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Angela Wittelsberger, Michael Keller, Leo Scarpellino,
Luc Patiny, Hans Acha-Orbea und Manfred Mutter*

Pseudoproline (YPro) sind synthetische Prolin-Analoga,
die in einer direkten Cyclokondensationsreaktion aus den
Aminosäuren Cystein, Threonin oder Serin mit Aldehyden
oder Ketonen hergestellt werden können.[1] Ihrer ersten
Verwendung als sekundärstrukturbrechende, löslichkeitsver-
mittelnde Schutzgruppen in der Peptidsynthese[2, 3] folgten
Untersuchungen zur cis/trans-Isomerisierung YPro-haltiger
Peptidbindungen.[4, 5] Dabei zeigte sich, dass durch Einfüh-
rung unterschiedlicher Substituenten am C2-Atom von YPro
der in der cis-Konformation vorliegende Anteil der Xaaiÿ1-
YProi-Peptidbindung in weiten Grenzen variiert werden

kann. Insbesondere die C2-dimethylierten Thiazolidin- und
Oxazolidinderivate induzieren in Di- und Tripeptiden bis zu
100 % cis-Konformation.[4, 5] Wir stellen hier das erste Beispiel
dieser Pseudoprolin-Klasse als Mimetika biologisch relevan-
ter cis-Prolyl-Konformationen vor.

Als Zielmolekül für die Einführung eines cis-induzierenden
Pseudoprolin-Bausteins bietet sich die V3-Schleife aus dem
gp120-Oberflächenprotein des Immundefizienz-Virus Typ 1
(HIV-1) an. V3 war Gegenstand zahlreicher Untersuchungen,
seitdem gezeigt wurde, dass die Schleife das bedeutendste
HIV-1-neutralisierende Epitop enthält.[6±8] Ihre auf die Er-
kennung zwischen gp120 und dem Zelloberflächenrezeptor
CD4 folgende proteolytische Spaltung wurde als ein wichtiges
Ereignis des Infektionsprozesses postuliert.[9, 10] Im exponier-
ten Teil der V3-Schleife befindet sich das allgemein vor-
kommende Tetrapeptidmotiv Gly-Pro-Gly-Arg, das einen b-
Turn vom Typ II bildet.[11] Als notwendiger Schritt für die
Spaltung und die daraus hervorgehende Fusion wurde von
Johnson et al. eine Isomerisierung zu einem b-Turn vom
Typ VI mit einer cis-Prolin-Peptidbindung vorgeschlagen.[12]

Weitere Hinweise auf konformative ¾nderungen, die der
Infektion vorangehen, wurden kürzlich veröffentlicht,[13, 14]

und eine b-Turn-Konformation vom Typ VI wurde in einem
von der HIV-1IIIB-V3-Schleife abgeleiteten Peptid im Kom-
plex mit einem Anti-gp120-Antikörper gefunden.[15] Zur
Untersuchung der vorgeschlagenen Infektions-aktiven cis-
Konformation stellen wir hier die Synthese von Pseudoprolin
enthaltenden V3-Analoga und deren Verwendung als Immu-
nogene vor.

Als Basis für die Mimetika wurde das cyclische Undecamer
cyclo(-Arg-His-Ile-Gly-Xaa-Gly-Arg-Ala-Phe-Cys-Tyr-) mit
einer von der HIV-1MN-V3-Variante abgeleiteten Sequenz
gewählt, die das Tetrapeptidmotiv Gly-Pro-Gly-Arg enthält
(Abbildung 1). Ein Cysteinrest dient als nützliche Kupplungs-

Abbildung 1. Sequenzen der cyclischen (Ic, IIc, IIIc) und linearen Peptide
(Il, IIl).

