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Synthese, Kristall- und Molekiilstruktur von
Boc-Pro-APhe-Ala-APhe-Ala-OMe,

einem Pentapeptid mit ungewohnlicher
p-Turn-Bandstruktur **

Kanagalaghatta Ramabhatta Rajashankar,
Suryanarayanarao Ramakumar, Tapas Kumar Mal
und Virander Singh Chauhan*

a,f-Dehydroaminosiurereste  (2,3-Didehydroaminosiure-
reste) kommen in einigen Peptiden mikrobiellen Ursprungs so-
wie in einigen Proteinen vor[!l; ihre Anwesenheit in einer Pep-
tidkette hat bemerkenswerte Folgen fiir deren Konformation!2l.
Weiterhin erschweren Dehydropeptide den enzymatischen Ab-
bau von Peptiden und Proteinen®. Die Einfiihrung eines «,f-
Dehydroaminosiurerestes in bioaktive Peptidsequenzen ist
wichtig, um Struktur-Wirkungs-Beziehungen zu studieren und
Analoga von Peptidhormonen mit verbesserter Bioaktivitat zu
finden!®!. Kleine Peptide, die einen einzigen a«.f-Dehydro-
phenylalaninrest (APhe) enthalten, haben oft'?* “¢! g-Turn-
Bandstrukturen!®!, wihrend lingere Peptide, die mehr als einen
APhe-Rest enthalten, helicale Strukturen bilden. In dieser Hin-
sicht ist das Verhalten eine APhe-Rests dem der a-Aminoisobut-
tersiure (Aib) ziemlich dhnlich, die als helixstabilisierende
nicht-proteinogene Aminosiure gut untersucht wurde!®!. Kiirz-
lich haben wir eine 3,,-helicale Konformation in einem Nona-
peptid beobachtet, das drei APhe-Reste enthdlt!?. Wir berich-
ten hier iiber Synthese, Kristall- und Molekiilstruktur des
Pentapeptids 1, das eine ungewdhnliche brettartige f-Turn-
Bandstruktur hat. Von anderen Peptiden kennt man nur f-
Turn-Helixstrukturen!",

Boc-Pro-APhe-Ala-APhe-Ala-OMe 1

Die f-Turn-Bandstruktur ist durch ungewdhnliche Wasser-
stoffbriickenbindungen charakterisiert, wobei alternierende
4 —1-Wasserstoffbriickenbindungen fehlen!”. Sie wurde ur-
spriinglich fiir die (Aib-Pro),-Peptidsequenz aufgrund von
NMR-Daten!”! und Konformationsenergieberechnungen!*°!
vorgeschlagen und spiter in einigen Aib-Peptiden mit charakte-
ristischer Sequenz beobachtet!”. Vermutlich weil -Turn-Bén-
der nahezu die gleichen Diederwinkel haben wie das 3, ,-Helix-
Grundgeriist, wurden sie als f-Turn-Bandspiralen beschrie-
ben!"® 1. Die f-Turn-Bandstrukturen sollten fiir Peptaibol-An-
tibiotika-Modellverbindungen und fiir zahlreiche in Proteinen
gefundene (Pro-X),-Segmente (mit X/Pro) von Bedeutung
sein 7+ b1,

In 1 haben beide kristallographisch unabhingigen Molekiile
eine ungewohnliche fi-Turn-Bandstruktur (Abb. 1). Diese Kon-
formation ist eine Folge von zwei teilweise (iberlappenden f-
Turns!®!, Das Boc®-Pro'-APhe?-Ala®-Fragment nimmt eine -
Turn-Konformation vom TypI ein (Geriistdiederwinkel:
$ivy=—646" ¢, =—285"und ¢, ,=—80.6°% ¥, ,=
—7.3%), das —APhe?-Ala’-APhe*-Ala®-Fragment eine -Turn-
Konformation vom Typ Il (¢, . , = — 65.8°, ¢, , , =129.9° und
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Abb. 1. Molekiilstruktur von 1im Kristall. Die gepunkteten Linien geben die intra-
molekularen 4 —1-Wasserstoffbriickenbindungen wieder.

