ZUSCHRIFTEN

Kristallisation lassen sich weitere, reine Substanzproben gewinnen. — *'P{'H}-
NMR (121.5 MHz, DME): 6 = 494.1 (d), 295.5 (t, 'J(P,P) = 430.1 Hz). - 'H-
NMR (300 MHz, ext. Ref., DME): d = 0.4 (s, 9H, CSiMe,), 0.5 (s, 9H, CSiMe,).
— '3C-NMR (75.5 MHz, ext. Ref., DME): § = 2.3 (d, 3J(C,P) = 9.9 Hz, PCSiC;),
3.0 (m), {3J(C,P) + *J(C,P)| =12.5 Hz, PPCSiC,), 156.8 (m, X-Teil eines ABB'X-
Spinsystems: *J(C,P) = 4.5 Hz; |'J(C,P) + 3J(C,P)| = 60.3 Hz. — MS (EI, 70 eV):
miz(%): [M* +H}410 (3), [M * + H — SiMe,] 377 (2,6), [PPCSiMe,]* 147 (15},
[SiMe;]* 73 (100).

6: Eine Losung von 2 mmol 4 in DME wird unter RiickfluB 2 h auf 100 °C erhitzt,
wobei die Reaktionslosung sich von dunkelrot nach rot-violett verférbt. Die fliichti-
gen Bestandteile werden bei 25°C im Vakuum entfernt, wobei 6 als rotviolettes Ol
anfillt. - >'P-NMR (121.5 MHz, DME): 6 = 71 (d); 377 (1) (*J(P,P) = 15.3 Hz).
— 'H-NMR (300 MHz, ext. Ref., DME): § = 0.4 (s), 0.5 (s) (SiMe;). - '*C-NMR
(75.5MHz, ext. Ref, DME): 4=0.1 (m, |2J(C,P)+ 3J(C.P)|=15.2Hz,
PPCSiC,), 5.4(dd, 3J(C,P) = 4.6, 1.5 Hz, PPCSiC},), 94.1 (m, X-Teil eines AMM'X-
Spinsystems: 'J(C,P,) =70 Hz, |'J(C,P,) + 2J(C,Py)| = 61.8Hz). — MS (EI,
20eV)y: mjz (%): M* +H] 410 (4), [M* —2SiMe, +H] 265 (5),
[M* — PC(SiMe;),]} 221 (6), [PPCSiMe,]* 147 (21), [SiMe4] ™ 73 (100).

7: Eine Losung von 4 wird in einer offenen Atmosphédre unter AusschluB3 von
Luftfeuchtigkeit 24 h bei Raumtemperatur geriihrt, wobei sich die Ldsung von
rotviolett nach gelb verfarbt. Die fliichtigen Bestandteile werden im Vakuum ent-
fernt und der Riickstand mehrmals mit n-Pentan gewaschen. Auf diese Weise erhilt
man 7 in Form eines heilgelben, mikrokristallinen Feststoffes. Ausbeute: (72%). —
3'P{'H}-NMR (121.5 MHz, DME): é = 313 (t), 328 (d), (*J(P,P) = 31.8 Hz). -
13C-NMR (75.5MHz, CD¢): & =179.1 (m, X-Teil eines ABB’X-Spinsystems):
LHC,P,) =778 Hz, |'J(C,Py) + 2J(C,P,)| = 51.5Hz), 5.4 (m, SiC;). - MS (EI,
70 eV):mjz (%): [M * + H]264 (2),[M* — PC(SiMe,),] 221 (2), [PPCSiMe,]* 147
(52), [SiMe,]* 73 (100).

9: Eine Losung von 2 in DME, das Spuren von Feuchtigkeit enthdlt, wird fiir 2 h
auf 100°C erhitzt, wobei sich die Lésung von dunkelrot nach hellgelb verfirbt.
Nach dem Entfernen des Losungsmittels im Vakuum verbleibt 9 als gelbes Ol
3!P-NMR (121.5 MHz, C,Dg): 6 = —72.5 (1), —263.5 (dd); 'J(P,P) =179.3 Hz;
2J(P.H) = 9 Hz. ~ MS (EL, 70 eV): m/z (%): [M]* 410 (21), [M * — P,] 348 (28),
[M* — PC (SiMe;),] 221 (33), [PPCSiMe;]* 147 (52), [SiMe,]* 73 (100).
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Reversibler Ubergang von der a-Helix zur 3, -
Helix in einem fluoreszenzmarkierten Peptid **

