ZUSCHRIFTEN

Zur Architektur von Peptiden: Bestimmung
der relativen Stabilitit von parallelen und
antiparallelen p-Faltbkittern**

Kenji Kobayashi, Juan R. Granja und
M. Reza Ghadiri* .
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Unter den am haufigsten vorkommenden Protein-Sekundér-
strukturen gehoren f-Faltbldtter zu den am wenigsten unter-
suchten, da gut charakterisierte Peptidmodelle fehlent! 31,
Trotz einiger theoretischer Ansétze, bei denen die mogliche Be-
deutung der Aminosdurereste sowie der Wechselwirkungen zwi-
schen den Seitenketten unterschiedlicher Stringe fiir die Aus-
prigung der Faltungseigenschaften der -Faltbldtter diskutiert
wird 41, gibt es bislang keine experimentellen Befunde zur KIi-
rung der energetischen Faktoren, die die Bildung von parallelen
und antiparallelen Anordnungen begiinstigen. Hier beschreiben
wir das Design, die Synthese und die Charakterisierung eines
neuartigen f-Faltblattmodells sowie die erste direkte energeti-
sche Abschitzung fiir die thermodynamisch bevorzugte Bildung
der antiparallelen Struktur. Im Rahmen dieses Modells belegen
unsere Untersuchungen erstmals die erhebliche Bedeutung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Peptidgeriisten bei
der Bildung des antiparallelen g-Faltblatts.

Das De-novo-Design von Peptiden mit gut definierten f-Falt-
bldttern wurde hauptsichlich dadurch erschwert, daf3 die hy-
drophoben oder amphiphilen Polypeptide zu nichtspezifischer
intermolekularer Aggregation neigen, dafl der Faltblattyp nicht
festgelegt und das MaB der Drehung des Peptidriickgrats in
solchen Strukturen weder vorhergesagt noch kontrolliert wer-
den kann ¥l Dariiber hinaus gibt es bislang keine Untersuchung
zur Bildung von parallelen und antiparallelen f-Faltblattern aus
Peptiden mit gleichen oder dhnlichen Sequenzen, so daBl die
Bedeutung von Wechselwirkungen zwischen den Peptidgeriisten
und zwischen den Seitenketten unterschiedlicher Strange in sol-
chen Anordnungen nicht abgeschitzt werden kann. In der vor-
hergehenden Zuschrift haben wir das Design einer zylindrischen
Anordnung antiparalleler f-Faltblitter auf der Grundlage der
Selbstorganisation von spezifisch N-blockierten, planaren cycli-
schen Peptiden beschrieben!®!, Bei dieser besonderen p-Falt-
blattanordnung bestehen die genannten Komplikationen, die
B-Faltblattmodellen in der Regel anhaften, nicht, so daf3 unser
Modell eine gute Grundlage fiir die Untersuchung der mafgeb-
lichen Wechselwirkungen bei der Bildung von Peptidassoziaten
1st.

Die cyclischen Octapeptide cyclof-(L-Phe-N2-Me-D-Ala),-] 1,
cyclo[-(D-Phe-N2-Me-L-Ala),-] 2 und cyclo[-(L-Phe-N*-Me-D-
Ala-L-Leu-N2-Me-D-Ala),-] 3 weisen die folgenden gemeinsa-
men Konstruktionsprinzipien auf: Die Peptide sind aus sich
abwechselnden D- und L-Aminosduren aufgebaut, haben in apo-
laren organischen Losungsmitteln eine planare, ringférmige
Konformation und stapeln sich unter Bildung von zylindrischen
B-Faltblittern® 1. "H-NMR-spektroskopische Untersuchun-
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gen in Losung sowie hochaufldsende Kristallstrukturanalysen
ergaben, dafl simtliche ¢- und y-Diederwinkel in den zuléssigen
Bereichen des Ramachandran-Diagramms fiir g-Faltblitter lie-
gen'®. Die Peptide 1-3erfiillen zwei Kriterien, die fiir die Steue-
rung der Bildung von parallelen und/oder antiparallelen §-Falt-
blattern wesentlich sind: Die Seite des Peptidstrangs, auf der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Geriisten gebildet
werden konnen, und der Faltblattyp, durch den die néchsten
Nachbarn der nebeneinanderliegenden Stringe definiert wer-
den, konnen eindeutig festgelegt werden. Die Seitenselektivitit
wird durch selektive N-Methylierung von Amidfunktionalitidten
im Geriist gesteuert, so daB intermolekulare Wasserstoff-
briickenbindungen auf einer Seite des Peptidrings nicht mehr
mdglich sind. Die Kontrolle iiber den Faltblattyp ergibt sich
direkt aus der abwechselnden Folge von D- und L-Konfiguratio-
nen im Geriist, wodurch die Struktur des g-Faltblatts so einge-
schrankt wird, daB3 zwischen den beiden Stringen nur Paare
homochiraler Aminosiurereste gebildet werden konnen. Diese
Einschrinkung folgt aus der erforderlichen Anordnung der in-
termolekularen Wasserstoffbriickenbindungen, die bestimmt
wird durch die Nachbarschaft von Amid-Wasserstoftbriicken-
bindungs-Donoren und -Acceptoren sowie durch die beim
anderen Faltblattyp und bei anderen Anordnungen der Seiten-
ketten auftretenden, groBen sterischen Wechselwirkungen zwi-
schen den Seitenketten und dem Geriist. Daher kénnen enantio-
merenreine Peptide, wie 1-3, nur homodimere, antiparallele
p-Faltblitter und zueinander enantiomere Peptide nur heterodi-
mere, parallele f-Faltblitter bilden.

