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Organisation von Peptid-Helices

Molekulare Architektur mit funktionalisierten
f-Peptid-Helices**

Arndt M. Briickner, Pradip Chakraborty, Samuel
H. Gellman* und UIf Diederichsen*

Professor Lutz E Tietze gewidmet

Helicale Sekundérstrukturen spielen eine zentrale Rolle fiir
die Architektur von Proteinen. In vielfacher Weise sind sie an
Erkennungs- und Bindungsprozessen zwischen Proteinen
oder Proteinen und Nucleinsiuren beteiligt.!! Dariiber
hinaus wird die Organisation von Peptidhelices zu Biindeln
gewohnlich in membranstidndigen Doménen von Transmem-
branproteinen und vielen 16slichen Proteinen beobachtet.™
Peptidhelices konnen als Template zur spezifischen Organisa-
tion von Peptiden bei der Ligation genutzt werden.®! Das
Design amphiphiler Helices ist wichtig fiir Modellstudien
dieser komplexen biomolekularen Wechselwirkungen.®* Im
Falle von a-Peptiden werden etwa 15-20 Aminosduren fiir
eine signifikante Ausprigung helicaler Sekundérstrukturen in
wissriger Losung bendtigt. Demgegentiiber geniigen bereits
sechs -Aminosduren fiir eine betriachtliche Population der
14-Helix-Konformation eines p-Peptids.”] Diese B-Peptid-
Helix ist durch etwa drei Aminosédureeinheiten pro Windung
und eine Ganghohe von 5 A gekennzeichnet. Bevorzugt wird
die 14-Helix von 3-Aminosduren gebildet, deren Seitenketten
jeweils mit der B-Position verkniipft sind (f*-Reste). Insbe-
sondere haben sich $-Cyclohexanaminocarbonsduren als gute
Stabilisatoren der Helix-Konformation erwiesen. Wasser-
stoffbriicken zwischen N-H- und C=O-Funktionalitidten im
B-Peptid-Riickgrat bilden 14-gliedrige Ringe.”” Wegen ihrer
repetitiven Struktur eignet sich die 14-Helix hervorragend als
Gertist fiir die definierte rdumliche Ausrichtung von Erken-
nungseinheiten, die als J-Aminosdure-Seitenketten prédsen-
tiert werden.

In Studien zum Aufbau kiinstlicher Tertidrstrukturen aus
Helixbiindeln wurde kiirzlich gezeigt, dass ein amphiphiles [3-
Peptid-Dekamer in Wasser aufgrund hydrophober Wechsel-
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wirkungen zwischen den Helices kleine 16sliche Aggregate
bildet.! Aufbauend auf diesem Konzept sollte es moglich
sein, kleine B-Peptid-Helices durch Nucleobasenpaarung zu
organisieren, um so die Geometrie, Stochiometrie und
Spezifitdt der Selbstassoziation besser steuern zu konnen.
Wir berichten hier tiber das Design 14-helicaler 3-Peptide mit
Nucleobasen in den Seitenketten als Erkennungseinheiten
sowie tiber Untersuchungen zur Sekundérstruktur und zur
Organisation durch Nucleobasenpaarung.

Es wurden Nucleo-f-aminosduren enthaltende 3-Peptide
hergestellt,[s] wobei zunichst zu bestimmen war, ob die 14-
Helix wie erwartet in wissrigem Puffer gebildet wird (10 mm
Tris-HCI, pH 7.6). AnschlieBend wurde die durch Nucleoba-
senpaarung induzierte Helixaggregation untersucht.”] Die
Nucleo-B-aminosduren  (§)-y-(Guanin-9-yl)-pf-homoalanin
(H-p-HalG-OH), (S)-y-(Cytosin-1-yl)-f-homoalanin (H-f-
HalC-OH), (S)-y-(Adenin-9-yl)-B-homoalanin (H-B-HalA-
OH), (S5)-y-(Thymin-1-yl)-f-homoalanin (H-f-HalT-OH)
und (S)-y-(1-Methylguanin-9-yl)-f-homoalanin (H-p-

Hal™*G-OH) wurden als Basenpaar-Erkennungseinheiten
eingebaut,'”! und zwar sequenziell in jede dritte Position,
sodass die Nucleobasen entlang einer Flanke der resultieren-
den 14-Helix aufgereiht sind (Abbildung 1). Die beiden
jeder

verbleibenden Positionen 14-helicalen Windung

Abbildung 1. Modell der erwarteten [3-Peptid-Helixaggregation durch
antiparallele Nucleobasenpaarung im Watson-Crick-Modus.

