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Die Entwicklung von strukturell definierten
Peptidstr�ngen ist eine wichtige Vorausset-
zung f�r das Design von Proteinen. Die
Suche nach Oligopeptiden mit stabilen
Konformationen, so genannten Foldame-
ren,[1] ist daher eine aktuelle Forschungs-
richtung in der bioorganischen Chemie. Die
meisten bekannten Foldamere sind Homo-
oligopeptide, doch sind auch einige Folda-
mere mit zwei oder mehr unterschiedlichen
Bausteinen bekannt.[2] Peptide, die aus
nat�rlichen a-Aminos�uren aufgebaut
sind, ben,tigen in der Regel wenigstens
zw,lf Reste, um eine stabile Konformation
in L,sung einzunehmen. Im Unterschied
dazu werden im Falle von b-Peptiden �ber-
raschend stabile Sekund�rstrukturen
bereits bei kurzen Oligopeptiden von f�nf
bis acht Einheiten beobachtet.[3] Ebenfalls
beschrieben wurde die Stabilisierung von Schleifen in haupt-
s�chlich aus a-Aminos�uren aufgebauten cyclischen Peptiden
durch b-Aminos�uren.[4]

K�rzlich konnten wir zeigen, dass die alternierende
Kombination von a-Aminos�uren mit cis-b-Aminocyclopro-
pancarbons�uren (cis-b-ACCs)[5] zu ungew,hnlich kurzen a-
b-Peptiden f�hrt, die selektiv und mit hoher Affinit�t an den
Y1-Rezeptor von Neuropeptid Y binden.[6] Um herauszufin-
den, ob a-b-Peptide besonders stabile Sekund�rstrukturen

bilden, untersuchten wir die Oligopeptide 1–6, die aus
alternierenden Sequenzen von (S)-Alanin (7) und wahlweise
den enantiomeren cis-b-Aminocyclopropancarbons�uren 8
oder ent-8 aufgebaut waren (Schema 1).[7] Hier berichten wir
nun, dass bereits Pentapeptide mit diesem Strukturmotiv
selbst in polaren L,sungsmitteln wie Methanol in definierten
Konformationen vorliegen. Bei Erweiterung auf sieben oder
neun Einheiten bilden sich daraus helicale Strukturen.

Die Strukturbestimmung von kleineren globul�ren Pro-
teinen ist gut etabliert, erfordert bei kurzen Peptiden aber
besondere Sorgfalt. Bei solchen Molek�len stehen gefaltete
Konformere h�ufig in einem (schnellen) Gleichgewicht mit
ungefalteten Strukturen. Auch k,nnen sich unterschiedlich
gefaltete Konformere rasch ineinander umwandeln. Das
Ausmaß der Faltung der Peptide 1–6 in Methanol wurde
bestimmt, und es wurde gepr�ft, ob eine einzelne Konforma-
tion �berwiegt. Dazu wurden die Strukturen durch kon-
ventionelle Methoden basierend auf NOE-abgeleiteten
Abst�nden als alleinigem Kriterium f�r (obere) Distanzein-
schr�nkungen berechnet. Wir nehmen ein Peptid als ein-
deutig gefaltet an, wenn die drei folgenden Kriterien erf�llt
sind: 1) Die auf Grundlage der NOE-Daten ermittelten
Distanzeinschr�nkungen werden nicht verletzt. 2) Eine ein-
heitliche Kalibrierung (NOE-Volumenintegral–Distanz-
Umwandlung) kann angewendet werden, in der bekannte
Abst�nde vern�nftige Werte ergeben. 3) Alle Abst�nde
unterhalb 3.5 B, die in mehr als der H�lfte der DYANA-
Strukturen (DYANA=NMR-restrained MD-Rechnung im
diedrischen Winkelraum) niedriger Energie auftreten, verur-
sachen Kreuzsignale im NOESY-Spektrum. Dieses dritte
Kriterium ist besonders aussagekr�ftig, um zu bestimmen, ob
ein einzelnes Konformer in L,sung �berwiegt. Falls die
Distanzeinschr�nkungen aus den NOE-Messungen auf einen
gemittelten Abstand resultierend aus zwei Konformeren
zur�ckzuf�hren w�ren, w�rde die auf ein einziges Konformer
hin berechnete Struktur kurze Abst�nde enthalten, f�r die
aber keine NOE-Signale experimentell gefunden werden
k,nnen.

