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Stabilisierung kurzer, ungeladener
Peptidhelices durch chaotrope Anionen —
Neues zum Perchlorat-Effekt**

Wolfgang Maison, Robert J. Kennedy und
Daniel S. Kemp*

Bei einer Untersuchung der pH-abhidngigen Helizitit
kurzkettiger Polyalaninsequenzen, die am N-Terminus ein
helixinitiierendes Templat der Ac-Hel-Familiel'l tragen, ha-
ben wir einen bemerkenswerten stabilisierenden Effekt von
gering hydratisierten (,,chaotropen®) Anionen festgestellt.
Diese binden bekanntermafBlen sowohl an pH-denaturierte
Proteinel! als auch an polykationische Peptidel* und stabili-
sieren dabei durch elektrostatische Abschirmung partiell
gefaltete Konformationen wie Helices. Im Folgenden be-
schreiben wir erstmalig eine bemerkenswerte anioninduzierte
Stabilisierung der Helixkonformation bei kurzkettigen,
N-iiberkappten Polyalaninsequenzen, die keine geladenen
Gruppen enthalten. Neben der helixinduzierenden N-Kappe
Hel enthalten diese Polyalaninsequenzen vor kurzem von uns
vorgestellte N- und C-Kappen, die loslichkeitsvermittelnd
wirken und den Polyalaninkern von moglichen, seine Helizi-
tat beeinflussenden Effekten der K,-Region sowie der
Reportergruppe Trp (W) isolieren. Die Kappe fLInp,K,W
beispielsweise enthélt den Spacer fLInp,, der aus der a-
Aminosdure fert-Leucin (¢L, tert-Butylglycin) und der y-
Aminosdure Isonipecotin (Inp, 4-Carboxypiperidin) aufge-
baut ist. Wir konnten bereits zeigen,! dass Regionen, die
durch ¢LInp, voneinander getrennt sind, unabhingig vonei-
nander zum Circulardichroismus(CD)-Spektrum des Peptides
beitragen und dass unter den hier gewéhlten Bedingungen die
gesamte Region fLInp,K,W nur unwesentlich zur CD-Ellip-
tizitdt [6] bei 222 nm beitrigt, die im Folgenden als MaB fiir
die Helizitdt verwendet wird.

Wir nehmen die 1:1-Bindung eines chaotropen Anions mit
einer Peptidhelix an, um die beobachteten Effekte, wie die in
Abbildung 1 dargestellte Abhéngigkeit von [0],, von der
Perchlorsdurekonzentration fiir WK Inp,/LGHel-Ag-NH, 3,
zu erkldren. Eine sdure- oder aggregationsbedingte Helixsta-
bilisierung konnte hierbei durch Titrationen des Peptides 3
mit Salzsdure bzw. durch Verdiinnungsreihen bis zu 100facher
Verdiinnung ausgeschlossen werden. In beiden Féllen ist
keine signifikante Anderung von [0],, festzustellen (siche
Hintergrundinformationen).

Mit Natriumperchlorat statt Perchlorsidure wurde eine
dhnliche Helixstabilisierung festgestellt (Abbildung2); an-
dere iibliche Salze haben diesen Effekt nicht. Ein moglicher
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Abbildung 1. CD-spektroskopische Untersuchung der Perchlorsduretitra-

tion des Peptides 3 bei 2°C. Die Quadrate geben die experimentellen

Daten an, und die rote Linie stellt die beste, nach der Methode der

kleinsten Quadrate ermittelte Anpassung an diese Daten dar. [0], e

bezeichnet die molare CD-Elliptizitit bei 222 nm pro Aminosédurebaustein
der Helix.
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Abbildung 2. CD-spektroskopische Untersuchungen der Salztitrationen
der Peptide 5 und 9 bei 2°C. m NaClO, (Nr.5a in Tabelle 1), @ NaCl
(Nr.5c), o NaClO, (Nr.9).

Einfluss unspezifischer Salzeffekte auf [0],,,, die nicht mit der
Helizitdt des Peptides in Zusammenhang stehen, wurde durch
13C-NMR-spektroskopische Untersuchungen !*C-carbonyl-
markierter Peptide® ausgeschlossen. Die ermittelte Verédnde-
rung der chemischen Verschiebungen fiir die Carbonylkoh-
lenstoffatome geht einher mit der Anderung der CD-Ellip-
tizitdten, ebenso die Verdnderung des s-trans/s-cis-Verhilt-
nisses der Helixreporterfunktion unserer N-terminalen Kap-
pe Ac-Hel™ (siche Hintergrundinformationen). Drei vonei-
nander unabhéngige Methoden bestétigen also den starken
helixstabilisierenden Effekt des Perchlorations bei den unter-
suchten Polyalaninsequenzen.