wurden mit (1R,2R)-2-Aminocyclohexancarbonsiure
(ACHC) und B*-(R)-Homolysin aufgefiillt, wobei ACHC die
Bildung einer 14-Helix unterstiitzt® und p*-(R)-Homolysin
die Wasserloslichkeit der Oligomere gewihrleisten soll.!'!)
Zudem wurde aus pridparativen Griinden das Harz mit (-
Homoglycin (H--HGly-OH) beladen. Die Primérstrukturen
der synthetisierten Oligomere mit den Sequenzen CGCG (1),
CGC (2), GCG (3), C'™GC (4), MGC™G (5), ATCA (6)
und TGAT (7) sind in Abbildung 2 dargestellt. Die Grofe
dieser B-Peptide mit 10 bzw. 13 f-Aminosduren Linge sollte
ausreichen, um die 14-Helix-Sekundirstruktur hinreichend zu
populieren. Nach Maruzen-Modellbetrachtungen!'? ist eine
antiparallele Assoziation dieser -Peptide durch Bildung von
Wasserstoffbriicken zwischen komplementéiren Nucleobasen
im Watson-Crick-Modus moglich.

Die mit der Entpaarung von DNA- oder RNA-Doppel-
stringen einhergehende kooperative Entstapelung der
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H-(B-HLys-B-HalC-ACHC-B-HLys-B-Hal "*G-ACHC-B-HLys-B-HalC-ACHC-B-HGly)-NH, (4)
H-(B-HLys-B-Hal""*G-ACHC-B-HLys-B-HalC-ACHC-B-HLys-B-Hal"*G-ACHC-B-HGly)-NH, (5)
H-(B-HLys-B-HalA-ACHC-B-HLys-B-HalT-ACHC-B-HLys-B-HalC-ACHC-B-HLys-B-HalA-ACHC-B-HGly)-NH, (6)
H-(B-HLys-B-HalT-ACHC-B-HLys-B-HalG-ACHC-B-HLys-B-HalA-ACHC-B-HLys-B-HalT-ACHC-B-HGly)-NH, (7)

Abbildung 2. Durch Festphasenpeptidsynthese hergestellte Oligomere 1-7.

Nucleobasen fiihrt zu einer sigmoiden Zunahme der UV/Vis-
Absorption bei steigender Temperatur (Hyperchromie,
A.).¥ Die entsprechenden UV-spektroskopischen Daten
des Oligomers CGCG (1) lassen bei einer Stabilitédt von Ty, >
80°C (11 pm B-Peptid, Abbildung 3 a) eine sehr starke Selbst-
assoziation erkennen. Um innerhalb des verfiigbaren Tempe-
raturbereichs eine vollstindige Entpaarung beobachten zu
konnen, wurden die kiirzeren, komplementiren Oligomere
CGC (2) und GCG (3) untersucht. Der bei 215nm im

Circulardichroismus(CD)-Spektrum  einer  dquimolaren
Mischung der Oligomere 2 und 3 auftretende starke Cotton-
Effekt ist im Finklang mit der Bildung einer rechtsgéngigen
14-Helix-Sekundérstruktur in wiéssriger Losung (Abbildung
3b), wie es fiir zahlreiche p-Peptide berichtet wird.>7-14
Ferner wurde ein starker positiver Cotton-Effekt bei 270 nm
ermittelt, der zuvor noch nicht bei -Peptiden beobachtet
wurde und vermutlich von einer bevorzugten Orientierung
der Nucleobasen in Bezug auf das chirale f-Peptid-Riickgrat
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Abbildung 3. Temperaturabhingige UV- und CD-Spektren der -Peptide 1-3 in wissrigem Puffer (10 mm Tris-HCl, pH 7.6). Die Selbstaggregation
G/C-haltiger Oligomere wird durch die oberen Schmelzkurven angezeigt. Die Wechselwirkungen in dquimolaren Mischungen der Oligomere 2 und
3 fithren zu den unten dargestellten temperaturabhingigen UV- und CD-Spektren.
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herriihrt. Prinzipiell konnte diese Ausrichtung der Nucleoba-
sen entweder der Basenpaarung in Doppelstringen oder
hoheren Aggregaten zugeschrieben werden oder einfach auf
Stapelungswechselwirkungen der Nucleobasen innerhalb
einer einzelnen 14-Helix beruhen.

