ZUSCHRIFTEN

9 und 10 wurden analog zu 8 synthetisiert. Die Produkte wurden durch
Zusatz von n-Hexan zum eingeengten Filtrat (9) oder durch Fillung mit n-
Hexan (10) als Feststoffe gewonnen. 9: ¥Si-NMR (CDCLy): 6 = —103.2;
IH-NMR (CDCL): 6 =0.03 (s, 3H, SiCH,), 2.46 (s, 3H, CCH,), 3.35-4.05
(3m, 2H, 1H, 1H, CH,CH,), 4.10 (s, 1 H, (Z)-C=CH,), 4.56 (s, 1H, (E)-
C=CH,), 6.75-7.60 (m, 8H, Aryl); 3C-NMR (CDCL): 6 = 1.6 (SiCH;), 17.0
(CCH,), 46.2 (CH,CH,), 85.8 (=CH,), 119.1, 119.6, 119.8, 120.4, 122.8,
125.8, 126.9, 128.3, 128.8, 134.9, 151.8, 154.2 (Salen-Aryl), 158.1 (=C—N),
167.6 (C=N); Elementaranalyse (%): ber. fiir C;iH,N,0,Si: C 67.83, H
5.99, N 8.33; gef.: C 67.69, H 6.30, N 8.07. 10: *Si-NMR (CDCl;): 6 =
—117.0; '"H-NMR (CDCl,): 6 =2.51 (s, 3H, CH,), 3.35-4.03 (3m, 2H, 1H,
1H, CH,CH,), 4.13 (s, 1H, (Z2)-C=CH,), 4.60 (s, 1H, (E)-C=CH,), 6.75—
760 (m, 8H, Aryl), 5.60-5.75 (m, 3H, CH=CH,); *C-NMR (CDCl,): 6 =
171 (CHy), 46.3, 46.7 (CH,CH,), 86.1 (=CH,), 119.1, 119.7, 1203, 120.4,
122.6, 125.8, 126.4, 128.3, 128.8, 135.0, 151.7, 154.4, Salen-Aryl), 158.1
(=C-N), 168.7 (C=N), 132.7, 138.4 (CH=CH,); Elementaranalyse (% ): ber.
fiir C,yH,oN,0,Si: C 68.93, H 5.78, N 8.04; gef.: C 67.85, H 6.41, N 6.99.

12, 13, 14: Zu einer Losung von 8 (ca. 1 g) in THF (ca. 40 mL) wurde bei
etwa 30°C die stochiometrische Menge der entsprechenden Séure
(CH;SOsH, (NO,);C{H,0OH, C(HsCOOH), gelost in wenig THF, tropfen-
weise unter Rithren zugegeben. Die Verbindungen fielen aus und wurden
iiber eine G3-Fritte abfiltriert, mit wenig THF gewaschen und im Vakuum
getrocknet. 12 und 14 schmelzen ab etwa 200°C unter deutlicher Braun-
farbung/Zersetzung oder zersetzen sich ohne zu schmelzen. 13 schmilzt bei
106°C. 12: Elementaranalyse (% ): ber. fiir C,;H3;N,055SiS: C 61.11, H
5.70,N 5.28; gef.: C 59.80, H 5.76, N 5.66; 3*C-NMR ([D4]DMSO): 6 =19.0
(CHs), 46.0 (CH,CH,), 174.7, 159.2, 150.3, 136.0, 133.0, 130.4, 126.4, 126.2,
120.9, 119.5, 119.2 ppm. 13: Elementaranalyse (% ): ber. fiir C;3H,;N5O,;Si:
C 59.13, H 5.35, N 9.07; gef.: C 59.12, H 524, N 9.03; '*C-NMR
([Dg]DMSO): 6=19.1 (CH,), 46.0 (CH,CH,), 174.7, 160.7, 159.2, 150.4,
141.8, 136.1, 133.0, 130.4, 126.4, 126.2, 125.1, 124.1, 120.9, 119.6, 119.2 ppm.
14: Elementaranalyse (% ): ber. fiir C3sH3N,O5Si: C 70.92, H 6.12, N 4.73;
gef.: C71.52, H 5.65, N 5.38; 3C-NMR ([D¢]DMSO): ¢ =18.3 (CH,), 45.6
(CH,CH,) 172.0, 161.1, 158.2, 134.7, 133.4, 129.7, 1271, 126.4, 125.2, 120.6,
120.1, 117.5 ppm.
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Rontgenstrukturanalysen: Die Messungen wurde mit einem ENRAF-

