3 aber mit Petrolether/Essigester 3/1 als Laufmittel. 3. Fraktion: 4 (420 mg,
44%), orangefarbene Einkristalle aus n-Hexan, korrekte Elementaranalyse,
Schmp. 210°C.

5: 263 mg (0.34 mmol) 1, R = Ph, werden mit 200 mg (2.00 mmol) 2 in THF
(40 mL) 44 h auf 50 °C erwirmt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im Vaku-
um wird mit 20 mL Petrolether/Essigester 10/1 digeriert, filtriert (P4) und mit
dem gleichen Laufmitte]l an einer Kieselgelsdule getrennt. 1. Fraktion: 5
(12.4 mg, 11 %), gelber Feststoff.
Fir die Zuordnung der *'P- und '*C-NMR-Signale wurden 3, 4 und 5 mit
'3C-markiertem 2 synthetisiert.
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Die relative Bedeutung elektrostatisch und
hydrophob induzierter pK,-Verschiebungen in
Modellproteinen: der Asparaginsiuretest **

Von Dan W. Urry*, Shao Q. Peng, Timothy M. Parker,
D. Channe Gowda und Roland D. Harris

Die Biologie befaBt sich heute unter anderem mit Protein-
funktionen, die auf einzelnen Aminosduren mit ungewdhnli-
chen pK, -Werten beruhen. So zeigt in Thioredoxin Asp 26
einen pK,-Wert von 7.51!- 21 im HithnereiweiB-Lysozym fin-
det man fiir Glu 35 einen pX,-Wert von 6.1} in der Phos-
phofructokinase betrigt der pX,-Wert von Asp 127 in zwei
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verschiedenen funktionellen Zustanden 6.6 bzw. >9.641
und im bakteriellen Photosynthese-Reaktionszentrum findet
man fiir Glu212 einen pK,-Wert von etwa 91°1, Ublicherweise
werden diese Verschiebungen durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen erklirt'® 71, jedoch beginnt man, die Bedeutung
hydrophober Effekte zunehmend zu beriicksichtigen'-31. In
dieser Zuschrift werden sowohl elektrostatisch als auch hydro-
phob induzierte Verschiebungen des pX,-Wertes beschrieben
und, basierend auf einer Familie von Asparaginsiure-halti-
gen Polypentapeptiden, vergleichend diskutiert. Dabei wollen
wir zeigen, dal} die effektivste Moglichkeit, eine pK,-Ver-
schiebung in Wasser zu induzieren, letztlich aus einer Konkur-
renz hydrophober (apolarer) und geladener (polarer) Gruppen
um Hydratation resultiert, wobei diese Gruppen keine ge-
meinsame Hydratationshiille haben kénnen. Dies steht im
Gegensatz zu der Vorstellung, dafi die elektrostatisch be-
dingte Coulomb-Wechselwirkung hierfilr entscheidend ist.
Unsere Argumentation fithrt zu einer apolar-polaren, repul-
siven Gibbs-Hydratationsenergie, die aus der Grofe der
pK,-Verschiebung in einer hydrophoben Domdéne berechnet
werden kann.

In Abbildung 1 ist f;,, der Molenbruch des Asparaginsiu-
rehaltigen Pentamers in den proteinartigen Polymeren po-
Iy[/.(IPGVG), f,(IPGDG)], gegen pK, aufgetragen. Es gilt
Jv + fp =1, weiterhin ist I =1le, P = Pro, G = Gly und
V = Val. Den kleinsten pK,-Wert erhilt man fiir f, = 0.5 in
Wasser und fiir f;, =1.0 in einer Kochsalzlésung; er betrigt
in etwa 3.9, was dem normalen pK,-Wert der Carboxygruppe
eines Asparaginsiurerestes entspricht™®),

