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Konformationsvoraussetzungen fiir den siiflen Geschmack
von Dipeptiden und Dipeptidmimetica

Toshimasa Yamazaki, Ettore Benedetti, Darin Kent und Murray Goodman*

Die molekulare Basis der Geschmacks-
empfindung wird seit vielen Jahren in-
tensiv erforscht. Wir konzentrierten uns
dabei auf die Ermittlung detaillierter
Struktur-Geschmacks-Beziehungen fiir
Peptide und Peptidmimetica und kombi-
nierten dazu Synthese, NMR-Analytik,
Computersimulation und Réntgenstruk-

turanalyse. Dabei wurden Verbindungen
mit verschiedenen peptidmimetischen
Bausteinen verwendet, um so in den Ge-
schmacksliganden vorhersagbare struk-
turelle Einschrinkungen herbeizufiih-
ren. Dies bedeutete eine geringere
molekulare Flexibilitdt und ermdglichte
so die Entwicklung einer Struktur-Akti-

vitdts-Beziechung. Wir beschreiben hier
die topochemischen Anforderungen,
die sl oder bitter schmeckende Ge-
schmacksliganden erfiillen miissen, und
entwickeln detaillierte  Struktur-Ge-
schmacks-Bezichungen mit erheblicher
Vorhersagekraft fir Peptide und ver-
wandte Molekiile.

1. Einleitung

Man nimmt an, dal} die Geschmacksiibertragung durch Re-
zeptorproteine initiiert wird, die sich auf der Oberfliche der
Geschmackszellen befinden. Strukturbiochemisch gesehen bilden
der Geschmacksligand und das Rezeptorprotein einen Wirt-Gast-
Komplex, der dann die Geschmacksempfindung erzeugt. Struk-
turen von Geschmacksrezeptoren sind noch keine bekannt, aber
es ist klar, daB der Geschmacksligand eine spezifische dreidi-
mensionale Struktur, die ,,bioaktive Konformation*, annehmen
muB, um mit dem Geschmacksrezeptor in Wechselwirkung tre-
ten zu konnen. Diese bioaktive Konformation muB einer zu-
ganglichen Konformation des isolierten Liganden entsprechen,
denn wir sind der Meinung, daB Wechselwirkungen zwischen
Rezeptoren und Liganden unzugéngliche nicht in erlaubte Kon-
formationen umwandeln kénnen.

Eine groBe Bandbreite nicht verwandter Verbindungen ist da-
fiir bekannt, siiBl zu schmecken. Shallenberger und Acree!*! mach-
ten schon frith den Versuch, gemeinsame Strukturmerkmale
(Glucophore) sill schmeckender Molekiile zu ermitteln. Sie
schlugen die Existenz eines Wasserstoffbriickendonors (AH) und
eines Wasserstoffbriickenacceptors (B) in siifl schmeckenden Mo-
lekiilen vor (AH/B-Modell). Der Abstand zwischen diesen bei-
den Gruppen betrug nach systematischen Studien an nicht ver-
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wandten siiB schmeckenden Molekiilen wie Zucker, Saccharin,
Chloroform, ungesittigten Alkoholen und 2-Amino-1-propoxy-
4-nitrobenzol zwischen 2.5 und 4.0 AL Die AH- und B-Grup-
pen bilden nach diesem Modell durch zwei intermolekulare
Wasserstoffbriicken zwischen dem Geschmacksliganden und
dem Rezeptor einen bioaktiven Komplex. Studien mit einer
Reihe stark st schmeckender 2-Amino-4-nitrobenzolderivate
fithrten Deutsch und Hansch zu dem SchluB!?!, daB ein hydro-
phober Bindungsraum ebenfalls nétig ist, um eine Verbindung
siiB schmecken zu lassen. Kier et al.l¥) erweiterten die Theorie
von Deutsch und Hansch und bestimmten die Abstinde zwi-
schen der hydrophoben Stelle (X) und den AH- und B-Gruppen
zu ungefihr 3.5 bzw. 5.5 A (AH/B/X-Modell). In Abbildung 1
werden mehrere Typen siil schmeckender Molekiile mit ihren
AH/B/X-Gruppen und den berechneten Abstinden zwischen
diesen Gruppen gezeigt. Aus den mit Hilfe der erweiterten
Hiickel-Theorie bestimmten bevorzugten Konformationen
mehrerer Aminosduren wurde geschlossen, dall die aromati-
schen Gruppen von p-Phenylalanin, p-Tyrosin und p-Trypto-
phan ideale Kandidaten fiir die hydrophobe X-Gruppe sind und
daB kleinere Seitenketten als die [sobutylgruppe von Leucin die
rdumlichen Anforderungen an e¢in X-Glucophor nicht mehr er-
fiillen. Dem AH/B-System entsprechen in Aminosduren die ge-
ladenen Amino- und Carboxylatgruppen. Dritte Bindungsstel-
len wurden auch in Z}lckern von Shallenberger und Lindly!¥
und in Dipeptidestern von van der Heijden et al.'®} identifiziert,
wobei diese Konzepte der dritten Bindungsstellen nicht mit den
von Kier vorgeschlagenen identisch sind.

Seit der Entdeckung des stark siilen Geschmacks von L-Aspar-
tyl-L-phenylalaninmethylester (Aspartam, L-Asp-L-Phe-OMe,
1: ca. 200mal siiBer als Saccharose) durch Mazur et al.[%!, wurden
zahlreiche Struktur-Aktivitits-Studien {liber Geschmacksmole-
kitle auf Peptidbasis durchgefithrt. Bei Dipeptiden aus zwet chi-
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Abb. 1. Beispiele fir die vier Klassen sii} schmeckender Molekiile mit Angabe der
AH-X-Ahstinde.

ralen Aminosduren sind vier Stercoisomere moglich, die in der
Regel unterschiedlich schmecken. Im Falle der Aspartyl-phenyl-
alaninmethylester-Stereoisomere schmeckt nur das L-L-Isomer
siiB}, die anderen [somere schmecken bitter'®!. Der L-Asparagin-
saurerest in 1 kann durch Aminomalonsiure (Ama), ein kiirze-
res Homologes der Asparaginsiure, ersetzt werden!™ 81, Das ho-
here Homologe L-Glu-L-Phe-OMe hingegen schmeckt bitter!®.
Die absolute Konfiguration des Ama-Rests in Ama-L-Phe-OMe
ist fiir den siiBen Geschmack ebenfalls wichtig. Urspriinglich
wurde vermutet, daB (S)-Ama-L-Phe-OMe 6 wegen der Analo-

gie zur Konfiguration von 1 siiB schmecken sollte'”!. Wir wiesen
jedoch kiirzlich nach, daB es (R)-Ama-L-Phe-OMe 5 ist, das
800mal siier als Saccharose ist, wihrend (S)-Ama-L-Phe-OMe
6 geschmacksneutral ist!®!, indem wir die Konfigurationen der
beiden Isomere durch Roéntgenstrukturanalyse bestimmten. Die
Geschmackseigenschaften der vier Diastereomere von Asp-Phe-
OMe und der zwei Diastereomere von Ama-L-Phe-OMe zeigen,
daB strenge rdumliche Anforderungen am «-Kohlenstoffatom
der N-terminalen Reste, genauer gesagt eine L-Konfiguration
fiir den Asp-Rest und eine (R)-Konfiguration fiir den Ama-
Rest, erfiillt sein miissen, damit das Molekiil sifl schmeckt. In
diesen Analoga reprisentieren dic protonierte Amino- und
die Carboxylatgruppe des N-terminalen Rests die AH- bzw.
B-Gruppe der Glucophor-Theorie von Shallenberger und
Acree. Die Benzylseitenkette des Phenylalaninrests fungiert als
hydrophobe X-Gruppe.

Wiihrend der N-terminale Rest von L-Asp-L-Phe-OMe 1 und
(R)-Ama-L-Phe-OMe 5 fiir die siile Geschmacksempfindung
erhalten bleiben mulB, kann der C-terminale L-Phenylalaninme-
thylesterrest durch eine Vielzahl anderer Aminosdurederivate
und strukturell verwandter Reste ersetzt werden. Diese Amino-
sdurederivate miissen eine hydrophobe X-Gruppe in der richti-
gen Orientierung enthalten, die in der GréBe mit der Benzylsei-
tenkette vergleichbar ist. Wie von Mazur!® und Ariyoshit*®
vorgeschlagen wurde, mul} der C-terminale Rest sii3 schmek-
kender Dipeptide zwei hydrophobe Gruppen unterschiedlicher
GroBe enthalten, zum einen die Aminosiureseitenkette und
zum anderen die Ester- oder Amidgruppe. In der L-Konfigura-
tion muB die Aminosdureseitenkette groBer als die Ester- oder
Amidgruppe sein; in der p-Konfiguration gilt das Umgekehrte.

Ariyoshi!'®! erklirte den siilen Geschmack von Aspartyldi-
peptiden mit Hilfe von Fischer-Projektionen. Dieses Modell ist
durchaus fiir die Vorhersage der Geschmackseigenschaften pep-
tiddhnlicher Molekiile geeignet. Die ,,Si“-Formel (Abb.2a) ent-

wichtiger Systeme verstehen zu lernen.
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spricht den in der Literatur beschriebenen sii3 schmeckenden L-
Aspartyldipeptiden, wihrend die ,,Nichtsii}“-Formel (Abb. 2b)
mit den L-Aspartyldipeptiden ohne siilen Geschmack vereinbar
ist.

a) ?ooe b) cod®
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Abb. 2. Von Ariyoshi vorgeschlagene Fischer-Projektionen fiir a) ein sifl und b) ein
nicht siiff schmeckendes Peptid auf Aspartylbasis. R! ist cin kleiner hydrophober
und R? ein grofer hydrophober Substituent.

Die Diskussion iiber die Wirkungsweise von Geschmacksli-
ganden mit Hilfe von Fischer-Projektionen ist wegen des lediglich
zweidimensionalen Charakters dieses Modells nur begrenzt mog-
lich. So kann das Ariyoshi-Modell den siilen Geschmack von
L-Asp-(5)-gAla-TMCP 12 (siche Tabelle 1), das nach diesem
Modell der ,,Nichtsii}**-Formel gehorcht, nicht erkliren: Dieses
Ergebnis zeigt, dafl die molekulare Basis der Geschmacksempfin-
dung durch die dreidimensionale Struktur, d. h. die relative raum-
liche Anordnung der drei Glucophore AH, B und X, definiert sein
muf. Auf der Grundlage von Ergebnissen aus Konformations-
analysen mit einer Reihe von Aspartyldipeptiden, die stereoiso-
mere Peptid- und peptidmimetische Bausteine als zweiten Rest
enthielten, haben wir seit 1987 ein dreidimensionales Modell,
das ,,.L-Modell*, entwickelt, das die konformativen Voraus-
setzungen fiir siiBen und bitteren Geschmack beschreibt!! ! und
das wir im folgenden vorstellen wollen.

Unser L-Modell zur Erklarung des siilen Geschmacks wurde
aus Studien iber die Konformationen von Geschmacksliganden
auf Dipeptidbasis mit Hilfe von Rontgenstrukturanalyse,
NMR-Spektroskopie und Computersimulation entwickelt. Die
untersuchten Verbindungen waren Aspartam 1 und Aspartam-
analoga mit stereoisomeren Resten und peptidmimetischen

Tabelle 1. Geschmack von Geschmacksliganden auf Peptidbasis.

