
Konformation und biologische Wirkung von cyclischen Peptiden** 

Von Horst Kessler* 

Professor Klaus Weissermel zum 60. Geburtstag gewidmet 

Cyclische Peptide, welche die biologisch aktive Sequenz von Peptidhormonen enthalten, 
eignen sich als Modelle zum Studium von Konformations-Wirkungs-Beziehungen. Die 
groBe Flexibilitat von Peptiden wird durch Cyclisierung verringert. Erst wenn ein einziges 
Konformer im Gleichgewicht dominiert - die Kriterien dafiir werden dargelegt - 11131 sich 
eine experimentelle Konformationsanalyse durchfiihren. Die NM R-spektroskopischen Me- 
thoden - auch neueste Entwicklungen - werden im Hinblick darauf diskutiert, was sie fur 
die Konformationsanalyse von Peptiden zu leisten vermogen. 

..AuJ?er der Wasserstoj'Bindung haben wir uns in der organischen 
Chemie sehr wenig um nicht-kooalente Bindungen gekiimmeri. 
Meiner Meinung nach wird es Pfricht der zukiinfliyen Organiker 
sein, diese schwachen intramolekularen Krafle zu untersuchen. ge- 
nau wie wir in friiheren Generationen die kovalente Bindung stu- 

diert haben. Dadurch wird die organische Chemie ein Wiederauf 
bliih en erleben . '* 

Lord Ale.rander R .  Todd"' 

1. Einfiihrung 

Der Wunschtraum des Arzneimittelherstellers ist die ge- 
zielte Synthese eines selektiven Wirkstoffes, d. h. eines 
Wirkstoffes ohne pharmakologische Nebenwirkungen. An 
Anstrengungen zur Realisierung dieses ,,drug design'' hat 
es nicht gefehlt12-6', und die Suche nach Struktur-Wir- 
kungs-Beziehungen ist bis heute das erklarte Ziel vieler La- 
boratorien in Hochschule und Industrie. Die Verfeinerun- 
gen der Vorstellungen von der Struktur organischer Ver- 
bindungen spiegeln sich in den Bemiihungen der Chemi- 
ker, Biochemiker und Pharmazeuten wider. Anfangs 
versuchte man durch Aufstellung von Konstitutions-Wir- 
kungs-Beziehungen Licht in die ,,black box" der Relation 
von Struktur und Wirkung zu werfen, doch erkannte man 
bald, daB die Konfiguration die gleiche Bedeutung wie die 
Konstitution hat; in den letzten Jahren wurde der Stereo- 
spezifitat von Wirkstoffsynthesen besondere Aufmerksam- 
keit gewidmet. Obwohl seit Bartod7' die Rolle der Konfor- 
mation in Chemie und Biochemie klar geworden ist, wur- 
den nur zaghafte Versuche zur Aufstellung von Konforma- 
tions-Wirkungs-Beziehungen unternommen1']. 

Die Griinde hierfiir sind leicht einzusehen. Konformere 
sind in der Regel nicht als stabile Verbindungen isolierbar 
und konnen daher nicht getrennt biologisch getestet wer- 
den. Unseres Wissens ist das cyclische Tetrapeptid [Sar'l- 
Tentoxin, dessen beide Konformere unterschiedliche Wir- 
kungen zeigen. bisher der einzige Fall, in dem dies gelun- 
gen i d 9 ] .  Normalerweise bereitet schon die Aufklarung der 
stabilsten Konformation in Losung betrachtliche Schwie- 
rigkeiten; vie1 schwieriger sind Konformationsanderungen 
in den biologischen Medien nachzuvollziehenl'O, "I. 
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Man ist darauf angewiesen, die Konstirution und/oder 
die KonJguration eines Wirkstoffes so zu' verandern, daB 
konformative Anderungen erzielt werden. Der unterschied- 
liche EinfluB der vielen Faktoren auf die biologische Wir- 
kung ist dann aber schwer getrennt zu analysieren. 

2. Zur Wechselwirkung Hormon-Rezeptor 

Einen Ausweg aus diesem Dilemma konnte das Studium 
von physiologisch wirksamen Peptiden bieten, die als Hor- 
mone und Neuropeptide[''l in den Mittelpunkt des Interes- 
ses geriickt sind. Uber die Synthese von Agonisten oder 
Hormonantagonisten (z. B. kompetitiven Inhibitoren) hofft 
man, Pharmaka zur Behandlung hormoneller Erkrankun- 
gen zu finden. 

Mehrere dieser Peptide haben nur einen relativ kleinen 
,,aktiven" Bereich (Fig. I ) .  Strukturelle Variationen in die- 
sem Bereich, der in der Regel nur vier bis funf Aminosau- 
ren umfaBt, fiihren zu besonders drastischen Veranderun- 
gen der biologischen Wirkung. Hat der Rest des Hormons 
vielleicht nur die Funktion, die richtige Konformation des 
aktiven Zentrums aufzubauen? Dann sollte eine Verande- 
rung dieser ,,Stiitze" Konformationsanderungen hervorru- 
fen, die sich direkt mit der biologischen Wirkung der Deri- 
vate korrelieren lassen. 

Einen Zugang zur Verwirklichung dieser Vorstellungen 
eroffnen Modelle der Hormon-Rezeptor-Wechselwirkung. 
Emil Fischers Schliissel-SchloB-Prinzip, nach dem die mo- 
lekulare Erkennung auf einer Komplexbildung des Hor- 
mons mit dem Rezeptor (,,binding")12'' beruht, ist heute 
allgemein akzeptiert. Die postulierte Konformationsande- 
rung des Rezeptors bei der Komplexierung bewirkt die 
Weitergabe eines Signals (,,transduction")12'' (Fig. 2). Bin- 
dung und Signalweitergabe sind nicht identisch. Haufig 
sucht man gerade Substrate, die sich zwar an den Rezeptor 
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Fig. 2. Modell der Hormon- oder Arzneimittel-Rezeptor- Wechselwirkung. 

binden, aber kein Signal induzieren (kompetitive Hem- 
mung). 

Das Hormon selbst kann durch die Komplexierung 
ebenfalls seine Konformation andern. Man spricht von 
jnduzierter Anpassung", die nach neueren Erkenntnissen 
sowohl fur den Rezeptor als auch fur das Hormon 
(Fig. 3). Ob hierbei ein vorgelagertes Gleichgewicht oder 

Fig. 3. lnduzierte Anpassung der Konformationen bei der Bindung an den 
Rezeptor. 

erst eine durch die Komplexbildung hervorgerufene Kon- 
formationsanderung den Ausschlag gibt, ist fur die weitere 
Diskussion ohne Belang. Auf jeden Fall hat man davon 
auszugehen, daB die in Losung stabilste Konformation des 
Hormons nicht mit derjenigen im Komplex identisch sein 
muB. Bisher ist kein Hormonrezeptor strukturell aufgeklart 
worden1'3', und es gibt noch keine Methode, mit der man 
die interessierende Konformation des Hormons am Rezep- 
tor direkt bestimmen kann. Daher ist man auf indirekte 
Methoden angewiesen. 

Ein solches Verfahren ist die Konformationsbestim- 
mung biologisch aktiver Molekiile. Man setzt voraus, da13 
ein Molekul biologisch um so aktiver ist, je ahnlicher die 
stabilste Konformation in Losung der Konformation am 
Rezeptor ist (Fig. 4). Weitere Konformationsumwandlun- 
gen bei der Komplexierung wurden ja zusatzliche Energie 
auf Kosten der Bindungsenergie verbrauchen. Berucksich- 
tigt man jedoch, daB die Bindungsenergie sehr groB gegen- 
uber der Energie ist. die fur viele Konformationsumwand- 
lungen benotigt wirdl'l, so erscheint diese Annahme kaum 
fundien. Trotzdem rechtfertigt erst die Hypothese einer di- 
rekten Korrelation der stabilsten Konformation in Losung 
mit derjenigen am Rezeptor das Studium aktiver Molekule 
in Losung. Es ist auch anzunehmen, dal3 ein Teil der unter- 
suchten Systerne diese Bedingungen erfiillt und da13 der 
Energieaufwand fur die Konformationsanderung bei der 
Komplexierung nicht allzu groB ist. 

