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Grofe Circulardichroismus-Elliptizititen fiir
Polypeptide mit N-terminal induzierter
Helixkonformation sind nicht in Einklang mit
den derzeit akzeptierten
Helizitatsalgorithmen**

Peter Wallimann, Robert J. Kennedy und
Daniel S. Kemp*

Die Stabilitit der Konformation von Polypeptiden 148t sich
nur im Falle von Helices aus einer leicht bestimmbaren
physikalischen Grofle berechnen: Wenn ein Polypeptid ein
helicales Circulardichroismus(CD)-Spektrum aufweist (inten-
sives positives Maximum bei etwa 190 nm, negative Minima
bei 208 und 222 nm), wird im allgemeinen die Gleichung (1)
verwendet, um zwischen der durchschnittlichen relativen Heli-
zitidtl (FH) und der experimentellen molaren Elliptizitit fiir
mittlere Restezahl ([0],,) eine Beziehung herzustellen.?
Die Grenzelliptizitit [0y.],, der Gleichung (1) entspricht
einem vollstindig helicalen Peptid unendlicher Léinge, und
der Ausdruck (1—x/N mit N=Peptidlinge; 2.4 <x <4.5)
liefert die Korrektur fiir die endliche Linge.P! Auf der
Grundlage von Untersuchungen von Polypeptiden mit N-ter-
minal induzierter Helixkonformation, die mehr als zwolf
Aminosdurereste enthalten, zeigen wir hier, daf§ die Litera-
turwerte fiir [y, ],,, und deren Abhédngigkeit von der Lénge
zu niedrig geschitzt sind.

6],
FH = [ ].22 R (1)
[BHx]ZZZ 1- F

[Osi]oss = (— 44000 + 250 T) (1 —E> =
o N @)
100 % Helizitét bei einer Lange N
Bestimmte alaninreiche Peptide, die Lysin oder Arginin
enthalten, erreichen in Wasser bei niedriger Temperatur FH-
Werte von nahezu 0.7 bis 0.8,1?°! jedoch erwies sich noch kein
Peptid eindeutig als hundertprozentig helical. Die angefiihr-
ten Werte fiir — [0y, ],», von 37000 bis 44000 ° cm?dmol ! sind
normalerweise als Grenzwerte einer Reihe von temperatur-
abhingigen oder additivabhingigen CD-Spektren extrapo-
liert.le 4
Die Elliptizititswerte von Peptiden, die mit einem effek-
tiven Helixinitiator, z. B. dem N-terminalen Templat AcHel,
amidverkniipft sind,[") sollten eine bessere Néiherung fiir
[Ouac)r, ergeben. Abbildung 1 zeigt helicale CD-Spektren
bei unterschiedlichen Temperaturen fiir das N-Templat-mo-
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Abbildung 1. Uberlagerung von 17 CD-Spektren von AcHel-(Ala,Lys),-
Ala,-NH,, die in 5-°C-Intervallen zwischen —20 und 60°C in Wasser mit
16 Mol-% Ethylenglycol (pH 1, 0.2 molL~! NaClO,) gemessen wurden.
Peptidkonzentration: 45 pmol L.

difizierte, 22 Reste enthaltende Peptid AcHel-(Ala,Lys),-
Ala,-NH, 1 - in Wasser und in Gegenwart von 16 Mol-%
Ethylenglycol, was CD-Messungen bei Temperaturen unter
0°C ermoglicht. Der Wert von — [6],,, nimmt bei Abnahme
der Temperatur drastisch zu, konvergiert jedoch nicht zu
einem Grenzwert. Bei der gingigen Temperatur von 2°C
betrigt — [0], fiir 1 50900° cm?dmol~!, was dem 1.32fachen
des grofiten veroffentlichten temperatur- und ldngenkorri-
gierten Werts von [0y, [Gl. (2)]1*> < entspricht. Ahnliche
Werte und Temperaturabhingigkeiten fiir 1 wurden bei pH 1
in wiBriger NaCl-Losung (5 molL!) und in wéiBrigem 2,2,2-
Trifluorethanol bei pH < 2 beobachtet.