&2 =772, ,, = 3.3°). Es ist auffillig, dal der Winkel ¢
bei APhe? negativ, bei APhe* aber positiv ist. Dies iiberrascht
aber nicht, beriicksichtigt man die achirale Natur von APhe. Die
oben erwihnten B-Turns werden durch zwei Wasserstoffbriik-
kenbindungen, N3 — H---O2(Boc) und N5 — H:-- 02, stabili-
siert. Die 4 —1-Wasserstoffbriickenbindung N4—H---O1’
wird nicht beobachtet, was mit den Wasserstoffbriickenbin-
dungscharakteristika einer fi-Turn-Bandstruktur konsistent ist.
Das Wasserstoffbriickenbindungspotential von Ot' als Accep-
tor wird durch intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen
in beiden kristallographisch unabhingigen Molekiilen abgesét-
tigt (Tabelle 1).

Tabelle 1. Intermolekulare und intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen in
der Struktur von I im Kristall [a].

Donor Acceptor D -A[A] H---A[A] D-H---A[] Symmetrie
(D) (A)
N3A O2A 3.04 2.04 167.0 0
NS5A 0o2A 3 2.04 160.4 0
N3B 02B 298 1.99 166.7 0
N5B 02'B 2.95 1.97 164.7 0
N2A O1'A 2.92 2.00 149.8 1
N4A O4'A 2.73 1.75 165.4 2
C1GA O3'A 3.38 2.47 1419 1
N2B O1'B 2.91 1.99 151.6 3
N4B 04'B 2.75 1.75 167.7 4
C1GB O3B 3.24 2.24 1523 3
Symmetriecode: 0 X, ¥ z
1 —x+1, v+ 0.5, —z
2 - x4 2, ¥+ 0.5, —z
3 —x+ 2, »y+0.5, —z+1
4 —x+3, vy +0.5, —z+1

[a] Die Buchstaben A und B in den Atombezeichnungen bezichen sich auf die
beiden kristallographisch unabhiingigen Molekiile A bzw. B. C1GA und C1GB
bezeichnen das y-Kohlenstoffatom des Pyrrolidinrings des Pro'-Restes.

Die Boc-Pro-Bindung und die trans-stindig weiterfithrenden
Bindungen liegen nicht in einer Ebene (w, = —162.6°). Der Pyr-
rolidinring des Pro!-Restes, der durch y, = —10.1°, x, =7.7°,
¥ = — 2.3% x, = — 5.0°und 0 = 9.3° charakterisiert ist, ist na-
hezu C?-exo gefaltet!' ', Die Phenylgruppen beider APhe-Reste
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liegen mit der jeweiligen olefinischen Doppelbindung (Dieder-
winkel y% = —164.5°, ¥2 = 4.9°) nahezu in einer Ebene.

In den frither beschriebenen §-Turn-Bandstrukturen sind die
Geriisttorsionswinkel nahezu 3,,-helical!™, so daB die Struktur
der Molekiile grob einem Zylinder dhnelt. In 1 weichen die
Gerlisttorsionswinkel von Ala® hingegen betriichtlich von den
Werten der 3, ,-Helix (Tabelle 2) ab, so dal} daraus eine relativ
ebene — brettartige — Struktur resultiert; wir bezeichnen diese
Struktur als ebene f-Turn-Bandstruktur.

Tabelle 2. Torsionswinkel, gemittelt @ber die beiden kristallographisch un-
abhéngigen Molekiile von 1.

Rest ¢ [ v o [
Pro’ —64.4 [a] -28.5 179.3
APhe? —80.6 -7.3 —173.4
Ala® —65.8 129.9 178.8
APhe* 77.2 33 169.8
Ala’ —63.4 —29.6 [b] -

[a] C5(Boc)-N1-C1A-C1'. [b] N5-C5A-C5-03(0OMe).