Schema 1. Aufbau der Oligopeptide 1–6 durch alternierende Sequenzen aus (S)-Alanin (7) und 8
oder ent-8.
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Um weiterhin abzusichern, dass die vorgeschlagenen
Konformere realen Strukturen entsprechen, wurden Mole-
k�ldynamik(MD)-Simulationen durchgef�hrt. Die NMR-
Strukturen wurden unterschiedlichen Temperaturzyklen aus-
gesetzt, um den Konformationsraum auszuloten und um
statistische Analysen der auf diesen Trajektorien liegenden
Strukturen niedriger Energie durchzuf�hren. In den F�llen, in
denen die Strukturen die oben beschriebenen Kriterien
erf�llen, wurden mehrheitlich Konformere erhalten, die mit
den NMR-Daten in Einklang sind.

Alle untersuchten Peptide haben helicale Konformatio-
nen, wie aus den NOEs zwischen Amidprotonen aufeinan-
derfolgender Reste deutlich wird. Jedoch existieren starke
Unterschiede, inwieweit diese Peptide eindeutig gefaltet sind.
Zusammenfassend ergibt sich, dass die Peptide 1–3, die einen
b-ACC-Baustein vom Typ 8 enthalten, eine geringe Tendenz
zur Bildung von Konformerengleichgewichten zeigen. Unter
den untersuchten Verbindungen sind das Heptapeptid 2 und
das Nonapeptid 3 strukturell am besten definiert. Abbil-
dung 1 zeigt ein Konformer aus dem Ensemble der NMR-
Strukturen niedriger Energie von 2, berechnet aus den
NOESY-Daten mit dem Programm DYANA.

Das R�ckgrat von 2 bildet eine linksg�ngige 313-Helix,
wobei Wasserstoffbr�cken zwischen dem Amidproton des b-
ACC in Position 2 und dem Carbonylsauerstoff des b-ACC in
Position 4 sowie zwischen dem Amidproton und dem Carbo-
nylsauerstoff des b-ACC[8] in Position 6 in den meisten
Konformeren niedriger Energie gebildet werden. F�r ein
acyclisches Heptapeptid, das weder Disulfidbr�cken noch
andere konformative Einschr�nkungen aufgrund kovalenter
Verkn�pfungen enth�lt, ist die Struktur �berraschend gut
definiert. Das Vorliegen einer helicalen Faltung[9] wird durch
eine Anzahl von NOEs mittlerer Reichweite gest�tzt, vor
allem durch eine Reihe von i,i+ 3-Kontakten (siehe Tabel-
le A in den Hintergrundinformationen). Die skalaren 3JHNHa-
Kopplungskonstanten in 2 sind kleiner als 4.2 Hz; zum
Vergleich liegen Konstanten analoger Xxx-ACC-Dipeptide
zwischen 7.6 und 8.1 Hz (Messungen in CDCl3). Alle
NOESY-Kreuzsignale, die in den 20 DYANA-Strukturen

niedriger Energie Abst�nden zwischen zwei Aminos�ureein-
heiten unterhalb 3.5 B zuzuordnen sind, wurden im NOESY-
Experiment tats�chlich gefunden. In den Spektren wurden
keine i,i+ 1-Ha,Ha-Signale gefunden, woraus geschlossen
wird, dass im Unterschied zu anderen Peptiden, die in
dieser Studie untersucht wurden, keine cis-Xxx-ACC-Peptid-
bindungen vorliegen. Um eine eventuelle Aggregatbildung zu
erkennen und um intermolekulare NOEs auszuschließen,
wurden die Proben auf Konzentrationen bis etwa 0.8 mm

verd�nnt. Die chemischen Verschiebungen blieben hierbei
konstant, und es wurden die gleichen NOE-Kreuzsignale im
NOESY-Spektrum beobachtet. Es sei betont, dass die
Protonenresonanzen der Peptide 1–6 hinreichend separiert
waren, um alle NOESY-Kreuzsignale eindeutig zuzuordnen.