Bausteinen (Tabelle 1). Die Strukturen all dieser Analoga im
Festkorper wurden réntgenographisch aufgeklirt!® 11-121 Die
Verbindungen 5 und 6 enthalten einen Aminomalonylrest an
erster Stelle, wihrend alle anderen den L-Aspartylrest des
Stammdipeptids Aspartam 1 beibehalten. In allen Aspartam-
analoga sind die AH- und B-Gruppen durch die protonierte
Amino- bzw. die Seitenkettencarboxylatgruppe des N-termina-
len Rests [L-Asp, (R)-Ama, (5)-Ama] reprisentiert. Die Verbin-
dungen 1-8 (Typ A) enthalten das hydrophobe Element X in
der Seitenkette des zweiten Rests, bei den restlichen fiinf (9--13)
ist die X-Gruppe die C-terminale Amid- oder Estergruppe
(Typ B). Die L-Aspartylderivate in Tabelle 1 sind im Falle von 1,
seinem Hydrochlorid 2, 9 und 10 Dipeptide. Die anderen Ver-
bindungen in Tabelle 1 enthalten als zweiten Rest peptid-
mimetische Bausteine wie a-Methylphenylalanin in 3 und 4, Cy-
clohexylglycin in 7 und 8, ein Retro-inverso-peptid von Alanin,
gAla, in 11 und 12 und e-Aminocyclopropancarbonsiure in 13.
Die Formeln der in Tabelle 1 genannten Geschmacksliganden auf
Peptidbasis sind in Abbildung 3 zusammengefalit. Unser Modell
geht davon aus, daBl der N-terminale Rest konformativ fixiert
ist, wenn das Molekiil an den Geschmacksrezeptor bindet. Die
relative Orientierung der X-Gruppe zur fixierten AH/B-Einheit
ist durch die Konformation des zweiten Rests festgelegt. Jeder
von uns dafiir verwendete peptidmimetische Baustein weist je-
doch eine charakteristische Vorzugskonformation auf. Daher
war es moglich, spezifische topochemische Anordnungen zu
identifizieren, die einen siifen oder bitteren Geschmacksein-
druck hervorrufen.

2. Roéntgenstrukturanalysen

Im folgenden werden die réntgenographischen Untersuchun-
gen der in Tabelle 1 enthaltenen Geschmacksliganden auf Pep-
tidbasis beschrieben. In Tabelle 2 sind die maBgeblichen Er-
gebnisse der Rontgenstrukturanalysen zusammengefaB3t. Alle
Strukturen wurden bis zu akzeptablen bis sehr guten R-Werten
von 0.103 bis 0.033 verfeinert. Die mittleren Standardabwei-
chungen der Bindungslingen und Bindungswinkel liegen bei
0.002-0.02 A bzw. 0.1-1.4°, die der Torsionswinkel sind nicht

Verbindung [a] Kurzform Geschmack {b]
Typ A
1 L-Aspartyl-L-phenylalaninmethylester L-Asp-L-Phe-OMe st
2 L-Aspartyl-L-phenylalaninmethylesterhydrochlorid HCL - L-Asp-L-Phe-OMe siif
3 L-Aspartyl-(z-methyl)-L-phenylalaninmethylester L-Asp-L-(x-Me)Phe-OMe sy
4 L-Aspartyl-(z-methyl)-D-phenylalaninmethylester L-Asp-D-(x-Me)Phe-OMe bitter
5 (R)-Aminomalonyl-1-phenylalaninmethylester (R)-Ama-1-Phe-OMe siif
6 (§)-Aminomalonyl-L-phenylalaninethylester (S)-Ama-1-Phe-OEt geschmacksneutral
7 L-Aspartyl-(5)-cyclohexylglycinmethylester L-Asp~(5)-Chg-OMe sif
8 L-Aspartyl-( R)-cyclohexylglycinmethylester L-Asp-{ R)-Chg-OMe bitter
Typ B
9 L-Aspartyl-pD-alanin-N-(2,2,4 4-tetramethylthietanyhamid L-Asp-D-Ala-TAN stify
10 L-Aspartyl-p-alanin-(2,2,5,5-tetramethylcyclopentyl)ester L-Asp-D-Ala-OTMCP siify
11 N-L-Aspartyl-N'~(2,2,5,5-tetramethylcyclopeatancarbony!)-(R)-ethandiyldiamin L-Asp-(R)-gAla-TMCP siB
12 N-L-Aspartyl-N'-(2,2,5,5-tetramethylcyclopentancarbonyl)-(S )-ethandiyldiamin L-Asp-(S)-gAla-TMCP siif}
i3 L-Aspartyl-a-aminocyclopropancarbonsiure-n-propylester L-Asp-Acc-OnPr siif)

[a] Formeln sieche Abb. 3; zur Definition der Typen A und B siehe Text. [b] Der Geschmack wurde von drei Testern durch qualitatives Probieren und anschlieBendes
Ausspucken einer verdiinnten Lsung der jewciligen Verbindung in Wasser ohne Finstellung des pH-Werts bestimmt.
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Abb. 3. Strukturen der in Tabelle 1 genannten Geschmacksliganden 1-13.

groBer als 5°. Bei allen Verbindungen mit Ausnahme von 6
enthalten die Kristalle ein oder mehrere Molekiile Wasser in der
Elementarzelle. In den Kristallen von § und 9 bilden vier unab-

Tabelie 2. Wesentliche Ergebnisse aus den kristallographischen Analysen der Ge-
schmacksliganden 1--13.

Standardab-  Lit.
weichung der

Verbin- Kristallsystem, Zahl der Zahl der R
dung  Raumgruppe fa] Molekiile Wasser-

in der molekiile Bindungs-
Elemen- in der Ele- lingen und
tarzelle  mentarzelle -winkel
1 tetragonal, P4, 1 1 0.045 0.006 A, 0.6° [12a]
2 orthorhombisch, 1 8 0.033  0.002A,0.1° [12b)]
P2,2.2,
3 orthorhombisch, 1 8 0.038 [b] [12¢]
P2,2.2,
4 orthorhombisch, 1 4 0.038 0.005A,0.1° [12d]
P2,2,2,
5 triklin, P1 4 4 0.073 00104, 3° 8]
6 monoklin, P2, 1 0 0.053 0004 A,0.7° 8]
7 monoklin, P2, 1 4 0.108 0.020 A, 1.5°  [11g]
8 monoklin, P2, 1 2 0.062 0.010A,05 [l1g]
9 triklin, P1 4 10 0.079 0.015A,09° [11d]
10 monoklin, P2, 1 4 0.086 0010A,1.3° [12¢]
11,12 monoklin, P2,  4(2.2) 6 0.090 0.015A,0.6° [11b]
13 orthorhombisch, 1 4 0.056  0.002A, 0.3° [12f]

£2,2,2,

902“0

CO:M.

hingige Molekiile mit wenig unterschiedlichen Konformationen
die asymmetrische Einheit. Die rontgenographischen Untersu-
chungen der Retro-inverso-Geschmacksliganden 11 und 12

Tabelle 3. Torsionswinkel [*] der Geschmacksliganden 1-13 im kristallinen Zu-
stand [a].

[b] 'l’l o' *1 Z;, 1 l;,z ¢2 ‘l’z w? X%

1 149.0 —178.5 —71.7 —173.4 4.0 —1568 —173.6 179.1 61.7
2 165.5 1709 —1559 1751 —4.8 —153.6 1668 176.9 58.9
3 1524 1640 —639 —1002 791 —-423 —483 1782 1718
4 151.0 1677 —689 1772 -1.7 49.0 479 —177.3 1732

5a 1709 179.8 —159.4 - - —938 130.0 —176.8 —176.6
5b 1743 —1793 —161.4 - - —B825 1314 1752 —172.5
5c¢ 1752  178.9 —164.1 - - =974 1131 —179.2 —177.2
5d 1684 —1769 —159.9 - - —841 1404 1772 —-175.0

6 —177.2 —1753 162.0 - - =970 1353 1736 179.2
7 1449 1729 —66.9 151.0 —31.4 —118.2 63.4 —172.5 —489
8 167.1  176.5 —-779 1736 —6.3 881 —131.8 1782 69.0
9a 1585 1705 —63.6 —175.5 59 1260 —158.4 —172.1 -

9b 1441 1700 —66.8 —172.0 8.1 66.6 —151.9 1754 -

9¢ 1533 1670 —-64.0 —1651 151 702 —1511  171.2 -

9d 1674 —1742 —63.7 —168.4 8.7 741 —1581 1712 -

10 1581 171.0 —61.8 —161.4 224 64.3 —140.9 176.2 -

1 172.0 —1754 —82.6 —1689 —13 1044 —-973 166.8

12 1662  177.5 —754 1778 =19 -99.7 1048 —169.4 -

13 1477 —1799 704 1591 —219 —-784 —-0.6 1791 103.7

[a] Dic Kristallabmessungen sind in den angegebenen Literaturstellen zu finden.
[b] Der Wert wurde von den Autoren nicht angegeben.

Angew. Chem. 1994, 106, 15021517

[a] Die Torsionswinkel wurden nach der TUPAC-Konvention benannt. [b] a—d bei
5 und 9 kennzeichnet die unabhingigen Molekiile in der Elementarzetle.
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wurden mit einem Kristall durchgefiihrt, der aus diesen beiden
diastereomeren Molekiilen bestand. In Tabelle 3 sind die Tor-
sionswinkel angegeben, die die Rickgrat- und Seitenkettenkon-
formationen aller untersuchten Geschmacksliganden beschrei-
ben.

2.1. Konformation und Packung der Geschmacksliganden auf
Peptidbasis im festen Zustand

Dipeptidester mit einem ungeschiitzten N-Terminus konnen
als sehr flexible Molekiile angesehen werden. Dennoch scheint
es fiir die im Kristall auftretenden Strukturen in den entspre-
chenden (¢, y)-Diagrammen nur zwei Bereiche zu geben, die
mit Konformationen dichter besetzt sind, und zwar bei (¢, ¥)-
Werten von (—160°, 180°) und (—70°, 170°)"3!, Im Kristall
wird die Konformation eines Molekiils bekanntlich stark durch
Packungseffekte und intermolekulare Wechselwirkungen beein-
fluBBt. Dazu gehdren vor allem clektrostatische Wechselwirkun-
gen zwischen geladenen Gruppen, Wasserstoffbriicken, van-der-
Waals- und hydrophobe Wechselwirkungen, wie die Stapelung
aromatischer Gruppen, Alkyl-Phenyl- und Alkyl-Alkyl-Wech-
selwirkungen. Molekille nehmen entsprechend im Kristall Kon-
formationen ein, durch die ihre Packungsdichte maximiert wird.
Im allgemeinen wird die beste Packungsdichte erreicht, wenn die
Molekiile gestreckte oder halbgestreckte Konformationen an-
nehmen.

Die Strukturen von Aspartam und seinen Analoga im Kristall
bilden keine Ausnahme von dieser Tendenz, auch wenn sie
durch die Anwesenheit mehr oder weniger gehinderter peptid-
mimetischer Reste verursachte deutliche Unterschiede in ihren
Konformationen zeigen. Im kristallinen Zustand liegen alle
diese Geschmacksliganden auf Peptidbasis, auBer dem Aspar-
tamhydrochlorid 2, als Zwitterionen mit einer positiv geladenen
N-terminalen Aminogruppe und einer negativ geladenen Seiten-
kettencarboxylatgruppe des N-Terminus vor. Belege fir die
zwitterionische Struktur sind die C-O-Bindungsldngen, die zwi-
schen denen von Einfach- und Doppelbindungen liegen, und die
Tatsache, daB das NH; -Ton intra- und intermolekular als Was-
serstoffbriickendonor fiir drei Acceptorgruppen agiert. Um
moglichst gute elektrostatische Wechselwirkungen und intra-
und intermolekulare Wasserstoffbriickenbildungen zu ermégli-
chen, liegen die geladenen Gruppen der Zwitterionen in diesen
Strukturen nahe beieinander. Daher wird diese AH/B-Einheit
im folgenden als zwitterionischer Ring bezeichnet. Die Konfor-
mation des Aspartylrests ist in allen Molekiilen sehr dhnlich. Im
Mittel nehmen die Torsionswinkel ', @', 1 und z3 ; Werte von
+156, +175, —69 bzw. —173° {oder +7° fiir y1 ,) an. Die
Konformation beziiglich der C*-C#-Bindung von Asp (x!) ist
gauche — (g7). Die Carboxylatgruppe der Aspartylseitenkette
ist nahezu coplanar mit der C*-C#-Bindung; dic %} ;- und 3 ,-
Diederwinkel liegen nahe bei 180 bzw. 0°. Die Konformation
des Ama-Rests in den Verbindungen 5 und 6 ist der des Aspar-
tylrests in den anderen Verbindungen sehr dhnlich.

Die Konformation des zweiten Rests variiert je nach Konfigu-
ration und sterischen Einschrinkungen im Molekill stark.
Aspartam 1ist die einzige Verbindung mit einer Struktur, in der
das Riickgrat des zweiten Rests eine nahezu vollstindig ge-
streckte Konformation (¢* = —156.8, %> = —173.6°) annimmt
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(Abb. 4)2% Der fiir den Torsions-
winkel % der Phenylseitenkette
beobachtete Wert von +61.7°
(gauche +, g*) ist durchaus erlaubt,
wenn das Peptidriickgrat, wiec auch
experimentell gefunden, in der ge-
streckten Form vorliegt.

