
Switch-Peptide : pH-induzierte Ubergange 
von der a-Helix- zur p-Faltblattstruktur 
in bisamphiphilen Oligopeptiden ** 
Von Marfred Mutter *, R.  Gassmann, U. Buttkus 
und K.-H. Altmann 

Das de-novo-Design von Peptiden und Proteinen mit wohl- 
definierten strukturellen und funktionellen Eigenschaften hat 
in den letzten Jahren zunehmend unter theoretischen wie auch 
praktischen Gesichtspunkten an Interesse gewonnen"]. Von 
spezieller Bedeutung fiir die Konstruktion neuer Proteine ist 
das Verstandnis der konformationellen Eigenschaften von 
amphiphilen Peptiden, bei denen die Bildung von Sekundar- 
strukturen in waljriger Losung gewohnlich rnit der Entste- 
hung hohermolekularer Aggregate verkniipft istI'"-". 'I. Ne- 
ben der intrinsischen Tendenz der in amphiphilen Proteinen 
enthaltenen Aminosauren, Helix- oder P-Faltblattstruktur 
zu bilden, werden geordnete Konformationen dieses Peptid- 
typs durch hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb der in- 
termolekularen Aggregate stabilisiert. Der Prozelj der Selbst- 
assoziation amphiphiler Peptide in wallriger Losung kann 
somit als Modell fiir die Faltung globularer Proteine gelten, 
das die bei der Proteinfaltung wichtigen, weitreichenden 
Wechselwirkungen imitiert13]. Wahrend das intrinsische Po- 
tential verschiedener Typen von Modellpeptiden (einschliell- 
lich amphiphiler Sequenzen) zur Bildung von a - h e l i ~ a l e n [ ~ ~  
oder P-Fal tblat ts t r~kturen[~~ bisher sehr detailliert unter- 
sucht worden ist, ist iiber Konformationsiibergange des Typs 
cc$ p in solchen Systemen noch sehr wenig bekannt. Obwohl 
Temperatur wie auch Losungsmittel-induzierte a + P-Uber- 
gange schon friiher an Homopolypeptiden beobachtet wor- 
den sindL6], und Losungsmittel-induzierte, reversible a+ P- 
Ubergange kiirzlich auch fur amphiphile Oligopeptide be- 
schrieben wurden[2d], sind amphiphile Sequenzen, die rever- 
sible a$ b-Ubergange unter rein waljrigen Bedingungen zei- 
gen, bisher nicht bekannt. 

Wir berichten hier iiber den Entwurf und die konformatio- 
nellen Eigenschaften von Oligopeptiden, die sowohl in bezug 
auf die Bildung einer a-Helix als auch einer P-Faltblattstruk- 
tur amphiphil sind. Aufgrund des wesentlichen Beitrags, den 
intermolekulare hydrophobe Wechselwirkungen zur Stabi- 
lisierung von amphiphilen a-Helices und amphphilen P-Falt- 
blattstrukturen liefern, sollten diese Peptide (,,Switch-Pepti- 
de") in waljriger Losung ein Potential fiir reversible Konfor- 
mationsiibergange des Typs a+ fi aufweisen, d. h. sie sollten 
in Abhangigkeit von den jeweiligen experimentellen Bedin- 
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Abb. 1. Schematiache Darstellung des Konformationsuberganges zwischen ei- 
nem aggregierten 1-helicalen Zustand und einem Doppelschicht-Faltblatt (P- 
Struktur); n, rn stehen fur den (unbekannten)jeweiligen Assoziationsgrad. Der 
Konformationsubergang kann durch Anderung der aul3eren Bedingungen 
(Konzentration. Temperatur, pH-Wert, Losungsmittel) induziert werden. 
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gungen (pH-Wert, Temperatur, Salzkonzentration etc.) zwi- 
schen zwei (geordneten) konformationellen Zustanden hin- 
und herwechseln (Abb. 1). 