Graham Hungerford, Marta Martinez-Insua,
David J. S. Birch und Barry D. Moore*

Eines der Hauptziele der molekularen Elektronik ist die Syn-
these molekularer Systeme, die sich auf spezifische Reize hin
schnell und reversibel zwischen zwei oder mehreren Zustinden
,,umschalten‘ lassen!!. Idealerweise sollte zum ,,Schalter ein
Ubertragungsmechanismus gehdren, mit dem es moglich ist,
Anderungen auf molekularer Ebene auf makroskopischem Ni-
veau zu beobachten!? 3!, Wir haben zur Entwicklung molekula-
rer Schalter daher Oligopeptide eingesetzt. Bei diesen k&nnen
verschiedene geometrische Zustéinde optisch detektiert werden,
indem das AusmalB des intramolekularen Elektronentransfers
durch Fluoreszenzloschung interner Marker verfolgt wird[?l.
Unser Ziel ist die Entwicklung von Schaltern, die so eingestellt
werden konnen, daB sie auf eine groBle Bandbreite von Reizen
reagieren; dies sollte iiber die Einfithrung funktioneller Grup-
pen in die Peptidkette gelingen. Wir beschreiben nun ein neues
Peptid, das sich zwischen zwei helicalen Konformationen, einer
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o-Helix und einer 3, ,-Helix, umschalten 14B8t. Beweise fiir diesen
Ubergang lieferten Methoden wie Circulardichroismus (CD)-
Messungen, Infrarot-Spektroskopie (IR) und die Fluoreszenz-
l16schung nach photoinduziertem Elektronentransfer (PET).
Ubergiinge zwischen Sekundérstrukturen von Peptiden, wie
von der a-Helix zum Zufallsknduel (random coil) und von der
a-Helix zum f-Faltblatt, sind bereits gut untersucht!®: 3!, Im
Gegensatz dazu wurde der Ubergang von der a- zur 3, ,-Helix,
den peiden wichtigsten Helixtypen bei Peptiden, kaum beachtet,
obwohl er bei Enzymen eine Rolle spielt!®: 71, Der Unterschied
zwischen beiden Formen ist in Abbildung 1 schematisch darge-

0000 == "o

a-Helix 3,o-Helix
H-Briicken- i i+4 i i+3
Bindungsmuster
Riickgrat-Diederwinkel ~ -63 ,-42 -57,-30
(¢, v)
Ganghohe [A proRest] 1.56 1.94
Reste pro Windung 3.63 324

Abb. 1. Allgemeine Eigenschaften einer a- und einer 3,,-Helix [29].

stellt. Die 3,,-Helix ist stdrker gewunden und hat ein anderes
Wasserstoffbriicken-Bindungsmuster. Man findet sie haufig in
kurzen Peptiden, die a-Aminoisobuttersiure (Aib) enthalten!®],
sowie an den Enden lingerer a-helicaler Bereiche in Protei-
nen'®., Untersuchungen an einer Reihe von Peptidfamilien ha-
ben ergeben, daB die relative Stabilitdt der beiden Konformatio-
nen durch Verinderung der Sequenz!'®), der Linge!'!- 1%l und
der Peptidumgebung!!?! gesteuert werden kann. Molekiildyna-
mik-Simulationen zeigten, daB der Ubergang zwischen beiden
Formen auf einem wohldefinierten Pfad!* *31in 15 Picosekun-
den erfolgt!'®), Das System «-Helix/3,,-Helix bietet sich daher
zur Entwicklung eines molekularen Schalters an.

Wir synthetisierten eine Reihe von Peptiden unterschiedlicher
Lange und Sequenz, in denen Konformationsidnderungen iiber
die Messung der Geschwindigkeit des PET zwischen spezifi-
schen Aminosduren untersucht werden kdnnen!6, Alle Peptide
enthalten drei oder mehr Aib-Reste, um Helicitit zu induzie-
ren!!?-18! ynd zwei unterschiedlich modifizierte Glutaminsiu-
ren (in Position i und i + 4 relativ zueinander): Eine triagt einen
fluoreszierenden Methoxy-
naphthalin-Elektronendo-
nor (Don), wihrend die
andere mit einer Piperi-
don-Elektronenacceptor- 10 4
gruppe (Acc) versehen ist
(Abb. 2). Die kiirzeren
Peptide (Dodecamere) die- 0

20'} a)

CH;
on(j O\AH

HyN/ NCOH H,N” “COH

Acc Don
1) Ac-Ala-Aib-Ala~Acc-Leu-Aib-Ala-Don-Ala-Aib-Leu-Ala-NH,

2) Ac-Ala-Ala-Aib-Ala-Phe-Ala-Acc-Leu-Aib-Ala-Don-Ala-Aib-Leu-Ala-NH,
Abb. 2. Sequenz der Peptide 1 und 2 sowie Struktur von Don und Acc {16, 30].