NONIUS-CAD4-Diffraktometer durchgefiihrt. Losung der Strukturen

mit Direkten Methoden, Methode der kleinsten Fehlerquadrate, alle

Nichtwasserstoffatome wurden anisotrop verfeinert. Die Wasserstoff-

atome wurden in idealisierten Positionen fixiert und nach dem Reiter-

modell isotrop verfeinert. Losung und Verfeinerung der Strukturen
gegen F? mit den Programmen SHELXS-86 (G. M. Sheldrick, Univer-
sitdt Gottingen, 1986) und SHELXL-97 (G. M. Sheldrick, Universitit

Gottingen, 1997). 9: C,,H,(N,O,Si, M,=336.46, gelbes Prisma, 0.4 x

3
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0.3 x 0.3 mm, monoklin, Raumgruppe P2,, a=6.734(1), b =11.540(6),
c=11.051(5) A, B=98.77(1)°, V=848.7(6) A3, Py, =1.317 gcm™3,
F(000) =356, u=1.330 mm™!, keine Absorptionskorrektur, Z=2, 1=
1.54178 A, T=293 K, w/26-Scans, 6769 gemessene Reflexe (—8 <h <7,
—14 <k <14, —13 <1<13), 3508 unabhingige und 3182 beobachtete
Reflexe mit />20(l), 219 Parameter, R =0.0596, wR,=0.1280 (alle
Reflexe), Restelektronendichte 0.529 und —0.303 eA*{ Flack-Para-
meter 0.00(3). 8: C,;H,,N,0,Si, M, =398.53, blassgelber Kristall, 0.6 x
0.4 x 0.4 mm, monoklin, Raumgruppe P2, a=8.795(1), b =11.491(1),
c=10.739(1) A, p=112.90(2)°, V=999.8(2) A3, Py, =1.324 gcm3,
F(000) =420, x=1.219 mm~!, keine Absorptionskorrektur, Z=2, 1=
1.54178 A, T=293 K, w/26-Scans, 5022 gemessene Reflexe (—11<h <
11, —6 <k <14, —13 <1<13), 2517 unabhingige und 2108 beobach-
tete Reflexe mit 7>40(I), 271 Parameter, R=0.0533, wR,=0.1013
(alle Reflexe), Restelektronendichte 0.348 und —0.231 ¢ A3, Flack-
Parameter —0.04(4). CCDC-171307 (9) und CCDC-165814 (8) ent-
halten die ausfiihrlichen kristallographischen Daten zu dieser Ver-
offentlichung. Die Daten sind kostenlos iiber www.ccdc.cam.ac.uk/
conts/retrieving.html erhéltlich (oder kénnen bei folgender Adresse in
GroBbritannien angefordert werden: Cambridge Crystallographic
Data Centre, 12, Union Road, Cambridge CB21EZ; Fax:
(+44)1223-336-033; oder deposit@ccdc.cam.ac.uk).

[6] Die Messung wurde mit Cug,-Strahlung durchgefiihrt, 1661 Friedel-

Paare gemessen (89.9 %), Flack-Parameter 0.00(3).
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Modulare Bausteine fiir die Aminosiure-
Erkennung in Peptiden

Mark Wehner und Thomas Schrader*

Die selektive molekulare Erkennung kurzer Peptidsequen-
zen ist von fundamentaler Bedeutung fiir viele natiirliche
Regulationsprozesse. So bindet das natiirliche Antibiotikum
Vancomycin fest an das C-terminale D-Ala-D-Ala-Fragment
in Peptiden, die in Bakterien fiir die Zellwand-Biosynthese
genutzt werden,'l und zahlreiche Zell-Zell-Erkennungspro-
zesse beruhen auf der Erkennung der RGD-Sequenz.P!