Tabelle 1 fasst die Ergebnisse der Titrationen unterschied-
licher Peptidsequenzen zusammen. Diese bestehen alle aus
einem Polyalaninkern und einer Ac-Hel- oder X-Gly-Hel-
Gruppe an dessen N-Terminus. Diese beiden Kappen stabi-
lisieren die Helix etwa gleich stark. Eine Polylysineinheit
sorgt fiir die notige Loslichkeit in Wasser, und eine Trypto-
phaneinheit dient als UV-Reportergruppe. Der tLInp,-Spacer
zwischen dem Polyalaninkern und dem dem Loslichkeitsver-

0044-8249/01/11320-3936 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 2001, 113, Nr. 20



ZUSCHRIFTEN

Tabelle 1. Ergebnisse der CD-spektroskopischen Analyse von Salz- und
Sauretitrationen unterschiedlicher Polyalaninsequenzen bei 2°C.

[e]

Nr. Sequenzl® Additiv Al s €1

[%] [M]
1 WK, Inp,r LGHelA,-NH, 1 HCIO, 84 0.13£0.01
2 WK, Inp,rLGHelA-NH, 2 HCIO, 78 0.09 £0.01
3 WK, Inp,s LGHelAg-NH, 3 HCIO, 30 0.06 £0.01
4 WK,Inp;tLGHelA,-NH, 4 HCIO, 9 0.07 £0.01
Sa  AcHelAgLInp,K,W-NH, 5§ NaClO, 35 0.24+0.04
5b  AcHelAgLInp,K,W-NH, 5 NaBF, 22 L
5S¢ AcHelAgLInp,K,W-NH, 5 NaCl - -
5d  AcHelAgLInp,K,W-NH, 5§ NaHSO, - -
Se  AcHelAgLInp,K,W-NH, 5§ NaH,PO, - -
5f  AcHelAgLInp,K,W-NH, 5 NaPFg 39 L
6  AcHelA,KA,LInp,K,W-NH, 6 NaClO, 49 0.20 4+ 0.01
7 AcHelAKInp,K,W-NH, 7  NaClO, 23 0.21+0.02
8 AcHelA,frLInp,K,W-NH, 8 NaClO, 29 0.12+0.01
9  AIDHelABLInp,K,W-NH, 9 NaClO, - -

[a] L = tert-Leucin, Inp =4-Carboxypiperidin, = f-Aminoalanin, Ac’D = N-
Acetyl-$-aspartat. [b] Differenz der gemessenen [60],5) min- und [0]55; max- Werte
fiir Salztitrationen. [c] Salzkonzentration bei halber Sittigung der Bindungs-
stelle des Peptids, berechnet nach der Methode der kleinsten Quadrate aus den
experimentellen CD-Elliptizititen (1/c;,=K). [d] Die Daten sind nicht mit
einem 1:1-Bindungsmodell in Einklang zu bringen.

mittler und der Reportergruppe verhindert, dass diese
Gruppen die Helizitit des Alaninkerns beeinflussen.’l Wie
an den Beispielen 3 und 5a in Tabelle 1 zu erkennen ist, hat
die Position des Loslichkeitsvermittlers qualitativ keinen
Einfluss auf die Abhingigkeit der CD-Elliptizitdt von der
Perchloratkonzentration. Es bleibt anzumerken, dass die CD-
Spektren der Peptide 1-9 bei hohen Salzkonzentrationen alle
Merkmale eines klassischen Spektrums fiir eine helicales
Peptid, d.h. Minima bei 208 und 222 nm sowie ein Maximum
bei kleinen Wellenldngen, aufweisen (siehe Hintergrundin-
formationen).

Die Kurve in Abbildung 1 wurde unter der Annahme einer
stochiometrischen 1:1-Bindung zwischen Peptid und Anion
berechnet; die Analyse liefert [6],,m., den Grenzwert bei
hoher Perchloratkonzentration, und die Bindungskonstante
K. Wie Tabelle 1 zu entnehmen ist, entspricht ein mittlerer
Wert fiir K der Halbséttigung der Peptidbindungsstelle bei
einer Perchloratkonzentration von 0.1-0.2m. Der stabilisie-
rende Effekt des Anions ist fiir kurzkettige Peptide mit
niedrigen Werten fiir —[0],, in Wasser am groBten. Fiir die
Tetraalaninsequenz 1 beispielsweise verdoppelt sich der Wert
fiir —[0]», nahezu bei hohen Perchloratkonzentrationen,
wihrend fiir die Dodecaalaninsequenz 4 nur ein Anstieg um
9% zu verzeichnen ist.