Eine andere Mdglichkeit, ein Bild der Konformation am 
Rezeptor zu erhalten, besteht in der Einfuhrung von kon- 
formativen Fixierungen. In Figur 5 ist dies schematisch 

Fig. 

K o m p 1 ex Losung 

starker u I -  aktjv aktiv 

toglichkeit I zur BestimmunE der Konformation am Rezeptor. Hypc .. 
these: Das aktivste Molekiil bevorzugt schon in Losung eine Konformation. 
die der Konformation im Komplex Ahnlich ist (- Konformationsstudien an 
aktiven Pepriden. siehe Text). 

[*I Die typischen Bindungsenergien biologisch akriver Peptide betragen ca. 
12- 17 kcal/mol 1241. wahrend schon Bruchteile von kcal/mol Konforma- 
tionsgleichgewichte stark verlndern konnen. 
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durch einen ,,Giirtel" angedeutet. Fiihrt die ,,Einschnu- 
rung" zu einer Geometrie, die derjenigen am Rezeptor 
nicht entspricht, erwartet man keine Aktivitat; bei richtiger 
Lage des ,,Giirtels" sollte die Aktivitat jedoch nicht beein- 
fluat oder sogar noch gesteigert werden. In der Praxis er- 
reicht man eine derartige Konformationsfixierung am ein- 
fachsten durch Cyclisierung, welche die Konformations- 
freiraume besonders bei kleinen Ringen stark verringert. 
Das Prinzip der ,,Versteifung" legt das Studium cyclischer 
Peptide nahe12s-271. 

Komplex Losung 

Fig. 5. M6glichkeit I 1  zur Bestimmung drr Konformation am Rezeptor 
( -  Konforrnationsstudien an cyclischen Peptiden. siehe Text). 

Konformations-Wirkungs-Studien an Peptidhormonen 
wird man somit am besten in folgender Reihenfolge durch- 
Sii hren : 

Suche nach der akliven Sequenz des Hormons 

In klassischer Weise werden Konstitution und Konfigu- 
ration der Aminosauren variiert. bis man den Teil oder 
die Teile des Molekiils lokalisiert hat, in denen mini- 
male Strukturanderungen zu maximalen biologischen 
Effekten fiihren. 

Konformarionsstudien an den biologisch aktiven 
Molekulen 

Unter verschiedenen Bedingungen (im Kristall. in meh- 
reren Losungsmitteln) ist zunachst die konformative 
Reinheit zu priifen. Vor allem in Losung mu13 mit dem 
Vorliegen mehrerer Konformationen gerechnet werden. 
Gesicherte Aussagen sind in der Regel nur bei konfor- 
mativer Homogenitat zu erwarten. Je geringer die ge- 
fundenen Konformationsanderungen sind, desto gerin- 
ger werden sie auch bei der Komplexierung am Rezep- 
tor sein. 

Konformationsstitdien an Modellpeptiden 

An einer groReren Zahl cyclischer Peptide mit unter- 
schiedlicher Konstitution und Konfiguration werden 
Konformationsstudien durchgefiihrt, deren Ziel es ist, 
die Konformation neuer Peptide vorauszusagen. 

Einbau der akriven Sequenz in cyclische Srrukturen zur 
Simulation der Konfbrmation am Rezepror 

Die nicht zur aktiven Sequenz gehorenden Teilstiicke 
miissen dabei nach den Erkenntnissen aus Modellstu- 
dien so gewahlt werden, daR das Molekiil die aus dem 
Studium der biologisch aktiven Hormone gewonnene 
wahrscheinliche ,,aktive" Konformation einnimmt. Syn- 
these, Konformationsanalyse und Aktivitatsstudien 

greifen ineinander und ermoglichen dadurch den Fort- 
gang der Arbeiten. 

Das Studium cyclischer Peptide hat einen wichtigen Ne- 
beneffekt. Da Peptide im Organismus besonders leicht am 
C- oder N-terminalen Ende abgebaut werden, ist die Spal- 
tung cyclischer Peptide deutlich verlangsamt, und es ist 
eine groBere Wirkungsdauer zu erwarten1'"2x-"1 . E' in zwei- 
ter Gesichtspunkt ist die Schleifenstruktur der Cyclen. In 
linearen Peptiden und Proteinen werden diese Schleifen 
vor allem durch die Tendenz zur Bildung intramolekularer 
Wasserstoffbriicken aufgebaut. Am bekanntesten ist die p- 
Schleife1z21, die beim Aufbau der P-Faltblattstruktur die an- 
tiparallele Riickfiihrung der Peptidkette in Haarnadelform 
ermoglicht. In ihr wird eine Wasserstoffbriicke von der 
NH-Gruppe der vierten Aminosaure zur CO-Gruppe der 
ersten Aminosaure in einer Peptidsequenz gebildet (siehe 
Fig. 17). In kleineren acyclischen oder cyclischen Peptiden 
spielt auch die y-Schleife mit einer Wasserstoffbriicke von 
der NH-Gruppe der dritten zur CO-Gruppe der ersten 
Aminosaure eine gronere Rolle (siehe Fig. 17). Die Bedeu- 
tung der Schleifen bei der lnformationsiibertragung wird 
durch die folgenden Uberlegungen nahegelegt : 

Man kann annehmen, daR die Natur beim Schliissel- 
SchloB-Prinzip den transportablen ,,Schliissel", das Hor- 
mon, so klein wie moglich halten wird. Zur maximalen In- 
formationsiibertragung sollte ferner das Hormon moglichst 
dreidimensional umhiillt werden konnen. Der Rezeptor 
kann wegen seiner lokalen Fixierung (z. B. in der Zell- 
membran) sehr groB sein. Eine solche Umhiillung der Er- 
kennungsregion ist am besten an Kettenenden oder Schlei- 
fen gewahrleistet, die tief in die Rezeptortasche eindringen 
konnen (vgl. Fig. I ) .  Es ware also denkbar, daB die aktiven 
Sequenzen, soweit sie im Inneren einer Peptidkette lokal 
konzentriert sind, stets Schleifen enthalten. Der Rest des 
Molekiils hatte dann fur die richtige Konformation des ak- 
tiven Teilstiickes und fur die Verstarkung der Bindung am 
Rezeptor zu sorgen. 

In diesem Aufsatz sollen die Moglichkeiten des experi- 
mentellen Zugangs zur Konformation kurz dargestellt wer- 
den. Dabei wird der NMR-Spektroskopie eine besondere 
Rolle zukommen, da die lnformationsausbeute iiber die 
Konformation in Losung bei dieser Methode derjenigen 
anderer Methoden iiberlegen ist125-27.33-421 . Natiirlich wird 
man nicht umhin konnen, das ganze Arsenal der Konfor- 
mat ion~analyse '~ ' -~~ ' ,  einschlieBlich rnolekiilmechanischer 
Berechn~ngen'~''~, erganzend heranzuziehen. 

3. Konformation im Kristall und in Liisung 

Die Rontgen-Strukturanalyse ist so weit ausgereift, daR 
man die raumliche Struktur insbesondere kleiner Molekiile 
routinemaRig erhalt, wenn gute Kristalle zur Verfiigung 
stehen. Genauigkeit und bildhafte Wiedergabe der Mole- 
kiilgestalt werden von keiner anderen Methode iibertrof- 
Sen. Allerdings sind Rontgen-Strukturanalysen auf den kri- 
stallinen Zustand beschrankt. Da entsprechende Informa- 
tionen fur die Losung meist fehlen, wird haufig leichtfertig 
die Kristallstruktur einfach auf die Losung iibertragen. 
Dies ist im allgemeinen nicht erlaubt. 
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Wenn die stabilste Konformation in Losung von der im 
Kristall durch eine Energiebarriere von > 10- 15 kcal/mol 
getrennt ist, laBt  sich die Konformationsanderung durch 
Losen des Kristalls bei tiefen Temperaturen und Auf- 
nahme der NMR-Spektren in verschiedenen Zeitabstan- 
den, eventuell nach Aufwarmen, direkt verfo\gen~s"~s41. Es 
gelingt auf diese Weise haufig, NMR-Signale den Konfor- 
mationen mit Sicherheit zuzuordnen. 