Bei den ersten Versuchen zur Nachahmung der natiirlichen
hochwirksamen Peptidwirte durch kiinstliche Strukturen
wurde die konformative Freiheit des Wirtmolekiils durch
Bildung einer Spalte (Rebek et al.), eines Makrocyclus (Still
et al.) oder sogar eines Hohlraums (Still et al.) beschréinkt; die
spezifischen Haftgruppen stammten oft aus (nicht)natiirli-
chen Aminosiuren.’l Mehrere Arbeitsgruppen haben Rezep-
tormolekiile fiir wichtige Sekundirstrukturen geschaffen, die
in Peptiden und Proteinen auftreten. So konnen a-helicalel
und S-Faltblattbl-Bereiche von Polypeptiden durch syntheti-
sche Liganden mit einem komplementdren Wasserstoffbrii-
ckendonor- und acceptormuster erkannt werden. In den
letzten Jahren wurde durch Methoden der kombinatorischen
Chemie ein beachtlicher Fortschritt erreicht.["]

[*] Prof. Dr. T. Schrader, M. Wehner
Fachbereich Chemie der Universitét
Hans-Meerwein-Strafie, 35032 Marburg (Deutschland)
Fax: (+49)6421-28-28917
E-mail: schradet@mailer.uni-marburg.de
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Ortsspezifische Proteasen wie Thrombin, Trypsin und viele
andere verfiigen iiber eine flache Mulde zur effizienten
Erkennung des Riickgrats des zu spaltenden Peptids in seiner
gestreckten Konformation. Diese Anordnung wird kombi-
niert mit einer spezifischen Bindungstasche fiir die Seiten-
kette der Zielaminosédure und definiert so die Spaltungsstelle.
Wir fragten uns, ob solch ein rationales Design auch in der
kiinstlichen Peptiderkennung genutzt werden konnte: Kann
man einen Baukasten mit Modulen schaffen, von denen jedes
einzelne eine bestimmte Aminosdure oder besser noch eine
kurze Sequenz in peptidischer Umgebung erkennt?

Kiirzlich berichteten wir iiber die Stabilisierung kleiner
Peptide in der B-Faltblattkonformation”) und zeigten, dass
N-acylierte 3-Aminopyrazole mit jedem verfiigbaren Wasser-
stoffbriickendonor (D) und -acceptor (A) auf der Oberseite
eines Dipeptids wechselwirken. Mit einem dieser Heterocyc-
len konnen zwei aufeinander folgende Aminosiduren ver-
klammert werden, wobei sich drei anndhernd lineare Wasser-
stoffbriicken mit der DAD-Sequenz bilden (Abbildung 1).
Dieser Erkennungsprozess fixiert gleichzeitig das Peptid in
der thermodynamisch giinstigen [-Faltblattkonformation.
Auf diese Weise wurden kleine, 16sliche Modelle fiir diese
wichtige Sekundirstruktur hergestellt.

Abbildung 1. j-Faltblatt-Stabilisierung mit Aminopyrazolen — Dreipunkt-
haftung einer Dipeptid-Oberseite durch das DAD-Muster des Aminopy-
razols. Links: Lewis-Struktur; rechts: Modell auf Basis von Molekiilme-
chanik-Rechnungen (Cerius?, Molecular Simulations, Dreiding 2.21).

In einem p-Faltblatt zeigen die N-H- und die C=O-
Bindungen des Riickgrats nach oben und nach unten, wih-
rend die Aminosdurereste R horizontal in einer wohldefi-
nierten Anordnung stehen. Diese vororientierte Anordnung
war unser Ausgangspunkt fiir ein neues modulares Konzept
fiir Peptidrezeptoren: Wenn es moglich wére, am Aminopy-
razol einen U-formigen Substituenten anzubringen, der an
seiner Spitze eine geschickt platzierte Haftgruppe tragt,
konnte diese zur Seitenkette der entsprechenden Aminoséure
herunterreichen und so zu einer zusitzlichen spezifischen
nichtkovalenten Wechselwirkung fithren. Mit einer auswech-
selbaren Spitze konnten verschiedene Haftgruppen in die
Basiseinheit des Peptidrezeptors eingefithrt werden. Dies
wiirde zu einem Baukasten mit Bausteinen fiihren, die
zwischen den typischen Klassen von Aminosduren unter-
scheiden konnen. Unseres Wissens gibt es bis heute kein
derartiges rational entworfenes System von Peptidrezeptoren.