Die Torsionswinkel des Aspartam-
hydrochlorids 2!*#™ im Kristall sind
denen von Aspartam mit Ausnahme
des yl-Winkels des Aspartylrests
sehr dhnlich. Dieser betrigt in 2
—155.9°, d.h. die Seitenkettencarb-
oxylgruppe ist im Aspartamhydro-
chlorid von der positiv geladenen
N-terminalen NH; -Gruppe wegge-
dreht (trans-Konformation, t). Elektrostatische Wechselwirkun-
gen zwischen der geladenen N-terminalen Gruppe und den
Chlorid-Ionen werden durch cokristallisierte Wassermolekiile
ibertragen.

Die Molekiilstrukturen der diastereomeren Aspartamanaloga
3 (siB)!12! und 4 (bitter)!12¥ im festen Zustand zeigt Abbil-
dung 5. Im Gegensatz zu 1 mit einer gestreckten Riickgratkonfor-

Abb. 4. Molekiilstruktur von
1 im Kristall. Projektion senk-
recht zu der durch die Atome
C’, N und C(O) des Asp-
Rests definierten Ebene.

L-Asp L-Asp

L-{a Me)Phe D-(a Me)Phe

3 4

Abb. 5. Molekiilstrukturen der diastereomeren Geschmacksliganden 3 und 4 im
Kristall.

mation des zweiten Rests enthilt 3 den a2-Methylphenylalaninrest
in einer rechtshiindigen helicalen Konformation mit ¢ = — 42.3
und ? = — 48.3° und 4 ihn in einer linkshindigen hclicalen
Konformation mit ¢? = 49.0 und y* = 47.9°. Gefaltete helicale
Strukturen, d.h. 3,,- und a-Helices, werden von Peptiden stark
bevorzugt, die a,x-Dialkylaminosédurereste enthalten!'#, In bei-
den Diastereomeren nimmt die (x-Me)Phe-Seitenkette eine trans-
Konformation beziiglich der C*-Cf-Bindung ein, die durch einen
Winkel x# von 171.8° fiir das siiB schmeckende L-L-Isomer und
von 173.2° fiir das bitter schmeckende L-D-Isomer charakterisiert
ist. Die Kristallstruktur beider Diastereomere ist im wesentlichen
gleich und wird primédr durch Packungseffekte bestimmt. Die
relative Orientierung des zwitterionischen Rings des Aspartyl-
teils und der Benzylseitenkette, den Hauptgruppen fiir hydro-
phile bzw. hydrophobe Wechselwirkungen, ist daher in beiden
Strukturen genau gleich.

Auch die sii} schmeckende (R)-Aminomalonylverbindung 5
und ihr geschmacksneutrales (S)-Analogon 6 haben im Kristall
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sehr dhnliche Moleklilstrukturen, in denen die L-Phe-Reste in
einer halbgestreckten Riickgratkonformation und in einer Sei-
tenkettenkonformation mit ¥2 = t vorliegen!®!. Der zwitterioni-
sche Ring des N-Terminus und die Benzylseitenkette des zweiten
Rests sind in diesen Verbindungen genauso planar und linear
angeordnet (Winkel 180°), wie im st schmeckenden 3 und im
bitter schmeckenden 4.

Die réntgenographisch ermittelten Strukturen! '# der beiden
diastereomeren Molekiile 7 (sii) und 8 (bitter) sind in Abbil-
dung 6 dargestellt. Beide Verbindungen sind am N-Terminus
stark hydrophil und haben dort nahezu identische Konforma-
tionen. agegen sind die Konformationen der hydrophoben C-
Termini der beiden Molekiile unterschiedlich: Die Cyclohexyl-
ringe zeigen relativ zum zwitterionischen Ring des Aspartylrests
in entgegengesetzte Richtungen.

L-Asp L-Asp

{8)-Chg (R)-Ghg

7 8

Abb. 6. Molekilstrukturen der Diastereomere 7 und 8 im Kristall. Projektion senk-
recht zun der durch die Atome C*, N und C(O) des Asp-Rests definierten Ebene.

Die Molekiilstruktur des siil schmeckenden L-Aspartyl-p-al-
aninderivats 10"2¢1 ist in Abbildung 7 dargestellt. Der p-Ala-
nylrest hat eine halbgestreckte Riickgratkonformation, die
durch Torsionswinkel ¢ = 64.3 und * = —140.9° charakteri-
siert ist, wie sie fiir einen pD-konfigurierten Rest durchaus erlaubt
sind. Der zwitterionische Ring des Aspartylteils und die C-
terminale 2,2.5,5-Tetramethylcyclopentylestergruppe sind an-
ndhernd planar und parallel angeordnet.

Das siil schmeckende L-Aspartyl-p-alaninderivat 9 kristalli-
siert mit vier Molekiilen in der asymmetrischen Einheit! !¢, Die
Konformation des L-Aspartylrests ist in den vier unabhéngigen
Molekiilen nahezu dieselbe, wobei die Torsionsvarianz nicht

mehr als 25° betrdgt. Die N-ter-
minalen Aspartylreste sind in al-
len vier Molekillen zwitter-
ionisch. Die gréBten Unterschie-
L-Asp de weisen die Torsionswinkel der
D-Ala-Reste (¢p) auf; eines der
Molekiile unterscheidet sich dar-
10 . .

D-Afa in von den anderen dreien um un-
gefihr 60° (126.0 gegeniiber 70.3°
im Mittel). Der C(O)-N-C!-H-
Torsionswinkel der C-terminalen
TAN-Gruppe ist im erstgenann-
ten Molekiil um ca. 60° von de-
nen der anderen drei Molekiile
verschieden (— 36.0 gegenuber
+24.0° im Mittel). Tnsgesamt
sind jedoch die Strukturen der vier

Abb. 7. Molekiilstruktur des Di-
peptidesters 10. Projeklion senk-
recht zu der durch die Atome C?,
N und C(O) des Asp-Rests defi-
nierten Ebene.
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unabhiangigen Molekiile weitgehend gleich der des siil schmek-
kenden 10.

Die beiden intensiv siifl schmeckenden Retro-inverso-Diaste-
reomere 11 und 12 weisen im kristallinen Zustand fur den (S)-
gAla-Rest ¢2- und y*-Mittelwerte von — 100 bzw. +100° und
fiir den (R)-gAla-Rest die gleichen Werte mit entgegengesetzten
Vorzeichen auft''™, Thre Konformationen werden durch die ge-
minalen NH-Gruppen beeinfluBt, die an der Bildung intermole-
kularer Wasserstoffbriicken beteiligt sind. Die relative Orientie-
rung des zwitterionischen Rings des Aspartylteils und der
gréBten hydrophoben Gruppe des Molekdils (d. h. der C-termi-
nalen TMCP-Gruppe) ist in den L-(R)- und L-(S)-Isomeren dhn-
lich der im siil schmeckenden 7 bzw. bitter schmeckenden 8
(Abb. 6). Dieser Befund zeigt deutlich, daf} die Réntgenstruktur-
analyse nicht geeignet ist, um klare und schlissige Informatio-
nen iiber die Struktur-Geschmacks-Beziehungen bei diesen flexi-
blen Geschmacksliganden auf Peptidbasis zu erhalten; beide
Isomere, 11 und 12, schmecken intensiv siil3, obwohl sie am
C-Terminus entgegengesetzt gleiche Konformationen annehmen.

In Verbindung 13112 weist der Aspartylteil die gleiche Kon-
formation auf wie in allen zuvor beschriebenen Verbindungen
mit Ausnahme des Aspartamhydrochlorids (Abb. 8). Der Ac?-
Rest ist durch eine starke Verdre-
hung des Peptidriickgrats mit
¢p*=-784 und yY2=-06"°
charakterisiert. Diese Werte lie- L-Asp
gen in der ,,Briicken*-Region des
Ramachandran-Diagramms. 13

Die Packungen aller unter-
suchten Geschmacksliganden auf Ac®c
Peptidbasis sind sehr dhnlich, ob-
wohl sich die Molekiilstrukturen
in den Kristallen deutlich unter-
scheiden. Als Beispiele sind die
Packungen von 9 und den diaste-
reomeren Aminomalonylverbin-
dungen 5 und 6 in den Abbildun-
gen 9 bzw. 10 dargestellt. Wegen
der positiv geladenen NH; -Gruppe und der negativ geladenen
COO™-Gruppe der Seitenkette des N-Terminus bestimmen
hauptsichlich elektrostatische Wechselwirkungen die Anord-
nungen der Molekiile im festen Zustand. Dies fithrt zu einer

Abb. 8. Molekiilstruktur von
13 im Kristall. Projektion senk-
recht zu der durch die Atome
Cf, N und C(O) des Asp-Rests
definierten Ebene.

Abb. 9. Packung von 9im Kristall. Die zehn Wassermolekiile in der Elementarzelle
sind durch gefiillte Kreise dargestellt. Um die Positionen der Wassermolekiile besser
zeigen zu kénnen, wurden einige Molekiile 9 nur durch gestrichelte Linien darge-
stellt.
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Abb. 10. Packung von 6 (links) und 5 (rechts) im Kristall. Die Wasserstoffbriicken
zwischen den hydrophilen Teilen sind durch gestrichelte Linien symbolisicrt. Die an
keinen Bindungen beteiligten Kreise im rechten Teil stehen fiir die O-Atome von
Wassermolekiilen.

Maximierung der Zahi der Wasserstoftbriicken und der Donor-
gruppen, die an Wasserstoffbriicken beteiligt sind. Die entge-
gengesetzt geladenen Gruppen bilden miteinander und mit Lo-
sungsmittelmolekiilen (meist Wasser) Cluster, wobei sich kom-
plizierte Muster intermolekularer Wasserstoffbriicken bilden. In
allen Strukturen ist der resultierende hydrophile Kern von einer
hydrophoben Oberflidche umgeben, die durch die Stapelung und
Packung der hydrophoben Seitenketten des zweiten Rests oder
der Schutzgruppen des C-Terminus entsteht. Die Geschmacks-
liganden auf Peptidbasis nehmen im kristallinen Zustand Kon-
formationen ein, die diesen Typ der Molekiilpackung optimie-
ren. In allen Strukturen mit Ausnahme der des Aspartamhydro-
chlorids 2 haben die N-terminalen Aspartyl- oder Aminomalo-
nylreste die gleiche zwitterionische Form. AuBlerdem betrigt der
¢*-Mitteiwert der C-Termini abhingig von der Konfiguration
ca. +85 oder —85°. Die anderen beiden Torsionswinkel, 1% und
¥%, beschreiben die Konformation des zweiten Rests und sind je
nach Verbindung stark unterschiedlich. Zusammenfassend gilt
also, dal3 die Konformationen der Molekiile im kristallinen Zu-
stand hauptsdchlich durch Packungseffekte und intermole-
kulare Wechselwirkungen bestimmt werden.

2.2. Der Zusammenhang zwischen Geschmack und
Kristallstruktur bei Geschmacksliganden auf Peptidbasis

Alle hier beschriebenen siif§ oder bittes schmeckenden und ge-
schmacksneutralen Liganden, mit Ausnahme des Aspartamhy-
drochlorids 2, sind am N-Terminus zwitterionisch, Der zwitter-
ionische Teil ist hierbei so angeordnet, daB die protonierte
«-Amino- und die Seitenkettencarboxylatgruppe des N-Termi-
nus die erforderliche Geometrie annehmen, um als AH/B-Ein-
heit einen siilen Geschmackseindruck hervorzurufen.