stelle für die immunologischen Studien. Es wurden drei
cyclische V3-Peptide synthetisiert: ein konformativ einge-
schränktes Pseudoprolin enthaltendes V3-Analogon (Ic,
Xaa�Cys(YMe,Mepro)), ein die native Sequenz enthaltendes
Peptid (IIc, Xaa�Pro) und ein a-Aminoisobuttersäure (Aib)
enthaltendes Analogon (IIIc, Xaa�Aib). Zur Ermittlung des
Einflusses der cyclischen Struktur auf die immunologischen
Eigenschaften der Peptide wurden weiterhin die entspre-
chenden linearen Peptide Il und IIl synthetisiert (Abbil-
dung 1). In Abbildung 2 sind die cis-Gly-YPro- und die
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Abbildung 2. Modell der durch Einbau eines Pseudoprolins induzierten
Konformationsänderung. a) Bereich Gly-Pro im Peptid IIc mit einer trans-
Peptidbindung. b) Bereich Gly-Cys(YMe,Mepro) im Peptid Ic mit einer cis-
Peptidbindung.

trans-Gly-Pro-Peptidbindungen der Peptide Ic bzw. IIc darge-
stellt.

Die Peptide I ± III wurden durch Festphasensynthese
erhalten[16] und massenspektrometrisch sowie NMR-spektros-
kopisch charakterisiert. 2D-1H-NMR-TOCSY-, -COSY-
DQF- und -ROESY-Daten ermöglichten eine komplette
Zuordnung der Protonensignale für die Peptide I und II.
Für das cyclische YPro-enthaltende Peptid Ic wurden drei
Konformere nachgewiesen, deren Verhältnis durch Integra-
tion des b-Methylsignals von Ile zu 80:10:10 bestimmt wurde.
Das Hauptkonformer weist im ROESY-Spektrum das typi-
sche Muster einer cis-Imidbindung zwischen Glyiÿ1 und

Cysi(YMe,Mepro) auf, d. h. aHiÿ1-aHi- und aH'iÿ1-aHi-Kreuz-
signale. Der entsprechende Spektrenbereich ist in Abbil-
dung 3 a dargestellt. Für eines der Nebenkonformere wurde
die korrespondierende trans-Form mit einer trans-Peptidbin-
dung zwischen Glyiÿ1 und Cysi(YMe,Mepro) erwartet, jedoch

Abbildung 3. Ausschnitt aus den 2D-1H-NMR-ROESY-Spektren der V3-
Schleifen-Analoga in [D6]DMSO bei 305 K (400 MHz, tm� 200 ms).
a) YPro-Peptid Ic mit NOE-Kreuzsignalen aHi-aHiÿ1 und aHi-aH'iÿ1

zwischen Glyi-1 und Cysi(YMe,Mepro). b) Pro-enthaltendes Peptid IIc mit
NOE-Kreuzsignalen aHiÿ1-dHi und aH'iÿ1-dHi zwischen Glyiÿ1 und Proi.

konnten die charakteristischen NOE-Konnektivitäten aHiÿ1-
dHi und aH'iÿ1-dHi wegen der geminalen Methylgruppen in
der d-Position nicht beobachtet werden. Die Spektren des
cyclischen Pro-enthaltenden Peptids IIc zeigten das Vorhan-
densein von drei Konformeren im Verhältnis 80:15:5. In
diesem Fall konnte im Hauptkonformer die Gly-Pro-Peptid-
bindung durch die charakteristischen NOE-Konnektivitäten
aHiÿ1-dHi und aH'iÿ1-dHi zwischen Glyi-1 und Proi als trans-
konfiguriert identifiziert werden (Abbildung 3 b). Auûerdem
wurde ein Satz von Nebensignalen dem entsprechenden cis-
Konformer zugeordnet, das die Kreuzsignale aHiÿ1-aHi und
aH'iÿ1-aHi zwischen Glyiÿ1 und Proi lieferte (ebenfalls in
Abbildung 3 b zu erkennen), ein Hinweis auf die erhöhte
Neigung von Prolin zum Eingehen von Xaaiÿ1-Proi-cis-Pep-
tidbindungen. Im Falle des Aib-enthaltenden Peptids IIIc war
die komplette Zuordnung der Protonensignale wegen der
groûen konformativen Beweglichkeit des Peptids und der
daraus resultierenden undefinierten Spektren nicht möglich.
Die NMR-Spektren des linearen Peptids Il zeigten interes-