Fiir den U-formigen Spacer wihlten wir das Geriist der
Kemp-Tricarbonsdure, weil es aulergewohnlich starr ist und
seine Chemie gut bekannt ist.®! Zwei Carboxygruppen
wurden dazu bestimmt, die monoacylierte 3,5-Diaminopyra-
zol-Einheit als Imidfunktion zu tragen, wéhrend die dritte an
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ein Anilinderivat mit der richtigen Haftgruppe in m-Position
gekuppelt werden konnte. Schema 1 zeigt die allgemeine
Struktur der Bausteine: Die Imid- und auch die benachbarte
Aminopyrazol-Einheit liegen beide in derselben Ebene und
sind iiber eine intramolekulare Wasserstoffbriicke miteinan-
der verkettet.
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Schema 1. Entwurf von modularen Bausteinen fiir die Peptiderkennung.
Rechts: die U-formige Kemp-Tricarbonsdure bringt die Rezeptorspitze X
nahe an den charakteristischen Rest Y der Aminosdure im Peptid heran.

Bei der Synthese muss darauf geachtet werden, dass man
die drei Aminogruppen des 3,5-Diaminopyrazols ohne iiber-
triebenen Einsatz von Schutzgruppen chemoselektiv behan-
deln kann. Wir beginnen mit der Imidbildung zwischen dem
monotrifluoracetylierten Diaminopyrazol 1 und dem Anhy-
drid der Kemp-Tricarbonsdure (Schema 2). Die Imid-Zwi-
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Schema 2. Synthese der Wirte 3-6; a) Toluol, 110°C (—H,0); b) Boc,0,
90°C; c) m-Aminobenzolderivat, PyCloP, 50°C, CHCl;; d) Kieselgel,
(=Boc); a)-d) 17-22% Gesamtausbeute. Boc = tert-Butoxycarbonyl,
PyCloP = Chlortris(pyrrolidin-1-yl)phosphoniumhexafluorophosphat.

schenstufe 2 muss N-Boc-geschiitzt werden, damit nachfol-
gend das Anilinderivat angekniipft werden kann. Der kri-
tischste Schritt ist die Einfithrung des Anilins mit der
Haftgruppe. Obwohl dabei nur eine Amidbindung gebildet
werden muss, enthidlt das Produkt dieser Kupplungsreaktion
zwei aromatische Ringe in einer Distanz von 2.6 A und
darunter. Wir waren schlieBlich mit PyCloP erfolgreich,
allerdings nur bei 50°C in Chloroform. Bei der anschlieen-
den sdulenchromatographischen Reinigung wird auch die
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Boc-Gruppe abgespalten, sodass direkt die gewiinschten
Produkte 3-6 erhalten werden.

Mit dieser Methode konnten m-Ethylanilin, m-Aminoace-
tophenon, m-Aminobenzoesdurebenzylester und sogar m-
Aminonitrobenzol an das Imid-Zwischenprodukt 2 gekuppelt
werden. Der Benzylester wurde schlieBlich hydrogenolytisch
gespalten und die entstandene freie Sdure in das Tetrabutyl-
ammoniumsalz 6 iiberfithrt — die Haftgruppe fiir basische,
kationische Aminosdurereste. Das m-Aminoacetophenon 4
stellt ein Wirtmolekiil fiir OH- und SH-haltige Aminosduren
dar, das m-Aminonitrobenzol 5 sollte elektronenreiche Ami-
nosduren auswihlen, und das m-Ethylanilin 3 dient als
Bezugssubstanz mit einem vergleichbaren rdumlichen An-
spruch, die jedoch nur zur Erkennung des Peptidriickgrats
geeignet ist.