Die Peptidmolekiile, die bisher mit f-Turn-Bandstruktur ge-
funden wurden, haben auf alternierenden Positionen ausnahms-
los Reste wie Prolin!"™ < N-Methylaminoisobuttersiure (Me-
Aib)"74Y Hydroxyprolin (Hyp)'’® und «-Hydroxyisobutter-
siure (Hib)!"® 1, denen die N-H-Donorgruppe zur Wasserstoff-
briickenbindung fehlt. Deshalb gibt es in diesen Peptiden keine
aufeinanderfolgenden 4 —1-Wasserstoftbriickenbindungen an
alternierenden Positionen; wegen der in ihrer konformativen
Beweglichkeit eingeschrinkten Aib-Reste wird jedoch eine an-
gendherte 3,,-Helixstruktur beibehalten, woraus sich eine g-
Turn-Spirale ergibt. In 1 wird jedoch eine ebene B-Turn-Band-
struktur beobachtet, obwohl die Sequenz aufeinanderfolgende
4 —+1-Wasserstoffbriickenbindungen erméglicht.

Die Kristallpackung von 1 mit Blickrichtung entlang der b-
Achse ist in Abbildung 2 gezeigt. Die intermolekularen Wasser-
stoffbriickenbindungen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Es gibt kei-
ne intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen mit Kopf-
Schwanz-Verkniipfung, ein haufiges Kennzeichen einiger Aib-
Peptide!®! und «,8-Dehydropeptide!?l. Es gibt auch keine Was-
serstoffbriickenbindungen zwischen den beiden kristallogra-
phisch unabhingigen Molekiilen; die ac-Ebene der Kristall-
struktur wird iiberwiegend durch hydrophobe Wechselwirkun-
gen stabilisiert. Die intermolekularen Wechselwirkungen ent-
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Abb. 2. Kristallpackung von 1; Blickrichtung entlang der b-Achse.
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lang der #-Achse sind hauptsichlich elektrostatischer Natur.
Die Peptidmolekiile mit S-férmigem Geriist sind entlang der
b-Achse iibereinandergestapelt und durch Wasserstoffbricken-
bindungen vom Typ N—H:--O und C— H---O verbunden
(Tabelle 1). Wir beobachten alternierende Stringe entlang der
b-Achse, die die beiden kristallographisch unabhingigen Mole-
kille enthalten. Die Grenzfliche der Stringe enthilt die Boc-
Methylgruppen und die Dehydrophenylalaninseitenketten und
ist daher iiberwiegend hydrophob. Die Phe-Ringe wechselwir-
ken in einer geneigten Anordnung!'?, was mit Beobachtungen
in Proteinen ubereinstimmt!*2!, O5' ist an keiner Wasserstoff-
briickenbindung beteiligt.

In Kenntnis der Struktur von 1 kénnen Oligopeptidstruktu-
ren, die APhe enthalten, mit denen der entsprechenden, schon
friiher beschriebenen Aib-Analoga, den N-terminalen Frag-
menten (2-6) des Antibiotikums Alamethicin Boc-Pro-Aib-
Ala-Aib-Ala-OH"?* und Z(Cl)-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-OMe!* 3"
verglichen werden. Beide Aib-Peptide haben eine linksgidngige
3,o-Helixstruktur. Wahrend von Aib bekannt ist, daB es eher
helicale Geriuistdiederwinkel bevorzugt, kann APhe ecinen
,.Briickenbereich* im Konformationsraum annehmen, wie die
Sequenz Ala®-APhe* im vorliegenden Pentapeptid zeigt.

