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Kooperative Verstirkung elektrostatischer
Bindungen durch das Verbergen von
Kohlenwasserstoffen**

Gary J. Sharman, Mark S. Searle, Bellinda Benhamu,
Patrick Groves und Dudley H. Williams*

Derjenige hydrophobe Effekt, der ein Verbergen urspriinglich
dem Wasser ausgesetzter Kohlenwasserstoffe mit sich bringt,
spielt eine Schliisselrolle bei der molekularen Erkennung und ist
grundlegend fiir unser Verstidndnis von Struktur und Funktion
biologischer Systeme. Der Wunsch, die an der molekularen
Komplexierung beteiligten Krifte!!-?1 und die Stabilisierung
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hochgeordneter Molekiilverbiande!®# zu verstehen, fithrte zu
Versuchen, die Hohe der hydrophoben Gibbs-Energie mit der
unpolaren, dem Losungsmittel nicht zuginglichen Oberfliche
zu korrelieren!). Dieser Ansatz liefert moglicherweise eine niitz-
liche zahlenmaBige Abschitzung bei der Bestimmung des Bin-
dungsbeitrages in Studien zur molekularen Erkennung!?-+©l.
Ergebnisse aus Protein-Engineering-Experimenten! © und Stu-
dien zur Ligandenbindung!? legen jedoch nahe, dafl der hydro-
phobe Effekt die Bindung in wiBriger Losung in groBerem Aus-
maB fordert, als es in Loésungsmittel-Transfer-Messungen!”!
bestimmt wurde. Diese Diskrepanz wurde zumindest teilweise
mit Anderungen in der Volumenentropie in den beiden Ver-
suchsreihen zu erkliren versucht!™, In der vorliegenden Arbeit
zeigen wir, daf} das Verbergen von Kohlenwasserstoffen in einer
molekularen Erkennungsstelle zur Verstirkung benachbarter
elektrostatischer Wechselwirkungen fithren kann.

Die elektrostatische Bindung der C-terminalen Carboxylat-
gruppe eines Peptids — eine fir die Zellwanderkennung glyco-
peptidischer Antibiotica entscheidende Wechselwirkung — wird
iiblicherweise durch die Anderung der 'H-NMR-Verschiebung
der Signale mehrerer NH-Gruppen des Glycopeptidriickgrates
(w, und w, in Abb. 1) verfolgt, die in Gegenwart von Zellwand-
peptiden stark tieffeldverschoben werden (bis zu Ad x 3.5 fiir
w,). In Studien mit den Antibiotica Eremomycin A und Teico-
planin A;-1 B (Abb. 1)!®) haben wir eine Reihe von Gly und
D-Ala enthaltenden Dipeptiden (Abb. 2) synthetisiert, mit de-
nen sich systematisch die Ligand-Methyl-Wechselwirkungen

HO~— CH,OH
HO, 2

I
<&
z

L@ Ry

.

Abb. 1. Strukturen von Eremomycin A und Teicoplanin A,-1 B. Gezeigt ist eine
vergroBerte Ansicht des Komplexes aus Eremomycin und dem dipeptidischen Zeli-
wandanalogon N-Ac-D-Ala-p-Ala 1. Die gestrichelten Linien stellen Wasserstoff-
briickenbindungen dar.
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Abb. 2, Unten: Die in dieser Arbeit behandelten Dipeptid-Liganden. Oben: Auf-
tragung der Liganden-Bindungsenergie AG° (pH 4.5, 298 K} von Eremomycin A
und Teicoplanin A;-1 B gegen den Grenzwert der chemischen Verschiebung der
Amid-NH-Gruppe w,. Bei Eremomycin ist der Grenzwert der chemischen Verschie-
bung der Mittelwert der w,-Verschiebungen der beiden nichtiquivalenten Bin-
dungsstellen der Dimere, die sich um Ad < 0.1 unterscheiden. Die Fehler der AG*-
Werte sind kleiner als die GroBe der Auftragungspunkte.

variieren lassen, und deren Bindungseigenschaften gemessen!®!.
Jede Methylgruppe eines Alanins verbirgt Kohlenwasserstoff-
oberfliche vor dem Ldsungsmittel®l; die Zunahme der Bin-
dungsaffinitdt in Dipeptiden kann durch Beitrage des klassi-
schen ,hydrophoben Effekts und mdglicherweise durch
van-der-Waals-Wechselwirkungen, die im Komplex grofier als
im Losungsmittel sind, erklirt werden. Jedes Dipeptid der Reihe
(Abb. 2) hat mit dem Glycopeptid einen komplett analogen Satz
von Wasserstoffbriickenbindungen gemein. Auf Ergebnissen
von NOE-Experimenten basierende Molecular-modeling-Stu-
dien dieser Komplexe zeigen, dalB} sich sowohl die Geometrien
der Wasserstoffbriicken der gebundenen Liganden als auch die
Strukturen der Antibiotica, die durch umfangreiche Briicken-
bindungen von Seitenketten aromatischer Aminosiuren relativ
unflexibel sind (Abb. 1), nicht wesentlich unterscheiden. Die
beobachteten bedeutsamen Unterschiede der chemischen Ver-
schiebungen von w, zwischen den verschiedenen Liganden rith-
ren also wahrscheinlich nicht von deutlichen Anderungen der
Bindungsgeometrien oder der Struktur der Antibiotica her. Tat-
sichlich wurde kiirzlich anhand von 3*C-NMR-Studien gezeigt,
daB eine groB3e Reihe von Liganden mit Carboxylatgruppen mit
dhnlicher Geometrie binden!*!!,