Die Verbindungen 3-6 gehoren zu den ersten Derivaten
der Kemp-Tricarbonsdure mit zwei aromatischen Substituen-
ten.”! Da beide Arylreste unsymmetrisch sind, treten zwei
Konformere auf, die sich prinzipiell in ihren spektroskopi-
schen Eigenschaften unterscheiden sollten. In den 'H- und
BC-NMR-Spektren von 3—6 wird jedoch stets nur ein Signal-
satz beobachtet. NOESY-Spektren von 4 weisen auf zahlrei-
che Kontakte zwischen den Alkylsubstituenten des Cyclohe-
xangeriists hin, aber nur auf einen einzigen zwischen den
beiden aromatischen Ebenen, die einander sehr nahe stehen
sollten. Demgeméaf wird in der produktiven Konformation
auch nur ein einziger H,H-Abstand <4.5 A berechnet; dies ist
genau der aus dem NOESY-Experiment ermittelte (3.2 A;
Abbildung 2).

Rotation

!

Abbildung 2. NOE-Kontakte im Wirt 4 und mogliche Rotation um die
trans-Amidbindung. Die produktive Konformation ist auf der rechten Seite
gezeigt; Doppelpfeile weisen auf reziproke NOE-Kreuzpeaks hin. Die
beiden abgebildeten Konformere stellen die mit Abstand energiegiinstigs-
ten Strukturen dar, die unter allen anderen Geometrien wihrend der
Konformationssuche gefunden wurden.['s]

Ein Selbstassoziations-Experiment mit 4 wurde in Chloro-
form iiber einen Konzentrationsbereich von 1072m bis 10~3m
durchgefiihrt. In diesem Bereich, der auch spéter fiir die
NMR-Titrationen verwendet wurde, konnte bei keinem Pro-
tonensignal des Wirts ein Komplexierungs-induzierter Shift
festgestellt werden. Offensichtlich verhindert das sterisch
anspruchsvolle U-Stiick wirksam die Dimerisierung der
Rezeptormolekiile.

Von den einfachen acylierten Aminopyrazolen wussten wir,
dass gestreckt vororientierte Dipeptide die hochsten Assozia-
tionskonstanten lieferten. Im Gegensatz zu allen bisherigen
Experimenten bewirkte unsere neue Bezugsverbindung 3
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keine komplexierungsinduzierten Shifts, nachdem sie zu N/C-
geschiitztem Divalin gegeben wurde. Die beiden 2-Propyl-
reste der Valine scheinen sterisch einfach zu anspruchsvoll zu
sein, um eine Komplexierung mit der Aminopyrazol-modifi-
zierten Kemp-Tricarbonsdure zu erlauben. Diese Ansicht
wird auch durch Kraftfeldrechnungen gestiitzt.

Zu unserer Freude stellte der Ersatz von Valin durch
Alanin die erwarteten Tieffeldshifts des NH-Protons auf der
Peptidoberseite wieder her. Eine Job-Auftragung!'”! (Abbil-
dung 3) bestitigte die gewiinschte 1:1-Stochiometrie, und
NMR-Titrationen in CDCl, lieferten Assoziationskonstanten

a) 020,
0.18 |
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Ad 9.10
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
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Cyin /M ——>
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Abbildung 3. a) Job-Diagramm fiir die Komplexbildung von 6 mit Ac-
Orn-Ala-OMe. b) NMR-Titrationskurve fiir die Komplexbildung von 6 mit
Ac-Orn-Ala-OMe.

unter 100M~' (Ac-Ala-Ala-OMe/Ac-Phe-Ala-OMe).[" Diese
Zahlen sind relativ niedrig, aber sie miissen auch unterhalb
derer fiir valinhaltige Dipeptide liegen, denn Alanin hat eine
hohere Tendenz zur Bildung einer a-Helix als zur Bildung
eines (-Faltblatts. Zum Vergleich titrierten wir die beiden
oben genannten alaninhaltigen Dipeptide mit dem besten j-
Faltblattliganden, den wir frither entwickelt hatten, und
erhielten genau dieselben Werte (Tabelle 1).