In den bisher bekannten Kristallstrukturen von APhe enthal-
tenden Peptiden weisen die AF-X1-AF-X2-Fragmente entweder
Typ-11I- oder Typ-HI'-g-Turn-Konformationen? ~1 auf (Tabel-
le 3), was zu einer Helixstruktur fiihrt. In der Kristallstruktur

Tabelle 3. Die Konformation des X1-AF-Segments von AF-X1-AF-X2-Fragmentcn in
den bekannten Kristallstrukturen.

Peptid [a} Lit. 41 ¥ [1 1 ¥[1 pToro-

Typ

Boc-G-AF-L-AF-A-NHMe [2i] —71.2 —154 —583 —17.9 III
Boc-V-AF-F-A-F-AF-V-AF-G-OMe [2j] —68.6 —154 —546 —351 III
Boc-DA-AF-G-AF-DA-OMe [2k] 653 59 530 256 I
2N —-620 —204 —59.2 241 1II
—658 1299 772 33 U

Boc-P-AF-A-AF-A-OMe L
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[a] Das AF-X1-AF-X2-Fragment ist unterstrichen.

von 1 zeigt dasselbe Fragment jedoch zum ersten Mal einen
f-Turn des Typs 11, der nicht helical ist (Tabelle 2). Interessan-
terweise nimmt das Fragment -AF-X1-AF-X2- mit X1 =
Leu oder Val eine rechtsgingige Helix an (Tabelle 3), wihrend
im vorliegenden Fall das Fragment mit X1 = Ala eine véllig
andere Konformation bildet. Es sind Beispiele bekannt, in de-
nen das Peptidgeriist trotz der Anwesenheit des chiralen L-Ala-
Rests eine linksgingige Helixstruktur einnimmt!*3- '], Der Ala-
Rest scheint, vermutlich wegen der weniger sperrigen Seiten-
kette, eine groBere Konformationsflexibilitit des Peptidgeriists
zuzulassen, ein Befund, der genutzt werden kann, um eine Fein-
abstimmung einer bestimmten Konformation zu erreichen.
Die Molekiilstruktur von 1 im Festkdrper zeigt, wie man
durch Verwendung eines APhe-Rests ungewohnliche Konfor-
mationen, z.B. die ebene §-Turn-Bandstruktur erhalten kann.
Der Vergleich mit den Aib-Aaloga des Pentapeptids demon-
striert, da} verschiedene Strukturen von diesen Resten stabili-
siert werden konnen, obwohl sowohl Aib als auch APhe achira-
le, die Konformationsflexibilitit einschrinkende Reste sind. Die
Konformationsvariabilitit wurde sehr gut fir die Aib-enthal-
tenden Peptide beschrieben!! 13 sie ist aber bis zu einem ge-
wissen Grad auch in APhe-enthaltenden Peptiden beobachtet
worden™. Der Vergleich der Konformation des Dehydro-
pentapeptids mit der anderer Dehydropeptidfragmente des
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Typs -AF-X1-AF-X2- zeigt den EinfluBl der Aminoséurereste X1
und X2 auf die Gesamtkonformation der Dehydrooligopeptide.
Weitere Studien sind notwendig, um den EinfluB des Dehydro-
phenylalaninrestes auf die Konformation von Peptiden zu ver-
stehen und um sein konformationseinschrinkendes Verhalten
mit dem des Aib-Restes zu vergleichen.