Die Konformation des Heptapeptids 5, das sich von 2
durch den Einbau von ent-8 anstelle von 8 in die Sequenz
unterscheidet, ist weniger gut definiert. Obwohl eine Reihe
von sequenziellen NOE-Korrelationen in den Spektren
gefunden (siehe Tabelle 1 und Hintergrundinformationen)
und Strukturen mit vern�nftigen Energien aus den NMR-
Daten berechnet werden k,nnen, fehlen diesen Strukturen
die charakteristischen Kreuzsignale, die f�r Korrelationen
zwischen Protonen nichtbenachbarter Reste, die Abst�nde
kleiner als 3.5 B zeigen, gefunden werden m�ssten. Offenbar
geh,ren die NOE-Signale nicht zu einer einzigen vorherr-
schenden Konformation, sondern zu einem Satz von Kon-
formeren, die sich auf der NMR-Zeitskala schnell ineinander
umwandeln. Diese Annahme wird auch dadurch gest�tzt,
dass s�mtliche Reste, mit Ausnahme von b-ACC in Position 2,
vicinale HN,Ha-Kopplungskonstanten um 6–7 Hz aufweisen,
die auf rotationsgemittelte Winkel f im R�ckgrat schließen
lassen. Bedenkt man, dass die meisten Kontakte mittlerer
Reichweite in der ersten H�lfte der Sequenz gefunden
werden, und ber�cksichtigt man das Auftreten relativ starker
NOEs zwischen sequenziellen Amidprotonen, so kann davon
ausgegangen werden, dass helicale Bereiche zum Teil im
Gleichgewicht mit gestreckten Konformationen stehen,

Abbildung 1. Ein Konformer niedriger Energie von 2. Alle Wasserstoff-
atome, außer den Amidwasserstoffen, und alle Seitenkettenatome
wurden zur Klarheit weggelassen. Der Einschub verdeutlicht die Kon-
formation des Peptidr'ckgrats.

Tabelle 1: Vicinale skalare Kopplungskonstanten f'r HN,Ha in CD3OH.

Rest Peptid 3J [Hz] Peptid 3J [Hz]

2 1 3.4 4 4.4
3 6.4 6.3
4 5.5 7.0
5 6.9 7.5

2 2 3.4 5 4.6
3 6.4 6.2
4 3.4 6.3
5 6.0 6.5
6 4.2 7.2
7 7.2 8.0

2 3 3.9 6 4.5
3 6.0 5.3
4 3.4 6.8
5 5.9 5.8
6 3.5 6.9
7 6.7 6.3
8 5.6 7.3
9 6.8 7.4
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sodass sich keine volle Helix bilden kann. Diese Auffassung
wird durch die Erfahrung gest�tzt, dass das Auftreten von
NOEs mittlerer Reichtweite, z.B. a(i),b(i+ 3)-Korrelationen,
die Voraussetzung ist, um stabil gefaltete a-Helices von
naszierenden Helices zu unterscheiden.[9]

Der Trend, der sich in den unterschiedlichen Vorzugs-
konformationen der Heptapeptide 2 und 5 widerspiegelt,
setzt sich bei den Pentapeptiden 1 und 4 und bei den
Nonapeptiden 3 und 6 fort. Auch hier konvergiert die
Strukturrechnung von 1 zu einem helical gefalteten Peptid,
und es werden weitaus mehr NOEs mittlerer Reichweite bei 1
als bei 4 gefunden. Einige charakteristische Korrelationen,
die f�r 2 beobachtet wurden, sind auch bei 1 zu finden, z.B.
das NOESY-Signal zwischen den a-Protonen der Alaninreste
1 und 5. Weiterhin sind im Unterschied zu 4 die 3JHN,Ha-
Kopplungskonstanten aller ACC-Einheiten in 1 klein. Wie
aus dem Auftreten von Ha,Ha-NOEs benachbarter Reste
hervorgeht, enth�lt 4 außerdemmerkliche Anteile an cis-Ala-
ACC-Peptidbindungen. Hieraus resultiert eine gr,ßere Zahl
von konsistenten Verletzungen in den Strukturrechnungen,
was auf ein Gleichgewicht von gefalteten und ungefalteten
Konformeren von 4 hinweist.