Die allgemeinen Prinzipien zum Entwurf von Switch-Pep- 
tiden sind in Abbildung 2 dargestellt. Ausgehend vom repeti- 
tiven Sequenzmuster einer amphiphilen P-Faltblattstruktur, 
d. h. die hydrophilen und hydrophoben Aminosaurereste sind 
wie in I alternierend angeordnet, werden solche hydrophoben 
(hydrophilen) Aminosauren, die auf der zu entwerfenden 
hydrophilen (hydrophoben) Seite des Helixzylinders zu lie- 
gen kommen, durch indifferente Aminosauren, d. h. solche, 
die weder polar noch hydrophob sind, ersetzt (Abb. 2, 
I1 + 111). Diese Schritte fiihren zu einer Primarsequenz, die 
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Abb. 2.  Entwurf von Switch-Peptiden. Links: Schematische Darstellung einer 
P-Faltblattstruktur fur die Ausgangssequenz I und die endgultige Sequenz des 
Switch-Peptides IV. Rechts. Helixrad-Darstellung [7] der Ausgangssequenz I1 
und der endgultigen Sequenz des Switch-Peptides 111. Es ist zu heachten, daO 11 
immer noch identisch mil I ist und I11 rnit IV. Kreise. Quadrate und Drelecke 
stehen jeweils fur hydrophile, hydrophobe bzw. neutrale Aminosaurereste. 

sowohl im Hinblick auf die Bildung einer a-Helix als auch 
auf die einer P-Faltblattstruktur amphiphilen Charakter hat. 
Die auf diese Weise erhaltenen Switch-Peptide zeigen das 
folgende, allgemeine Sequenzmuster A (dargestellt fur eine 
Kettenlange von 16 Aminosauren in Analogie zu den von 
uns untersuchten Peptiden): 

P-N-N-H-P-N-N-H-P-H-N-N-P-H-N-N A 
P = hydrophile (polare), H = hydrophobe, N = indifferente (neutrale) 

Aminosaurereste. 

Als erste reprasentative Beispiele dieser neuen Peptidklasse 
haben wir vier Sequenzen mit jeweils sechzehn Aminosaure- 
resten entworfen. Dabei wurden Leu, Lys (oder/und) Glu 
und Ala als hydrophobe (H), hydrophile (P) bzw. indifferen- 
te (N) Aminosauren verwendet (Schema 1). Wahrend die 
Peptide 1 und 2 jeweils nur einen Typ von ionisierbaren 
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Gruppen enthalten, weisen 3 und 4 jeweils eine gleiche An- 
zahl von Lys- unti Glu-Resten auf. die in einer (i,i + 4)-Se- 
quenzbeziehung angeordnet ~ i n d [ ~ ~ ] .  Um ein ausreichendes 
generelles Potential zur Bildung der beiden gewiinschten Se- 
kundarstrukturtypen zu gewahrleisten, wurde die Kettenlan- 
ge der Peptide so lang gewahlt, dab sie die notwendige kriti- 
sche Kettenlange von 0-Faltblatt- und auch von helicalen 
Strukturen deutlich iiber~chreitet '~, 'I. 

1 Ac-EAALEAALELAAELAA-NH, 
2 Ac-KAALKAALKLAAKLAA-NH, 
3 Ac-KAALEAALKLAAELAA-NH, 
4 Ac-EAALKAALELAAKLAA-NH, 

Schema 1.  Aminosiurmsequenzen der Switch-Peptide 1-4. A = Alanin, 
L = Leucin, E = Glutaminsiure. K = Lysin, Ac = Acetyl. 

Alle in dieser Studie untersuchten Peptide haben pH-indu- 
zierte reversible Konformationsiibergange zwischen einer 
helicalen Konformation und einer P-Faltblattstruktur (Abb. 1). 
Wie aus den CD-Spektren hervorgeht (Abb. 3a), weist Pep- 
tid 1 bei p H  4 eindeutig eine P-Faltblattstruktur auf, wah- 
rend bei pH-Werten 2 7 eine partiell helicale Konformation 
vorliegt. Basieretid auf [O],,, und unter Verwendung von 
[O],,, von a-helicalem POIY-L-LYS als Referenzwert"] ergibt 
sich bei pH 7 und 25 "C ein Helixgehalt von 23 YO. Interessant 
sind auch die im Ubergangsbereich bei p H  5 und 6 erhalte- 
nen Spektren rnit sehr ungewohnlichen Kurvenformen, die 
fur einfache Helix-Kniiuel- oder P-Struktur-Knauel-Uber- 
gange nicht beobachtet ~ e r d e n ' ~ . ~ ] .  Fur Pepid 2 findet der 
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Abb. 3 .  CD-Spektren. links von Peptid I ( c  = 0.5 rngmL-') und rechts von 
Peptid 3 ( c  = 0.5 mgniL- ' )  in w25riger Losung bei verschtedenen pH-Werten. 