ger Temperatur (< 0°C) in Losung zwei Konformationen vor-
lagen!!!,

Um zusétzliche Information zu gewinnen, wurde Peptid 2
synthetisiert. Es hatte die gleiche zentrale Sequenz wie 1, war
aber im Vergleich zu 1 um drei Aminosduren linger, um die
Helicitidt zu verstdrken. CD-Spektren von 2 wurden iiber einen
Temperaturbereich von —40 bis 60 °C aufgenommen. Bei tiefe-
ren Temperaturen zeigten die Spektren zwei ausgepragte, fiir
eine a-Helix charakteristische!'® ~ 22! Minima gleicher Intensitit
bei 208 und 222 nm (Abb. 3a). Das Peptid liegt bei — 30 °C, wie
die Intensitdt im Spektrum zeigt, nahezu zu 100% a-helical
vor!®l. Erwarmt man auf iiber —20°C, dndert sich das CD-
Spektrum schnell, wobei die Intensitit des Minimums bei
222 nm stark abnimmt (Abb. 3b). Dieser Trend setzt sich bei
20 °C fort, wihrend weiteres Erwdrmen auf 60 °C das Spektrum
im wesentlichen nicht weiter beeinfluB3t (Abb. 3¢). Diese Ergeb-
nisse sind ein iiberzeugender Beweis fiir einen scharfen thermi-
schen Ubergang von einer a-helicalen Konformation bei niedri-
gen Temperaturen zu einer anderen stabilen Konformation bei
hoheren Temperaturen. Letztere ist weder Zufallsknduel noch
eine f-Faltblattstruktur, was die Unterbrechung des stetigen
Kurvenverlaufs entlang der x-Achse - konstant bei 200 nm in
allen Spektren — und die nahezu gleichbleibende Intensitét des
Minimums bei 0,4, beweisen!!®]. Vergleiche mit anderen CD-
Spektren helicaler Peptide deuten darauf hin, daB es sich bei
dieser Konformation um eine 3,,-Helix handelt!!3-20-231 Jene
Spektren weisen ein Minimum bei 6,,, und eine Schulter bei
0,,, auf, wobei das Verhiltnis der Intensititen von 0,,,:0,,5 im
Bereich von 0.5 bis 0.8 liegt™" 2*L. Fiir Peptid 2 erhilt man bei
20°C ein ahnliches Verhiltnis von 0.7.

b) c)

ser Serie, einschlieBlich 1, 290
lieferten in  Acetonitril
CD-Spektren, die auf eine
unvolistandig ausgebilde-
te, helicale Struktur hin-
weisen, die dennoch iiber -20
den  Temperaturbereich
von 0 bis 60 °C stabil war.
Erstaunlicherweise lieBen -30-
Studien der PET-Fluores-
zenzléschung an 1 darauf
schliefen, dall bei niedrni-

[Olwx 10~ 0]
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- 20°C
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---20°C
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Abb. 3. Circulardichroismus-Spektren des Peptids 2 in Acetonitril bei (a) —30°C, (b) —20 bis 20 °C und (c) 40 und 60 °C {31].
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Weitere Hinweise fiir die Bildung einer 3, ,-Helix erhielt man
aus Infrarot-Spektren von 2 in Acetonitril bei Raumtemperatur,
die eine starke Amid-I-Bande bei 1662 cm™! aufwiesen. Dies
liegt auBerhalb des iiblicherweise mit der Amid-I-Bande einer
a-Helix assoziierten Bereichs von 1650—1655 cm ™ ! 241, befindet
sich jedoch innerhalb des Bereichs von 1662-1665cm ™, den
man fiir kurze (Aib),-Homopeptide findet, welche gut charakte-
risierte 3,,-Helices bilden!?®l. Sie stimmt auBerdem mit der
Amid-I-Bande des Antibioticums Alamethicin in Phospholipid-
Membranen und Methanol iiberein, das in einer Kombination
von o~ und 3,,-Helices vorliegt!?*!,