Nach diesen grundlegenden Uberlegungen gingen wir daran,
die relative Stabilitdt von parallelen und antiparallelen S-Falt-
blattern anhand der beiden enantiomeren Peptide 1 und 2 zu
bestimmen. Im Racemat liegen im Gleichgewicht 1-2 mit einer
parallelen Anordnung sowie 11 und 22 mit zueinander enan-
tiomeren antiparallelen S-Faltbldttern vor (Schema 1). Die Bil-
dung der Diastereomere 1-2 und 1-1/2-2 kann 'H-NMR-spek-
troskopisch leicht verfolgt werden. Wie wir gezeigt haben,
organisieren sich die Peptide 1 und 2 in apolaren organischen
Losungsmitteln jeweils unter Bildung des erwarteten antiparal-
lelen p-Faltblatts selbsti®l. Die Strukturparameter und einige
thermodynamische Eigenschaften dieses f-Faltblatts wurden
durch hochauflésende Kristallstrukturanalyse sowie 1D- und
2D-'H-NMR-spektroskopisch bestimmt. Diagnostisch sehr
hilfreich ist das Signal des an der intermolekularen Wasserstoff-
briickenbindung beteiligten NH-Protons bei 6 = 8.73 (Jyy..u =
8.8 Hz) in den 'H-NMR-Spektren der Peptide 1 und 2, da es die
Bildung des antiparallelen f-Faltblatts kennzeichnet (vgl. NH-
Signal des monomeren Peptids bei é = 6.98, Jyy . =7.5Hz;
Abb. 1a). Das Spektrum einer dquimolaren Mischung aus 1
und 2 weist auller den bereits zugeordneten Signalen fiir die
Dimere 1-1und 2-2 mit antiparallelen Anordnungen einen neu-
en Satz von Signalen fiir 1-2 mit paralleler Anordnung auft®l.
Das NH-Signal im Spektrum von 1-2 liegt bei 6 = 8.49
(Jni. .z = 8.8 Hz), d. h. die Konformationen der Geriiste sind in
den parallelen und antiparallelen p-Faltblattern dhnlich
(Abb. 1b). Aus der relativen Intensitit der 'H-NMR-Signale
wurde die Gibbs-Energie der beiden f-Faltblitter bestimmt.
Danach ist die antiparallele Form (AG,,; = 4.56 kcalmol ™!,
K,(CDCly) = 2540 M~ ! bei 293 K)®1 0.8 kcalmol ! stabiler als
die parallele (AG,,; = 3.76 kcalmol ™!, K,(CDCl;) = 640 M~ !
bei 293 K).

Eine wichtige Frage ist, ob diese Stabilititsdifferenz auf
die unterschiedlichen Bindungsverhiltnisse beiden Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen den Peptidgeriisten oder
auf unterschiedliche Wechselwirkungen zwischen den Sei-
tenketten der beiden Peptidstringe zuriickzufithren ist™l
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Mit dem Peptid 3 sollte es moglich sein, die Ursache der Struk-
turselektivitit herauszufinden. Es enthélt neben Phenylalanin-
und Alaninresten zwei Leucinreste, durch die die Wechsel-
wirkungen zwischen den Seitenketten unterschiedlicher Stringe
verstirkt werden. Anders als die Strukturen von 1 und 2 weist
die von 3 nicht eine vierzdhlige, sondern eine zweizihlige Dreh-
achse senkrecht zur Ebene des Rings auf!!%! Infolgedessen gibt
es zwei diastereomere antiparallele f-Faltbldtter 3a und 3b,
wobei bei 3a zwischen den beiden Stringen die Paare D-
Ala--'D-Ala, L-Leu - -L-Leu und L-Phe - - - L-Phe sowie bei 3b
die Paare D-Ala---D-Ala und L-Leu- - - L-Phe gebildet werden
(Schema 2). Wenn die Wechselwirkungen zwischen den Seiten-
ketten der beiden Peptidstriinge bei 3a und bei 3b fiir die Asso-