Die Orentierung der hydrophoben X-Gruppe relativ zur
AH/B-Einheit unterscheidet sich von einem Analogon zum nich-
sten grundlegend. Die silf} schmeckenden Analoga 7 (Abb. 6) und
11 liegen in L-férmigen Konformationen vor, in denen der die
AH/B-Gruppen enthaltende zwitterionische Ring des L-Aspartyl-
teils den senkrechten Teil des L in Richtung der y-Achse bildet
und das X-Glucophor entlang dem waagerechten Teil des L in
Richtung der + x-Achse zeigt. Die sith schmeckenden Analoga
12 und 13 (Abb. 8) nehmen eine umgekehrte L-férmige Konfor-
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mation an, bei der die X-Gruppe in Richtung der —x-Achse
zeigt. Auch das bitter schmeckende Analogon 8 weist eine um-
gekehrte L-Form auf (Abb. 6). Bei den sl schmeckenden Ana-
loga 3 {Abb. 5), 5, 9 und 10 (Abb. 7) weist die X-Gruppe im
Kristall in Richtung der — y-Achse; dies fithrt zu gestreckten
Strukturen, in denen die AH/B- und X-Gruppen in einer plana-
ren Anordnung einen Winkel von ca. 180° einschlieBen. Diese
Strukturen sind denen des bitter schmeckenden 4 (Abb. 5) und
des geschmacksneutralen 6 sehr dhnlich. Bei Aspartam 1 weist
die hydrophobe Benzylseitenkette (X) im Kristall in die +z-
Richtung (Abb. 4).

Die Analyse der Kristallstrukturen zeigt also deutlich, daf}
aus den Konformationen im festen Zustand keine Beziehung
zwischen dem Geschmack und den Strukturen der Geschmacks-
liganden auf Peptidbasis abgeleitet werden kann.

3. NMR-Spektroskopie und Computersimulation

Da die rontgenographisch bestimmten Strukturen der Ge-
schmacksliganden der Aspartamfamilie keine Beziehung zwi-
schen der Molekiilstruktur und dem Geschmack aufzeigen
konnten, muBten wir nach weiteren zugédnglichen Konformatio-
nen der Molekiile suchen. Dazu wurden die in 1.6sung bevorzug-
ten Konformationen durch NMR-Spektroskopie und Computer-
simulation bestimmt!®-11- 121 In 1ésung treten Packungseffekte
und intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den Ge-
schmacksliganden nicht auf, und die Molekiile liegen solvati-
siert als Gleichgewichtsmischungen mehrerer bevorzugter Kon-
formere vor,

Die in Losung bevorzugten Konformationen der Geschmacks-
liganden 1-13 wurden durch Nuclear-Overhauser-Effect(NOE)-
Experimente und aus vicinalen 'H-!H-Kopplungskonstanten!!*!
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefaBt. In
allen Analoga auf L-Aspartylbasis weist dieser Rest unabhingig
von der Struktur und Konfiguration des zweiten Rests die glei-
chen bevorzugten Konformationen auf, die durch einen ¢*-Win-
kel (C=C(O)-Bindung) von 60—180° und einen y!-Winkel ent-
sprechend g~ (ca. —60°) definiert sind. Diese Konformationen
finden sich nicht nur in den siiff schmeckenden Molekiilen, son-
dern auch in den bitter schmeckenden Molekiilen 4 und 8. Der
Y!-Winkel des (R)-Ama-Rests des siif schmeckenden Molekiils
5ist auf den gleichen Bereich (60— 180°) wie der des L-Asp-Rests
beschrinkt, der des geschmacksneutralen Molekiils 6 dagegen
auf entgegengesetzte Werte (— 180 bis —60°).

Die bevorzugten Konformationen der zweiten Reste lassen
sich in Abhdngigkeit vom Molekiiltyp in unterschiedliche Kate-
gorien einteilen. Unter den Molekiilen 1-8, die die hydrophobe
X-Gruppe in der Secitenkette des zweiten Rests enthalten und
somit zum A-Typ gehdren, bevorzugen die siil schmeckenden
Molekiile 1, 3, 5 und 7 fiir den ¢>-Winkel negative Werte von
—180 bis —60°. Umgekehrt bevorzugen die bitter schmecken-
den Molekiile 4 und 8 positive Werte fiir diesen Winkel: Fiir den
D-(a-Me)Phe-Rest in 4 betrigt ¢2 60—180° und fiir den (R)-Chg-
Rest in 8 (aus NMR-Experimenten) 98 und 142°.Obwohl sich
die Molekiile 1, 5 und 6 in den N-terminalen Resten unterschei-
den, haben ihre L-Phe-Seitenketten die gleichen Vorzugskonfor-
mationen: Das bevorzugte Konformer beziiglich y2 ist g~ (43—
48%); die t- und g*-Konformere haben Anteile von 14-19%
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Tabelle 4. *H-NMR-spektroskopisch bestimmte Konformationen der Geschmacksliganden 1 — 13.

Rest Bindung
Typ A: 1 3 4 5 6 7 8
Asp/Ama  ¢1; C*-C(0) 60 bis 180° 60 bis 180° 60 bis 180° 60 bis 180° —180 bis —60° 60 bis 180° 60 bis 180°
115 C=-CF g™ {ca. —60°  55% 56% 55% - - 50% 49%
t (ca. 180°) 2% 2% 23% - - 27% 26%
g* (ca. 60°) 25% 2% 2% - - 23% 25%
Rest 2 % N-C* —180 bis —60°  —180 bis —60° 60 bis 180°  —180 bis —60° —180 bis —60°  —142, —98° 98, 142°
72, C=CF g (ca. —60°)  48% 44%, 43% [a] [a]
t (ca. 180°) 14% 19% 18% 17% [a} [a]
g* (ca. 60°) 38% 37% 39% [a] 16% [a]
Typ B: 9 10 1n 12 13
Asp Yt C-C(0) 60 bis 180° 60 bis 180° 60 bis 180° 60 bis 180° 60 bis 180°
et g (ca. —60°)  59% 60% 60% 58% 62%
t (ca. 180°) 19% 18% 18% 20% 16%
g* (ca. 60°) 2% 2% 2% 22% 2%
Rest 2 7 N-C* 60 bis 180° 60 bis 180° 0° 4 90°
¥?; C-C(0)
C-Terminus ° 0° + 60° [b] 0° + 60° [¢] 0°+60° [d]  0° + 60° [d]

[a} Da Cyclohexylglycin ein f-Proton enthilt, kann die Rotationsisomerenanalyse anhand der vicinalen Kopplungskonstante J (M?, HP) nur einen Teil des Konformers liefern,
in dem H* und HP rrans angeordnet sind. [b] ? ist der C(O)-N-C'-H-Winkel der C-terminalen 2,2,4,4-Tetramethylthietanylamidgruppe. [¢] > ist der N-C(0)-C"'-H-Winkel
der C-terminalen 2,2,5,5-Tetramethylcyclopentylestergruppe. [d] t3 ist der N-C(O)-C!-H-Winkel der C-terminalen 2,2,5,5-Tetramethylcyclopentancarbonylgruppe.

bzw. 37-39%. Die bevorzugten Konformationen in Losung
unterscheiden sich dennoch klar von denen der L-Phe-Seitenket-
ten von Aspartam 1 (y? = +61.7%),5 ¥? = —175.3(5.0)°) und 6
(42 =179.2°) im Kristall.

Bei den Geschmacksmolekiilen, die zum B-Typ gehéren und
die das hydrophobe X-Element in der C-terminalen Amid- oder
Estergruppe enthalten, weist der pD-Ala-Rest von 9 bevorzugt
positive Werte (60—180°) fiir ¢ und einen breiten Bereich von
W2-Werten auf. Ahnlich bevorzugt der n-Ala-Rest von 10 positi-
ve ¢p2-Werte von 60—180°. Der Ac3c-Rest von 13 weist ¢2-Win-
kel von 0° 4+ 90° auf. Fiir die Verbindungen 11 und 12 mit (R)-
bzw. (§)-Konfiguration der Retro-inverso-gAla-Reste konnte
'H-NMR-spektroskopisch keine klar bevorzugte Konforma-
tion des zweiten Rests ermittelt werden.

Die zuginglichen (oder bevorzugten) Konformationen eines je-
den Molekiils werden stark durch van-der-Waals-Wechselwirkun-
gen beeinflufit. Diese sterischen Wechselwirkungen kdnnen mit
einem der vielen existierenden Kraftfelder wie CHARMm 6!
und DISCOVER!'™ bestimmt werden. Diese Methode ermog-
licht die Identifizierung nahezu aller Konformationen der Ge-
schmacksliganden auf Peptidbasis, die Energieminima entspre-
chen. Diese Konformationen reprisenticren somit dic innerhalb
des zuginglichen Konformationsraums der Molekiile bevorzug-
ten Strukturen.

Eine intensive Suche nach solchen Konformationen wurde
schrittweise durchgefiihrt, wobei mit kleinen Modellverbindun-
gen wie den N-Methylamiden der N-terminalen Reste, L-Asp-
NHMe, (R)-Ama-NHMe und (S)-Ama-NHMe, und den N-Ace-
tylderivaten der C-terminalen Reste, Ac-L-Phe-OMe, Ac-L-Phe-
OEt, L- und D-Ac-(2-Me)Phe-OMe, (S)- und (R)-Ac-CHg-
OMe, Ac-D-Ala-TAN, Ac-D-Ala-OTMCP, (R)- und (S)-Ac-gA-
1la-TMCP und Ac-Ac3c-OnPr, begonnen wurde und davon
ausgehend auf die Strukturen der Geschmacksliganden selbst
hingearbeitet wurde. Dieses Vorgehen basierte auf der Annahme,
daB die Wechselwirkungen zwischen den Resten fiir die Bestim-
mung der bevorzugten Konformationen der Geschmacksliganden
ohne Bedeutung sind. Diese Annahme wurde durch ‘H-NMR-
Daten gestiitzt, die zeigen, daBl zum einen der N-terminale L-
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Aspartylrest unabhingig von Struktur und Konfiguration des
zweiten Rests stets die gleichen Konformationspréiferenzen zeigt
und daf} zum anderen die Konformation des zweiten Rests von
der Struktur und Konfiguration des N-terminalen Rests unab-
hingig ist.

Die NMR-Studien ergaben, daB die L-Asp-Seitenkette drei
Konformationen annimmt, wobei der g™ -Zustand gegeniiber
dem t- und dem g*-Zustand bevorzugt ist (sieche Tabelle 4).
Gleichwohl kdnnte der AH/B-enthaltende Aspartylteil konfor-
mativ fixiert vorliegen, wenn das Molekiil an Geschmacksrezep-
toren bindet. Als bioaktive Konformation des L-Aspartylrests
haben wir, wie auch andere Gruppen, basierend auf folgenden
Uberlegungen die g~ -Struktur angenommen:

1) Die fiir einen siiBen Geschmackseindruck notwendigen Ab-
stinde der AH- und B-Gruppen (protonierte a-Amino- bzw. fi-
Carboxylatgruppen, 2.5-4.0 A) werden nur erreicht, wenn die
Aspartylseitenkette den g™ - oder den g*-Zustand annimmt.

2) Alle untersuchten Peptidanaloga bevorzugen, wie durch
NMR-Studien gezeigt wurde, fiir die Aspartylseitenkette in Lo-
sung den g~ -Zustand; die ermittelte Verteilung war 50-60% g~
und 22-25% g*.

3) Alle untersuchten Peptidanaloga mit Ausnahme des Aspar-
tamhydrochlorids 2 haben im kristallinen Zustand die g~ -Kon-
formation.

Daher werden wir im folgenden nur die Konformere mit einem
g~ -Zustand der Aspartylseitenkette beriicksichtigen und topolo-
gische Unterschiede in den Molekiilstrukturen der Analoga aus
Unterschieden in den Konformationen der zweiten Reste herleiten.

3.1. Bevorzugte Konformationen der Geschmacksliganden
vom Typ A

Fiir L-Asp-L-Phe-OMe 1 wurden sechzehn Konformationen
berechnet, die Energieminima entsprechen und mit den in Lo-
sung erhaltenen 'H-NMR-Daten vereinbar sind. Die Ergebnis-
se deuten darauf hin, daf} der L-Phe-Rest sehr flexibel ist, da der
L-Asp-Rest in allen diesen Konformationen die gleiche Struktur
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mit im Mittel (¢, o', xi. 13 .) = (175°, 180°, —56°, —170°)
aufweist. Die energiedrmste Konformation ist der rontgenogra-
phisch ermitteiten Struktur!!2?! sehr dhnlich.