Die temperaturabhéngigen UV-Daten der getrennt von-
einander vermessenen Oligomere 2 (CGC) und 3 (GCG)
weisen jeweils auf Selbstassoziation hin (Abbildung 3c¢). Fiir
das B-Peptid 2 wurde eine kooperative Entstapelung mit
einem T,-Wert von 43°C (A,=2%, 10 um) gefunden,
wihrend die UV-Kurve des Oligomers 3 als sigmoide
Zunahme der Absorption mit einer Stabilitdt von 7,,=52°C
(A=14%, 12 um) interpretiert werden kann. Fiir die
dquimolaren Mischungen der (-Peptide 2 und 3 wurden
sigmoide Schmelzkurven mit ausgezeichneter Reversibilitét
erhalten, wie sie fiir komplementére Oligonucleotide typisch
sind. Die Stabilitdten der in den dquimolaren Mischungen der
B-Peptide 2 und 3 gebildeten Komplexe sind konzentrations-
abhingig und weisen T,-Werte zwischen 47.5 und 62.0°C
(A, =5%, 827 um) auf (Abbildung 3d).

Die Bildung von Doppelstrangen wurde auch durch ESI-
Massenspektrometrie  untermauert. Die beobachteten
[(2M)*+3 H]-Signale der Oligomere 1-3, die bei Verwen-
dung einer wissrigen, auf +1°C vorgekiihlten Losung des
jeweiligen Oligomers erhalten wurden, weisen auf die Bil-
dung von Homodimeren hin. Die diquimolare Mischung der
komplementéren Oligomere 2 und 3 ergab Signale der Ionen
[(My+M;)**+3H] sowie der jeweiligen Tochterionen
[M;**+2H] und [M;"+H], deren Instensitit zehnfach hoher
war als die der Duplex-Signale [(2M)**+3H].

Das Design der Oligomere 2 und 3 wurde im Hinblick auf
die Bildung eines 1:1-Duplexes gewihlt. Die bisher auf-
gefithrten Daten liefern jedoch keinen eindeutigen Beleg
fiir Basenpaarung oder die Bildung von Doppelstrangen.
Die Selbstpaarung von 2 und/oder 3 konnte die Hetero-
dimer-Paarung verhindern. Dariiber hinaus ist es mdglich,
dass hohere Aggregate die ermittelten hohen T,-Werte
verursachen. Ein &hnlicher Effekt wurde fiir a-pep-
tidische CGCG-Oligomere mit linearer Topologie beobach-
tet.’)

Um zu bestimmen, ob eine Wasserstoffbriicken-vermit-
telte Paarung der Nucleobasen wichtig fiir die beobachtete
Selbstassoziation der B-Peptidhelices ist, wurden die Oligo-
mere 4 (C*™GC) und 5 (*MGC™°G) synthetisiert. Diese
unterscheiden sich von den Oligomeren 2 und 3 nur in der 1-
Methylierung der Guanin-Nucleobasen, wodurch Basenpaa-
rung iiber die Watson-Crick-Seite verhindert wird. Auch fiir
die Oligomere 4 und S wurde mithilfe der CD-Spektroskopie
die Bildung der Sekundéirstruktur beobachtet, die wahr-
scheinlich der einer 14-Helix entspricht (Maximum bei 215
nm in Abbildung4a; nur Ergebnisse der &quimolaren
Mischung gezeigt). Hingegen liefert die temperaturabhingige
UV-Spektroskopie keinen Hinweis auf Wechselwirkungen
zwischen den Helices (Abbildung 4b). Die CD-Spektren bei
niedrigen Temperaturen lassen mit einem Maximum um 270
nm auf eine bevorzugte Orientierung der Nucleobasen in
Bezug auf die Helix schlie3en, jedoch ist die Abnahme der
Intensitédt des Cotton-Effektes bei 270 nm mit zunehmender
Temperatur linear und zeigt nicht das sigmoide Muster, das
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Abbildung 4. CD-Spektren (a) und UV-Schmelzkurve (b) dquimolarer
Mischungen der (3-Peptide 4 und 5 in wissrigem Puffer (10 mm

Tris-HCl, pH 7.6).

auf basengepaarte Doppelstrange hindeuten wiirde (unver-
offentlichte Daten).