1bzw. 2
11bzw. 2-2

b 12 1und 2
3

"85 80 " s 70
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Abb. 1. NH-Signale im 'H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCl,, 293 K) von a) 1
und 2 (1 mM). b) einem racemischen Gemisch aus 1 und 2 (10 mm) und ¢) 3(3.0 mm).
Die Zuordnungen ergeben sich aus den Ergebnissen von ROESY-Messungen[6].
(1) = §(2) = 6.98 (NH), §(3) = 6.92, 8(1-1) = 8(2-2) = 8.73, 5(3a) = 8.48, 8.83,
3(3b) = 8.65, 8.80, d(1-2) = 8.49. Bei diesen B-Faltblittern betriigt JINH,«H) =
8.8 Hz.
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ziatbildung wesentlich sind, sollte eines dieser Diastereomere
bevorzugt sein!*%. Das '"H-NMR-Spektrum von 3 weist fiir 3a
und 3b je einen Satz von Signalen auf; aus den Si-
gnalintensititen folgt, daB3 3a und 3b nahezu dquimolar vorlie-
gen (Abb. 1¢)1*']. Dies bedeutet, daB die Wechselwirkungen
zwischen den Seitenketten (ca. 50 calmol ™! bei 293 K) nicht
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Schema 2. Schematische Darstellung der Selbstorganisation von 3 unter Bildung
der diastereomeren Dimere 3a und 3b mit antiparailelen §-Faltblattanordnungen
(die Aminoséureseitenketten des oberen Cyclus sind durch fette, die des unteren
durch gestrichelte Linien gekennzeichnet). 3a und 3b unterscheiden sich in der
Position der Leu- und Phe-Seitenketten (eingekistelt).
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signifikant zur Stabilisierung der Struktur beitragen, was auch
wegen der Hydrophobie der Seitenketten und der verwendeten
apolaren Loésungsmittel erwartet wurde. Die thermodynamische
Bevorzugung der antiparallelen Struktur spiegelt also die bei
den beiden p-Faltblattypen unterschiedlichen Erkennungsmu-
ster bei der Wechselwirkung zwischen den Peptidgeriisten wider.
Unsere Untersuchung liefert das erste durchgingig charakte-
risierte f-Faltblattmodell fiir die Abschitzung der Beitrige von
Wechselwirkungen zwischen den Peptidgeriisten und solchen
zwischen den Seitenketten bei der Bildung von parallelen und
antiparallenen f-Faltblittern. Anderungen der Polaritdt des
Mediums sollten zu signifikanten additiven Energiebeitrdgen
infolge von Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten be-
nachbarter Stringe fithren, so dall auch hierdurch eine der f-
Faltblattanordnungen stabilisiert wird. Durch einfache Modelle
wie das vorliegende sollten nun die Faktoren, die die Faltung
von Peptiden begiinstigen, detailliert charakterisiert werden

konnen.
Eingegangen am 5. September 1994 [Z7292]
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Torsionswinkel der cyclischen Peptidstruktur: ¢ = —128.4 und y =126.7° fir

Phe sowie ¢ =131.5 und y = —146.2° fur Ala.

[91 1-2 wurde durch Austausch- und NOE-Kreuzsignale im ROESY-NMR-Spek-
trum charakterisiert. Die dimere Struktur wurde durch Markierungsversuche
mit Deuterium eindeutig bestiitigt. Die Amidprotonen von 1 wurden zunéchst
gegen Deuterium ausgetauscht (96 + 2% Einbau), und dann wurde 1 mit einer
iquimolaren Menge an 2 gemischt. Die NH-Signalintensitit im 'H-NMR-
Spektrum ist um (50 + 4} % verringert (Vergleich der Intensitiit des NH-Signals
mit denen der «-, - und Seitenkettenprotonen).

[10] Die enantiomeren Peptide 1 und 2 konnen wegen der vierzihligen Drehachse
senkrecht zur Ebenc des Rings jeweils nur ein antiparalleles f-Faltblatt bilden
(vier dquivalente Wasserstoffbriickenbindungspositionen), bei dem zwischen
den beiden Peptidstringen Ala - - - Ala- und Phe - - Phe-Paare auftreten. Beim
Peptid 3, dessen Struktur eine nur zweizihlige Drehachse aufweist, sind die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Peptidgeristen in beiden diaste-
reomeren f-Faltblattanordnungen gleich groB, so daB die relative Population
der beiden Diastereomere durch die unterschiedlichen Wechselwirkungen zwi-
schen den Seitenketten der beiden Stringe bestimmt wird.