Sind die CD-Eigenschaften von 1 bei niedriger Temperatur
ungewohnlich? In Abbildung2 sind bei 2°C in Wasser
gemessene Werte von — [6],,, fiir die N-Templat-modifizier-
ten Peptide AcHel-(Ala,Lys),Ala,-NH, (n=1 bis 5) und fiir
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Abbildung 2. Auswirkung der Oligomerenlidnge n auf den — [6],,,-Wert tiir
N-Templat-modifiziertes AcHel-(Ala,Lys),Ala,-NH, (schwarze Kreise)
und N-protoniertes H,"(Ala,Lys),Ala,-NH, (leere Kreise). 2°C, pH 1,
0.2 mol L~! NaClO,. Die gestrichelte Linie zeigt die berechnete Léngenab-
hingigkeit von [6y]y, gemidB Gleichung (2). Fiir die templatgesteuerte
Reihe mit n > 1 tiberschreiten die experimentellen Werte diese vorherge-
sagte Grenze. Die leeren Rechtecke geben die aus Gleichung (3)
berechneten Werte von [6],, entsprechend der Beschreibung im Text
und in den Hintergrundinformationen an. Die experimentellen Werte von
[6],,, sind beziiglich des Beitrags von AcHel (weniger als 1% fiir n>2)
korrigiert.
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die analogen N-protonierten Peptide H,"(Ala,Lys),Ala,-NH,
gezeigt. Es stehen auch Daten fiir die Reihe AcHel-(Ala,-
Lys);Ala,-NH, (n=0 bis 6) und fiir die Konjugate AcHel-
Ala,Glu(Ala,Lys),Ala,-NH, sowie AcHel-(Ala,Lys),Ala;-X-
NH, (X=Lys oder Arg) zur Verfiigung. Bei diesen zehn
partiell helicalen AcHel-Peptiden mit 16 < N <22 liegen die
Werte fiir — [6],,, bei 2°C in Wasser bei pH 1 iiber den aus der
Gleichung (2) vorhergesagten Werten von — [0y, fiir hun-
dertprozentig helicale Peptide, wobei das mittlere Verhiltnis
[0]222/[6n]222 1.14 (£0.04) betrigt.

Wire es moglich, da3 das Vorhandensein des Templats die
CD-Spektren der Konjugate deutlich im Voraus beeinfluf3t?
Der Beitrag des CD-Chromophors des Templats auf —[0],,
von stark helicalen Peptiden ist gering.’" Von groBerer
Bedeutung ist, daf die bei niedrigen Temperaturen gemesse-
nen CD-Spektren von Peptiden, deren Konformation nicht
templatinduziert ist, und die bei hoheren Temperaturen
gemessenen entsprechenden Spektren ihrer AcHel-Konjuga-
te libereinandergelegt werden koénnen (Abbildung 3). Das
Templat bewirkt also nur eine Stabilisierung der Peptidhelix,
wihrend alle Einzelheiten des CD-Spektrums erhalten bleiben.
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Abbildung 3. Vergleich der CD-Kurvenformen (0.2molL~! NaClO,,
pH 1). Diinne Kurven: AcHel-(Ala,Lys),Ala,-NH, bei 40°C (unteres
Spektrum) und 55°C (oberes Spektrum). Dicke Kurven: H,"(Ala,-
Lys),Ala,-NH, bei 0°C (unteres Spektrum) und 20°C (oberes Spektrum).

Die Werte von [6],, fiir templatgesteuerte und nicht
templatgesteuerte Peptide in Abbildung 2 lassen Trends
erkennen, die in Einklang sind mit FH-Werten, die nach der
Lifson-Roig(L-R)-Gleichung berechnet wurden. In die L-R-
Gleichung gehen die Peptidldnge N, eine Initiationskonstante
v und die Neigung von Aminosduren zur Helixbildung w als
Variable ein.[) Die L-R-Rechnung behandelt ein helicales
Peptid als eine Vielzahl nichthelicaler, vollstindig helicaler
und partiell helicaler Konformationen und ordnet jeder
helicalen Konformation eine relative Héufigkeit in Form
eines Molenbruchs yy zu. Die relative Helizitit FH einer
einzelnen helicalen Konformation betrigt k/N (k = Lénge des
helicalen Bereichs), so daB} jede Konformation zur Gesamt-
FH mit yy(k/N) beitragt. Fiir die kurzen (n =1 oder 2) nicht
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templatgesteuerten Peptide, die unter den Abbildung 2 ent-
sprechenden Bedingungen untersucht wurden, sind die am
haufigsten auftretenden Konformationen nichthelical, fiir n =
3 -5 dominieren jedoch die helicalen Konformationen. Dieser
Unterschied fiithrt zu einer drastischen Zunahme der FH mit
der Linge, die sich in der sigmoiden Form der — [6],,,-Kurve
duBert. Die ganz unterschiedliche monotone Form der Kurve
fir die Reihe der templatgesteuerten Peptide spiegelt die
Rolle des Templats als effizienter Helixinitiator wider. Bei
allen N-Templat-modifizierten Peptiden dominieren die heli-
calen Konformationen.