In Molekiilmechanik-Rechnungen (MacroModel 7.0,
OPLS-AA —Kraftfeld) geht das Riickgrat eines serinhaltigen
Dipeptids im Sinne einer Dreipunkthaftung einen Komplex
mit dem trifluoracetylierten Aminopyrazol ein (Abbil-
dung 4). Dadurch kommt die Serin-Hydroxygruppe nahe an
die Acetophenon-Carbonylgruppe, und es bildet sich eine
relativ starke neue Wasserstoffbriicke.

Zuerst testeten wir unser neues Rezeptormodul fiir Serin:
Die NMR-Titration mit Dialanin ergab einen K,-Wert von
80m~!, in guter Ubereinstimmung mit der Bezugsverbindung.
Als Ac-Ser-Ala-OMe durch 4 gebunden wurde, beobachteten
wir jedoch einen elffachen Anstieg von K, auf 900m~1. Eine
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Tabelle 1. Assoziationskonstanten K, [M~'] fiir die Komplexbildung der Wirte
3-6 mit verschiedenen Dipeptiden.?

Wirt Standard selektive Bindung Spezialfille

Trifl AMP®! Ala-Ala: 501 - Phe-Ala: 40

Bezug 3 Orn-Ala: 280 Ala-Ala: 70 Phe-Ala: <40
XH-Binder 4 Ala-Ala: 80 Ser-Ala: 900 Ser-Val: keine Shifts
Aren-Binder 5 - Phe-Ala: 350 Ala-Phe: keine Shifts

Kation-Binder 6 Propylamin: 490 Orn-Ala: 2360 -

[a] Die Assoziationskonstanten wurden durch NMR-Titrationen in CDCl;
bestimmt. Alle Dipeptide wurden als N-Acetylmethylester geschiitzt. Die
Komplexstochiometrie war immer 1:1, sofern nicht anders angegeben.
[b] TriflAMP = 3-Trifluoracetylamino-5-methylpyrazol. [c] Fehler wurden als
Standardabweichungen aus der nichtlinearen Regression bestimmt; sie be-
wegten sich iiblicherweise zwischen 10 und 40% (Ausnahme: sehr schwache
Bindung).

Abbildung 4. Ergebnis der Monte-Carlo-Simulation der produktiven
Komplexgeometrie bei der sequenzselektiven Bindung von Serinylalanin-
haltigen Dipeptiden durch 4.

Job-Auftragung bestitigte auch hier die Bildung eines 1:1-
Komplexes.'”! Die Einfiihrung eines zusitzlichen Wasser-
stoffbriicken-Acceptors in das starre Geriist des Rezeptor-
moduls bewirkt also einen deutlichen Anstieg der Freien
Bindungsenthalpie fiir ein serinhaltiges Dipeptid, aber nicht
fiir Dialanin.

Als reprisentatives Beispiel fiir elektronenreiche aromati-
sche Aminosduren testeten wir Phenylalanin in einer pepti-
dischen Umgebung. Mit der Bezugsverbindung 3 und Ac-Phe-
Ala-OMe wurde ein K,-Wert von <40M~! gemessen, wieder
ein Hinweis auf die sterische Abstoung des Benzylrests
durch das Kemp-Tricarbonsidurederivat. Als unser m-Nitro-
anilin-gestiitztes Rezeptormodul fiir aromatische Aminosiu-
ren 5 mit Ac-Phe-Ala-OMe titriert wurde, konvergierte die
nichtlineare Regression der Bindungskurven mehrerer Pro-
tonensignale iibereinstimmend bei einem K,-Wert von
350m~!. Erneut wurde die Komplexstochiometrie anhand
einer Job-Auftragung zu 1:1 berechnet. Diesmal wurde der
neunfache K,-Anstieg von markanten Hochfeldshifts fiir die
aromatischen Protonen von Gast und Wirt begleitet, ein
deutlicher Hinweis auf n-Stapel-Wechselwirkungen. Wir
konnten so zeigen, dass ein Nitroaren an der richtigen Stelle
im starren Rezeptor den Komplex von 5 mit einem phenyl-
alaninhaltigen Dipeptid erheblich verstarkt.