[11] Die NMR-Signale wurden entsprechend den Ergebnissen von ROESY-Mes-
sungen zugeordnet. Durch die 'H-NMR-Untersuchungen wird belegt, daf
ein 48:52(+0.5)-Gemisch aus den beiden Diastereomeren gebildet wird
(AAG,9, = (48 +14) calmol ~!. Wir konnten die Sitze von Signalen allerdings
nicht mit Sicherheit den Diastereomeren 3a und 3b zuordnen; unsere Zuord-
nung (Abb. 2¢) ist daher willkirlich.
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Die Stabilisierung des Rb™-Ions in
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Wir haben die bindren Verbindungen der Alkalimetalle mit
den Elementen der fiinften Hauptgruppe (Pnictide M,X) noch-
mals untersucht!!), weil iiber Einzelheiten dieser einfachen
Strukturen sehr kontroverse Angaben existieren (exakte Zusam-
mensetzung, Uberstrukturen, Symmetrie). Dabei wurde auch
die Synthese ternirer Verbindungen versucht, da in den Struk-
turtypen Li,Bi und Na,As die E1-Atome jeweils zwei struktur-
chemisch unterschiedliche Positionen im Verhdltnis 2:1 beset-
zen. Sowohl Na,Sb als auch Rb,Sb kristallisieren im
hexagonalen Na,As-Typ. Die Synthese von ,,Na,RbSb* sollte
nun zeigen, ob und wie sich die Struktur dem Grofenunter-
schied von Na und Rb anpassen kann.

Bei der Synthese entsteht jedoch Na, (Rb,Sb, = Na, ,,RbSb
in Form sproder, metallisch gldnzender, silberfarbener Kubok-
taeder!?!. Die Charakterisierung erfolgte durch chemische Ana-
lyse'®, Strukturbestimmung®], Messung der elektrischen Leit-
fihigkeit!®), kristallchemische Uberlegungen sowie quanten-
chemische Rechnungen. Die Verbindung ist ein Halbleiter mit
E, = 0.33 eV. Sie zersetzt sich an Luft sehr schnell zu grauen,
noch nicht ndher charakterisierten Produkten. Schon die Zu-
sammensetzung zeigt, da eine ungewdhnliche Elektronenver-
teilung vorliegen muB, denn in einem halbleitenden Antimonid
sollten alle Valenzelektronen unter Bildung formaler Sb*~-Io-
nen lokalisiert sein, wofiir aber in Na,,Rb,Sb, nur 21 der
23 Elektronen der Alkalimetallatome bendtigt werden.

Na, (Rb.Sb. kristallisiert kubisch in der Raumgruppe Fm3m
(Nr. 225) isotyp zu Sc,,Ir,[®! und ist die erste Hauptgruppenele-
mentverbindung zu diesem cF120-Strukturtyp. Die Struktur
hat auch Ahnlichkeit mit dem Li,Bi-Typ (4 =2a), wie
folgender Vergleich zeigt: [(Li,¢(Lig))Bigl, = [(Na, ) (Rbg[1,)-
(Sb,Rb)}, = [(Sc,6)(Scs[,)(Irg)ls. Die LiyBi-Struktur wird aus
kondensierten Bi,,-Kuboktaedern aufgebaut, jeweils zentriert
von einem weiteren Bi-Atom, das von einem Lig-Wiirfel einge-
hillt ist (Bi,,,BiLig). Die restlichen Li-Atome (Ligg + Lis,)
liegen in den Oktaederliicken der Bi-Packung. In der c¢F120-
Struktur von Na,,Rb,Sb, bilden sechs der Sb-Atoms) das
Raumnetz kondensierter Sb,,~-Kuboktaeder, von denen aber
nur jeder zweite durch das siebente Sb-Atom, umgeben von
einem Nag-Wiirfel, ausgefiillt wird. In den anderen Kubokta-
edern befinden sich jetzt Rb-Oktaeder, in deren Zentren (statt
eines Sb-Atoms) jeweils ein siebentes Rb-Atom liegt. Dieses zen-
trierte [RbRb,]-Oktaeder wird zwar ebenfalls von acht Na-Ato-
men umgeben, diese sind aber in der periphere Hiille des Sb ,-
Kuboktaeders verschoben, namlich in dessen acht Dreiecks-
flichen. Durch diese Verschiebung werden auch gerade die De-
fekte im Vergleich zur urspriinglichen Li,Bi-Struktur erzwun-
gen: [(Lig)(LiggLis;)(Biy,Bi)] + [(Lig)(LigsLis;,)(Bi,Bi)] —
[(Nag)([IE15)(Sb,,48b)] + [(Nag)((CIRbe)(Sby 5, Rb)}. Aufbau
und Elektronenverteilung werden unmittelbar mit der An-
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