Oft sind jedoch die Barrieren so niedrig, daB sich beim 
Losen sofort Konformationsgleichgewichte einstellen. In 
solchen Fallen 11131 sich durch die seit kurzem zum Routi- 
neverfahren entwickelte CP-MAS-Te~hnik'*ll~~], mit der 
man hochaufgeloste "C-NMR-Spektren vom Festkorper 
erhalt, eine Brucke zur NM R-Spektroskopie geloster Mo- 
lekule s ~ h l a g e n l ~ ~ - ~ " ~ .  Diese Methode wird voraussichtlich 
auch in den Fallen, in denen keine ausreichend groBen 
Einkristalle fur die Rontgen-Strukturanalyse gezuchtet 
werden konnen, einen Konformationsvergleich fest-flussig 
ermoglichen. 

Ein Beispiel fur derartige Untersuchungen ist die Kon- 
formationsanalyse der geschiitzten Aminosaure Boc-Phe- 
OH (N-/er/-Butoxycarbonyl-phenylalanin), die in zwei 
Konformationen im Kristall ~ o r l i e g t [ ~ ~ ~ " ~ ~ ~ ~  . D' iese aquili- 
brieren in Losung auch bei tiefen Temperaturen sofort und 
sind NMR-spektroskopisch nicht getrennt erfaBbar'54.b21. 
Eine nachfolgende Umwandlung mit einer relativ hohen 
Barriere (AG&= 16.0 kcal/mol) fuhrt zu einer neuen, in 
Losung stabileren Konformation~5"~"1 (Fig. 6). 

Boc- R e -  OH C-CH=CH-NH- CH3 

El nAp] im Kristell 

0 I " L O s u n 9  Fl 
0 

Fig 6 Konformationsanderungen beim LBsen von Kristallen (siehe Text) 

In einem anderen Fall, dem vinylogen Amid in Figur 6, 
liegt im Kristall nur eine einzige Konformation vor, die in 
Losung schnell zu vier instabileren Konformationen aqui- 
libriert. Nach einiger Zeit lagern sich diese jedoch fast 
vollstandig zu einer neuen - der stabilsten - Losungskon- 
formation um15y1. 

lnteressant sind auch die Befunde am cyclischen Tripep- 
tid cyclo[Proz-NBGly] (NBGly = N-(0-Nitrobenzy1)gly- 
CYI)[~']. Die Rontgen-Strukturanalysen zweier Kristallmo- 
difikationen[wl, die aus CCI, bzw. Methanol gezuchtet 
wurden, ergaben, daR in beiden die Boot-Konforma- 

liegt, obwohl in methanolischer Losung die Kronen-Kon- 
f o r m a t i ~ n ' ~ ' . ~ ~ . ~ ~  d~rniniert[~''. Eine aus Methanol durch 
schnelles Auskristallisieren erhaltene erste Kristallfraktion 
zeigte bei Aufnahme des Tieftemperatur-' H-NMR-Spek- 
trums der bei -50°C gelosten Probe uberwiegend die 
,,Krone", wahrend die langsam auskristallisierenden, zur 

tiOnlS3.65.661 in . verschiedener raumlicher Umgebung vor- 

[*I CP-MAS steht fur ,Cross Polarization. Magic Angle Spinning" 
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Rontgen-Strukturanalyse verwendeten Kristalle die Boot- 
Konformation enthieltenfh". 

Im amorphen Zustand und in Losung liegen im allge- 
meinen verschiedene Konformationen vor. Wahrscheinlich 
werden diese Konformationen im amorphen Zustand ~ 

statistisch verteilt - eingefroren, so daB man im hochaufge- 
losten Festkorper-"C-NMR-Spektrum breite Linien als 
Folge intramolekularer Effekte (viele Konformationen) 
und von Packungseffekten (Unordnung der Molekiile) er- 
halt. Hingegen wird man in Losung zunachst eine schnelle 
Aquilibrierung zahlreicher Konformationen voraussetzen 
konnen. Nur in den Fallen, in denen die Energiebarrieren, 
die die Konformationen trennen, 5 bis 25 kcal/mol betra- 
gen, l a B t  sich aus den dynamischen NMR-Spektren eine 
detaillierte Aussage uber die den Konformationsumwand- 
lungen zugrunde liegenden molekularen Prozesse ablei- 
tenlo7-'"! Die konformative Starrheit ist daher in der Regel 
auf Teilbereiche beschrankt; bei vielen Molekulen bleibt 
noch eine konformative Vielfalt, z. B. der Seitenketten, er- 
halten. Selbst fur relativ starre Molekiilbereiche wird am 
Anfang jeder Diskussion die Frage nach der konformati- 
ven Homogenitat stehen. Haufig wird eine ,,gemittelte" 
Konformation fur flexible Molekule angegeben. Da jedoch 
die NMR-Parameter (siehe Abschnitt 4) nicht linear von 
den geometrischen Parametern abhangen, ist eine solche 
Angabe physikalisch meistens sinnlos. Diesen Tatbestand 
hat Jardelzky besonders klar herau~gestellt'~"'. Bevor wir 
die Moglichkeiten zur Uberprufung der konformativen 
Homogenitat darlegen,' sollen die lnformationen bespro- 
chen werden, die man auf diesem Gebiet aus NMR-Spek- 
tren erhalten kann. 

4. NMR-spektroskopische Methoden zur 
Konformationsanalyse von Peptiden 

Die Konformation eines Peptidgeriistes (,,backbone") 
kann durch die Winkel 4, w und w beschrieben werden, 
wahrend die der Seitenketten durch die Winkeljy charakte- 
risiert ist (Fig. 7)I7l1. 

1 '  
0 

Fig. 7. Definition der Winkel in Peptiden. Die ckliptische Stellung der Bin- 
dungen entlang des Peptidgeriistes -Cm-C,-NXm- entspricht in dieser 
Reihenfolge einem Diedewinkel von 0". Die rechtsgsngige helicale Anord- 
nung rechnet man positiv. 

Einem NMR-Spektrum kann man die folgenden Para- 
meter entnehmen: 

- chemische Verschiebung 6 
- skalare Kopplung J (indirekte, durch die Bindungen ver- 

- Intensitaten 
- Austauschverbreiterungen 

mittelte Kopplung) 
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- dipolare Kopplung, die durch den Raum wirkt. Sie 
driickt sich in Relaxationsphanomenen, z. B. Spin-Git- 
ter-Relaxationszeiten (Ti )  und Nuclear-Overhauser-Ef- 
fekten (NOE), aus. 

Hat man diese Parameter aus den Spektren ex/rahier/.  so 
miissen sie den molekularen Strukturen zugeordnet wer- 
den. Die Interpretation der Daten ergibt schlieBlich die 
strukturelle Information (Fig. 8). Es sei darauf hingewie- 
sen, daR gerade bei den relativ komplizierten NMR-Spek- 
tren von Peptiden durch fehlerhafte Datenextraktion sowie 
leichtfertig vorgenommene Zuordnung selbst bei kritischer 
Interpretation eine Reihe fragwiirdiger SchluBfolgerungen 
zustandegekommen und publiziert worden ist. Es emp- 
fiehlt sich daher besonders auf diesem Gebiet, Literaturda- 
ten kritisch zu uberprufen. 

Die vielfaltigen Moglichkeiten der NMR-Spektroskopie 
bei der Aufklarung von Peptidkonformationen sind in Ta- 
belle I zusammengestellt. 