Konformationsiibergang (partielle) Helix + P-Struktur bei 
ca. pH 4.5 statt. 2 hat bei p H  2 und 3 eine partiell helicale 
Konformation (Helixgehalt bei pH 3 ca. 19%), wahrend fur 
alle pH-Werte 2 6 nur P-Strukturbildung beobachtet wird. 
Im Unterschied iu den Peptiden 1 und 2 weist Peptid 3 drei 
pH-induzierte Konformationsiibergange auf, die in etwa bei 
pH 5, 8 und 10 stattfinden. Wie aus Abbildung 3 rechts er- 
sichtlich ist. sind die CD-Spektren von Peptid 3 bei pH 3 und 
pH 9 charakteristisch fur Peptide rnit vorwiegend a-helicaler 
Konformation niit einem geschatzten Helixgehalt von ca. 
60% bzw. 53%. Andererseits weisen die bei pH 7 und 1 1  
aufgenommenen Spektren auf iiberwiegende bzw. vollstan- 
dige Bildung einer P-Faltblattstruktur hin; die Zuordnung 
des bei pH 7 erhaltenen Spektrums basiert dabei auf der 
Lage des negativen Cotton-Effekts bei 218 nm sowie dem 

Fehlen eines ausgepragten Minimums zwischen 200 und 
210 nm[81. Ebenso werden auch fur Peptid 4 drei Konforma- 
tionsiibergange beobachtet. So hat 4 beispielsweise bei pH 3 
und 7 eine helicale Konformation (Helixgehalt ca. 48 YO bzw. 
66%), bei p H  5, 6 und 10 wird jedoch P-Strukturbildung 
beobachtet. Die ausgepragte Tendenz der Peptide 1-4 zwi- 
schen einer helicalen Konformation und einer P-Faltblatt- 
struktur hin- und herzuwechseln wird ferner durch die Emp- 
findlichkeit der spezifischen konformationellen Eigenschaf- 
ten auch gegeniiber geringfiigigen Anderungen anderer ex- 
perimenteller Parameter (nicht nur des pH-Wertes) belegt. 
So existiert fur Peptid 4 ein P + a-Ubergang, wenn bei 
pH 10 die Konzentration von 0.5 mgmL- '  (Abb. 3 rechts) 
auf 0.25 mg mL- '  erniedrigt wird. In ahnlicher Weise fuhrt 
die Zugabe steigender Mengen von 2,2,2-Trifluorethanol 
(TFE) zu einer waBrigen Losung von Peptid 3 bei pH I1 bei 
TFE-Konzentrationen zwischen 20 und 30 YO zu einem 
P + a-Ubergang. In reinem TFE wird bei allen vier Peptiden 
nur eine helicale Konformation beobachtet. 

Basierend auf diesen Ergebnissen laRt sich zusammenfas- 
send feststellen, daR Peptide rnit SequenzregelmaRigkeiten, 
die die Bildung sowohl einer amphiphilen Helix als auch 
einer amphiphilen P-Faltblattstruktur zulassen, auch in rein 
waarigem Milieu in der Tat mediuminduzierte Konforma- 
tionsiibergiinge des Typs a$ P durchlaufen konnen. Wo- 
durch die Bevorzugung des einen oder anderen Sekundiir- 
strukturtyps unter bestimmten experimentellen Bedingun- 
gen genau festgelegt wird, kann momentan nicht beantwor- 
tet werden. Es ist jedoch wahrscheinlich, daR eine bestimmte 
Konformation unter gegebenen experimentellen Bedingun- 
gen eher durch Faktoren, die rnit dem intermolekularen As- 
soziationsprozelj (d. h. mit intermolekularen hydrophoben 
Wechselwirkungen) in Zusammenhang stehen, als durch die 
intrinsische Tendenz der Peptide, eine bestimmte Sekundar- 
struktur zu bilden (kurzreichende Wechselwirkungen), be- 
stimmt wird. Dies wird durch die Tatsache gestiitzt, daB 
unter einer Vielzahl von experimentellen Bedingungen die 
Bildung einer P-Faltblatt- gegeniiber der Helixstruktur be- 
vorzugt ist, und dies, obwohl eine helicale Konformation als 
weitaus wahrscheinlicher vorausgesagt wurde (< P, > = 