Wir schlieBen daraus, dal sich die Stirke der Wechselwirkung
der Carboxylatbindung im Grenzwert der chemischen Verschie-
bung von w, (bei einer Ligandenkonzentration, bei der >95%
des Antibioticums gebunden ist) widerspiegelt. Zur Ver-
anschaulichung wurde die chemische Verschiebung als eine
Funktion der Gesamt-Liganden-Bindungsenergic AG® darge-
stellt (Abb. 2). Es ist offensichtlich, daB AG® durch die Einfiih-
rung von Alanin-Methylgruppen in dem Male negativer wird,
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wie der Grenzwert der Verschiebung von w, (ebenso w,; nicht
dargestellt) zunimmt. Wir deuten die Anderung im Grenzwert
der Verschiebung von w, so, daB sie eine Struktur mit kiirzeren
Bindungen widerspiegelt!!?); das Verbergen von Kohlenwasser-
stoffen in einer benachbarten Stelle hat also eine kooperative
Verstdrkung der elektrostatischen Bindungsenergie der Carboxy-
latgruppe zur Folge. Wenn also die Einschrinkung der Bewe-
gung der Carboxylatgruppe durch das Verbergen von Kohlen-
wasserstoffen oder durch andere elektrostatische Wechselwir-
kungen, wie die zuvor beschriebenen!!3! Wasserstoffbriicken,
unterstiitzt wird, wird die Carboxylatgruppe, entsprechend ei-
ner exothermeren Bindung!'#!, im Mittel eine tiefere Position in
ihrer elektrostatischen (enthalpischen) Mulde einnehmen.

Diese Beobachtungen kénnten die Tatsache erkldren, daB das
Verbergen von Kohlenwasserstoffen anscheinend eine groBere
Anderung der Gibbs-Energie ergibt, wenn sie in Systemen ver-
folgt wird, in denen der Kohlenwasserstoff an einer molekularen
Erkennungsstelle ,,verankert* ist, als sie aus Losungsmittel-
Transfer-Modellen folgt, in denen die Translations- und Rota-
tionsfreiheitsgrade nicht eingeschrinkt werden!”. Wihrend
Protein-Engineering-Experimente! ! und Ligandenbindungs-
studien!? fiir das Verbergen von Kohlenwasserstoffen Ober-
flichen-abhidngige Beitrige der Gibbs-Energie von 0.19-
0.254 kJmol~' A2 ergaben, war der Wert aus Lsungsmittel-
Transfer-Modellen nur ungefihr halb so groB, ndmlich 0.08 -
0.13 kImol~! - A~20U7-151_Eine mégliche Erklirung fiir diesen
Unterschied wird durch die obigen Ergebnisse geliefert: Die
Einfiihrung der Kohlenwasserstoffeinheit kann benachbarte po-
lare Wechselwirkungen so verstiarken, daB das Verbergen von
Kohlenwasserstoffen in Experimenten mit Proteinent* ¢! und
Antibiotica durch einen elektrostatischen (enthalpischen)
Term einige giinstige Gibbs-Energie-Inkremente (gegeniiber
dem Losungsmittel-Transfer-Modell) schafft, wohingegen der
Beitrag des Losungsmittel-Transfers (der ,,klassische hydropho-
be Effekt™) bei Raumtemperatur hauptsidchlich entropiebe-
stimmt ist!' ), Wir zeigten, daB dies fiir eine spezifische nachbar-
schaftliche Wechselwirkung der Fall ist, allerdings beruht die
zusétzliche Bindungsenergie wahrscheinlich auf einer koopera-
tiven Verstirkung aller Wechselwirkungen.

Die dargestellten Ergebnisse belegen, da die enthalpischen
Beitrige zu spezifischen Wechselwirkungen (angedeutet durch
Anderungen der 'H-NMR-chemischen Verschiebung) koopera-
tiv verstarkt werden. Durch das Verfolgen einer spezifischen
Bindungswechselwirkung haben wir das kooperative Zusam-
menspiel zwischen hydrophoben und elektrostatischen Beitré-
gen zur Bindung an einer molekularen Erkennungsstelle aufge-
zeigt.

Eingegangen am 4. Februar 1995 [Z 7693]

Stichworte: Elektrostatische Bindung - Hydrophober Effekt -
Molekulare Erkennung - Peptide
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Materialien mit ausgeprégten nichtlinearen optischen Eigen-
schaften zweiter Ordnung, die durch Selbstorganisation mole-
kularer Einheiten entstehen, bieten zahireiche Vorteile: groBes
nichtresonantes Ansprechvermogen, ultraschnelle Ansprechzei-
ten, niedrige Dielektrizitdtskonstanten und dielektrische Verlu-
ste, Moglichkeiten zur maBgeschneiderten Modifizierung. Je-
doch haben bisher die mit diesem Ansatz verbundenen
erheblichen préparativen Herausforderungen die Realisierung
optimaler Materialien verhindert!!-2). Zu diesen Herausforde-
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