Experimentelles

Synthese von Boc-Ala-APhe-Ala-OCH,: Eine Losung von HCl- H-Ala-OCH,
(0.77 g, 5.5 mm) und Triethylamin (0.8 mL, 5.5 mM) in Dichlormethan (10 mL) wur-
de zu einer Losung von Boc-Ala-APhe-Azlacton [2i] (1.56 g, 5 mm) in Dichlorme-
than (10 mL) gegeben, und es wurde 48 h bei Raumtemperatur gerithrt. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels im Vakuum wurde der Rickstand in Ethylacetat geldst,
mit geséttigter NaHCO,-Losung, Wasser, Sproz. Zitronensdure und geséttigter
NaCl-Losung gewaschen und Gber Na,S0, getrocknet. Nach Eindampfen und
Kristallisation aus Diethylether/Petrolether wurde reines Tripeptid erhalten. Aus-
beute: 1.8 g (87 %); Schmp. 97-99°C; R, (CHC!,fCH,0H, 9:1) 0.85, R, (n-Butan-
ol/Essigsdure/H,0, 4:1:1) 0.89. 'H-NMR (270 MHz, CDCl,): 6 =7.76 (1H, s, NH
APhe), 7.43 (1H, d, NH Ala(3)), 7.4-7.3 (6 H, m, aromatische Protonen und C*H
APhe), 5.08 (1H, d, NH Ala(1)), 4.68 (1H, m, C*H Ala(3)), 4.19 (1H, m, C*H
Ala(1)), 3.75(3H, s, OCH,), 1.43 3H, d, C*H, Ala(3)), 1.41 (12H, d, Boc Me, und
CPH, Ala(1)).

1: Entfernen der Schutzgruppe von Boc-Ala-APhe-Ala-OCH, mit Trifluoressigsdu-
re(TFA)/Dichlormethan (1:1, v/v) bei Raumtemperatur, Einengen und Waschen
des Sligen Riickstands mit Ether gibt TFA - H-Ala-APhe-Ala-OCH,. Boc-Pro-p-
Phe-Azlacton [2i] (1.22 mg, 3.5mM) und TFA - H-Ala-APhe-Ala-OCH, (1.5g,
3.5 mM) wurden wie oben beschrieben umgesetzt. Man erhélt das reine Pentapeptid
nach Umkristallisation aus Methanol/Wasser. Ausbeute: 1.7 g (74 %); Schmp. 236—
238°C; R, (CHCl,/CH,;0H, 9:1) 0.71, R{(n-Butanol/Essigsdure/H,0, 4:1:1) 0.93.
TH-NMR (270 MHz, CDCl, mit Spuren von (CD,),SO): 8 =9.49 (1H, s, NH
APhe(2)), 8.71 (1H, s, NI APhe(4)), 8.12 (1H, d, NH Ala(3)), 7.3 (1H, d, NH
Ala(5)), 7.26-7.09 (12H, m, aromatische Protonen und 2C*H von APhe (2) und
APhe(4)), 4.37 (1 H, m, C*H Ala(5)), 4.26 (1 H, m, C*H Ala(3)), 4.03 (1 H, m, C*H
Pro(1)), 3.53 (3H, s, OCH,), 2.09 (1H, m, C® H Pro(1)), 1.81 (2H, m, C"H & C*H
Pro(1)), 1.39 (3H, d, CPH, Ala(5)), 1.29 (12H, d, Boc Me; und C*H, Ala(3)).
Kristallstrukturanalyse: Farblose, prismatische Einkristalle wurden durch Einen-
gen einer Losung des Peptids (C;;H,3NOg, M, = 661.75) in Methanol/Aceton
erhalten. Die Kristalle gehdren zur monoklinen Raumgruppe P2, mit
a=14.3652), b = 9.931(2), c = 25.787(2) A, f =104.03(1)°, ¥ = 3569 A3, Z = 4,