1.39, < PB > = 0.92 fur 3 und 4[91). 
Dariiber hinaus zeigten mehrere neuere Studien, daO se- 

quentielle Oligopeptide mit ahnlichen Sequenzen wie die 
Peptide 1-4, die aber nichtamphiphilen Charakter und da- 
mit keine Neigung zur Selbstassoziation haben, in waRriger 
Losung keine P-Faltblattstrukturen hl, so daB in 
diesen Fallen als einziger geordneter Konformationstyp a- 
helicale Strukturen beobachtet werden. Es ist wohlbekannt, 
daR Konformationsiibergange von Peptiden von ausgeprag- 
ten Anderungen ihrer physikalisch-chemischen und funkti- 
onellen Eigenschaften wie Solvatation, Assoziationsgrad, 
Membranaktivitat, katalytische und biologische Aktivitat, 
begleitet sindf2. lo]. In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung 
iiber CD4-bindende Eigenschaften verschiedener 1 5-Pepti- 
de, die mit der CD4-Bindungsdomiine von gp 120 aus HIV 
I verwandt sind, wurde vorgeschlagen, daD auch hier ein 
Konformationsiibergang P +  a fur die Bindung an den Re- 
zeptor essentiell ist" ']. Die Entschlusselung der strukturel- 
len Determinanten (z. B. die Natur der Aminosaurereste, 
Kettenlange). die die einzigartigen konformationellen Eigen- 
schaften der Peptide 1-4 bestimmen, sollte den Entwurf von 
Peptiden mit maBgeschneiderten mediuminduzierten Kon- 
formationsiibergangen ermoglichen. Diese Switch-Peptide 
konnten als konformationelle Module (Relay-Systeme) fur 
eine Vielzahl von Anwendungen dienen. Dariiber hinaus 
sollten sie vielseitig bei der Untersuchung der strukturellen 
und dynamischen Faktoren einsetzbar sein, die zur Bildung 
von Sekundar- und auch von Tertiarstrukturen beitragen. 
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Im Hinblick auf ein besseres Verstandnis der konformatio- 
nellen Praferenzen der verschiedenen Aminosauren in Prote- 
inen sollten Switch-Peptide eindeutig ein adaquateres Mo- 
dellsystem als (ausschlieBlich) helixbildende nichtamphiphi- 
le Peptide sein. Dies nicht nur, well die intermolekulare As- 
soziation von Switch-Peptiden eine geeignete Naherung fur 
das Auftreten von weitreichenden Wechselwirkungen wah- 
rend der Proteinfaltung ist, sondern auch, wed sie im Gegen- 
satz zu a-helicalen Modell~ystemen[~' -gl nicht in bezug auf 
einen bestimmten Sekundarstrukturtyp ,,vorgepragt" sind. 
Dies sollte im Prinzip ermoglichen, Sekundarstrukturpoten- 
tiale nicht nur relativ zu einem ungeordneten Knauelzu- 
stand, sondern auch relativ zu einem alternativen Typ von 
geordneter Konformation zu bestimmen; die experimentelle 
Ermittlung dieser Parameter miil3te ein wesentlich realisti- 
scheres Bild der konformationellen Praferenzen einzelner 
Arninosauren liefern als die bis heute gebrauchlichen Mo- 
dellsysteme. 

Experimentelles 
Peptidsynthese: Alle Peptide wurden nach der Festphasenmethode [12] (Fmoc/ 
tBu-Strategie [13]) auf einem Advanced-ChemTech-ACT-11-Peptidsynthesizer 
(halbautomatische Operationsweise) unter Verwendung von Rinks-Amid-Harz 
1141 synthetisiert. Doppelkupplungen erfolgten in DMF/CH,CI, (3:2) fur 
YO min (erste Kupplung) und in D M F  fur 60 min (zweite Kupplung), wobei em 
3 5facher bzw. 2.5facher UberschuO des vorgeformten I-Hydroxybenzotriazol- 
esters (HOBt-Esters) verwendet wurde (Voraktivierung mit Diisopropylcarbo- 
diimid (DIC)/HOBt in D M F  fur 15 min) Direkt nach Zugabe des Aktivesters 
wurden auOerdem 3 Aquivalente Hiinig-Base (DIEA) zur Reaktionsmischung 
gegeben. Die Fmoc-Gruppe wurde durch Behandeln mil 20% PiperidiniDMF 
fur 2 min und 15 min entfernt. Nach der letzten Fmoc-Abspaltung wurde der 
N-Terminus acetyliert und das Peptid durch 45-miniitiges Behandeln mit 
CF,COOH/CH,Cl,/Enthandithiol/Thioanisol (75 :22-1:2) bei Raumtempera- 
tur vom Harz abgespalten. Das Harz wurde durch Filtration abgetrennt und 
gewaschen. und die vereinigten Filtrate wurden im Vakuum konzentriert. Die 
Peptide wurden rnit Ether ausgefallt und durch Zentrifugieren isoliert. Ausge- 
hend von jeweils 0.8 g an Fmoc-geschutztem Harz (0.38 mmol Fmocg-') wur- 
den Rohausbeuten von 230.- 340 mg Peptid erhalten. Die Rohprodukte wurden 
durch praplirative RP-HPLC auf einem Waters-Delta-Prep-3000 priparativen 
Chromatographiesystem auf einer Vydac-RP-C18-Saule (2.5 x 20 cm) gerei- 
nigt. (Gradienten Elution rnit 0.05% CF,COOH/CH,CN (B) in 0.05% 
CF,COOH:H,O (A). 1:  40% B auf 5 5 %  B in 30 min; 2: 30% B auf 55% B in 
20min .3 .  20% Bauf45% Bin l 5 m i n . 4 :  35% B a u f 5 0 %  Bin  15min). Die 
Peptide waren entsprechend analytischer RP-HPLC > 95% rein und lieferten 
korrekte Aminosiureanalysen. 
CD-Spektroskopie. CD-Spektren wurden auf einem Dichrographen-Mark-VI 
der Marke Jobin Yvon bei 23°C aufgenommen. Die Proben wurden durch 
Verdiinnung von Stammlosungen hergestellt. deren Konzentrationen durch 
Aminosaurenanalyse kstimmt wurden. Probenkonzentrationen waren 0.5 mg 
m L - ' .  
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Kristallstruktur von Chlordioxid ** 
Von Anette Rehr und Martin Jansen* 