ZUSCHRIFTEN

Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 6 � WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000 0044-8249/00/11206-1155 $ 17.50+.50/0 1155

santerweise eine einzige Konformation mit einer dem Pseu-
doprolin vorangehenden cis-Imidbindung, während für das
lineare Peptid IIl zwei Gly-Pro-Konformationen im Verhält-
nis 30:70 (cis :trans) beobachtet wurden.

Die Peptide Ic und IIc wurden als Haptene zur Herstellung
von Antikörpern verwendet und dazu über 3-(N-Maleimido)-
propionsäurehydroxysuccinimidester an das Trägerprotein
BSA (bovine serum albumin) gekuppelt. Anschlieûend wur-
den Balb/c-Mäuse gemäû Standardvorschriften[17] mit den
Biokonjugaten immunisiert und die erhaltenen Antisera
gegen die kovalent an die Oberfläche der Mikrotiterplatte
gekuppelten Haptene mit einem ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) getestet. In Abbildung 4 ist die Wir-
kung beider Antisera in verschiedenen Verdünnungen gegen

Abbildung 4. Ergebnisse der ELISAs mit den Sera von Mäusen, die mit
dem YPro-enthaltendem Peptid Ic (*) oder mit dem Pro-enthaltendem
Peptid IIc (&) immunisiert wurden. a) Oberflächenantigen Ic (c�
10 mgmLÿ1). b) Oberflächenantigen IIc (c� 10 mgmLÿ1). Z�Verdün-
nungsfaktor des Serums; OD405� optische Dichte bei 405 nm.

jedes Hapten dargestellt. In beiden Fällen zeigen die poly-
klonalen Antikörper eine hohe Erkennung gegenüber dem
homologen immobilisierten Hapten, dagegen nicht gegenüber
dem fremden V3-Peptid. Zur Bestätigung dieses Ergebnisses
wurden kompetitive Tests ausgeführt, in denen die Sera mit
den Peptiden Ic oder IIc 30 Minuten präinkubiert und an-
schlieûend mit dem auf der Oberfläche immobilisierten
Hapten in Kontakt gebracht wurden. Die Ergebnisse mit
Oberflächenantigen Ic sind in Abbildung 5 dargestellt. Sie
zeigen eine Inhibition der antigenen Reaktion mit steigender
Konzentration des kompetitiven Peptids Ic im Vergleich zu
einem wesentlich geringeren Einfluss von IIc und bestätigen
damit die hohe Selektivität der Antikörper bei der Unter-
scheidung zwischen dem konformativ eingeschränkten cis-
Peptid und dem natürlichen Peptid.

Abbildung 5. Die Ergebnisse der kompetitiven ELISAs demonstrieren
eine Inhibition der antigenen Reaktion mit zunehmender Konzentration
an Peptid Ic. Das kompetitive Peptid IIc inhibiert die antigene Reaktion
deutlich weniger. Das Oberflächenantigen Ic wurde bei einer Konzentra-
tion von 10 mgmLÿ1 immobilisiert. 1: Anti-Ic-Serum�Peptid IIc ; 2: Anti-Ic-
Serum�Peptid Ic ; 3: Anti-IIc-Serum�Peptid IIc ; 4: Anti-IIc-Serum�
Peptid Ic ; c�Konzentration des kompetitiven Peptids.