3

Oer. =1.23 gem "7,
Die Rontgenintensititsdaten wurden bei 21 °C mit einem Enraf-Nonius-CAD4-Dif-
fraktometer mit Ni-gefilterter Cug,-Strahlung (1 =1.5418 A) aufgenommen. w-2 6-
Scanmethode bis zu einem Bragg-Winkel von 60°; es wurden 5881 Einzelreflexe
gemessen, von denen 5205 mit [F] > 3a(|F,|) als beobachtet gewertet und in der
Strukturanalyse verwendet wurden. Die Intensititen dreier Standardreflexe, die in
regelmiBigen Abstédnden wihrend der Messung iberwacht wurden, zeigten keine
signifikanten Anderungen, wodurch die elektronische und Kristallstabilitit bewie-
sen ist. Lorentz- und Polansationskorrekturen wurden bei den Daten beriicksich-
tigt; eine Absorptionskorrektur wurde nicht durchgefithrt. Die Struktur wurde mit
direkten Methoden mit dem Programmsystem SHELX86 [8] gelost und mit dem
Volle-Matrix-klcinste-Fehlerquadrate-Verfahren verfeinert, mit anisotropen Tem-
peraturfaktoren fiir alle Nicht-Wasserstoffatome. Alle Wasserstoffatome wurden
auf der Grundlage der Stereochemie auf idealisierte Positionen gesetzt und nur in
Strukturfaktorberechnungen beriicksichtigt. Die Giitefaktoren waren R = 0.056
und R, = 0.069. Die asymmetrische Einheit besteht aus zwei kristallographisch
unabhingigen Molekiilen (A und B). Die Molekiildimensionen und dic Konforma-
tion dieser beiden Molekiile sind nahezu gleich. Eine Uberlagerung der Geriistato-
me dieser beiden Molekiile nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate fithrt zu
einer durchschnittlichen Standardabweichung von 0.09 A, was die Ahnlichkeit der
Molekiile beweisl. Deshalb wurden in der Diskussion die Durchschnittswerte der
Strukturparameter verwendet. Weitere Einzelheiten zur Kristallstrukturuntersu-
chung koénnen beim Direktor des Cambridge Crystallographic Data Centre, 12
Union Road, GB-Cambridge, CB21EZ, untcr Angabe des vollstindigen Literatur-
zitats angefordert werden.
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11,12-Bis(diethylamino)nonatriafulvalen,
das erste ,,aromatische‘* Nonafulven **

Shengyong Chai und Markus Neuenschwander *

NMR-Untersuchungen zeigen, daB unpolare Nonafulvene
einschlieBlich der Stammverbindung 1a, R! = R? = H, olefini-
sche Verbindungen (charakterisiert durch deutlich alternierende
Bindungsldngen und einen nichtebenen Neunring) sind!"1. Infol-
ge des Gleichgewichts 1 A 2 1B sind fur R! = R? vier Paare von
Ringprotonen und von Ring-Kohlenstoffatomen dquivalent:
H-1/H-8, H-2/H-7, H-3/H-6, H-4/H-5 bzw. C-1/C-8, C-2/C-7,
C-3/C-6, C-4/C-5. Zudem treten die "H- und **C-NMR-Signale
bei § & 5.4 bis 6.4 bzw. § ~ 115 bis 132 auf und dndern ihre Lage
zwischen —100 und + 20 °C praktisch nicht. Ein auffallig ande-
res Verhalten zeigt das erste isolierte Nonafulven 1b, dessen
Spektren sich bei Variation der Temperatur oder der Solvenspo-
laritat stark &ndern!® 3! Dies liBt sich mit einem Gleichgewicht
zwischen dem nichtebenen olefinischen 1b und dem ebenen di-
polaren 1b*[*! erkliren, wobei 1b* bei tiefen Temperaturen
oder in polaren Solventien begiinstigt wird!®); sehr dhnlich ver-
halten sich Natrium-nonafulvenolatete!,

Bis heute waren Nonafulvene, welche zwischen — 100 und
20°C und auch in unpolaren Losungsmitteln in der dipolaren

[*] Prof. Dr. M. Neuenschwander, Dr. S. Chai
Institut fiir Organische Chemie der Universitat
Freiestrasse 3, CH-3012 Bern (Schweiz)
Telefax: Int. + 31/631-4499
[**] Wir danken dem Schweizerischen Nationaifonds zur Férderung der wissen-
schalllichen Forschung (Projekt-Nr. 20-37336.93) fir finanzielle Unterstit-
zung.
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