Erste wichtige Hinweise auf die molekulare Struktur er- 
halt man aus der Orientierung der Amidbindungen, die in 
der Regel durch Wasserstoffbriicken (intra- oder intermo- 
lekular sowie durch solche zum Losungsmittel) festgelegt 
wird. lntermolekulare Briicken und solche zum Solvens 
werden im Gegensatz zu den intramolekularen Briicken 
bei Temperaturerhohung leicht gespalten, weil die Entro- 
pieabnahme, die mit der Oligomerisierung und mit der 
Bindung des Solvens einhergeht, bei hoherer Temperatur 
immer starker zu Buche schlagt (Fig. 9). Dies gilt fur 
alle Wasserstoffbriicken-bildenden Losungsmittel; uber 
DMSO-Losungen liegen die meisten und die aussagekraf- 
tiesten Ergebnisse vor12S.26.07. 1117- 1121 . Im allgemeinen be- 

Speklrum - Porometer - Struklur 

Spektrum - Exlrokticm 

Zuordnung - Konslitulion 

InterpreiatDn - Konformotion 

Fig. 8. Zur Auswertung der NMR-Spektren 

Bei der Zuordnung der Signale zu den Aminosauren 
wird das Auffinden der K o p p I u n g ~ m u s t e r ~ ~ ' . ~ ~ ~  durch 
moderne zweidimensionale N M R - T e ~ h n i k e n [ ~ ~ - ~ ~ ]  (homo- 
nucleare[73. 77-79] und heteron~cleare[~~.~"~"'~ 2D-J-aufge- 
loste Spektroskopie'""', 'H-"C-2D-Verschiebungskorrela- 
tiOn[76.80. X I.83-XSl und homonucleare 2D-korrelierte Spektro- 
skopie[l I.78.8U.81.85-87] ) enorm erleichtert. Mit NOE-Diffe- 
ren~spektren["~."".~~ oder durch zweidimensionale NOE- 
S p e k t r o s k ~ p i e [ ~ - ~ ~ ~  wird die Sequenzanalyse von Peptiden 
moglich[ I I, 7 8 . n 6 . n 7 . 9 ~ . ~ 6 1  , f. ur die friiher selektiv deuterierte 

Derivate miihsam synthetisiert werden m~Btenl'~.'~l. Lie- 
gen zwei Konformere in maRig schnellem Austausch ne- 
beneinander vor, so IaRt sich durch Sattigungstrans- 
fer~S3~6S~99~'oo' oder 2D-Austaus~hspektroskopie~~~.""~"'~' 
der Austausch individueller Kerne zwischen beiden Kon- 
formeren direkt sichtbar machen. 

Fig. 9. Temperafurgradienten M / T  der NH-Signale in 
(DMSO) am Beispiel einer P-Schleife. 

Dimethylsulfoxid 

trachtet man Temperaturgradienten (A6/T) der NH-Si- 
gnale in DMSO von uber 4 x  lo-' ppm/K als Anzeichen 
externer NH-Orientierung, wahrend Werte unter 2 x lo-'  
ppm/K fur eine Abschirmung vom Solvens ~ p r e c h e n l * I I ~ ~ ~ .  

Solvenseffekte konnen bei Konformationsuntersuchun- 
gen nur dann interpretiert werden, wenn sichergestellt ist, 
daR durch die Anderung des Mediums keine Konforma- 

1.1 Die Definition des Temperafurgradienten der chemischen Verschiebung 
M / T  fiihrt bei der heute iiblichen Festlegung der 6-Skala zu negativen 
Werten. In der Literatur werden die Gradienten aber aus historischen 
Griinden (r-Skala) positiv angegeben. Wir halten uns ebenfalls daran. d. 
h. ein positiver Wed bedeutet eine Verschiebung des NH-Signals zu ho- 
hem Feld mil steigender Temperatur. 

Tabelle 1. Mdglichkeiten zur Ermittlung der Konformation von Peptiden durch NMR-Spektroskopie 

Ursache Beobachtung der spektralen Parameter 

Wechselwirkung 
mit der Umgebung 

Wechselwirkungen 
durch Bindungen 

Wechselwirkung 
durch den Raum 

NH-Verschiebung als Funktion von: Solvens 
TemperdtUr 

paramagnetisch induziene spektrale h d e r u n g e n  
skalare Kopplungen: vicinale Kopplung 

geminale Kopplung von Glycin-H. 
direkte Kopplung "C-H 
direkte Kopplung l5N-H 
"N-chemische Verschiebung 

"C (sterische und elektronische 
Effekte) 

chemische Verschiebung: 'H (Anisotropie) 

dipolare Kopplung: NOE-Effekte ( ' H )  
Beweglichkeit Linienkoaleszenzen 

Relaxationszeiten "C (TI und NOE) 

typische Information 

Orientierung der Amid-Bindung 
H-Briicken 
Untencheidung zwischen peripheren und inneren Kernen 
Winkel 6, w.  x 
Winkel w 
C,CO-Winkel 
risNrans-lsomerie der Amid-Bindung 
H-Briicken zum benachbarten CO 
Orientierung aromatischer Seitenketten 
eis/tran.r-Isomerie an Prolin 

intramolekulare Protonenabstande 
Prozesse mit relativ hohen Barrieren 
Beweglichkeit von Seitenketten 

chemischer Austausch H/D-Austauschgeschwindigkeiten Ausgesetztheit von NH-Cruppen 
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tionsanderung induziert wird. Der Ersatz des als H-Bruk- 
ken-Acceptor fungierenden Losungsmittels DMSO durch 
CDCl, bewirkt eine starke Hochfeldverschiebung der 
NMR-Signale exponierter NH-Gruppen (Fig. 10)11'3.1'4! 

10 

der man heteronucleare Kopplungen uber mehr als eine 
Bindung besser bestimmen kann, konnte sich in Zukunft 
die Zuginglichkeit der gewunschten Parameter jedoch ent- 
scheidend verbessern. 

Fig. 10. Effekt der Titration einer DMSO-Lbsung eines Peptides rnit CDCI,. 
Die Aufiebung der H-Bnicke zum Solvens fuhn bei einem CDCI&ehalt 
> 509'0 zu einer starken Hochfeldverschiebung des NH-Signals. 

Da das zugesetzte CDCI, mit DMSO assoziiert, tritt die- 
ser Effekt deutlich bei CDCI,-Gehalten uber %0/0 in Er- 
scheinung, weil dann fur die Assoziation am Peptid nur 
noch wenig DMSO zur Verfiigung ~ t e h t ~ " ~ .  

Umgekehrt kbnnen Solventien, die als H-Brucken-Do- 
noren wirken. durch ,,Protonierung" am Carbonylsauer- 
stoff das NMR-Signal des benachbarten NH-Protons zu 
tiefem Feld verschieben (Fig. I l ) 1 " 3 . ' 1 4 1 .  Dieser Effekt, der 
z. B. durch Trifluorethanol (TFE) erzeugt wird, ist haufig 
schlechter zu beobachten, weil der Zusatz protischer Sol- 
ventien infolge von Konformationsanderungen unspezifi- 
sche Verschiebungen induziert. 

Fig. I I .  Effekt des Zusatzes eines protischen Ldsungsmittels (hier: TFE) zu 
einem Peptid. Man beobachtet eine Tieffeldverschiebung des NH-Signals 
durch die ..Carbonylprotonierung". 