Das Templat erhoht ferner selektiv den yy-Wert von
Konformationen mit langen helicalen Bereichen. Dieser
Effekt erklart ein zweites Merkmal der in Abbildung 2
gezeiten Daten. Fiir n =4 oder 5 weisen die templatgesteuer-
ten Peptide viel groBere Werte von — [6],,, auf. Da k/N fiir
diese Konformationen nahe bei 1 liegt, tragen sie maximal zur
relativen Helizitdt und zu —[6],, bei. Dagegen wird die
Helixvielfalt fiir nicht templatgesteuerte Proteine von vielen
Konformationen mit kurzen helicalen Bereichen dominiert.
Diese weisen kleinere k/N-Werte auf und tragen ineffizient
zur FH bei.

Die L-R-Gleichung gibt somit qualitativ ein Modell fiir die
in Abbildung 2 gezeigten Daten an. Fiir ein quantitatives
Modell ist eine gednderte Version von Gleichung (2) notwen-
dig. Die gestrichelte Linie in Abbildung 2 gibt die aus der
Gleichung (2) berechneten Werte von — [0y, an, wobei die
Gleichung den fiir ein hypothetisches Peptid mit einer FH von
1.0 erwarteten experimentellen Wert von — [6],,, vorhersagt.
Die berechneten FH-Werte fiir die templatgesteuerten Pep-
tide mit n=3-5 fallen in den Bereich von 0.81-0.85. Nach
Gleichung (2) werden daher die experimentellen Werte von
— [0]22, weitaus zu niedrig geschitzt. Dividiert man — [6],,, fiir
n=>5 durch die FH, so erhilt man 61000 als Ndherungswert
fiir —[6yly, in diesem Helixldngenbereich (k>20). Der
entsprechende Wert fiir das erste templatgesteuerte Peptid
(n=1, k<7) ist 30000. Die neu festgelegten Werte fiir
— [@u]s, miissen innerhalb des PeptidgroBenbereichs von 7
bis 20 Resten klar verdoppelt werden, und verbesserte
Modelle zur Berechnung von — [0],,, miissen Konformatio-
nen, die groBe oder kleine helicale Bereiche aufweisen, ganz
unterschiedliche Werte von [6y],,, zuweisen.

Ein einfaches Zwei-Zustinde-Modell pafit zu den Daten
von Abbildung 2. FH 146t sich in Form von FH,,o; +FHyin
angeben, wobei jedem FH-Term unterschiedliche Werte von
[61]22 zZugeordnet werden konnen [Gl. (3)].

[eH]ZZZ,bcwchncl = [BHJZZZ.klcinFHklcm + [eH]ZZZgroBFHgmB (3)

Wir legen fest, daB FH,,;, Konformationen mit k<11
helicalen Resten umfaf3t und setzen [Oy]y wein gleich Glei-
chung (2) mit N =11, die fiir [6],,, in diesem GroBenbereich
eine gute Niherung ergibt.”! Wir legen fest, daB FH,,
Konformationen mit k>11 umfaBt und setzen [6y]yn wos
gleich —61000. Die Werte fiir den Parameter fiir AcHel,
den Initiationsparameter und die Neigung zur Helixbildung
von Ala und Lys wurden bereits beschrieben. > Entspre-
chend Abbildung2 ist mit diesen Parametern und mit
Gleichung (3) eine hervorragende Naherung fiir den experi-
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mentellen Wert von [0],, fiir die Reihe AcHel-(Ala,Lys),-
Ala,-NH, moglich. Fiir den Wert von [0],, fiir die nicht
templatgesteuerten Peptide (Abbildung?2) paBt ebenfalls
Gleichung (3), vorausgesetzt, die durchschnittliche Neigung
zur Helixbildung wird um 9% verringert, um den helixde-
stabilisierenden Effekt der N-terminalen positiven Ladung zu
kompensieren. Diese unter Verwendung eines einfachen Zwei-
Zustinde-Modells fiir einen begrenzten Datensatz erzielte
Ubereinstimmung ist ein erster Schritt in Richtung auf eine
stidrkere Beziehung zwischen [0],, und FH. Umfassendere
Daten, bei denen die Abhingigkeit von der Lénge untersucht
wird, sind zur Verfeinerung des Modells notwendig.