Die relative riumliche Anordnung der drei Glucophore von
1, der protonierten N-terminalen Aminogruppe (AH), der Car-
boxylatgruppe (B) des Asp-Rests und der aromatischen Gruppe
(X) des Phe-Rests, ist durch einen Satz von sechs Winkeln defi-
niert: Y1, ', yi und 3 , fiir L-Asp; ¢ und »? fiir L-Phe. Die
vier Winke! des Asp-Rests sind in allen energieminimierten
Konformationen im wesentlichen gleich. Daher definieren die
verbleibenden zwei Winkel, ¢2 und y2, die relative rdumliche
Anordnung der Glucophore. Entsprechend den ermittelten
Kombinationen dieser beiden Winkel ergeben sich fiir das sii3
schmeckende L-Asp-L-Phe-OMe 1 sechs bevorzugte topochemi-
sche Anordnungen der AH-, B- und X-Glucophore (Abb. 11).

a) ~

Abb. 11, Bevorzugte Konformationen von Aspartam 1 mit dem die AH- und B-
Glucophore enthaltenden L-Aspartylteil im wesentlichen in der gleichen zwitterioni-
schen Struktur in Richtung der + y-Achse weisend. Die hydrophobe Phenylalanin-
seitenkette zeigt in Richtung der + x-Achsein a, in Richtung der + z-Achse in b und
¢, entlang der —x-Achse in d und entlang der —y-Achse in e und f.

#? nimmt laut Rechnung nur Werte in zwei Bereichen an: zwi-
schen —165 und —140° sowie zwischen —90 und —60°. Fiir
den ¥%-Winkel wurden drei Werte berechnet: ca. 180 (1), ca.
—60 (g7)und ca. +60° (g*). Bei der in Abbildung 11 a gezeig-
ten Konformation mit ¢2- und y2-Werten von — 148 bzw. —61°
(g7) bildet der AH und B enthaltende zwitterionische Ring des
Aspartylteils den senkrechten Teil eines L entlang der -+ y-Achse
und die hydrophobe X-Gruppe den waagerechten Teil des L
entlang der + x-Achse. Die in Abbildung 11 b gezeigte Struktur,
bei der die X-Gruppe in die +z-Richtung zeigt, weist ¢*- und
¥3-Winkel von —67 bzw. —60° (g ™) auf. Eine dhnliche topoche-
mische Anordnung gibt Abbildung t1c¢ wieder; dort gelten fur
den Phe-Rest die Winkelwerte ¢p2 = —163 und 2 = +58°(g™).
Die Struktur in Abbildung 11d mit ¢* = ~73 und y? = +59°
(g")ist durch eine umgekehrte L-formige Struktur gekennzeich-
net, in der die X-Gruppe in Richtung der —x-Achse zeigt. In
den Abbildungen 11e und 11f weist die X-Gruppe in Richtung
der —y-Achse, wodurch eine gestreckte Struktur mit den AH/B-
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und X-Gruppen in einer planaren Anordnung resultiert. Fir
diese gestreckten Strukturen muf der y7-Winkel der Seitenkette
ca. 180° (t) betragen, der ¢*-Winkel dagegen kann recht beliebi-
ge Werte annehmen.

Die Konformationen minimaler Energie, die fiir das sii3
schmeckende 1L-Asp-L-(z-Me)Phe-OMe 3 berechnet wurden,
sind denen von 1 sehr dhnlich. Somit sind die topochemischen
Anordnungen der AH-, B- und X-Glucophore in den beiden
Verbindungen gleich. Dies bedeutet, dafl der Ersatz des «-Pro-
tons des L-Phe-Restes durch eine z-Methylgruppe die bevorzugte
Konformation des L-Aspartyldipeptids nicht beeinfluf3t.

Das bitter schmeckende L-Asp-D-(x-Me)Phe-OMe 4 weist im
wesentlichen die gleiche Struktur des L-Asp-Teils auf wie sein
st schmeckendes Diastereomer 3 und das ebenfalls siifle
Aspartam 1. Der fiir den D-(x-Me)Phe-Rest von 4 berechnete
¢2-Winkel hat Werte zwischen 157 und 187° sowie 58 und 78°.
Diese Winkelbereiche sind den fiir den L-(a-Me)Phe-Rest von 3
berechneten Werten entgegengesetzt. Folglich sind die topoche-
mischen Anordnungen der AH-, B- und X-Glucophore des bit-
ter schmeckenden Dipeptids 4 verschieden von denen der siif3
schmeckenden Analoga 1 und 3. Verbindung 4 kann keine L-
formige Struktur annehmen; seine Konformationen sind viel-
mehr durch eine groBle —z-Komponente gekennzeichnet, die
hydrophobe Benzylseitenkette (X) zeigt in die —z-Richtung,
und der p-(a-Me)Phe-Rest nimmt die Winkel ¢? =160 und
%2 =71° (g*) an. Diese Strukturart trat bei den siil schmecken-
den Analoga 1 und 3 nicht auf.

Die dreidimensionalen Strukturen der Glucophore des siil3
schmeckenden 5 sind topochemisch gleich denen von 1. Im Ge-
gensatz dazu sind die topochemischen Anordnungen der AH-,
B- und X-Glucophore des geschmacksneutralen Analogons 6
von denen der siiBl schmeckenden Analoga 1, 3 und 5 und von
dem des bitter schmeckenden Analogons 4 verschieden. Weder
L-férmige Strukturen noch Strukturen mit einer grofen —z-
Komponente sind fir 5 zuginglich. Positioniert man in den
Konformationen von 6 das durch die protonierte Aminogruppe
und dic Carboxylatgruppe des (S)-Ama-Rests gebildete Zwitter-
ion entlang der + y-Achse, so ragt die hydrophobe Phe-Seiten-
kette meistens in den durch die —x-, —y- und + z-Achse aufge-
spannten Raum,

Im Gegensatz zu den Analoga 1-6, die groB3e Flexibilitit im
zweiten Rest aufweisen, erhilt man fiir den Chg-Rest der Analo-
ga 7 und 8 nur einige wenige bevorzugte Konformationen. Es
gibt sowohl Cyclohexylkonformationen mit dem Substituenten
in axialer als auch solche mit thm in dquatorialer Position; die
Energie der axialen Form ist Berechnungen zufolge mindestens
7 kcalmol ! hoher als die der dquatorialen!! 8], Daher werden
im folgenden nur die Konformere mit dquatorialem Substituen-
ten beriicksichtigt. In beiden Diastereomeren ist die Konforma-
tion des Chg-Rests beziiglich der N-C*-Bindung (¢?) die wesent-
lichste GroBe fiir die relative riumliche Orientierung der AH-, B-
und X-Glucophore. Da der Cyclohexanring direkt an das a-
Kohlenstoffatom des zweiten Rests gebunden ist, verursacht ei-
ne Rotation der Cyclohexylseitenkette um die C*-CP-Bindung
(¥%) nur eine minimale Anderung der relativen Position der X-
Gruppe. In beiden Diastereomeren sind die berechneten ¢2-
Winkel auf zwei Bereiche beschrinkt: —145 bis —131° und
—97 bis —77° fiir das sii} schmeckende 7 sowie 77 bis 102° und
ca. 140° fiir das bitter schmeckende 8. Diese Werte stimmen mit
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den aus den 'H-NMR-Experimenten abgeleiteten iiberein (siehe
Tabelle 4). In 7 ist die hydrophobe Cyclohexylseitenkette (X)
entlang der + x-Achse orientiert (unter Bildung einer L-formi-
gen Struktur), wenn der (§)-Chg-Rest einen ¢*-Winkel im Be-
reich von — 145 bis —131° aufweist (Abb. 12a). Mit einem ¢?-
Winkel im Bereich von —97 bis —77° dagegen zeigt die

a) i b)

-z
B +X
5
+Z i
y

Abb. 12. Bevorzugte Konformationen von 7 mit dem die AH- und B-Glucophore
enthaltenden L-Aspartylteil im wesentlichen in der gleichen zwitterionischen Struk-
tur in Richtung der + y-Achse weisend. Die hydrophobe Cyclohexylseitenkette zeigt
in a cntlang der 4+ x-Achsc und in b entlang der + z-Achse.

Cyclohexylseitenkette in +z-Richtung (vor dem senkrechten
Teil der L-formigen Struktur, Abb. 12b). Im Gegensatz dazu
weist die Cyclohexylseitenkette von 8 in Konformationen mit
¢? =77 bis 102° in Richtung der —x-Achse (umgekehrte L-
Form, Abb. 13a) und in Richtung der —z-Achse (hinter dem

a)

Abb. 13. Bevorzugte Konformationen von 8 mit dem die AH- und B-Glucophore
enthaltenden 1-Aspartylteil im wesentlichen in der gleichen zwitterionischen Struk-
tur in Richtung der + y-Achse weisend. Die hydrophobe Cyclohexylseitenkette zeigt
in a entlang der —x-Achse und in b entlang der —z-Achse.

senkrechten Teil des L, Abb. 13b), wenn der ¢2-Winkel unge-
fahr 140° betrdgt. In diesen Fillen hat die Molekiilorientierung
eine grolle —z-Komponente.

3.2. Bevorzugte Konformationen der Geschmacksliganden
vom Typ B

Vierzehn Konformationen minimaler Energie wurden fiir das
Diastereomerenpaar 11/12 berechnet, in denen die L-Asp-Sei-
tenkette im g~-Zustand (x! ca. —60°) vorliegt. Diese vierzehn
Strukturen lassen sich je nach der (¢2, ¥*)-Konformation des
gAla-Rests in sieben Familien unterteilen. Jede Familie enthilt
zwei Konformationen mit unterschiedlichen Werten fir den
Torsionswinkel 73 der C-terminalen TMCP-Gruppe, der als N-
C(0)-C!'-H definiert ist, und zwar 7° = 420, und 1* & —20°.
Die Ergebnisse der Computersimulationen fithrten zu zwei in-
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teressanten und wichtigen Schlufifolgerungen beziiglich der
Konformationsmerkmale dieser Retro-inverso-Molekiile:

1) Keine der Konformationen minimaler Energie weist
im gAla-Rest Werte von (¢?, %) ~ (+100°, —100°) oder
(02, ) = (—100°, +100°) auf, obwohl diese Werte in den
Kristallen von 11 bzw. 12 ermittelt wurden!'®l, Es gibt also
keine Ahnlichkeiten zwischen den berechneten Strukturen und
denen im Kiristall. Dies spricht dafiir, daB die Strukturen der
Retro-inverso-Analoga 11 und 12 im Kristall zugédnglichen Kon-
formationen in Losung, aber keinen minimaler Energie entspre-
chen. Im Kristall sind dic geminalen NH-Gruppen des gAla-
Rests auBerdem an intermolekularen Wasserstoffbriicken
beteiligt.

2) Der gAla-Rest weist ohne erkennbare Bevorzugung negative
und positive ¢2-Winkel auf, was in Einklang mit den Ergebnis-
sen der 'H-NMR-Studien ist. Dies 148t darauf schlieBen, daB es
keine eindeutig bevorzugten Konformationen fiir diesen Rest
gibt. In dieser Hinsicht unterscheiden sich die Retro-inverso-
Analoga von den anderen Dipeptiden, die klare Bevorzugungen
bei den Konformationen des zweiten Rests aufweisen.

Da der L-Aspartylteil in beiden Analoga die gleiche Konfor-
mation hat, bestimmt hier die (¢2, ¥*)-Konformation des zwei-
ten Rests (gAla) die relative raumliche Orientierung der C-ter-
minalen hydrophoben TMCP-Gruppe (X) und des AH/B-Glu-
cophors. Eine Drehung um die C(0)-C1-Bindung (z*) verur-
sacht nur eine geringe relative Anderung der Position der X-
Gruppe. Die Konformationen minimaler Energie von 11 sind in
Abbildung 14 dargestellt. Das Molekiil liegt gestreckt vor, wenn
der (R)-gAla-Rest die Konformationen mit (¢2, %) = (163°,
—165%), (63°, —165°) oder (— 52°, 1617), wie sie in Abbil-
dung 14a, 14b bzw. 14¢ gezeigt sind, annimmt. In der in Abbil-

Abb. 14. Bevorzugte Konformationen von 11 mit dem die AH- und B-Glucophore
enthaltenden L-Aspartylteil im wesentlichen in der gleichen zwitterionischen Struk-
tur in Richtung der +y-Achse weisend. Die C-terminale TMCP-Gruppe, die als
hydrophobes X-Glucophor fungiert, zeigt in a, b und ¢ in Richtung der — y-Achse,
in d in Richtung der +z-Achse und in e in den Raum zwischen der +z- und der
—x-Achse. Das Molekiil hat in f eine umgekehrte L-Form, in der die TMCP-Grup-
pe entlang der —x-Achsc orientiert ist, und in g eine I-Form, in der die gleiche
Gruppe entlang der + x-Achse orientiert ist.
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dung 14d dargestellten Struktur weist der (R)-gAla-Rest eine
Konformation mit (¢2, 4?) = (165°, —66°) auf, die zu einer
Orientierung der hydrophoben TMCP-Gruppe (X) in die +:z-
Richtung flhrt. In der Struktur der Abbildung 14e, in der der
(R)-gAla-Rest eine Konformation mit (¢, y*) = (161°, 51°) an-
nimmt, ragt die X-Gruppe in den Raum zwischen der +z- und
der —.x-Achse. Eine umgekehrte L-Form mit der X-Gruppe in
der —x-Richtung liegt vor, wenn der (R)-gAla-Rest die in Ab-
bildung 14f dargestellte Konformation mit (¢?2, %) = (— 57°,
—66°) aufweist. Beim Vorliegen der Werte (¢2, i) = (64°, 57°)
hat das Retro-inverso-Molekill eine L-Form, in der die X-Grup-
pe in Richtung der + x-Achse zeigt (Abb. 14g).