Von groner Bedeutung fur die Konformationsanalyse 
sind die vicinalen Kopplungskonstanten ' J .  deren Abhan- 
gigkeit vom Diederwinkel durch Karplus-Gleichungen 
beschrieben werden kann. Da diese Funktionen jedoch 
stark vom Substitutionstyp abhangen, wurden fur die ein- 
zelnen Bindungen spezielle Gleichungen abgeleitet, in de- 
nen anhand eines umfangreichen experimentellen Materi- 
als die Koeffizienten empirisch ermittelt worden sindl"'- 

Besonders wichtig ist die leicht zugangliche homonu- 
cleare 'JHNcaH-Kopplung, deren Wert vom Winkel 4 
abhangt. Allerdings fuhren die Mehrdeutigkeit der 
Karplus-Kurve (einer gemessenen Kopplungskonstante 
entsprechen meist vier Winkelbereiche!) und die Fehler- 
breite der Funktion selten zu eindeutigen Resultaten: viel- 
mehr wird mit Kopplungskonstanten der Konformations- 
freiraum nur eingegrenzt. Das Problem der Mehrdeutigkeit 
kann prinzipiell durch Auswertung weiterer Kopplungen 
fur eine Bindung gelost werden (Fig. 12). Das erfordert ei- 
nerseits spezielle Spektrometerbedingungen oder aber die 
g o n e  Muhe der Synthese spezifisch mit I'C und/oder "N 
angereicherter Peptide, denn die Heteroatom-Protonen- 
Kopplungen sind aus den Spektren schwer direkt ablesbar. 
Daher findet man nur wenige Beispiele fur die komplette 
Auswertung vieler Kopplungen11'6, I "I. Durch eine neue 
Methode der zweidimensionalen Spektroskopie'""], mit 

2 

-1 

Fig. 12. Auswenung der vicinalen Kopplungskonstanten zur Ermittlung des 
Winkels @ (nach Biwror- et al. [I 161). m:  'J(H-NC,,-H): I: 

Zur Definition des Winkels 4 siehe Figur 7 (4 bezieht sich auf die 
L-Form). 

'J( '~C'-NC,,-~H):  - : 'I(  l ~ - ~ ~ , , - ' a ~ , , ) :  - - - : 'J('H-NC..--' 'c). 

Anders verhalt es sich bei der Seitenkettenkonforma- 
tion (Winkel x ) .  Hier hat man fast immer von einem sich 
schnell einstellenden Gleichgewicht mehrerer Konfor- 
mationen auszugehen, das sich durch Auswertung der vici- 
nalen Kopplungskonstanten (z. B. des a-Protons einer 
Aminosaure zu den beiden diastereotopen p-Protonen) 
analysieren lantll IS .  I19.I?Ol . Besondere Beachtung verdient 

wegen seiner Bedeutung fur den spezifi- prolin[~7.7x. ' ? I .  1221 

schen Aufbau von Peptidstrukturen wie auch fur die Fal- 
tung von Peptidketten in Proteinen1'23.'24'. Einerseits wird 
durch die Fixierung im fiinfgliedrigen Ring die Flexibilitat 
der ,,Seitenkette" beschrankt, andererseits ermoglicht die 
Pseudorotation innerhalb des Pyrrolidinringes ein sich 
schnell einstellendes Gleichgewicht vieler Konformatio- 
nen. Ursprunglich ging man bei der Diskussion der Prolin- 
Konformationen von zwei schnell aquilibrierenden Rama- 
chandran-Konformationen1'25' aus, jedoch zeigt die ge- 
nauere Analyse, dan ein grol3erer Pseudorotationsbereich 
berucksichtigt werden rnu13~126-12X'. Da man z. B. fur die 
Bindung C,,-C, insgesamt vier vicinale Kopplungskon- 
stanten (zwei cis- und zwei rrans-Kopplungen) zur Ermitt- 
lung des Diederwinkels zur Verfugung hat, laBt sich aus 
den vicinalen Kopplungskonstanten das Gleichgewicht 
mehrerer Konformationen mit iterativen Rechnungen ana- 

Aussagen uber den Winkel y (N-C,,-C'-N) sind aus 
einfach zuganglichen vicinalen Kopplungen nicht zu er- 
halten, jedoch hangt bei Glycin die geminale Kopplung 
der beiden a-Protonen von y ab111s.13"-'3'1 . N euerdings 
wird auch die Konstante J der direkten "C-'H-Kopplung 
fur die Ermittlung von y und 4 vorgeschlagen1'3'.'341. Aus 
I h N H ,  die durch die INEPT-Technik"1"'s.''61 le' ichter zu- 
ganglich geworden ist, la& sich die /runs-Konformation 
der Amidbindung (Winkel w =  180") ablesen'Ms.1'51. In l i -  
nearen und gronen cyclischen Peptiden hat man bisher 

l y s i e r e n l l ? ~ .  1Y 

[*I INEPT steht fur .,Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Trans- 
fer". 
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stets trans-Peptidbindungen (Z-Konformationen) beob- 
achtet. 

In wenigen Fallen konnte die Fernkopplung der *-Pro- 
tonen zweier benachbarter A m i n o ~ i i u r e n ~ " ~ ~  oder eines a- 
Protons und der &Protonen in einem voranstehenden Pro- 
lin zur Zuordnung der Sequenz benutzt werdenl7"]. 

Chemische Verschiebungen lassen sich in der Regel et- 
was schwicriger interpretieren. Ein Effekt. der sich in der 
Zukunft als sehr nutzlich herausstellen konnte. ist die Tief- 
feldverschiebung eines "N-NMR-Signals, wenn die der 
Aminogruppe benachbarte Carbonylgruppe an einer H- 
Brucke beteiligt i d g s .  I3'-IJO1 . B' isher war eine derartige In- 
formation nicht zuganglich. 

Bei chemischen Verschiebungen in der 'H-NMR-Spek- 
troskopie sind es vor allem Anisotropieeffekte von benach- 
barten Carbonylgruppen oder von aromatischen Seitenket- 
ten, die Aussagen uber die molekulare Geometrie ermogli- 
chen. So fuhrt die Orientierung eines a-Protons in die 
Ebene der Carbonylgruppe der in der Sequenz voranste- 
henden Aminosaure zu einer starken Tieffeldverschiebung 
(Fig. 13. vgl. z. B. 17X.x5 .141 . '421 ) .  Ein charakteristisches Bei- 
spiel fur Effekte aromatischer Seitenketten ist die Hoch- 
feldverschiebung der y-Protonen von Lysin 9 durch den 
benachbarten lndolring von Tryptophan 8 im aktiven Teil 
des Peptidhormons S o m a t o ~ t a t i n ~ ~ ~ ~ - ~ ~ " ]  . Dieser Effekt 
setzt die richtige Faltung der Peptidkette voraus. so dal3 er 
zur Diagnostik bei der Synthese aktiver Somatostatin- 
Analoga herangezogen werden kann11471. 

Q.5 

Verschiebung zu 
tiefem Feld 

2 .2 

Verschiebung zu 

Trp 
H 

Feld 

Fig. 13. Anisotropieeffekte auf die chemischen Verschiebungen der y-Proto- 
nen von Lysin 9 durch benachbarte Carbonylgruppen und durch die aroma- 
tische Seitenkette von Tryptophan 8 des Somatostatins. 

Amidbindungen in Peptiden liegen in der Regel in trans- 
Konformation (Z) vor. In Peptiden. die N-Alkylaminosau- 
ren enthalten, ist jedoch immer mit beiden Konforrnatio- 
nen zu rechnen. Die chemische Verschiebung von C,, und 
C,, in Prolinringen gibt jedoch eine klare Auskunft uber 
die Stereochemie an dieser B i n d ~ n g l ~ ~ . ' ~ .  I4'I (Fig. 14). 

Eine quantitative Beziehung zwischen der Dijjferenz 
der chemischen Verschiebung von C, und C, in Prolin 
und dem Winkel w wurde von Siemion et al. vorgeschla- 
gen11491 und auch mehrfach zur Konformationsana- 
lyse benutzt. Nach unseren Erfahrungen halt sie jedoch ei- 
ner kritischen Uberprufung nicht standivx1. 

B Y 
:g, 22.5 

cis 1 I 1 

6 

Fig. 14. Typische chemische Verschiebungen der C,,- und C,-Atome in pro- 
linhaltigen Peptiden fur cir- und Irons-Xxx-Pro-Amidbindungen. 