Ist das Minimum bei 222 nm fiir die Korrelation von [6] mit
FH giinstig? Obwohl allgemein verwendet, experimentell
bequem und gegeniiber ebenfalls vorhandenen nichthelicalen
Konformationen relativ unempfindlich, ist [8],, moglicher-
weise weniger zuverlidssig als [6],0s — dieser Elliptizitdtswert
wird in der élteren Literatur angegeben.®! Die beiden
kurzwelligen Extrema des helicalen CD bei 195nm und
208 nm entsprechen vertikalen und parallelen elektronischen
n-n*-Ubergingen und wurden theoretisch zufriedenstellend
erklirt, nicht jedoch der n-m*-Ubergang bei 222 nm.l Des
weiteren wurden fiir das Verhéltnis von [6],ps zu [0],, groBe
Verianderungen bei helicalen Peptiden beschrieben, wie dies
aus den in Abbildung 1 gezeigten Daten ersichtlich ist. Dieses
Verhiiltnis lie3 sich zwar mit den relativen Anteilen von a-
und 3;,-Helixkonformationen innerhalb der Helixvielfalt
korrelieren, doch bleibt die Zuordnung der CD-Grenzspek-
tren fiir reine a- und 3;-Zustinde kontrovers.'”] Es ist nicht
klar, welcher [f]-Wert die bessere Korrelation mit dem
Gesamt-FH-Wert, FH(a) + FH(3,,), ergibt.

Zwei Fragen bleiben bei unserer Untersuchung offen. Die
starke Lingenabhingigkeit von — [0y],,, im Bereich von 7 bis
20 Resten wurde nach einem unabhingigen Verfahren auf-
gezeigt,'l doch ist die Ursache hierfiir unbekannt. Das hier
vorgestellte Zwei-Zustinde-Modell scheint nicht mit den fiir
Peptide mit N >30 beschriebenen experimentellen Werten
von [6],,, iibereinzustimmen. Zur Kldrung dieser Sachver-
halte werden derzeit Experimente durchgefiihrt. Deren
Ergebnisse sollten sich jedoch nicht auf unsere wichtigste
SchluBfolgerung auswirken. Fiir die Klasse alaninreicher,
lysinhaltiger Peptide mit 15> N >27 geben die Literatur-
gleichungen, die FH zu den experimentellen Werten von [6],,
in Bezug setzen, fiir [6y],,, zu niedrige Schitzwerte!?l und fiir
die entsprechenden FH-Werte um 25-50% zu hohe Schitz-
werte an.

Experimentelles

Die Peptide wurden wie zuvor beschrieben hergestellt,’ durch wieder-
holte Umkehrphasen-HPLC gereinigt und durch MALDI-MS (matrixge-
stiitzte Laser-Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie) und Amino-
sdurenanalyse analysiert. Die Reinheit aller Verbindungen wird auf > 95 %
geschitzt. Die Losungen wurden zum Vergleich mit NMR-Messungen auf
pH 1-2 gehalten, und es wurden zum Vergleich mit Literaturmessungen
NaClO,-Puffer verwendet. Die CD-Spektren wurden mit einem thermo-
statisierten CD-Spektrometer (Aviv 62DS), das nach Literaturverfahren
kalibriert worden war,®l aufgenommen. Die Konzentrationen der CD-
Losungen wurden mit einer Fehlergrenze von 5% sowohl durch einen
quantitativen Ninhydrintest!™ als auch durch Aminosiurenanalysel'!
bestimmt. Die Losungen von AcHel-(Ala,Lys)Ala,-NH, (n=4, 5) und

Angew. Chem. 1999, 111, Nr. 9

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1999

ausgewdhlten nicht templatgesteuerten Analoga waren CD-Verdiinnungs-
studien und analytischen Ultrazentrifugationsuntersuchungen zufolge
monomer.
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