Der stiarkste experimentelle Hinweis auf die durch
Basenpaarung vermittelte Bildung von (-Peptidhelix-Dop-
pelstrdngen stammt aus Experimenten mit den komplemen-
taren Oligomeren 6 (ATCA) und 7 (TGAT), denen mit der
A-T- und G-C-Paarung im Doppelstrang beide Moglichkeiten
zur kanonischen Basenpaarung offenstehen. Fiir das Oligo-
mer 6 wurde lediglich eine vernachlédssigbare Selbstpaarung
beobachtet (T, < 0°C, 4 um; Abbildung 5b), wihrend Oligo-
mer 7 Selbstassoziation mit einer signifikanten Stabilitdt von
T,=28°C (A;q=11%, 4 um) aufweist. Im Vergleich zur
Selbstpaarung wurde bei einer dquimolaren Mischung der
Oligomere 6 und 7 mit 7,,=44°C (A,,=6%, jeweils 4 um)
ein deutlich stabilerer Komplex erhalten. Die $-Peptide 6 und
7 bilden, basierend auf Erkennung durch Basenpaarung,
einen stabilen Doppelstrang, der durch das Riickgrat einer
14-Helix vororganisiert wurde. Gestiitzt wird diese Interpre-
tation durch temperaturabhingige CD-Spektren (Abbildung
5a), die das fiir diese B-Peptid-Sekundérstruktur charakteris-
tische Maximum bei 215 nm aufweisen.

Mit der von Breslauer zur Behandlung von DNA-
Doppelstringen aufgestellten Gleichung!'”! wurden die ther-
modynamischen Daten fiir den aus den Oligomeren 6
(ATCA) und 7 (TGAT) gebildeten Duplex anhand der
Abhingigkeit der T,,-Werte von der Konzentration berech-
net. Es resultiert ein Entropiewert von AS°=—96 cal
mol 'K fiir die Paarung beider Stringe. Damit ist der
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Abbildung 5. Die temperaturabhingigen CD- (a) und UV-Spektren (b)
lassen eine Selbstpaarung der (3-Peptide 6 und 7 sowie die Bildung sta-
biler Doppelstringe in einer dquimolaren Mischung der 3-Peptide 6
und 7 in wissrigem Puffer erkennen (10 mm Tris-HCl, pH 7.6).

Entropieaufwand fiir die Paarung von 6 und 7 geringer als bei
der Bildung des DNA-Hexamerduplexes d(GC); (AS"=
—160 calmol 'K™).8l Die auf der Bildung der 14-Helix
beruhende starke konformative Vororganisation der unter-
suchten f-Peptide im Einzelstrang scheint einen wichtigen
Beitrag zur Energetik der Doppelstrangpaarung zu leisten.
Zusammengefasst steht mit der p-peptidischen 14-Helix
ein ausgezeichnetes Geriist zur Ausrichtung préorganisierter
Erkennungseinheiten zur Verfiigung. Mit Nucleobasen funk-
tionalisierte 14-helicale p-Peptide bilden sehr stabile Duplexe
mit komplementdren Helices. Eine solche Doppelstrangbil-
dung ist entropisch giinstiger als die Erkennung in DNA-
Doppelstrangen, was fiir die helicale Vororganisation des [3-
Peptid-Riickgrats spricht. Die ungewohnlich hohen thermi-
schen Stabilitédten, die fiir Guanin-haltige $-Peptide ermittelt
wurden, sind ein Indiz fiir die Bildung hoherer Aggregate.
Die hier vorgestellten Ansitze fiir die molekulare Gestaltung
modifizierter 3-Peptide sollen kiinftig auf den Aufbau kom-
plexerer Assoziate iibertragen werden. Ziel wird es sein,
molekulare Architekturen, z. B. Helixbiindel, zu imitieren.

Eingegangen am 12. Mai 2003 [Z51871]

Stichwérter: Basenpaarung - beta-Peptide - Helicale Strukturen -
Sekundirstrukturen - Selbstorganisation
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1008.4 [M**4+2H]; 2 (60 pm): 505.1 [M**4+3H], 758.6 [M**4+2H],
1009.2 [2M)*+3H]; 3: 519.0 [M**4+3H], 777.4 [M**4+2H],
1035.9 [2M)**+3H]; 243 (jeweils 30 um): 505.6 [M,"*+3H],
518.9 [M**+3H], 758.0 [M,**+2H], 778.2 [M>*+2H], 1022.6
[(My+M3)*+3H]; Tochterionen von 1022.6: 757.3 [M,**+2H],
1553.8 [M5*+H].
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