In neuerer Zeit sind Nuclear-Overhauser-Effekte 
( NOE)115''1 experimentell besser zuganglich g e w ~ r d e n ' ~ ~ - " ~ ~ .  
Sie drucken sich im eindimensionalen NMR-Spektrum 
durch Intensitatsanderungen von Signalen beim Einstrah- 
len der Resonanzfrequenz eines raumlich benachbarten 
Kernes aus. Da die homonuclearen, intramolekularen 
NOEs zwischen Protonen vom dipolaren Relaxationsme- 
chanismus bestimmt werden, gibt es eine Korrelation rnit 
dem Abstand der Protonen. NOEs konnen meist nur beob- 
achtet werden, wenn die Protonen weniger als 3-4 A von- 
einander entfernt sind. In kleinen Molekulen (bis etwa cy- 
clischen Hexapeptiden) sind bei mittleren Feldstiirken 
(z. B. in einem 270 MHz-Spektrometer) unter normalen Be- 
dingungen (Raumtemperatur. DMSO-Losung) die NOEs 
positiv. Sie werden in Proteinen und bei groBeren Feldstiir- 
ken negativ. Im letzteren Fall sind auch Spin-Diffusio- 
nen"sl. 1521 zu beachten, weshalb man die Zeitabhiingigkeit 
des NOE-Aufbaus mitberucksichtigen mu131u1.1SJ-r551 . Fur 
Einzelheiten sei auf die zitierte Literatur verwiesen. 

Die NMR-Spektroskopie bietet auch die Moglichkeit, 
Informationen uber die molekulare Dynamik zu erhalten. 
Bei Austauschphanomenen, z. B. dem Ubergang zwischen 
mehreren Konformationen oder dem Austausch von NH- 
Protonen rnit dem Losungsmittel. findet man Linienver- 
breiterungen und Signalkoaleszenzen, wenn die Barrieren 
5-25 kcal/mol betragen167-hY1. Derartige Konformations- 
gleichgewichte treten vor allem bei Rotationen um die 
Amidbindung in prolinhaltigen Peptiden1I5"' (Rotations- 
barriere: ca. 20 kcal/rnol) und bei kleineren cyclischen 
PeptidenlSll-5'.65.". 141. 142. 157 1581 auf, in denen der Ring- 
schluB die sonst vielfaltige und relativ freie konformative 
Beweglichkeit verrnindert. Schnellere Prozesse, z. B. die 
Bewegungen von Seitenketten in grol3eren Peptiden, kon- 
nen durch Messung von l'C-Spin-Gitter-Relaxationszeiten 
(TI) erfal3t werden, wenn durch gleichzeitige Messung der 
heteronuclearen NOE-Effekte der dipolare Relaxations- 
mechanismus gesichert ist137.41. Is". l h o l .  

Obwohl prinzipiell aus chemischen Reaktionen nur be- 
dingt auf thermodynamische Stabilitaten geschlossen wer- 
den darf, hat sich die Messung der Austauschgeschwindig- 
keiten von Amidprotonen rnit Deuteronen (aus zugefugtem 
DzO) in einigen Fallen als Hinweis auf die Ausgesetztheit 
von NH-Gruppen erwiesenl'"'. . Die Austauschge- 
schwindigkeiten lassen sich auch rnessen, indem man das 
HzO-Signal siittigt und die SBttigungsiibertragung1* '"'I auf 
die NH-Signale verfolgt"6"-1""1 . Sicher wird man in Kurze 
auch die 2D-Austauschspektroskopie fur derartige Unter- 
suchungen haufiger heran~iehenl l"~~.  Wenn das cyclische 
Peptid eine Konformation sehr stark bevorzugt, wird die 
Austauschgeschwindigkeit der nach aul3en gerichteten 
NH-Protonen vie1 gro13er sein als die der nach innen orien- 
tierten. wornoglich noch an intramolekularen Wasserstoff- 
brucken beteiligten NH-Protonen. Letztere konnen aller- 
dings auch dann schnell austauschen, wenn ein sich 
schnell einstellendes Gleichgewicht rnit einer (geringer po- 
pulierten) anderen Konformation vorliegt, in der ein noch 
schnellerer Austausch der fraglichen NH-Protonen statt- 
finden kann. Deshalb mu13 man bei der Interpretation von 
Austauschgeschwindigkeiten vorsichtig vorgehen. 

Die NMR-Spektroskopie ist also eine vielseitige Metho- 
de, rnit der sich lnformationen zur Bestimmung von Pep- 
tidstrukturen in Losung gewinnen lassen. Diese Ubersicht 
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kann naturlich nicht die einzelnen Techniken erlautern, 
sondern nur Hinweise auf die Anwendungsmoglichkeiten 
geben. 

5. Konformative Hornogenitat in Losung 

In Abschnitt 3 wurde betont, daB die Frage nach der Si- 
cherung der konformativen Homogenitat immer zuerst ge- 
stellt werden muB. Der Grund dafur, warum von diesem 
Prinzip in diesem Bericht abgegangen wurde, ist, daB man 
zunachst die NMR-Techniken zur Konformationsanalyse 
kennen sollte, ehe man der Frage nach konformativer Ho- 
mogenitat detailliert nachgehen kann. 

Bei Peptiden in Losung hat man von einem sich schnell 
einstellenden Gleichgewicht zwischen vielen Konformatio- 
nen auszugehen. Allerdings ist die Beweglichkeit in den 
Bereichen eines Peptidmolekiils sehr unterschiedlich. 
Wahrend z. B. in kleinen cyclischen Peptiden die Beweg- 
lichkeit des Peptidgerustes (,,backbone") stark beschrankt 
ist, werden Seitenketten haufig einen relativ groBen Bewe- 
gungsfreiraum haben. 

Die Aussagen iiber die Anwendung NMR-spektroskopi- 
scher Techniken in Abschnitt 4 (ahnliches gilt auch fur an- 
dere Methoden der Konformationsanalyse) gelten nur 
dann streng, wenn das Peptid nur eine einzige Konforma- 
tion einnimmt oder eine Konformation in Gleichgewicht 
so stark dominiert, daB die anderen Konformationen die 
spektralen Parameter nicht beeinflussen. Angaben uber 
eine ,,gemittelte" Konformation sind mit groBer Vorsicht 
zu b e ~ r t e i l e n ~ ~ ~ ] .  Da es nur indirekte Hinweise auf konfor- 
mative Homogenitat gibt, konnen die Aussagen immer nur 
Wahrscheinlichkeitscharakter haben. Es ist erst die Summe 
aller Aussagen, die eine Deutung ..sichert". 

Generell benutzt man Unterschiede der chemischen 
Verschiebungen, Kopplungskonstanten und Temperatur- 
abhangigkeit zwischen den verschiedenen Aminosaureein- 
heiten als Hinweis auf konformative Homogenitat: Je ge- 
ringer diese Unterschiede sind, desto groBer ist die Wahr- 
scheinlichkeit, daB ein sich schnell einstellendes Konfor- 
mationsgleichgewicht eine Mittelung dieser Parameter er- 
zeugt. Dies sei am Beispiel der cyclischen Pentapeptide de- 
monstriert. Sie interessieren besonders, weil sie die klein- 
sten cyclischen Peptide mit spannungsfreier trans-Konfor- 
mation aller Peptidbindungen sind und eine relativ stark 
eingeschrankte Beweglichkeit erwarten lassen. c,vclo[Gly,] 
und cvc/o[Phe,] weisen im 'H- und 13C-NMR-Spektrum je- 
weils nur einen einzigen Signalsatz fur Glycin bzw. Phenyl- 
alanin au~".IhH1. Als Deutungsmoglichkeit kommt eine Cs- 
Symmetrie des M ~ l e k u l s ~ ' " ~ ~  oder ein funffach entartetes, 
sich schnell einstellendes Gleichgewicht einer oder mehre- 
rer K~nforrnationstypen"'~'~".'~'~ (gemittelte C,-Symme- 
trie) in Frage. Fur die letztere Deutung sprechen die 
mittleren Temperaturgradienten der NH-Signale: A6/ 
T = 2 . 9 6 x  lo - '  ppm/K (Gly) bzw. 3.71 x lo- '  ppm/K 
(Phe). Fiihrt man nun eine ,.Storung" der Symmetrie ein, 
indem man das pro-S-Proton eines Glycinrestes durch eine 
Methylgruppe ersetzt (~~vclo[Ala-Gly,])~~"', so werden die 
Temperaturgradienten unterschiedlich (Fig. IS). Offenbar 
bevorzugt die Methylgruppe eine Position in der Konfor- 