Wie aus Abbildung 15 hervorgeht, sind die topochemischen
Strukturen des siil schmeckenden 12 denen seines Dia-
stereomers 11 dhnlich. Das Molekiil liegt gestreckt vor, wenn
der (S)-gAla-Rest die Konformationen mit (¢2, %) = (~—164°,
163°), (— 67°, 164°) oder (52°, —160°), wie sie in den Abbildun-
gen 15a, 15b bzw. 15¢ gezeigt sind, annimmt. In der in Abbil-
dung 15d dargestellten Struktur weist der (S)-gAla-Rest eine
Konformation mit (¢?, ) = (—159°, —54°) auf, in der die
X-Gruppe in den Raum zwischen der + z- und der —x-Achse

Abb. 15. Bevorzugte Konformationen von 12 mit dem die AH- und B-Glucophore
enthaltenden L-Aspartylteil im wesentlichen in der gleichen zwitterionischen Struk-
tur in Richtung der + p-Achse weisend. Die C-terminale TMCP-Gruppe, dic als
hydrophobes X-Glucophor fungiert, zeigt in 2, b und ¢ in Richtung der y-Achse und
in d in den Raum zwischen der +z- und der —x-Achse. Das Molekiil hat in e und
f eine umgekehrte L-Form, in der die TMCP-Gruppe entlang der — x-Achse orien-
tiert ist, und in g eine L-Form, in der die gleiche Gruppe entlang der + x-Achse
orientiert ist.

1512

zeigt. Die umgekehrte L-férmige Struktur in den Abbildun-
gen 15¢ und 15f enthdlt den (S)-gAla-Rest in der Konformation
(@2, ) = (—164°, 62°) bzw. (— 66°, —57°). Fiir die in Abbil-
dung 15g gezeigte L-fdrmige Struktur gilt (¢, ¥2) = (55°, 65°).

Ahnliche topochemische Anordnungen der AH-, B- und X-
Glucophore finden sich in den D-Ala-enthaltenden sii3 schmek-
kenden Analoga 9 und 10, obwohl der p-Ala-Rest dieser Mole-
kiile nur positive ¢2-Werte (60—180°) annimmt.

Der ¢-Aminocyclopropancarbonsiurerest (Ac3C) weist ganz
andere konformative Bevorzugungen fiir (¢, ¥) auf. Nur zwei
enge ¢-Bereiche sind fiir Ac®c zuginglich: der eine mit ¢ ==
70° 4 30° und der andere mit ¢ = —70° + 30°. Dagegen sind
die fiir Ac®c zugiinglichen i-Bereiche relativ breit. Zwei Ener-
gieminima wurden fiir jeden erlaubten ¢-Wert ermittelt: = 55
und 180° fiir ¢ ~ +70° sowie ¥ & —55und 180° fiir ¢ ~ —70°.
Wegen des sterisch anspruchsvollen Ac3c-Rests lieen sich fiir
das siil schmeckende L-Asp-Ac®c-OnPr 13 lediglich vier Fami-
lien von Konformationen minimaler Energie berechnen. In allen
Familien hat der Aspartylteil im wesentlichen die gleiche Struk-
tur (Y, o', xt, % = (175°, 180°, —56°, —170%)). Uber vier
dhnliche Familien wurde von Taylor et al.''® berichtet. Aller-
dings unterscheiden sich deren y2-Werte von unseren, da sie ein
Doppelminimumspotential des Ac’c-Rests bzgl. der C*-C(0)-
Bindung mit Minima bei 0 und 180° angenommen haben. Jede
Familie besteht aus Konformationen, die sich hinsichtlich der
Anordnungen der C-terminalen n-Propylestergruppe unter-
scheiden. Deren Konformation ist fiir die relative rdumliche
Anordnung der AH-, B- und X-Glucophore weniger entschei-
dend als die (¢?, ¥*)-Konformation des Ac®c-Rests.

Abbildung 16 zeigt die fiir 13 zugénglichen Konformationen.
In der Ac’c-Konformation mit (¢?, §?) = (70°, 57°) hat das
Dipeptidmolekiil eine L-Form (Abb. 16 a) mit der hydrophoben

a) b)
+y
-z

-X - +;

-X
° +Z d)
-y %

Abb. 16. Bevorzugte Konformationen von 13 mit dem die AH- und B-Glucophore
enthaltenden L-Aspartylteil im wesentlichen in der gleichen zwitterionischen Struk-
tur in Richtung der +y-Achse weisend. Das Molekiil hat in a eine L-Form mit der
hydrophoben n-Propylestergruppe in Richtung der +x-Achse und in ¢ cine umge-
kehrte L-Form, in der die gleiche Gruppe in Richtung der — x-Achse zeigt. In b und
d ist die n-Propylestergruppe in die — y-Richtung orientiert.
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n-Propylestergruppe (X) in Richtung der + x-Achse. Fiir die
Konformation mit (¢, ¥2) = (—70°, —57°) erhilt man eine
umgekehrte L-férmige Struktur, bei der die X-Gruppe in Rich-
tung der —x-Achse zeigt (Abb. 16¢c). In den Abbildungen 16b
und 16 d ist das L-Asp-Ac3c-Molekiil gestreckt ((¢2, ¥2) = (73°,
—177°) bzw. (—74°, 177%)).

4. Ein dreidimensionales Modell zum Verstindnis
der Geschmacksempfindung

Die topochemischen Anordnungen der AH- (Wasserstoff-
briickendonor), B- (Wasserstoffbriickenacceptor) und X-Glu-
cophore (hydrophobe Gruppe), die die untersuchten Ge-
schmacksliganden auf Peptidbasis annehmen kdnnen, lassen
sich in fiinf Klassen unterteilen:

I: cine L-f6rmige Struktur, in der der AH und B enthaltende
zwitterionische Ring des N-Terminus (L-Asp, (R)-Ama oder
(5)-Ama) den senkrechten Teil des L in Richtung der y-Achse
und die hydrophobe X-Gruppe den waagerechten Teil des L in
Richtung der +x-Achse bildet;

IT: eine umgekehrte L-formige Struktur, in der die X-Gruppe
in Richtung der —x-Achse zeigt;

1IT: eine gestreckte Struktur, in der der AH/B-Teil des zwitter-
ionischen Rings und die X-Gruppe in einer planaren linearen
Anordnung einen Winkel von ca. 180° einschliefen und die
X-Gruppe in Richtung der — y-Richtung zeigt;

IV: eine Struktur, in der die X-Gruppe in die +z-Richtung
zeigt;

V: eine Struktur mit deutlicher Orientierung der X-Gruppe in
die —z-Richtung.

Alle sii} schmeckenden Analoga mit Ausnahme von 7 und 13
weisen, wie in Tabelle 5 gezeigt, die gleiche topochemische An-
ordnung der AH-, B- und X-Glucophore auf (Klassen I-1V).
Die topochemische Anordnung, bei der die X-Gruppe in Rich-
tung der —z-Achse zeigt (Klasse V), ist fiir keines der sif
schmeckenden Analoga, inklusive 7 und 13, zugdnglich. Daher
ist diese topochemische Anordnung als Kandidat fiir die fiir den
siBen Geschmack notwendige bioaktive Konformation ausge-
schlossen.

Tabelle 5. Topochemische Anordnungen der AH-, B- und X-Glucophore in 1-13.

Verbindung Geschmack topochemische
Anordnungen [a]
I I m v
Typ A
1 L-Asp-L-Phe-OMe s ja  ja ja ja  nein
3 1-Asp-L-(x-Me)Phe-OMe  sii3 ja  ja  ja ja  mein
4 L-Asp-D-(x-Me)Phe-OMe  bitter nein ja ja ja ja
5 (R)-Ama-L-Phe-OMe saf ja ja  ja  ja  mein
6 (S)-Ama-L-Phe-OEt geschmacksneutral nein ja  ja  ja  nein
7 L-Asp-{5)-Chg-OMe siif ja  nein nein ja  nein
8 L-Asp-(R)-Chg-OMe bitter nein ja  nein ncin ja
Typ B
9 L-Asp-p-Ala-TAN st ja ja ja ja nein
10 L-Asp-p-Ala-OTMCP siif ja  ja  ja ja  nein
11 L-Asp-(R)-gAla-TMCP il ja ja  ja ja nein
12 L-Asp-(§)-gAla-TMCP st ja ja  ja ja  nein
13 1-Asp-Ac’c-OnPr sii ja ja ja  nein nein

[a] Zur Definition der topochemischen Anordnungen I-IV siche Text,
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Unter den sii} schmeckenden Analoga ist 7 im Hinblick auf
die Orientierung der X-Gruppe relativ zu den AH- und B-Grup-
pen besonders informativ. Da in diesem Analogon die konfor-
mative Zwinge erzeugende Cyclohexylgruppe direkt an das o-
Kohlenstoffatom des zweiten Rests gebunden ist, tiberstreicht die
hydrophobe X-Gruppe einen mit der xz-Ebene fast coplanaren
Bogen. Damit sind fiir dieses Analogon keine gestreckten Struk-
turen, in denen die X-Gruppe in Richtung der — y-Achse zeigt
(Klasse IIT), zuganglich. Es kann also nur die topochemischen
Anordnungen der Klasse I und der Klasse IV annehmen. Das
sil} schmeckende 13 ist ebenfalls informativ. Dieses Analogon
nimmt Strukturen der Klassen I, IT und III an, jedoch sind we-
gen des sterisch anspruchsvollen Ac’c-Rests keine Konforma-
tionen mdéglich, in denen der hydrophobe n-Propylester (X) in
die +2z- (Klasse IV) oder —z-Richtung (Klasse V) zeigt. Die
beiden siil schmeckenden Analoga 7 und 13 haben damit nur
die L-formige Struktur (Klasse I) gemeinsam. Wie Tabelle 5 zu
entnehmen ist, ist diese L-formige Struktur die einzige topoche-
mische Anordnung der AH-, B- und X-Glucophore, die fiir alle
siif schmeckenden Analoga zuginglich ist. Daraus schlieBen
wir, daB} die L-férmige Anordnung fir den siilen Geschmack
essentiell ist. Unsere Folgerung wird dadurch gestiitzt, da weder
das geschmacksneutrale Analogon 6 noch die bitter schmecken-
den Analoga 4 und 8 L-formige Strukturen annehmen kdnnen
(Tabelle 5). Die L-férmigen Strukturen von Aspartam 1 (Typ A
mit der Phe-Seitenkette als hydrophober X-Gruppe) und 9
{Typ B mit der C-terminalen TAN-Gruppe als X-Gruppe) sind
in Abbildung 17 gezeigt.

a)

ty

-

-X +X

Abb. 17. Die einen siien Geschmackseindruck erzeugenden L-férmigen Struktu-
ren von a) 1 und b), ¢} 9. In allen Strukturen bildet der die AH- und B-Glucophore
enthaltende zwitterionische Ring des L-Aspartylteils den senkrechten Teil des L in
Richtung der + y-Achse, und die hydrophobe X-Gruppe zeigt in Richtung des
waagerechten Teils des L entlang der + x-Achse. Der zwitterionische Ring ist mit
der Ebene des L coplanar.