Obwohl die CD-Spektren mit einer reversiblen Konforma-
tionsinderung des gesamten Peptids vereinbar sind, konnte
auch eine nur partielle Anderung des Riickgrats diskutiert wer-
den. Sowohl die Rdéntgenstrukturanalyse!?®! als auch NMR-
Messungen!2”! helicaler Peptide haben Bereiche von - und 3 -
Helices im selben Molekiil aufgezeigt; in Proteinen wird ein
a-helicaler Verlauf oft mit einer 3, ,-Schleife beendet °!. Mit dem
markierten Glutaminsdure-Rest im zentralen Segment des Pep-
tids war die Moglichkeit gegeben, dies genauer zu untersuchen,
da die erhaltenen Ergebnisse Anderungen in diesem Bereich des
Peptids wiedergeben sollten. Das Fluoreszenzverhalten der Pep-
tidlésung wurde iiber den gleichen Temperaturbereich wie bei
den CD-Messungen verfolgt. Bei jeder Temperatur konnten
zwei Spezies anhand ihrer unterschiedlichen Fluoreszenzlebens-
dauern unterschieden werden. Der relative Anteil jeder Spezies
dnderte sich reversibel mit der Temperatur, wobei die grofite
Anderung iiber denselben Bereich wie im CD-Spektrum beob-
achtet wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dafl das Peptid in zwei
diskreten, miteinander im thermischen Gleichgewicht stehenden
Konformationen vorliegt. In Abbildung 4 ist der prozentuale

90 0.6

1 0.7
60

- 0.8

X/% [61222/ [6)208

30 -1

J 0.9

0 1.0

— T T T T T
-50 -30 -i0 10 30 50 70
T/°C—>

Abb. 4. Prozentualer Anteil X der Komponente mit der kurzen Lebensdauer
(e, Kurve a) [32], sowie das Verhiiltnis der Intensititen der CD-Minima bei 222 nm
und 208 nm (a. Kurve b) anfgetragen gegen die Temperatur (Peptid 2 in Acetoni-
tril).

Anteil X des Peptids mit der kiirzeren Fluoreszenzlebensdauer
gegen die Temperatur und gleichzeitig das Verhiltnis von 8,,, zu
0,05 zum Vergleich aufgetragen. Letzteres ist ein MaB fiir die
Umwandlung der a- in die 3, ,-Helix; beide Datensitze korrelie-
ren stark miteinander. Beide weisen einen scharfen, fiir einen
kooperativen Proze§ typischen Ubergang auf. Sowohl mit CD
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als auch mit PET-Fluoreszenzloschung wurden &dhnliche
Schmelzbereiche (AT) von 44 K gemessen, dagegen fand man
mit Fluoreszenzmessungen eine Schmelztemperatur (7,) von
—8 + 4°C und iiber Circulardichroismus 4 +10°C. Die Fluo-
reszenzdaten zeigen, daB die konformativen Anderungen, die bei
den CD-Messungen beobachtet wurden, auch die zentrale Region
des Peptidriickgrats, die die Marker enthielt, betreffen missen.
Durch einen Vergleich kénnen wir der Komponente mit der kur-
zen Lebensdauer das Peptid im 3;,-Zustand zuordnen, was zeigt,
daB3 PET-Fluoreszenzléschung bei dieser Form effizienter ist.
Die Bildung einer stabilen 3,,-Helix bei héheren Temperatu-
ren weist auf einen gilinstigen Entropiebeitrag beziiglich dieser
Konformation hin. Abbildung 5 zeigt die gemittelten Konfor-

(a)

Abb. 5. Gemittelte Konformation des Peptids 2 nach 200 ps einer Molekiildyna-
mik-Simulation, wobei es in (a) der Konformation einer a-Helix, und (b) der einer
3,,-Helix fixiert worde [33].

mationen des Peptids in beiden helicalen Formen als Ergebnis
einer Molekiildynamik-Simulation. Man erkennt, daf3 in der
3,0-Helix die sterisch anspruchsvollen Marker-tragenden Sei-
tenketten im Mittel weiter voneinander entfernt sind. Der da-
durch gewonnene hohere Grad konformationeller Freiheit steht
in Einklang mit dem ,,Umschalten* in diese Konformation bei
héherer Temperatur (Abb. 5). Das Fehlen jeglicher Zufalls-
kniuel-Bildung im zuginglichen Temperaturbereich 148t sich
auf die drei stark helixférdernden Aib-Reste und die Verwen-
dung eines aprotischen Losungsmittels, Acetonitril, zuriickfiih-
ren, das die Bildung intramolekularer Wasserstoffbriickenbin-
dungen stark unterstiitzt. Der Frage, warum die Fluoreszenz-
16schung in dieser Form am effizientesten ist, gehen wir momen-
tan nach. Interessanterweise haben de Rege et al. vorhergesagt,
daB verschiedene Sekundirstrukturmotive die Donor-Accep-
tor-Elektronenkopplung unterschiedlich regulieren!?%,

Die Ergebnisse beweisen, daB der wohldefinierte Ubergang
von der a-Helix zur 3,,-Helix in einem synthetischen Peptid
moglich ist. Dies ist der erste Schritt in Richtung eines molekula-
ren Schalters, der auf diesen beiden Konformationen basiert.
Der hier beobachtete, wohldefinierte Ubergang 1t vermuten,
daB es mdglich werden wird, komplexere Peptide zu synthetisie-
ren, die auf eine Reihe von Reizen, wie die Bindung eines Ions
oder Molekiils, antworten kénnen. Dies wird die Entwicklung
von Bauelementen erméglichen, die fiir die molekulare Elektro-
nik ndtig sind.