Die Stabilisierung helicaler Strukturen durch Perchlorat
wurde bis jetzt nur fiir wenige, meist polykationische Peptide
und Proteine beschrieben.’] So weisen bestimmte denatu-
rierte Proteine, die bei niedrigen pH-Werten Molten-globule-
Strukturen bilden, in Gegenwart chaotroper Anionen wie
Perchlorat eine erhohte Helizitdt auf, wie Goto, Takahashi
und Fink anhand von f$-Lactamase, Cytochrom ¢ und Apo-
myoglobin feststellten.’) Goto und Aimoto synthetisierten ein
polykationisches Peptid, das sich zu einer Doppelhelix mit
einem vom Solvens abgeschirmten hydrophoben Kern fal-
tet.l'% In all diesen Beispielen wird die Sekundérstruktur bei
der Titration mit bestimmten Anionen erheblich veridndert,
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und es entstehen in Gegenwart unterschiedlichster chaotro-
per Anionen in geringer Konzentration kompakte, gefaltete,
hochgradig helicale Konformere. Die komplexen Konforma-
tionsénderungen dieser positiv geladenen Proteine treten
bereits bei niedrigeren Konzentrationen der chaotropen
Anionen auf als die in Tabelle 1 aufgefiihrten. Diese auB3er-
gewohnliche Empfindlichkeit der polykationischen Proteine
und Peptide gegeniiber chaotropen Anionen spiegelt wahr-
scheinlich ihre Moglichkeit wider, hydrophob stabilisierte
kompakte Strukturen zu bilden, nachdem sich salzinduziert
die Helices gebildet haben. Unsere ungeladenen Polyalanin-
sequenzen gehen dagegen nur einen einzigen, einfachen
Konformationswechsel ein und bilden hydratisierte Helices.

Die von uns gewihlte CD-spektroskopische Analyse zur
Messung der Helizitit beschriankt die Wahl der Anionen auf
solche, die keine UV-Absorption im Bereich 195-220 nm
aufweisen, und schlief3t daher die effizientesten der von Goto
et al. untersuchten chaotropen Anionen aus. Wie Tabelle 1 zu
entnehmen ist, hdngt bei der Titration unserer Modellpeptide
mit Anionen, die ein normales Hydratationsvolumen auf-
weisen, wie Chlorid oder Sulfat, —[6],,, nur unwesentlich von
der Salzkonzentration ab. Bei der Titration mit den chao-
tropen Anionen BF,~, PF,~ und CIO," steigt dagegen — [6],,
deutlich an, was den Schluss nahelegt, dass diese Anionen an
das Peptid binden und so dessen helicale Struktur stabilisie-
ren. Unsere Befunde unterstreichen die Schwierigkeiten bei
der Durchfithrung von CD-Untersuchungen von Polypepti-
den in Gegenwart von Salzen bei niedrigen pH-Werten in
Wasser, denn gegenwirtig stehen hierfiir keine UV-trans-
parenten Anionen zur Verfiigung.

Auf welche Weise beeinflussen nun chaotrope Anionen die
Helizitdt unserer ungeladenen Polyalaninsequenzen, und an
welcher Stelle des Peptid wird das Perchloration gebunden?
Die CD-spektroskopische Untersuchung des Peptids 9, das
eine negativ geladene Kappe am N-Terminus trégt, gibt erste
Antworten auf diese Fragen. Die Zugabe von Perchlorat zu 9
hat keinen merklichen Einfluss auf die CD-Elliptizitét
(Abbildung 2). Helixkonformationen werden durch positive
Ladungen am C-Terminus und negative Ladungen am N-Ter-
minus stabilisiert. Durch Modellierung unserer Peptide ergab
sich eine mogliche natiirliche Bindungsstelle fiir chaotrope
Anionen in einer hydrophoben Tasche der Hel-Funktion in
der Ndhe der NH-Gruppe der ersten Aminosdure der
Peptidsequenz. Diese Hypothese wird durch die Tatsache
gestiitzt, dass den Titrationsversuchen zufolge von den
untersuchten Anionen nur das Perchloration einen 1:1-Kom-
plex bildet. Nicht nur die chaotrope Natur (das geringe
Hydratationsvolumen), sondern auch die Grofe des Anions
sind also fiir eine effiziente Bindung an das Peptid von
Bedeutung.

Die Kristallstrukturuntersuchungen einiger globuldrer Pro-
teine, in denen Anionen an den N-Terminus helicaler
Segmente gebunden sind, stiitzen unsere Hypothese.'!l] Wie
wir gezeigt haben, kénnen Anionen, die in der Néhe des
N-Terminus eines potentiell helicalen Peptids gebunden sind,
dieses erheblich stabilisieren. Bei den hier untersuchten
templatsubstituierten Modellpeptiden wird der stabilisieren-
de Effekt spezifisch durch chaotrope Anionen einer bestimm-
ten GroBe hervorgerufen. Als besonders effektiv erwies sich
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das Perchloration. Uber die hier erstmalig beschriebene
bemerkenswerte Stabilisierung kurzer, ungeladener Peptide
hinaus konnten unsere Befunde auch fiir die Faltung partiell
helicaler Proteinintermediate von Bedeutung sein. Diese
Intermediate reagieren moglicherweise duBerst empfindlich
auf lokal gebundene Anionen, die dariiber hinaus auch eine
wichtige steuernde Rolle in den komplexen proteinabhéngi-
gen Signaliibertragungswegen spielen konnten.