Aufgrund ihrer geringen Anzahl spielen stabile Radikale 
oder Radikal-Ionen in der Chemie der Nichtmetalle eine 
untergeordnete Rolle. Vor diesem Hintergrund fallt die ei- 
gentiimliche Haufung der nachgewiesenen Beispiele bei den 
dreiatomigen 19-Elektronensysternen auf. Diese konnen ho- 
moatomar sein wie S; [ I1 ,  0; ['I oder p:- oder heteroato- 
mar wie CIO,, NF,[41 und SO; 1 5 ] ,  rnit dem elektronegativeren 
Atom in terminaler Position. In der Dimerisierungstendenz 
gibt es Abstufungen zwischen den Extremfallen : ausschlieI3- 
lich monomer sind O;,  P:-, nur als Dimer ist SO; (S,O:-) 
bekannt, wahrend 2 S, e S i -  und 2 NF,+N,F4 Iosungs- 
mittel- bzw. temperaturabhlngige Gleichgewichte sind. Die- 
se Abstufungen sind schwer zu verstehen. Von EinfluB sind 
sicherlich die Elektronegativitatsunterschiede und damit der 
Ort der groBten Aufenthaltswahrscheinlichkeit fur das unge- 
paarte Elektron (antibindendes n-Orbital 2bi) .  Da bei den 
geladenen Verbindungen naturgemaB keine Gasphasengleich- 
gewichte untersucht werden konnen und in kondensierter 
Phase elektrostatische Einfliisse dominieren diirften, ist das 
Verhalten von NF, und CIO, von besonderer Bedeutung. 
Wahrend bei NF, ein temperaturabhangiges Gleichgewicht 
nachgewiesen werden konnte, sol1 CIO, keinerlei Dimerisie- 
rungstendenz zeigen und im kristallinen Zustand isotyp rnit 
SO,[61 sein. Zur Uberpriifung dieser Hypothese haben wir 
die Kristallstruktur von CIO, aufgeklart und Messungen der 
magnetischen Suszeptibilitat an festem C10, durchgefiihrt. 

Durch Umsetzung von Natriumchlorit mit Chlor darge- 
stelltes CIO, wurde sorgfaltig gereinigt und in Markrohr- 
chen oder ins Probenrohr des Magnetometers umkonden- 
siert. Die Kristallziichtung erfolgte in situ auf einem Vier- 
kreisdiffraktometer. Die Rontgenstrukt~ranalyse[~~ belegt, 
daB zwar ein Molekiilkristall, jedoch keine Isotypie mit SO, 
vorliegt. In SO, sind alle Molekiile bezogen auf ihre Diplo- 
momente gleichsinnig ausgerichtet, und ihre relative Anord- 
nung IaBt sich gut auf eine kubisch-flachenzentrierte Pak- 

['I Prof. Dr. M. Jansen, Dip1 -Chem. A. Rehr 
Institut fur Anorganische Chemie der Universitat 
Gerhard-Domagk-StraOe 1, W-5300 Bonn 1 
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