Die fiir einen bitteren Geschmackseindruck notwendigen
strukturellen Anforderungen an die Peptidmolekiile konnen
aus Vergleichen der topochemischen Anordnungen der bitter
schmeckenden Molekiile 4 und 8 mit den sii3 schmeckenden und
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geschmacksneutralen Analoga abgeleitet werden. Das Molekiil
4 kann vier topochemische Anordnungen annehmen: Struktu-
ren der Klassen II, III, IV und V. Dagegen sind fiir 8 wegen des
sterisch anspruchsvollen Cyclohexylglycinrests nur zwei topo-
chemische Anordnungen zuginglich, ndmlich Strukturen der
Klassen II und V. Folglich sind den bitter schmeckenden Analo-
ga 4 und 8 Strukturen der Klassen IT und V gemeinsam. In den
Strukturen der Klasse V weisen die Molekillorientierungen
groBBe —z-Komponenten auf. Wihrend Strukturen der Klas-
se I auch fiir die meisten siif schmeckenden und geschmacks-
neutralen Analoga méglich sind, zeigen nur die bitter schmek-
kenden Analoga 4 und 8 die topochemische Anordnung der
Klasse V (Tabelle 5). Wir postulieren daher, daf} diese Anord-
nung mit einer grolen —z-Komponente, bei der die X-Gruppe
hinter dem senkrechten Teil des L in Richtung der —z-Achse
zeigt, einen bitteren Geschmackseindruck hervorruft. Die topo-
chemischen Strukturen der Klasse V von 4 und 8 sind in Abbil-
dung 18 dargestellt.

a b
) o )
AH +y
~Z
X -x +X
+Z
-y
c) B d) B
AH +y AH
-z +Z X
X
-y

Abb. 18. Die einen bitteren Geschmackseindruck erzeugenden topochemischen
Strukturen von a) 4 und b) 8. In diesen Strukturen zeigt das hydrophobe X-Gluco-
phor (Benzyl- bzw. Cyclohexylseitenkette) in die —z-Richtung, d.h. hinter den
senkrechten Teil des L (siche Abb. 17). Somit weisen die Molekiilorientierungen
grofie —z-Komponenten auf, wie in den Projektionen der Strukturen von 4 (c) und
8 (d) auf die yz-Ebene deutlich zu erkennen ist.

Das Dipeptidmolekiil 6 vom Typ A nimmt drei topochemi-
sche Anordnungen ein: Strukturen der Klassen II, IIT und IV,
aber weder die fiir slien Geschmack ndtigen L-formigen Struk-
turen der Klasse I noch die fiir bitteren Geschmack erforderli-
chen der Klasse V. Dieses Molekiil ist daher geschmacksneutral.
Wir haben hier zwar keine zum Typ B geh6renden geschmacks-
neutralen Molekiile besprochen, doch es wurde bereits iber
mehrere derartige Dipeptide, z.B. D-Aspartyl-p-alanin-(2,2,4,4-
tetramethylthietanyl)amid 14}, ein Diastereomer von 9, berich-
tet. Konformationsstudien mit Hilfe von NMR-Spektroskopie
und Computersimulation zeigen, daB} diese Verbindung Klasse-
II-, -III- und -IV-Strukturen, jedoch weder Klasse-I- noch
Klasse-V-Strukturen annehmen kann.
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Die hier entwickelte Beziehung zwischen der topochemischen
Anordnung der AH-, B- und X-Glucophore und dem Geschmack
von Geschmacksliganden auf Peptidbasis ist in Abbildung 19
illustriert.

+y
-z
B——AH Klasse V
L1 ,
bitter
-X— Klassel] ——+x
X
siiB
Klasse Il
Klasse Il
Klasse IV
X
geschmacks-
neutral l
-y

Abb. 19. Schematische Darstellung der Beziehung zwischen den topochemischen
Anordnungen der AH-, B- und X-Glucophore und dem Geschmack. Das a-Koh-
lenstoffatom des zweiten Aminosdurerests des Geschmacksliganden ist im Ur-
sprung des Koordinatensystems, d.h. bei (0, 0, 0), lokalisiert.

In allen in Tabelle 5 gezeigten Klassen topochemischer An-
ordnungen der AH-, B- und X-Glucophore weist der N-termi-
nale Rest im wesentlichen die gleiche Struktur auf: (¢!, w*, x},
x5 )~ (175°, 180°, —56°, —170°) fir L-Asp und (¥, o',
¥i ) A~ (175°,180°, —170°) fir (R)-Ama. In allen Verbindungen
sind die protonierte Amino- (AH) und die Seitenkettencarboxy-
latgruppe (B) so angeordnet, daf sie als AH/B-Einheiten wirken
kénnen. Die Unterschiede in der Gesamtstruktur und im Ge-
schmack ergeben sich aus der Konformation des zweiten Rests.
Hierbei sind die ¢*- und x3-Winkel fir die Gesamtstrukturen
und den Geschmack der Typ-A-Analoga entscheidend. Bei den
Typ-B-Analoga sind die ¢*- und ¥>-Winkel fiir den Geschmack
ausschlaggebend. Diese Winkel bestimmen die relative Orientie-
rung der hydrophoben X-Funktion zu den AH/B-Funktionen.
In den Typ-A-Analoga erfordert die fiir den stifen Geschmack
notwendige L-formige Struktur ¢2-Werte von —~150° 4+ 30° und
¥2-Werte von ca. —60° (g7) im zweiten Aminosdurerest, in den
Typ-B-Analoga sind ¢2-Werte von 70° + 307 und y*-Werte von
0° 3 60° fiir den siiBen Geschmack erforderlich.

Die einen bitteren Geschmackseindruck hervorrufenden Struk-
turen der Klasse V mit groBen —z-Komponenten bendtigen
ebenfalls spezifische Torsionswinkel fiir den zweiten Rest:
¢? = +150° +30° und x% = + 60° (g¥) erzeugen Struktu-
ren der Klasse V fiir Geschmacksliganden vom Typ A. Neben
dem bereits erwihnten bitter schmeckenden Dipeptid vom Typ
B, L-Aspartyl-L-alanin-(2,2,4,4-tetramethylthietanyl)amid(!1¢],
wurde unter anderem auch r-Aspartyl-L-alanin-(2,2,5,5-te-
tramethylcyclopentyl)amid, die Stammverbindung des siiB
schmeckenden L-Asp-(S)-gAla-TMCP 12, beschrieben!**l.
Die Untersuchungen iiber die Konformationen dieser bitter
schmeckenden Dipeptide vom Typ B mit Hilfe von NMR-
Spektroskopie und Computersimulation zeigen, daBb ¢* =
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—70° + 30° und ¥? = 60° + 30° fiir den zweiten Rest benotigt
werden, um Strukturen der Klasse V zu erzeugen.

Wie schon in Abschnitt 1 beschrieben, ist die absolute Kon-
figuration des zweiten Rests ein entscheidendender Faktor fiir
den Geschmack der Dipeptide. Fiir Geschmacksliganden vom
Typ A ist eine L-Aminosdure an Position 2 fiir siilen Geschmack
notwendig, wihrend cine D-Aminosaure an der gleichen Posi-
tion einen bitteren Geschmackseindruck hervorruft. Fir Ligan-
den vom Typ B hingegen ist eine D-Aminoséure an Position 2
fiir den siiBen Geschmack notwendig, wiahrend der Einbau einer
L-Aminoséure an der gleichen Position zu einem bitter schmek-
kenden oder geschmacksneutralen Molekiil fithrt. Die Anforde-
rungen an die Konfiguration des zweiten Rests, die in einem
Molekiil erfiillt sein miissen, um einen siilen Geschmacksein-
druck hervorzurufen, kénnen iiber die Anforderungen an den
¢$2-Winkel fiir die Bildung L-{férmiger Strukturen erkldrt wer-
den. Bei zum B-Typ gehorenden Geschmacksliganden sind fiir
L-férmige Strukturen Konformationen mit ¢? =70° + 30° er-
forderlich. Fir L-Aminosiduren ist diese Struktur energetisch
weniger giinstig als die Konformation mit negativen ¢?-Werten.
Die L-formigen Strukturen der Dipeptide des A-Typs erfordern
¢2-Werte von —150° £ 30°. Eine solche Struktur ist mit D-Ami-
nosduren nicht zugéinglich.

Um die Winkelerfordernisse fiir siiBen und bitteren Geschmack
zu verallgemeinern, fithren wir den Diederwinkel Qi ein, der
durch C(O)-N-C*-R, [C(O)-N-C*X (hydrophobes Glucophor)
in Abb. 2a] definiert ist und mit ¢? wie folgt zusammenhingt:
02 = ¢* —120° fiir Geschmacksliganden des A-Typs, die an Po-
sition 2 L- oder (S)-konfiguriert sind, 02 = ¢> +120° fiir Analo-
ga des A-Typs, die an Position 2 D- oder (R)-konfiguriert sind,
83 = ¢? fiir Dipeptidanaloga des B-Typs. Deshalb erfordert die
fiir siiBen Geschmack notwendige L-Form 62 = 90° + 30° fiir
den A-Typ und 62 =70° £ 30° fiir den B-Typ. Die beiden 62-
Wertebereiche liegen also sehr nahe beieinander. Im Gegensatz
dazu bendtigt die fiir bitteren Geschmack erforderliche Struktur
der Klasse V. Winkel 02 = —90° +30° fiir den A-Typ und
83 = —70° + 30° fir den B-Typ. Diese Ergebnisse deuten dar-
auf hin, daB fiir sien Geschmack positive 03-Werte von
80° + 40° benoétigt werden, wihrend fiir bitteren Geschmack
negative Hj-Werte von —80° &+ 40° erforderlich sind.

5. Vergleich des ,,L-Modells** mit anderen Modellen
fiir den siilen Geschmackseindruck

Zusitzlich zu unserem L-Modell wurden in der Literatur
auch einige andere molekulare Modelle zur Erkidrung des siien
Geschmackseindrucks vorgestellt. In den folgenden Abschnit-
ten wollen wir unser Modell mit diesen anderen Modellen ver-
gleichen.

5.1. Vergleich mit dem Temussi-Modell

Temussi et al.l?4 analysierten die bevorzugten Konformatio-
nen von Aspartam 1 mit Hilfe von ‘H-NMR-Spektroskopie
und Kraftfeldrechnungen. Als bioaktive Konformation schlu-
gen sie eine gestreckte Struktur vor, in der der AH und B enthal-
tende zwitterionische Ring des L-Asp-Teils und die hydrophobe
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Benzylseitenkette (X) des 1-Phe-Rests in einer planaren paralle-
len Anordnung einen Winkel von ca. 180° einschlieBen (Klasse
II in dieser Ubersicht). Diese Struktur, die aus den Zustinden
x; =g~ (ca. —60°) der L-Asp- und t (ca. 180°) der L-Phe-Seiten-
kette resultiert, wurde urspriinglich als die in Losung stabilste
angesehen. Siemion und Picurt?!) zweifelten die y, = t-Préfe-
renz der L-Phe-Seitenkette an, und Temussi et al.[2% berichteten
ebenfalls, daf3 die in Lésung stabilste Form von Aspartam eine
Struktur mit sowohl der L-Asp- als auch der 1-Phe-Seitenkette
im Zustand y, = g~ ist. Diese Korrektur basierte auf der Zuord-
nung der beiden f-Protonen des 1.-Phe-Rests durch 'H-NMR-
Studien an einem Aspartam mit stereospezifisch f-monodeute-
riertem Phenylalaninrest ((25,35)-[3-2H]Phe). Dennoch nah-
men die Autoren weiterhin an, dafl die bioaktive Konformation
von Aspartam die urspriinglich berichtete gestreckte Struktur sei.