Zur Produktion von monoklonalen Antikörpern (mAbs)
wurden Milzzellen der immunisierten Tiere mit Myelomzel-
len einer Ag8-Linie fusioniert,[17, 18] die entstehenden Hybri-
domzellen gewünschter Antikörperaktivität propagiert, klo-
niert und die monoklonalen Antikörper gereinigt. Monoklo-
nale Antikörper gegen Ic und IIc wurden auf ihre Erkennung
der cyclischen und linearen Peptide getestet. Die Ergebnisse
bestätigen in beiden Fällen die mit den polyklonalen Sera
erhaltenen Resultate, d. h., beide Antikörper erkennen spe-
zifisch ihr homologes Antigen. Wie in Abbildung 6 gezeigt ist,
erkennt mAbYPro238.13, der gegen das cyclische YPro-
enthaltende Peptid Ic selektioniert wurde, das Pro-enthalten-
de Peptid IIc zu 15 %, in Übereinstimmung mit dem durch

Abbildung 6. Bindung des gegen Ic produzierten monoklonalen Anti-
körpers mAbYPro238.13 an die cyclischen (c, dunkle Balken) und die
linearen Peptide (l, helle Balken). I: YPro-enthaltende Peptide Ic und Il ; II:
Pro-enthaltende Peptide IIc und IIl ; III: Aib-enthaltendes Peptid IIIc.

NMR-Studien bestimmten cis-Gehalt in IIc. Als weiterer
Hinweis auf einen cis-gerichteten Antikörper wird das Aib-
enthaltende Referenzpeptid IIIc, das wie das C2-dimethyl-
substituierte YPro zwei geminale Methylgruppen enthält,
nicht erkannt (Abbildung 6). Weiterhin bindet der gegen das
cyclische cis-enthaltende Peptid Ic produzierte Antikörper
ebenso stark das entsprechende lineare Peptid Il. In Anbe-
tracht der substantiellen Unterschiede zwischen cyclischen
und linearen Peptiden hinsichtlich konformativer Beweglich-
keit und Gesamtform deutet die Erkennung beider Spezies
durch mAbYPro238.13 deutlich auf die gemeinsame cis-
Imidbindung als antigene Determinante hin. Diese Beobach-
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tung wird auûerdem durch eine partielle Erkennung des
linearen Pro-enthaltenden Peptids IIl untermauert, was nur
durch eine durch den cis-gerichteten Antikörper induzierte
trans!cis-Isomerisierung der Gly-Pro-Bindung im flexiblen
Peptid IIl erklärt werden kann. Dagegen tritt in dem kon-
formativ eingeschränkten cyclischen Peptid Ic diese trans!cis-
Isomerisierung nur zu einem wesentlich geringeren Ausmaû
auf, was in einer entsprechend reduzierten Erkennung durch
den cis-gerichteten Antikörper resultiert. Diese Unterschiede
in der Bindung des monoklonalen Antikörpers anti-Ic an das
cyclische und das lineare Pro-enthaltende Peptid (IIc bzw. IIl),
die beide die gleiche chemische Gly-Pro-Einheit enthalten,
sprechen eindeutig für eine konformative Spezifizität des
Antikörpers.

Zusammenfassend lässt sich folgendes schlieûen: Durch
Einbau von 2,2-Dimethyl-1,3-thiazolidin-4-carbonsäure
(YPro) in eine biologisch relevante, von der V3-Schleife
von HIV-1 abgeleitete cyclische Peptidsequenz wurde eine
cis-Peptidbindung induziert, die einer für den Infektions-
prozess diskutierten Konformation entspricht. Weiterhin
zeigen die Ergebnisse der immunologischen Untersuchungen,
dass Antikörper produziert wurden, die selektiv zwischen der
cis- und trans-Konformation von Xaa-Pro-Imidbindungen in
linearen und cyclischen Peptiden unterscheiden können.
Damit werden interessante Perspektiven für eine Anwendung
des Pseudoprolin-Konzepts als diagnostisches Werkzeug zur
Untersuchung von Konformationsänderungen bei biologi-
schen Prozessen eröffnet.