Fiir Wasser als Solvens zeigt die Kurve einen paraboli-
schen Verlauf beziiglich der f;,-Achse; bei f;, = 1.0 betrigt der
pK,-Wert 4.6 und fillt stetig bis zu einem Minimum von etwa
3.9 bei f;, = 0.5; fir Werte von f;, < 0.5 steigen die pK,-Werte
wieder stetig an, bis bei f;, = 0.06 der Wert 6.0 erreicht wird.
Da die Verschiebung zu kleineren pK,-Werten geringer wird
mit abnehmender ,,Dichte* der Asparaginsdurereste (abneh-
mender Zahl negativer Ladungen) bis zu einem Wert von
einem pro zehn Resten (f;, = 0.5) und da zudem diese Ver-
schiebung vollstindig durch die Zugabe von 0.15M NaCl,
das Ladungs-Ladungs-Wechselwirkungen abschirmen kann,
verhindert wird, ist der durch f;, > 0.5 definierte Bereich ein-
deutig durch elektrostatische oder Ladungs-Ladungs-Ab-
stoBung charakterisiert. Fiir f, < 0.5 vergroBert sich der
pK,-Anstieg, je weniger Asparaginsdurereste vorhanden sind.
Demzufolge kann diese Verschiebung nicht auf Ladungs-La-
dungs-AbstoBung zuriickgefiithrt werden; vielmehr ist sie pro-
portional zum Anstieg der Hydrophobie, der aus dem Ersatz

1.0 5 5
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0.2 ] @
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Abb. 1. Die pk,-Werte wurden tiber klassische Siure-Base-Titrationen von po-
I APGVG) £, {IPGDG)] mit /p im Bereich von 1,00 bis 0.06 in Typ-1-Wasser,
d.h. Wasser mit einem Widerstand >11 MQ, (o) und in 0.15 M NaCl (&) be-
stimmt {siche auch Text). I = durch elektrostatische, 11 = durch hydrophobe
Wechselwirkungen dominierter Bereich.
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Tabelle 1. Aminosiureanalysen, experimentell bestimmte pK,-Werte und berechnete mittlere Hydrophobien, ausgedriickt {iber {7y [ “C], von zehn Polypentapeptiden

poly{f+ (IPGVG), 7o(IPGDG)].

Polypeptid I I 111 18% A VI VIL VIII X X
Asparaginsdure (f;,) 0.06 0.08 0.19 0.28 0.35 0.51 0.73 0.84 (.89 0.99
Glycin 1.96 2.01 1.99 2.01 2.00 2.05 2.00 1.99 2.00 1.97
Prolin [a] 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Valin 0.86 0.83 4.77 0.74 0.64 0.46 0.27 0.19 0.12 e
Isoleucin 0.92 0.91 1.02 1.01 1.03 1.04 0.99 0.99 1.01 0.98

pK, (NaCl) [b] 54401 524008 474005 434004 414005 404002 39+001 39+001 394001 3.8 +001
pK, (Wasser) [b] 6.0 +0.12 50+0.1 4.5 + 0.06 4.2 +0.05 3.9 + 0.05 3.8 +0.03 3.9+0.02 4.1 +001 4.2 4+0.02 4.6 +0.02
(T[] 28 28 28 28 29 30 30 AN 31 31

T [k 29 30 33 15 37 42 49 52 53 56

[a] Alle Aminosiuregehalte sind auf den Prolingehalt, der gleich 1.0 gesetzt wurde, bezogen. Damit ist der Asparaginsduregehalt identisch mit f,. [b] Mittelwerte und
Standardabweichungen aus mehr als drei Titrationen. {c] Berechnung der mittleren Hydrophobien gemiB Lit. [21]; @ steht fiir Asp(COOH) und ~ fiir Asp(COO ™).

polarer Asparaginsiurereste durch hydrophobe Valinreste
resultiert.