1'1 In I1681 wird gezeigt. daO z. B. folgende Umwandlungen ohne groRe Bar- 
riere leicht moglich sind: lily. + y , y -  + y , p ?  usw. 

mation (oder den Konformationen), deren schnelles entar- 
tetes Gleichgewicht die C,-Symmetrie bei der Verbindung 
ohne Methylgruppe vortluscht. In ~~vc/o[Phe-Gly,]~ '~~ '~~ I"'] 

mit noch gronerer Seitenkette (Benzylgruppe) wird die 
Differenzierung der Temperaturgradienten noch deutli- 
cher: zugleich werden auch die chemischen Verschiebun- 
gen und Kopplungskonstanten der diastereotopen Glycin- 
a-Protonen immer unterschiedlicher"""'. Daraus kann man 
schlieBen, daR in cyc/o[Phe-Gly,] eine Konformation im 
Gleichgewicht dominiert. Nachdem die Zuordnung der Si- 
gnale durch Synthese von spezifisch deuterierten Deriva- 
ten gelungen war, konnten die NMR-Parameter interpre- 
tiert werden"": Am wahrscheinlichsten ist demnach eine 
y,y-Konformation'"'Y. ' I 1  (vgl. Fig. 17). 

Fig. 15. Temperaturgradienten der NH-Signale dreier cyclischer Pentapep- 
tide vom Typcyclo[Xxx-Gly,] in DMSO [ I 0  ' ppm/K] (siehe Text); G=Gly .  
A = Ala, F = Phe (internationale Einbuchstabensymbole). 

Bei drei der acht moglichen cyclischen Pentapeptide, die 
nur ~-Phenylalanin und Glycin enthalten, ergaben sich 
derartige Hinweise auf konformative Homogenitat, die 
sich z. B. in deutlicher Differenzierung der Temperaturgra- 
dienten ausdruckt (Fig. 16). Die restlichen Cyclopentapep- 
tide sind daher als Mischungen anzusehen und somit fur 
Konformationsstudien nicht geeignet. 
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Fig. 16. Temperaturgradienten der NH-Signale simtlicher cyclischer Penta- 
peptide aus L-Phe (F)  und Gly ( G )  in DMSO 110- ' ppm/K]. Die drei Peptide 
auf schattienem Grund sind wahrscheinlich konformativ homogen. Die mit 
Sternchen versehenen Wene wurden sequenziell nicht zugeordnet. 

Bisher wurden ca. 20 cyclische Peptapeptide untersucht, 
die vermutlich konformativ homogen 

Sie zeigen uberwiegend zwei konformative Grundty- 
pen, die zwei intramolekulare Wasserstoffbrucken enthal- 
ten: die p,y- und die y,y-Konformation (Fig. 17). 

Ziel derartiger Untersuchungen ist es, herauszufinden, 
ob ein Zusammenhang zwischen Art und Position von 
Aminosauren besteht. Die bisherigen Ergebnisse an cycli- 

IW-' 'I. 
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Fig. 17. Die beiden wichtigsten Konformationen cyclischer Pentapeptide. 

schen Pentapeptiden decken folgende RegelmaBigkeiten 
a u f ~  ins. I I I I .  

- In Position 3 (Fig. 17) ist stets Glycin oder eine D-Ami- 
nosaure zu finden 

- Position 4 in der y-Schleife wird haufig von sterisch sehr 
anspruchsvollen Aminosauren (Pro, Val, Phe, Aib) ein- 
genommen 

- Prolin bevorzugt die Positionen I oder 4. 

Mit Kenntnis dieser und anderer Befunde sollte es mog- 
lich werden, die stabilste Konformation eines Peptids bei 
gegebener Sequenz der Aminosauren vorherzusagen oder 
eine geeignete Sequenz fur den Aufbau einer gewiinschten 
Konformation zu wahlen. 

Diese Untersuchungen zeigten auch, daB fur die Domi- 
nanz einer Peptidkonformation die Art der Seitenkette ei- 
ner Aminosaure weniger entscheidend ist als die Konfigu- 
ration. So liegen z. B. die vier cyclischen Pentapeptide in 
Figur 18, deren gemeinsames Merkmal die Sequenz von 
drei L-Aminosaure- und zwei Glycinresten ist, in DMSO in 
der gleichen Konformation vor; der Ersatz von t-Phe in 
Position 2 im cyclischen Peptid cyc/o[Phe,Gly,] durch D- 

Phe fuhrt dagegen zu deutlich anderen NMR-Parame- 

stikum die Temperaturgradienten der NH-Signale vergli- 
chen. Die anderen NMR-Parameter verhalten sich ana- 

tern197.98. I I I 1  . I n Figur 18 werden als spektrales Charakteri- 

4 4.97. 
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Fig. IS .  Temperaturgradienten der NH-Signale einiger cyclischer Pentapep- 
tide in DMSO [ l o - '  ppm/K]. Die beiden ersten Peptide von rechts sind die 
cyclischen Enkephaline. F= L-Phe. D-F- D-Phe, G a G l y .  L -  Leu. M = Met. 
S-tBu - Ser(O-rBu), Y = Tyr. 

Dieser geringe EinfluB der Seitenketten auf die bevor- 
zugte Konformation des Peptidgerustes gilt naturlich nicht 
allgemein. Beispielsweise bewirkt der Ersatz von Phenyl- 
alanin durch Serin in der i +2-Position einer p-Schleife zu- 
nehmende Instabilitat der Schleife1"n.1811, wie auch Serin 
dafiir bekannt ist, daB es p-Strukturen unterbricht[I8'. '"I. 

AbschlieBend seien die wichtigsten Kriterien noch ein- 
ma1 zusammengefafit. lndizien fur konformative Homoge- 
nitat sind: 

- starke Differenzierung der Temperaturgradienten der 
NH-Signale 

- starke Differenzierung in den chemischen Verschiebun- 
gen gleichartiger Aminosauren in der Sequenz 

- groBe Aufspaltungen der chemischen Verschiebungen 
von diastereotopen Glycinprotonen 

- starke Differenzierung von vicinalen Kopplungen zu 
diastereotopen Protonen ( N H  zu den beiden a-Protonen 
in Glycin, C,,H zu zwei diastereotopen p-Protonen) 

- groBe Unterschiede in den NH-C,H-Kopplungskon- 
stanten (ein Wert um 7.5 Hz wird auch als Mittelwert bei 
freier Beweglichkeit interpretiert werden konnen). 

lndizien fur konformative Heterogenitat sind neben dem 
Fehlen dieser Kriterien: 

- Nichtlinearitat der Temperaturgradienten der NH-Si- 

- Anderung von Kopplungskonstanten bei Wechsel des 
gnale 

Losungsmittels. 

6. Konformation cyclischer Peptide mit 
Wirksequenzen 

Die Notwendigkeit, die Beweglichkeit von Peptiden ein- 
zuschranken, um Aussagen uber die Konformation zu er- 
halten, wurde bereits mehrfach erkannt127-31.971 . B' isher sind 
Struktur-Aktivitats-Beziehungen jedoch vor allem durch 
Veranderung der Konstitution gepruft worden. Bemer- 
kenswerte Ansatze zur Einbeziehung der Konformation 
stammen z. B. von Hrub-v et al. (Oxytocin)[211 und vor allem 
von Veber et al. (Somatostatin). Die einzelnen Phasen der 
Entwicklung des biologisch sehr aktiven Minisomatosta- 
tins konnen als Musterbeispiel dieser Forschungsrichtung 
angesehen werden und sollen daher kurz nachvollzogen 
werden. 