Experimentelles

Die Peptidsynthesen wurden gemäû Standardvorschriften der Fluoren-9-
ylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Strategie[16] entweder am supersäurelabilen
SASRIN-Harz[19] oder am Sieber-Amidharz[20] durchgeführt. 2,2-Dime-
thyl-1,3-thiazolidin-4-carbonsäure (Pseudoprolin) wurde während der
Festphasensynthese als vorgefertigtes Dipeptid eingebaut.[3] Genauere
Angaben zur Synthese sind in den Hintergrundinformationen zu finden.
Die peptidischen Produkte wurden durch Elektrospray-Ionisierungs-Mas-
senspektrometrie (ESI-MS) und 1D- und 2D-1H-NMR-TOCSY, -COSY-
DQF- und -ROESY-Spektroskopie charakterisiert. NMR-Spektren wur-
den bei 400 MHz (tm� 200 ms) in [D6]DMSO bei 305 K aufgenommen
(siehe Hintergrundinformationen).

Zur Herstellung der Biokonjugate wurde zunächst der Linker 3-(N-
Maleimido)propionsäurehydroxysuccinimidester an das Trägerprotein
BSA in 0.1m Phosphatpuffer (pH 7.0)/Dioxan (5:1; v/v) gekuppelt. Nach
Entfernen des Überschusses an Linkermolekül durch Dialyse gegen 0.1m
Phosphatpuffer (pH 7.0) (Molekulargewichtsausschlussgrenze 2000 Da)
wurden die Peptide Ic oder IIc hinzugegeben und die Lösung 1 h inkubiert.
Anschlieûend wurde gegen Wasser dialysiert und die Produkte lyophili-
siert. Durch Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) wurde ermittelt, dass die Zahl der pro BSA-Molekül
gekuppelten V3-Peptide zwischen 10 und 30 liegt.

Zur Herstellung von Antikörpern wurde eine Mischung aus Antigen (15 mg
in 25 mL Phosphatpuffer (PBS, phosphate-buffered saline) und Titer-Max-
Adjuvans (25 mL) intrakutan in die Schwanzbasis von acht Wochen alten
Balb/c-Mäusen injiziert. Bei mit Ic immunisierten Mäusen wurde nach fünf
Wochen eine Booster-Injektion vorgenommen, und allen Mäusen wurde
nach neun Wochen Blut zur Gewinnung von Antiserum abgenommen. Im
ELISA wurden AquaBind-Mikrotiterplatten (BioConcept) verwendet, die
eine kovalente Bindung zwischen der Thiolgruppe der Peptide und der
Oberfläche ermöglichen. Zur Immobilisierung der Peptide wurden diese in
einer Konzentration von 10 mgmLÿ1 in 0.2 mm Carbonatpuffer (pH 9.5)
inkubiert (4 8C, 12 h), die Platten mit PBS/0.05 % Tween 20 gewaschen und
unbesetzte Stellen der Oberfläche durch Inkubation mit einer 5-proz.

Milchpulverlösung in PBS blockiert. Verdünnte Lösungen der Sera und der
monoklonalen Antikörper in PBS/0.05 % Tween 20 wurden 2 h bei Raum-
temperatur inkubiert, dann folgten ein Waschschritt (PBS/0.05 %
Tween 20) und die Inkubation mit einem Konjugat aus Anti-Maus-Anti-
körpern und Alkalischer Phosphatase in PBS/0.05% Tween 20 (1:1000,
1.5 h). Nach einem weiteren Waschschritt wurde eine vorbereitete Sub-
stratlösung (p-Nitrophenylphosphat) zugegeben und die Absorption bei
405 nm nach 30 min gemessen.

Zur Fusion wurden Myelomzellen der Zelllinie x63Ag8.653[18] verwendet.
Fusion, Propagierung von Hybridomzellen, Klonierung und Reinigung der
monoklonalen Antikörper wurden gemäû Standardvorschriften durchge-
führt.[17]
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