Die mit abnehmendem f;, zunehmende Hydrophobie 1483t
sich quantifizieren, indem man eine experimentelle Hydro-
phobieskala nutzt, die auf dem Wert von T, basiert — das ist
die Temperatur, bei der bei Temperaturerhdhung hydro-
phobe Faltung, Assoziation und Phaseniibergang erfolgen
(,,inverser Temperaturiibergang). Die experimentell be-
stimmten T,-Werte aller Aminoséurereste in den Polypenta-
peptident %111 nehmen mit zunehmender Hydrophobie des
Aminosiurerestes ab, so dall der fiir eine gegebene Polypep-
tidsequenz berechnete Mittelwert von T,, d.h. (T, ein
quantitatives Mab fiir die Hydrophobie wird. Tabelle 1 ist zu
entnehmen, daB {7,> mit abnehmendem f, abnimmt. Auf
der Grundlage dieser Hydrophobieskala 148t sich auch der
durch f;, < 0.5 gekennzeichnete Bereich sinnvoll als hydro-
phob oder apolar-polar repulsiv dominiert bezeichnen. In
0.15MNaCl wird die Ladungs-Ladungs-AbstoBung voll-
stindig unterdrickt, und man erkennt eine hydrophob indu-
zierte pK,-Verschiebung, sobald f;, Werte <0.7 annimmt.

Natiirlich kann das AusmaB der durch Ladungs-Ladungs-
AbstoBung verursachten Verschiebung zu kleineren pK,-
Werten dadurch erh6éht werden, dal man die Ladungsdichte
auf mehr als eine COO ™ -Gruppe pro fiinfzehn Riickgratato-
men des Polypentapeptids vergroBert. In Polymethacrylsdure
+CH,;CCOOH—-CH, {; tragt jedes zweite Riickgratatom
eine COO ™ -Gruppe, eine bei Polypeptiden nicht erreichbare
Dichte. Hier ist der pK,-Wert in Wasser gegeniiber dem des
Monomers um mehrere pH-Einheiten auf 7.3 erhdht!12,

Um die relative Bedeutung elektrostatisch und hydrophob
induzierter pK,-Verschiebungen zu bestimmen, muB die Fra-
ge beantwortet werden, wie grol3 die hydrophob induzierten
Verschiebungen in Polypeptiden und Proteinen sein kénnen.
Unter Verwendung einer groferen Familie von Polypenta-
peptiden der Formel poly[f,(VPGVG), [, ((«PGBG)] mit
fv +1..p =1, & = eine der wenigen hydrophoben Aminosau-
ren, z.B. Val, Ile, Phe, und B = jede beliebige der natiirlich
vorkommenden sowie chemisch modifizierte Aminosduren
wurden Polytricosapeptide hergestellt, die pro 30mer einen
Asp-Rest und fiinf hydrophobe Phenylalanin(Phe)-Reste
enthalten. Sind die fiinf Phe-Reste unter Beriicksichtigung
der faserartigen f-Spiralstruktur des Polypentapeptids mit
drei Pentameren pro Helixwindung!'3 ') so weit wie mog-
lich vom Asp-Rest entfernt, verschiebt sich dessen pK,-Wert
vom Normalwert 3.9 auf 6.71°1. Wurden die fiinf Phe-Reste
so nahe wie unter Beibehaltung der Molekilstruktur mog-
lich an den Asp-Rest plaziert, findet man einen ungewdhn-
lich hohen pK,-Wert von 10.0 (D. W. Urry, D. C. Gowda, S.
Peng, T. M. Parker, N. Jing, R. D. Harris, noch unverdoffent-
lichte Ergebnisse). Dies entspricht einer pK,-Verschicbung
um 6, die damit doppelt so groB ist, wie im Fall der Poly-
methacrylséure mit ihrer extrem hohen Ladungsdichte. Dies
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deutet darauf hin, daB die Fihigkeit, pK,-Werte zu verschie-
ben, groBer ist, wenn man den apolar-polaren AbstoBungs-
mechanismus nutzt.