Somatostatin11X41, ein Tetradecapeptid, das durch eine 
Disulfidbrucke zwischen Cys-3 und Cys- 14 cyclisiert ist 
(siehe Fig. I ) ,  wird im Hypothalamus und anderen Zellen 
des endokrinen Systems (z. B. Pankreas-D-Zellen) gebil- 

monen wie Glucagon, Insulin, Gastrin, Secretin und 
Wachstumshormon~l"~ In'] . Akt ivitatsstudien an Derivaten 
zeigten sehr bald, daB die Aminosauren Ala-l und Gly-2, 
die nicht dem Ring angehoren, ohne Wirkungsverlust ent- 
fernt werden konnen und daB der Ersatz von Tryptophan- 
8 durch sein Enantiomer (D-Trp) die Wirkung auf etwa 
das Achtfache ~teigert"~~~'"' 'I  . D' ieser Befund wurde zusam- 
men mit den Resultaten vieler NMR-Arbeiten am Somato- 
s ta t in iv  143- 1 ~ 1  dahingehend interpretiert, daB die Amino- 
sauren Phe7-TrpX-Lys9-Thr10 an einer 0-Schleife beteiligt 
sind. Nachdem die Arbeitsgruppe von Veber unter ande- 
rem zunachst carbacyclische Deri~ate""~""~ sowie bicycli- 
sche D e ~ i v a t e [ ~ ~ . ~ " I  mit immer kleineren Ringen hergestellt 
hatte, gelang es, ein sehr wirksames cyclisches Hexapeptid 
(,,Minisomatostatin") zu ~ynthetisierenl~~~.~~".~~~~ . I n die- 
sem wurde die aktive Sequenz 7-10 lediglich durch Phe- 

det[lHS.IL(61 . Es inhibiert die Ausschuttung von Peptidhor- 

[*I  Die NMR-Untersuchungen zeigten allerdings auch. daO Somatostatin in 
Lasung noch recht flexibel is1 [143.146]. 
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nylalanin und Prolin uberbruckt. Richtungsweisend waren 
die NMR-Ergebnisse der bicyclischen Strukturen und 
Computer-Berechnungen moglicher Brucken bei Erhal- 
tunp der biologisch aktiven Konf~rmat ion~ '~ ' ' .  Obwohl 
auch hier eine ganze Reihe von Derivaten synthetisiert 
wurde, fuhrte doch die Kombination spektroskopischer 
Methoden mit Konformationsberechnungen und Aktivi- 
tatsstudien zu einer drastischen Verringerung der Anzahl 
von Derivaten, die zu synthetisieren und auf biologische 
Aktivitat zu testen waren. 

Es ist zu erwarten, dal3 cyclische Derivate der Enkepha- 
line'"'"'z~2"''~ oder der aktiven Sequenzen anderer Hor- 
mone ebenfdlk d a m  beitragen, Beziehungen zwischen 
Konformation und Wirkung aufzuklaren. 

7. SchluDbemerkung und Ausblick 

Die NMR-Spektroskopie ist als Sonde zur Erkennung 
der molekularen Konformation so hervorragend geeignet, 
weil sie auf individuelle Atome in ihrer spezifischen Um- 
gebung anspricht. Da sie bevorzugt auf Molekiile in Lo- 
sung anwendbar ist, erfiillt sie die Voraussetzungen fur die 
Untersuchung intra- und intermolekularer Wechselwirkun- 
gen. Uberdies liefert sie auch vielfaltige lnformationen 
uber die molekulare Dynamik. 

Einen grol3en Fortschritt fur Auflosung und Empfind- 
lichkeit der N MR-Spektroskopie brachte die Verwendung 
supraleitender Magneten. Bahnbrechend wirkt sich aller- 
dings auch die sturmische, immer noch andauernde Ent- 
wicklung der NM R-Techniken auf Anwendbarkeit der 
Methode zur Losung mehr und mehr komplizierter Pro- 
bleme aus. Selbst die Spektren komplizierter Naturstoffe 
lassen sich jetzt sicher analysieren und zuordnen. 

Eine wichtige Funktion von Naturstoffen ist neben 
Energie- und Stofftransport die Ubertragung von Informa- 
tion. Diese beruht auf schwachen Wechselwirkungen mit 
der Urngebung (z. B. Hormon-Rezeptor-Wechselwirkung, 
Enzym-Substrat-Wechselwirkung, Intercalation in Nucle- 
insauren, Einbau in Membranen). 

Einzelne schwache Wechselwirkungen sind wegen ihrer 
geringen GroOe energelisch schwer erfaBbar: sie finden je- 
doch ihre geometrische Entsprechung in Konformationsan- 
derungen der involvierten Molekiile. Der Ordnung in Kri- 
stallen, die durch Rontgen-Strukturanalyse anschaulich 
abgebildet werden kann, steht in Losung eine groOere kon- 
formative Vielfalt gegeniiber. Der EinfluB des Losungsmit- 
tels, eine Komplexbildung mit Metallionen oder einem 
biologischen Rezeptor vermag die Konformation zu veran- 
dern. Schon kann man solche Anderungen beim Einbau 
von Molekulen in Membranen N MR-spektroskopisch ver- 
folgen. Derartigen Untersuchungen, die mir eine Voraus- 
setzung zum .,konformativen drug design" zu sein schei- 
nen, gehort die Zukunft. 

Die hier zitierten eigenen Arbeiten verdanke ich der Mil- 
wirkung der als Koautoren zitierten Mitarbeiter. Besonders 
miichte ich Professor R .  Geiger. Hoechsl AG. fur die vieVal- 
tigen Anregungen und die Stimulierung unserer Arbeilen 
danken. Finanzielle Unterstiilzung und Chemikalien-Spen- 
den erhielten wir durch die Hoechst AG. die Degussa, die 
Deutsche Forschirngsgemeinschaft und den Fonds der Che- 
mischen Industrie. 
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Ketten- und ringformige Phosphorverbindungen - 
Analogien zwischen Phosphor- und Kohlenstoffchemie** 

Von Marianne Baudler" 

Professor Klaus Weissermel zurn 60. Geburtstag gewidmef 

Verbindungen mit einem Geriist aus Phosphor-Ketten oder -Ringen waren bis vor etwa 15 
Jahren ,,Exoten" auf dem Gebiet der Nichtmetallchemie. Neben Molekiilen mit zwei anein- 
ander gebundenen P-Atornen und sporadisch entdeckten monocyclischen Phosphorskelet- 
ten kannte man lediglich Feststoffe undefinierter Zusarnmensetzung und Struktur. Seither 
hat sich der Kenntnisstand erstaunlich gewandelt : Zwischen PH3 und seinen Derivaten ei- 
nerseits und den hochmolekularen Modifikationen des elementaren Phosphors andererseits 
wurde eine unerwartete Vielfalt wohldefinierter und -strukturierter Verbindungen gefun- 
den, die vielfache Beziige zur Kohlenstoffchemie aufweisen. DaB aber auch bei ,,kleinen" 
phosphorhaltigen Molekiilen noch Uberraschungen maglich sind, bestatigt das ebenfalls 
neu erschlossene Teilgebiet der Phosphor-Dreiringverbindungen. 

1. Einleitung 

Verbindungen mit einem Geriist aus dreibindigen Phos- 
phoratomen sind irn allgemeinen ziemlich reaktiv: Sie kon- 
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nen am freien Elektronenpaar der P-Atome leicht oxidativ 
angegriffen werden und disproportionieren wie andere 
Nichtmetallverbindungen mit homonuclearen Element- 
Element-Bindungen. Deshalb blieben die Beispiele lange 
auf wenige beschrankt"', sieht man von den schon friihzei- 
tig untersuchten Tetraorgano-diphosphanen R2P-PR2 ab. 
Fortschritte der praparativen Arbeitstechnik[" und der 
spektroskopischen Charakterisierung reaktiver Spezies ha- 
ben in den letzten 10 Jahren zu einer betrachtlichen Erwei- 
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