Als weiteres Kriterium haben wir die Spektren von 1 und
4 in w�ssriger L,sung und in Methanol verglichen. In Wasser
sind die Peptide weitgehend unstrukturiert, wie am Fehlen
von Korrelationen zwischen benachbarten Amidprotonen
abzulesen ist. W�hrend sich die chemischen Verschiebungen
der Amid- und der a-Protonen von 4 in Wasser und in
Methanol nur geringf�gig unterscheiden, werden f�r 1
Differenzen von � 0.5 ppm beobachtet. Dies l�sst den
Schluss zu, dass der mit dem Wechsel in das w�ssrige Milieu
verbundene Strukturverlust bei 1 gr,ßer ist. Das Nonapeptid
3 weist eine �hnlich helicale Struktur wie 2 auf, ohne dass
Hinweise f�r ein signifikantes Konformerengleichgewicht
vorliegen. Schwache skalare Kopplungen und eine große
Zahl an NOEs mittlerer Reichweite belegen, dass das Peptid
gut strukturiert ist. Die Struktur des zu 3 isomeren Nona-
peptids 6 ist wiederum schlechter definiert, wie an den
st�rkeren skalaren Kopplungen sowie der geringeren Zahl an
NOEs mittlerer Reichweite abzulesen ist.

Die NMR-Methode erzeugt statische Bilder, in denen
NMR-relevante Parameter wie Abst�nde oder Diederwinkel
w�hrend der Mischzeit (NOEs) oder der Aufnahmeperioden
(Kopplungen) zeitlich gemittelt sind. Um einen Einblick in
m,gliche konformative Mberg�nge zu erhalten, wurde eine
MD-Simulation �ber 2 ns mit dem Programm AMBER[10]

durchgef�hrt. Angewendet wurde ein Simulationsprotokoll
mit wiederholten Aufheiz- und Abk�hlzyklen. Die damit
erhaltenen Konformationen niedriger Energie wurden �ber-
lagert und zu Konformationsfamilien mit Abweichungen zu
den entsprechenden mittleren Atompositionen von weniger
als 1 B sortiert. Die berechnetenMD-Trajektorien f�r 1 und 4
unterscheiden sich deutlich: F�r 1 werden zwei stark bevor-
zugte Familien gefunden, von denen die eine den aus den
NMR-Daten abgeleiteten Strukturen weitgehend �hnelt
(Abbildung 2A, oben), w�hrend die zweite zwar ebenfalls
helical ist, aber eine rechtsg�ngige Helix aufweist (Abbil-
dung 2A, unten). Die MD-Trajektorie von 4 zeigt insgesamt
vier Konformationsfamilien (Abbildung 2B), die sich stark

voneinander unterscheiden und von denen einige in unge-
falteten, nichthelicalen Konformationen vorliegen. Gleich-
gewichte zwischen helicalen und ungefalteten Konformatio-
nen f�hren zum simultanen Auftreten von starken, benach-
barten aHN- und HN-HN-NOEs, wie es f�r 4 tats�chlich
beobachtet wurde. Die MD-Simulationen st�tzen daher den
Befund, dass gemischte a-b-Peptide mit nat�rlichen a-
Aminos�uren, die den b-ACC-Baustein 8 enthalten, struk-
turell besser definiert sind als ihre Analoga, die den ent-8-
Baustein enthalten.

Die in dieser Studie erhaltenen Strukturdaten belegen,
dass Peptide mit alternierenden a- und b-Aminos�uren
Vorzugskonformationen einnehmen, die bislang in kurzen,
acyclischen Peptiden, die ausschließlich a-Aminos�uren ent-
halten, unbekannt waren.[11] Nhnlich wie bei Peptiden, die
ausschließlich aus b-Aminos�uren bestehen, sind helicale
Konformationen bevorzugt. Die cis-Stereochemie an den
Cyclopropaneinheiten f�hrt offenbar zu sterischen Wechsel-
wirkungen in den Peptidstr�ngen, deren Ausmaß durch die
Seitenketten der benachbarten a-Aminos�uren vorgegeben
sein k,nnte. Anhand der untersuchten Peptide entsteht das
Bild, dass alternierende Peptide aus l-Ala- und b-ACC-8
helicale Strukturen im Peptidr�ckgrat bilden, w�hrend die
entsprechenden Peptide mit b-ACC-ent-8 zu wenig geord-
neten Konformerengleichgewichten f�hren.
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