Unser Verstdndnis elektrostatisch induzierter pK,-Ver-
schiebungen griindet sich auf das Coulomb-Gesetz, in dem
die Zunahme an Energie, d.h. die repulsive Energie, zwi-
schen einem Paar gleichgeladener Spezies 1 und 2 durch das
Produkt der Ladungen g,q, dividiert durch den Abstand r
und die effektive Dielektrizitdtskonstante £ zwischen den bei-
den Ladungen gegeben ist: E = g,q,/¢r. Polymere wurden
explizit von Harris und Rice!'®! sowie von Katchalsky
et al.l'®1 yntersucht, wihrend sich Honig et al. ausfiihrlich
mit Proteinen beschiftigten!” 17,

Bis jetzt gibt es jedoch noch keinen formalen Ausdruck fiir
die apolar-polare, repulsive Gibbs-Hydratationsenergie. Der
Name an sich soll jedoch schon ausdriicken, daB diese Ener-
gie die Stérung beschreibt, die jede apolare (hydrophobe)
und jede polare (z.B. geladene) Einheit durch die jeweils
andere in einem strukturell eingeschriinkten und damit hy-
dratationslimitierenden Polymer, z.B. einem Protein oder ei-
nem Polypeptid, erfihrt. Kurz gesagt, wenn der Abstand
zwischen apolaren und polaren Gruppen klein genug ist,
konnen die dazwischen liegenden Wassermolekiile nicht
gleichzeitig die ganze Gibbs-Hydratationsenergie fir beide
Gruppenarten liefern.

Wenn z.B. die Carboxygruppe in der hydrophoben Doma-
ne, in der apolare Hydratation dominiert, nicht die fiir eine
Carboxylatgruppe erforderliche Hydratation erreichen
kann, bendtigt man eine hohere OH ~-Konzentration, um
das COOH-Proton zu entfernen und so COO~ zu bilden!!%,
In diesem Fall ist die Anderung des chemischen Potentials
des Protons, Ay, gegeben als —2.3 RTApK,, wobei
R =1.987 cal K~ 'mol ! ist und T in Kelvin eingesetzt wird.
Damit hat man iiber ApK, ein direktes MaB fiir die repulsive
apolar-polare Gibbs-Hydratationsenergie. Sobald sich die
geladene Spezies bildet, ist die Triebkraft zu ihrer Hydrata-
tion ausreichend, um die Struktur des an der hydrophoben
Hydratation beteiligten Wassers so zu stdren, daf} die trei-
bende Kraft fiir die hydrophobe Faltung und Assoziation
verloren geht und Dissoziation und Entfaltung ablaufen.

Tatséchlich steigt die Temperatur 7, fiir den hydrophoben
Faltungs- und Assoziationsiibergang mit der Zahl ionisierter
Gruppen!'? 111 Ist T, héher als die Arbeitstemperatur des
Polypeptids oder Proteins, so setzen Dissoziation und Ent-
faltung ein. Wie man aus Differentialthermoanalysen er-
kannte, nimmt die endotherme Wirmemenge des Uber-
gangs, die als die Warmemenge angesehen werden kann, die
noétig ist, um die hoher strukturierte, hydrophobe Hydrata-
tionshiille zugunsten der weniger geordneten Struktur des
Umgebungswassers zu zerstoren, in dem Mab ab, in dem der
Tonisationsgrad steigt. Dies ist in Einklang mit der Tatsache,
daB} geladene Gruppen in der Lage sind, die hydrophobe
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Hydratationshiille zu destrukturieren!'®l, Beziiglich einer
detaillierten Diskussion dieser hydrophoben Effekte sei der
Leser auf Lit.['% '®1 verwiesen.