Experimentelles

Die Peptide wurden nach Lit. [7] synthetisiert und durch wiederholte
préaperative Umkehrphasen-HPLC gereinigt. Alle Substanzen wurden
durch Elektrospray-Ionisierungs(EI)-MS charakterisiert. Die Reinheit
der Peptide ist in allen Féllen groBer 95% (HPLC). Die CD-Spektren
wurden mit einem thermostatierten Aviv-62DS-Circulardichroismus-Spek-
trometer, das nach bekannten Methoden kalibriert wurde, aufgenom-
men.["?l Die pH-Werte wurden bei 20 °C mit einem PHM240-pH-Meter von
Radiometer Copenhagen bestimmt.

In den Hintergrundinformationen sind die Salz- und Sduretitrationskurven
der untersuchten Peptide, die 'H-NMR- und *C-NMR-spektroskopischen
Daten fiir die Peptide 1 und 5 sowie das CD-Spektrum von 3 zu finden.

Eingegangen am 30. April 2001 [Z17020]
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Hydrophilie und Lipophilie von
Cellulose-Kristalloberflichen

Oliver Biermann, Erich Hédicke,
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Cellulose gehort zu den am héufigsten vorkommenden
Biopolymeren und ist ein Ausgangsprodukt fiir viele indus-
trielle Derivate und Produkte. Die Physik und Chemie ihrer
Oberfliache sind wichtig fiir das Verstdandnis der Adhésion an
andere Materialien (z.B. in Nanoverbundwerkstoffen von
celluloseverstiarkten Thermoplasten),l!! der Adsorption aus
Losungen (z.B. in der Papierherstellung)? und von indus-
triellen Verfahren, die von Cellulose-Aufschlaimmungen aus-
gehen (z.B. in Derivatisierungen von Cellulose, wo die
erhaltenen Substitutionsmuster hdufig der Intuition zuwider-
laufen).’] Obwohl wichtig in vielen Bereichen von Chemie,
Biologie und Technik, ist die Celluloseoberfliche nicht gut
verstanden. Die Lage wird noch komplizierter durch das
gleichzeitige Vorliegen verschiedener Phasen in natiirlicher
und verarbeiteter Cellulose. Es gibt drei wichtige kristalline
Phasen: triklin (Typ Ia), monoklin (Typ I5) und Typ II, jede
mit zwei moglichen Oberflachen, dazu wechselnde Anteile
amorphen Materials. Von diesen Phasen ist nicht einmal das
Verhalten der kristallinen Oberflichen gegeniiber Wasser
oder hydrophoben Organika auf molekularer Ebene charak-
terisiert.

Molekulardynamik(MD)-Simulationen mit empirischen
Kraftfeldern beschreiben molekulare Systeme detailliert. Sie
liefern zu experimentellen Befunden komplementére Infor-
mationen unter der Voraussetzung, dass das Kraftfeld realis-
tisch ist, dass das System grofl genug gewidhlt wurde, um
Finite-size-Effekte zu vermeiden, und dass die Simulation
lang genug ist, um den relevanten Phasenraum abzudecken.[!
Zum besseren Verstandnis der Celluloseoberflichen haben
wir daher MD-Simulationen durchgefiihrt. Sie zielen vor
allem auf eine Charakterisierung des Verhaltens von Cellu-
lose gegeniiber Wasser (Hydrophilie/Hydrophobie) und ge-
geniiber den apolaren Gruppen organischer Molekiile (Lipo-
philie/Lipophobie). Unsere Simulationsverfahren liefern die
ortsaufgelosten Freien Energien fiir die Adsorption der
entsprechenden Gruppen, sodass wir Hydrophilie- und Lipo-
philie-Landkarten erzeugen konnen. Eine vergleichende Un-
tersuchung aller moglichen Celluloseoberflichen wére aus
wissenschaftlicher und technologischer Sicht wiinschenswert.
Aus Rechenzeitgriinden miissen wir uns hier aber auf die
beiden moglichen Oberflichen von Cellulose I beschranken.

Experimentell wurde die Oberflidche kristalliner Cellulose
durch Kraftmikroskopie (AFM) abgebildet. Ein wichtiger
Befund ist, dass die Kristallstruktur an der Oberfliche
erhalten bleibt. Dies wird durch die weitgehende Uberein-
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