Eingegangen am 14. August 1995 [Z 8303]
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Multiple Sialyl-Lewis*-N-Glycopeptide:
Effektive Liganden fiir E-Selectin**

Ulrich Sprengard, Manfred Schudok, Wolfgang
Schmidt, Gerhard Kretzschmar und Horst Kunz*

Professor Albert Eschenmoser zum 70. Geburtstag gewidmet

Selectine (E- und P-Selectin), eine Gruppe von Zelladhésions-
molekiilen, spielen in der Anfangsphase der Leukozytenadhi-
sion eine zentrale Rolle als Transmembranglycoproteine auf
Blutplittchen (P-Selectin) und Endothelzellen (E- und P-Selec-
tin)!1). Die voriibergehende Bindung der Selectine an Oligo-
saccharidliganden leitet das ,,Rolling" (das Abbremsen) der
Leukozyten auf dem vaskuldren Endothelgewebe ein und fiihrt
bei entziindlichen Prozessen iiber eine komplexe Kaskade ma-
kromolekularer Wechselwirkungen mit anderen Adhésionsmo-
lekiilen schlieBlich zur Auswanderung der Leukozyten (Diape-
dese) in das umliegende Gewebe. Komplexe Glycoproteine mit
dem Sialyl-Lewis*-Epitop und eng verwandten Saccharidein-
heiten wurden als hochaffine Liganden der Selectine identifi-
ziert!®3],

So gehoren die Mucine zu einer Gruppe endogener Selectin-
liganden mit multiplen Oligosaccharideinheiten groller Oberfli-
chendichte™!. Die potentiell hdhere Aviditit multivalenter
Wechselwirkungen kann fiir die Effizienz der Selectin-Glyco-
proteinbindung von entscheidender Bedeutung sein.

Als einfache, artifizielle Modellverbindungen wurden z.B.
iiber Diole verbriickte divalente Sialyl-Lewis*-Analoga' und
trivalente Sialyl-Lewis*-Konjugate!®! ausgehend von Nitrome-

OH
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OH™OH HNAc
H,C 70

OH
OH

OH
Sialyl-Lewis*-Einheit

[*] Prof. Dr. H. Kunz
Institut fir Organische Chemie der Universitit Mainz
J.-J.-Becher-Weg 18-20, D-55099 Mainz
Telefax.: Int. + 6131/39-4786
Dipl.-Chem. U. Sprengard
Institut fiir Organische Chemie der Universitdt Mainz und
Zentralforschung der Hoechst AG, Frankfurt
Dr. M. Schudok
Pharma-Forschung der Hoechst AG, Frankfurt

Dr. G. Kretzschmar, Dr. W, Schmidt
Zentralforschung der Hoechst AG, Frankfurt

[**] Die Autoren danken Herrn Dr. Kogler (Aligemeine Pharma-Forschung der
Hoechst AG) fiir die Durchfiibrung wichtiger NMR-Experimente. In dieser
Arbeit werden folgende Abkiirzungen verwendet: Asp = Asparaginsdure,
COSY = correlated spectroscopy, DIPEA = Ethyldiisosopropylamin, EEDQ
= N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin, ESI = Electrospray-
Ionisation, Fmoc = (9H-Fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl, Fuc = fucosyl, Gal
= Dp-Galactose, Glc = D-Glucose, Gly = Glycin, HATU = O-(7-Azabenzo-
triazol-1-y1)-1,1,3,3,~tetramethyluroniumhexafluorophosphat, HMBC = H-
detected multiple-bond correlation, HMQC = heteronuclear muitiple-quan-
tum coherence (NMR), HOAT = 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol, HOBt = 1-
Hydroxy-1H-benzotriazol, HSQC = heteronuciear single-quantum coherence
(NMR), PHDQF = phase sensitive double quantum filtered, Ser = Serin,
TBTU = (1H-Benzotriazol-1-yloxy)bis(dimethylamin)methyliumtetrafiuoro-
borat, TCP = Chlortritylpolystyrol, TFA = Trifluoressigsdure, TOCSY =
total correlation spectroscopy (2D-NMR)
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