Bei der Proteinerkennung bilden basische Aminosduren oft
Ionenpaare mit Carboxygruppen, z.B. von Aspartaten oder
Glutamaten. Diese Wechselwirkungen sind in unpolaren

Medien im Allgemeinen viel stirker als einfache Wasserstoff-
briicken. Um zu vermeiden, dass solch ein Ionenpaar die
Riickgraterkennung durch das Aminopyrazol iibersteuert,
wihlten wir fiir die basische Aminosdure ein Gegenion, das
selbst mit dem Alkylammoniumion eine starke ionenpaar-
verstdrkte Wasserstoffbriicke eingeht. Deshalb bauten wir die
kurze basische Aminosdure Ornithin als Acetatsalz in das
alaninhaltige Dipeptid Ac-Orn-Ala-OMe ein.'¥ Jetzt muss
der Benzoatrest von 6 mit dem Acetat-Gegenion des Orni-
thins im Dipeptid konkurrieren. Wéhrend der NMR-Titration
verschoben sich ungewohnlich viele Protonensignale mit
Adg,~-Werten von bis zu 1 ppm (Abbildung 5). Das breite

Abbildung 5. Links: Monte-Carlo-optimierte Struktur von 6@Ac-Orn-
Ala-OMe in Chloroform (1000 Schritte). Rechts: Pfeile deuten auf Atome
von Wirt und Gast, fiir die bei der Titration Komplexierungs-induzierte
Shifts beobachtet wurden.

Ammonium-Signal sowie die Signale fiir die benachbarte
Methylengruppe und auch beide ortho-Protonen neben dem
Benzoatrest im Wirt zeigten ausgepréigte Komplexierungs-
induzierte Shifts, die die Bildung des neuen lonenpaars
anzeigen. Auch das Signal fiir das NH-Proton auf der
Peptidoberseite verschob sich drastisch um ca. 1 ppm. Die
nichtlineare Regression verschiedener Bindungskurven von
Wirt- und Gastsignalen ergab Assoziationskonstanten um
2400M~1; die 1:1-Stochiometrie wurde wieder mit einer Job-
Auftragung nachgewiesen (Abbildung 3). Als Kontrollexperi-
ment titrierten wir 6 mit n-Propylammoniumacetat und
fanden einen K,-Wert von 490m~! fiir die Bildung der
Salzbriicke. Der Unterschied zwischen den beiden letzten
Werten muss auf die Riickgraterkennung des Peptids durch 6
zuriickzufiihren sein. Er beweist experimentell, dass beide
Erkennungsprozesse bei der Aggregatbildung von 6 mit Ac-
Orn-Ala-OMe gleichzeitig ablaufen. Dieses Peptid wurde
auBerdem mit der Bezugsverbindung 3 titriert, wobei eine
relativ niedrige Bindungskonstante von ca. 280M~! ermittelt
wurde. In diesem Fall ist jedoch nicht klar, ob das Aminopy-
razol mit dem Peptidriickgrat oder mit dem Alkylammonium-
acetat-Ionenpaar reagiert. In jedem Fall wurde eine Bevor-
zugung von ca. 9:1 fiir die selektive Erkennung von Ornithin
durch das anionische Rezeptormodul 6 nachgewiesen. So
fiihrt die Befestigung einer giinstig platzierten Benzoatfunk-
tion am starren Rezeptormodul zu einer zuséitzlichen Ionen-
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paar-verstarkten Wasserstoffbriicke mit einer représentativen
basischen Aminosédure.