Temussis Modell unterscheidet sich von unserem L-Modell
im y,-Wert der Seitenkette des zweiten Rests (L-Phe in Aspar-
tam); er ist in Temussis Modell t (ca. 180°) und in unserem
Modell g~ (ca. —60°). Da der L-Phe-Rest von Aspartam nach
unseren NMR-Untersuchungen in Losung beide yx,-Zustinde
annimmt, wobei allerdings der g~-Zustand dominiert, ist klar,
dal das Aspartammolekiil sowohl gestreckt als auch L-formig
vorliegen kann (Abb. 11 und Tabelle 5) und dal} deshalb Temus-
sis Modell und unser Modell auf der Basis von Aspartam allein
nicht beurteilt werden kénnen. Unsere Untersuchungen haben
jedoch gezeigt, daB die L-férmige Struktur die einzige fir alle
siify schmeckenden Analoga zugingliche topochemische Struk-
tur ist und daB fiir bitter schmeckende und geschmacksneutrale
Molekiile keine L-formige Struktur zuginglich ist (Tabelle 5).
AuBerdem ist eine gestreckte Struktur, wie sie zum Temussi-Mo-
dell paBt, fiir das siil schmeckende 7 nicht zugédnglich, wihrend
das bitter schmeckende 4 und das geschmacksneutrale 6 durch-
aus solche Strukturen aufweisen. Diese Ergebnisse machen die
Uberlegenheit des L-Modells deutlich.

5.2. Vergleich mit dem van-der-Heijden-Modell

Es wurde gezeigt, dal} die Stiikraft einer groffen Zahl von
Dipeptiden auf L-Aspartylbasis von der Lange und GroBe der
C-terminalen Amid- oder Estergruppe sowie dem Seitenketten-
substituenten des zweiten Rests abhiingt!2?¥. Basierend auf die-
sen Erkenntnissen kritisierten van der Heijden et al.!?*! Temus-
sis Modell*?! und postulierten eine alternative Struktur als
bioaktive Konformation von Aspartam, in der sowohl fiir die
L-Asp- als auch fir die L-Phe-Seitenkette y;, = g~ (ca. —60°)
gilt. Mit Hilfe von Molekiilmodellen und dem STERIMOL-An-
satz wurden die Abstinde AH-B, AH-X und B-X zu 3.0, 4.5
bzw. 7.3 A berechnet. Van der Heijden et al. argumentierten,
daB diese Struktur besser mit dem Geschmack einer Reihe von
Dipeptid-Geschmacksliganden korreliert als die postulierte ge-
streckte Konformation des Temussi-Modells. Hinsichtlich der
Seitenkettenkonformationen der 1.-Asp- und L-Phe-Reste ist das
van-der-Heijden-Modell mit unserem L-Modell in Einklang.
AuBerdem wurden die AH-B-, AH-X- und B-X-Abstinde von
Aspartam in unserer angenommenen L-férmigen Anordnung
zu 2.9, 5.2 bzw. 7.5 A berechnet, d. h. sie sind denen des van-der-
Heijden-Modells sehr dhnlich. Dies legt nahe, dafl die Riickgrat-
konformationen in beiden Modellen gleich sind, obwoh! die
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Torsionswinkel, die die Konformation des Riickgrats be-
schreiben, von van der Heijden et al. nicht angegeben wur-
den.

5.3. Vergleich mit dem Gaérbitz-Modell

Als bioaktive Konformation von Aspartam schlug Gor-
bitz!'2*! eine ziemlich kompakte Struktur mit AH-B = 2.9, AH-
X = 3.7 und B-X = 5.2 A vor. Diese Struktur korreliert gut mit
dem fiir siiB schmeckende Aminosduren entwickelten Dreiecks-
modell von Kier et al.’), Da die Dipeptid-Geschmacksliganden
viel sitBer schmecken als die fiir die Entwicklung des Dreiecks-
modells verwendeten Aminosauren, sind die untersuchten Ami-
nosauren keine optimale Verbindungsklasse fiir die Ermittlung
der fiir einen siiBen Geschmackseindruck erforderlichen AH-X-
und B-X-Abstinde. Gorbitz’ bioaktive Struktur wird durch fol-
gende Winkel beschrieben: ! = 82.0, o' = ~172.0, y! =
+60.0 (g*) und yi, = —650° fir den L-Asp-Rest sowie
$? = —128.0, 4% = 166.8, y7 = — 60.0 (g7 )und 43 , = — 85.0°
fiir den L-Phe-Rest. Beziiglich der Konformation des L-Phe-
Rests stimmen die ¢?- und y?-Werte der Gorbitz-Struktur mit
den nach unserem Modell geforderten Winkeln ¢? =
—150° 4+ 30° und y? ~ —60° (g7) iberein. Dagegen unter-
scheiden sich die Konformationen des L-Asp-Rests in den bei-
den Modellen. Der gréBte Unterschied rithrt von der yi-Kon-
formation der Seitenkette her: Gorbitz’ kompakte Struktur liegt
beziglich der L-Asp-Seitenkette im Zustand g* (ca. +60°) vor,
wihrend nach unserem Modell der Zustand g~ (ca. — 60°) ange-
nommen wird. Beide y!-Zustinde liefern dhnliche Abstinde der
AH- und B-Glucophore im Aspartylteil, die mit den in vielen
s schmeckenden Nichtpeptidmolekiilen gefundenen AH-B-
Abstinden (2.5-4.0 A) iibereinstimmen. Da, wie aus NMR-
Untersuchungen (siche Tabelle 4) hervorging, bci allen Di-
peptidanaloga auf Aspartylbasis beziiglich der Aspartylseiten-
kette der g~-Zustand in Lésung mit 50-60% (g*: 22—
25%) dominiert, haben wir den Zustand y} = g~ fiir den L-Asp-
Rest als bioaktive Konformation angenommen. Auch im Fest-
korper liegen alle untersuchten Geschmacksliganden auf Aspar-
tylbasis, mit Ausnahme des Aspartamhydrochlorids 2, im
g~ -Zustand vor. Es ist unmoglich, anhand der vorhandenen
Daten zwischen den Zustinden y} =g" und g~ als aktiver
Form der L-Aspartylseitenkette zu entscheiden. Eine Methode
zur Kldrung dieser Frage ist die Untersuchung von Stereoisome-
ren des N-terminalen L-Aspartylrests der Aspartam-dhnlichen
Geschmacksliganden.

5.4. Vergleich mit dem Tinti-Nofre-Modell

Tinti, Nofre et al.1?5! wiesen nach, daB die in der Shallenber-
ger-Acree-Hypothese!!! als B-Gruppen angesehenen COO™-
und NO,- (oder CN-) Gruppen an mehreren spezifischen Wech-
selwirkungen mit den Geschmacksrezeptoren beteiligt sind und
dadurch den siiBen Geschmackseindruck erzeugen. Sie postu-
lierten, daB} die NO,- oder CN-Gruppen eine D-Gruppe, d.h.
zusidtzlich zu den AH-, B- und X-Glucophoren eine vierte Bin-
dungsstelle sind*®). Die Bedeutung dieser vierten Bindungs-
stelle wurde durch die enorme SiiBkraft des N-(4-Cyanphenyl-
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carbamoyl)-L-aspartyl-L-phenylalaninmethylesters (14 000mal
siiBer als Saccharose), der als eine Hybridverbindung aus den
beiden Siifstoffen 4-Cyanphenylcarbamoyl-f-alanin (450mal
siiler als Saccharosc)??” und Aspartam 1 (200mal siiBBer als
Saccharose)!® anzusehen ist, unter Beweis gestellt. Dieses Hy-
brid enthélt die AH-, B-, X- und D-Glucophore innerhalb einer
einzigen Struktur. Anhand dieser Befunde schlugen Tinti und
Nofrel?®! ein Acht-Bindungsstellen-Modell mit vier Stellen
hoher Affinitdt vor, die als AH (Wasserstoffbriickendonor), B
(anionische Gruppe wie COO ™), G (hydrophobe Gruppe, die
der X-Gruppe im AH/B/X-Modell entspricht) und D (Wasser-
stoffbriickenacceptor) bezeichnet werden, sowie vier sekunda-
ren Stellen (Y, E,, E, (Wasserstoffbriickenacceptoren) und XH
(Wasserstoftbriickendonor). Die relativen Abstinde dieser Bin-
dungsstellen und ihre kartesischen Koordinaten wurden angege-
ben. Die Autoren beschreiben jedoch nicht, wie sie diese Ab-
stinde und Koordinaten bestimmt haben. Nach Tinti und Nofre
miissen fiir einen siilen Geschmackseindruck nicht alle Rezep-
torerkennungsstellen gleichzeitig mit dem Geschmacksliganden
in Wechselwirkung treten. Eine geringere Zahl von Wechselwir-
kungen ist fiir die Geschmacksauslésung oft ausreichend. Die
Siikraft einer Verbindung hingt sowohl von der Zahl der an
der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung beteiligten Rezeptorer-
kennungsstellen als auch von der Effektivitit jeder einzelnen
Wechselwirkung ab.

Die hier besprochenen Geschmacksliganden auf Peptidbasis
(Tabelle 1) enthalten sechs der acht von Tinti und Nofre!*8!
postulierten Stellen, nimlich AH (NHY), B(COO7), G (hydro-
phobe Gruppe entweder in der Seitenkette des zweiten Rests
oder in der C-terminalen
Amid- oder Estergruppe),
Y (C=0 der Amidbindung
zwischen Rest1 und 2),
XH (NH der Amidbin-
dung zwischen Rest 1 und
2) und entweder E, (C=0
des zweiten Rests in Typ-
A-Analoga) oder E, (C=0
des zweiten Rests in Typ-
B-Analoga). Von den vier
Stellen hoher Affinitit
fehlt den Peptidderivaten
die D-Stelle. Abbildung 20
zeigt einen Vergleich des
Tinti-Nofre-Modells  mit
der aus unseren Studien
hervorgegangenen bioakti-
ven L-formigen Struktur
von Aspartam. Die Ubereinstimmung zwischen den beiden
Modellen ist beziiglich der relativen Positionen der AH-, B-, G-,
Y-, XH- und E,-Stellen recht gut.

Abb. 20. Uberlagerung des Tinti-Nofre-
Modells (diinne Linien) mit unserem L-
Modell (fette Linien) zur Erklirung des
siiBen Geschmacks von Aspartam 1. Zur
Definition der Bindungsstellen im Tinti-
Nofre-Modell siehe Text.

6. SchluBbemerkungen

Wir haben hier die Ergebnisse umfangreicher Struktur-Aktivi-
tats-Studien an einer Reihe von Peptidderivaten der Aspartamfa-
milie vorgestellt. Die Verbindungen lassen sich in zwei Klassen
einteilen. Die erste (Typ A) besteht aus Dipeptiden, die die hydro-
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phobe Gruppe X als Amid- oder Esterfunktion im C-Terminus
aufweisen. In beiden Klassen ist es unmdglich, direkt aus den
Strukturen im Kristall auf den Geschmack der Molekile zu
schlieflen. Da die Konformationen im festen Zustand hauptséich-
lich durch Packungseflekte und intermolekulare Wechselwir-
kungen bestimmt sind, kénnen auf dieser Basis allcin keinc
bioaktiven Konformationen identifiziert werden.

Untersuchungen der Molckiile in Lésung mit Hilfe von NMR-
Spektroskopie und Computersimulation ermoglichten es uns,
ein allgemeines Strukturmodell zur Erklirung des siillen und
bitteren Geschmacks dieser Molekiile vorzuschlagen. Fir sii3
schmeckende Molekiile ist eine L-férmige Anordnung erforder-
lich, in der der zwitterionische Ring des N-terminalen Rests den
senkrechten Teil des 1. und die hydrophobe Gruppe X den
waagercchten Tcil des L bildet. Die beiden Gruppen sind copla-
nar, In bitter schmeckenden Molekiilen ist der zwitterionische
Ring analog angeordnet, aber die hydrophobe Gruppe X weist
eine groBe —z-Koordinate auf. Alle anderen topochemischen
Anordnungen flilhren 7u geschmacksneutralen Molekiilen. Die
in dieser Ubersicht prisentierten Ergebnisse zeigen klar, daB
allen st} schmeckenden Molekiilen, aber auch nur diesen, co-
planare, L-formige Strukturen zugénglich sind.

Unser Modell vereint aulerdem viele Merkmale anderer in
der Literatur beschriebener Modelle. Durch die Korrelation und
den Vergleich der diversen ermittelten Molekiilstrukturen
konnte jedoch ein Modell entwickelt werden, das dic Grenzen
der anderen publizierten Strukturuntersuchungen iibcrwinden
kann. Wir erweilern unsere Studien derzeit auf andere Peptidmi-
metica und Nichtpeptidmolekiile, um die Vorhersagekraft unse-
res Modells zu testen und zu verfeinern.
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