Experimentelles

Fiir zehn Polypentapeptide poly[/y(IPGVG), /p{(TPGDG)] mit f, =1.0-0.06
wurden iber klassische Saure-Basc-Titrationen dic pX,-Werte bestimmt. Thre
Synthescen, die an anderer Stelle ausfithrlich beschricben werden, wurden ana-
log, wie in Lit. [20] fir Glu-haltige Peplide geschildert, durchgefiihrt, wobei
darauf geachtet wurde, daf3 kein a,8-Austausch des Asp-Restes stattfand, und
mit Hilfe von Aminosiiureanalysen und '*C-NMR-Spektroskopie Gberpriift,
die auBerdem genaue Werte fir fj, lieferten (Tabelle 1). Die Sdure-Base-Titratio-
nen wurden wie kiirzlich beschrieben [20] bei 37 °C unter Argon durchgefiihrt;
dabei wurde pro Melwert 45 min gewartet, so daf3 jede Titration anndhernd
24 h erforderte, und die Konzentration des Asp-haltigen Pentamers lag zwi-
schen 22 und 29 mM. Im allgemeinen blieben die Proben in einem viskoelasti-
sehen Zustand, bis der Tonisationsgrad fiic das Losen ausreichte.
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Durch Succinatbriicken zu einem drei-
dimensionalen Netzwerk verkniipfte Ag,-Cluster:
Kristallstruktur von Succinatodisilber(1)

Von Adonis Michaelides*, Vangelis Kiritsis,
Stavroula Skoulika und André Aubry

Will man neue Festkdrper mit einer bestimmten Kristall-
struktur ,,konstruieren’, kann man dies entweder durch die
Miteinbeziehung von schwachen intermolekularen Wechsel-
wirkungen'': ?! oder durch die Verwendung von Metall-Kat-
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ionen zum Verkniipfen organischer Molekiile erreichen. In
der Tat konnten zweidimensionale™ * und porose Festkdr-
perl®~ " erhalten werden, indem man - in Kombination mit
einem geeigneten multifunktionellen Liganden - nutzte, da
koordinative Bindungen des Metallzentrums stark gerichtet
sind (Koordinationspolymere). Wir wollten Koordinations-
polymere aus Ag'-Ionen und Polycarboxylatoliganden un-
tersuchen. Silber(1) bildet vornehmlich lineare, trigonale und
tetraedrische Koordinationspolyeder!®; bei der Umsetzung
mit Carbonsiuren entstehen hiufig mehrkernige molekulare
oder polymere Komplexel®), Um erste Informationen iiber
die moglichen Strukturmotive von Verbindungen mit kom-
plexen Polycarboxylatoliganden zu erhalten, haben wir Ag-
NO, mit 2,m-Dicarbonsiuren umgesetzt. Wir berichten hier
iiber die duBerst ungewohnliche Kristallstruktur von Succi-
natodisilber(r) 11101,

Fiir die Rontgenstrukturanalyse geeignete Einkristalle
von [Ag,{00C-(CH,),-CO0}],, 1 bilden sich bei Raumtem-
peratur durch langsames Eindiffundieren einer Losung von
Ag™*-Ionen in ein Silica-Gel-Medium, das Succinat-Anioncn
enthilct? =13,

Wie die Rontgenstrukturanalyse zeigt!!#), besteht die
Struktur von 1 aus planaren Ag,-Clustern (Abb. 1), die
streng parallel zur ac-Ebene angeordnet und durch die Succi-
natliganden verbunden sind (Abb. 2). Senkrecht zur ac-Ebe-
ne (b-Achse) sind diese Cluster schraubenférmig um Pseudo-
4,-Achsen (exakt 2,-Achsen) gedreht!'®), Alle Liganden
liegen auf kristallographischen Inversionszentren. Das Oli-

Abh. 1, SCHAKAL-Darstellung
[21] des Ag,-Clusters mit vier Succi-
natliganden. Ausgewdhlte Abstinde
[A] und Winkel [°]: Ag1-O1 2.211(4),
Ap2-02 2.174(4), Agl-Ag2 2.938(1),
Ap2-Ag2  3.104(1), 0O1-Agl-O1
169.1(1), 02-Ag2-02 177.6(1), Ag2-
Agl-Ap2  63.8(1), Agl-Ag2-Agl
116.2(1).

Abb. 2. Perspektivische SCHAK AL-Ansicht des Polymers 1; Blick entlang der
b-Achse.
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