Direkte Informationen iiber die Peptidkonformation kon-
nen aus Karplus-Analysen der H(N)-H(a-C)-Kopplungskon-
stanten erhalten werden, die mit dem charakteristischen
Diederwinkel 0 korrelieren.') Wir untersuchten Komplexe
aus den drei Wirten mit zusétzlichen Haftgruppen und ihren
jeweils besten Peptid-Bindungspartnern. Die Zugabe der
Wirte 3-6 zur Peptidlosung fiihrte stets zu schérferen
Signalen und in den meisten Fillen zu 3J-Werten, die gegen-
iiber denen der freien Peptide erhoht waren und sich den
berechneten Werten fiir die reinen Komplexe niherten.

Wir haben hiermit gezeigt, dass durch rationales Design
Peptidrezeptoren entwickelt werden konnen, die einige der
wichtigsten Klassen von Aminosiuren in peptidischer Um-
gebung selektiv binden. Gegenwirtig arbeiten wir an der
selektiven Erkennung saurer und unpolarer Aminoséuren in
Peptiden. In einigen Fillen ist die Komplexbildung so emp-
findlich gegen sterische Faktoren, dass ein Rezeptormodul
das Dipeptid mit umgekehrter Sequenz vollkommen ablehnt.
So wird z.B. Ac-Ala-Phe-OMe iiberhaupt nicht komplexiert.
Modelling-Studien legen nahe, dass nur eine bestimmte
gegenseitige Ausrichtung der beiden Bindungspartner pro-
duktiv ist, wiahrend die andere sterisch gehindert zu sein
scheint. In diesem Sinne untersuchen wir gegenwirtig die
Sequenzselektivitit der anderen und neuer Rezeptormodule.
Zum besseren Vergleich behielten wir fiir die andere Ami-
nosdure in den meisten Féllen ein Alanin im Peptid. Es wird
interessant sein, ob groflere Reste als die kleine Methylgrup-
pe tiberhaupt toleriert werden. Ein erster Hinweis kommt aus
der Titration von Ac-Ser-Val-OMe mit unserem Serin-Binder
4: Keine Komplexierungs-induzierten Shifts sind zu sehen,
obwohl dasselbe Dipeptid mit C-terminalem Alanin mit einer
hohen Assoziationskonstante von 900M~! gebunden wurde.

In Zukunft wollen wir zwei oder mehr dieser Fragmente
iiber spezifische kovalente Linker miteinander verbinden, um
die sequenzselektive Erkennung von Tetra- und Pentapepti-
den in polarer Losung zu erreichen. Mit diesen Rezeptormo-
dulen sollte es moglich werden, an bestimmte essentielle
Erkennungsmotive in Peptiden und Proteinen anzudocken.
Dies konnte fiir die Proteinmarkierung, ihren Schutz oder
auch die allosterische Inhibierung von Enzymen genutzt
werden.
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Synthese und Struktur von Na;N

Dieter Fischer und Martin Jansen*

Bei den bindren Nitriden der Alkalimetalle findet man
einen der ausgeprigtesten Homologiebriiche im Perioden-
system. Wihrend sich Li;N bereits bei Raumtemperatur
spontan aus den Elementen bildet,[!! sind zahlreiche Versu-
che, hohere Homologe wie Na;N oder K;N herzustellen,
bisher fehlgeschlagen. In der Literatur beschriebene Erfolgs-
meldungen haben sich nicht reproduzieren lassen.?

Bei den bisherigen Anldufen zur Herstellung von Na;N
oder K;N wurden entweder die Azide gezielt zersetzt (in
Ammoniak) oder fein verteiltes Metall mit Stickstoff einer
elektrischen Entladung ausgesetzt.>* Besonders die zweite
Vorgehensweisen ldsst das Bemiihen erkennen, die Elemente
in moglichst aktivierter Form zur Reaktion zu bringen. Die
bestmogliche Aktivierung wire allerdings erst dann erreicht,
wenn einzelne Atome der Elemente nach Vereinigung im
gewlinschten Verhéltnis umgesetzt wiirden. Genau von die-
sem Gedanken haben wir uns bei der nunmehr erfolgreichen
Synthese von Na;N leiten lassen.

Bei der experimentellen Umsetzung haben wir die einzel-
nen Komponenten (hier Na, N,) separat in einer Vakuum-
kammer atomar in die Gasphase iiberfiihrt und in statistischer
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