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Ladungswechselwirkungen machen es m�glich:
ein kombinierter statistischer und kombinatori-
scher Ansatz zur Auffindung k�nstlicher Rezep-
toren f�r die Bindung von Tetrapeptiden in
Wasser**
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Knut Baumann

Zwischenmolekulare Wechselwirkungen unter Beteiligung
von Oligopeptiden oder Proteinfragmenten sind wichtige
supramolekulare Prozesse, die f�r eine Reihe von biochemi-
schen und medizinischen Vorg!ngen verantwortlich sind.
Daher sind k�nstliche Rezeptoren f�r Peptide nicht nur als
Modellsysteme f�r das Studium der zugrunde liegenden
Prinzipien dieser supramolekularen Erkennungsprozesse in-
teressant, sondern auch als Ausgangspunkte f�r die Synthese
von Sensoren oder Wirkstoffen.[1] Dies erfordert allerdings
eine effektive Komplexierung des Zielpeptides durch den
k�nstlichen Wirt auch unter physiologischen Bedingungen,
also in Wasser, was nach wie vor eine schwierige Aufgabe
ist:[2, 3] 1) Hydrophobe Wechselwirkungen, die in Wasser sehr
stark sein k3nnen, sind unspezifisch, was den gezielten Ent-
wurf selektiver Wirtsysteme erschwert;[4] 2) elektrostatische
Wechselwirkungen, z.B. in Form von Ionenpaaren oder H-
Br�cken, k3nnen zwar dank ihrer Spezifit!t – und bei H-
Br�cken auch Direktionalit!t[5] – die Selektivit!t supramole-
kularer Erkennungsprozesse erh3hen,[6] sind aber in Wasser
wegen der konkurrierenden Solvatation durch die L3sungs-
mittelmolek�le außerordentlich schwach.[7] Unseres Wissens
gibt es daher bis heute noch keinen k�nstlichen Peptidre-
zeptor, der in der Lage ist, sein Zielsubstrat in Wasser aus-
schließlich auf der Grundlage von H-Br�cken und Ionen-
paaren effizient zu komplexieren. Alle bekannten Rezepto-
ren f�r Oligopeptide ben3tigen f�r eine effiziente Substrat-
bindung entweder zus!tzliche hydrophobe,[8] aromatische[1b,9]

und/oder die wesentlich stabileren Metall-Ligand-Wechsel-
wirkungen.[10]
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Wir konnten zum Beispiel k�rzlich zeigen, dass von Tri-
peptiden abgeleitete, einarmige kationische Guanidiniocar-
bonylpyrrol-Rezeptoren das anionische Tetrapeptid N-Ac-l-
Val-l-Val-l-Ile-l-Ala-OH[2b] [ein Modell f�r den C-Terminus
des bei der Alzheimerkrankheit involvierten Amyloid-b-
Peptides Ab (1–42)] effektiv binden und sogar die Fibrillen-
bildung des nativen Ab (1–42) in vitro inhibieren k3nnen.[11]

Die Komplexbildung wird hierbei allerdings ebenfalls ent-
scheidend von hydrophoben Wechselwirkungen des Rezep-
tors mit den Seitenketten des Tetrapeptides bestimmt. Ghn-
liche Beobachtungen machten Kilburn et al. beim Screening
einer Bibliothek flexibler zweiarmiger Guanidiniumrezepto-
ren f�r Tripeptide:[2d] In w!ssriger L3sung wird das farb-
stoffmarkierte anionische Tripeptid Glu(OtBu)-Ser(OtBu)-
Val effektiv komplexiert (K= 8 H 104m�1), wohingegen das
entsch�tzte Substrat �berhaupt nicht gebunden wird. Dies
deutet wiederum auf eine starke Beteiligung von hydropho-
ben Wechselwirkungen (offensichtlich mit den tBu-Schutz-
gruppen) hin. Auch das k�nstliche Vancomycin-Analogon
von Ellman et al., bei dem eine Carboxylatbindungsstelle an
ein starres Tripeptid aus nichtnat�rlichen hydrophoben
Aminos!uren gekn�pft wurde, bindet �ber hydrophobe
Wechselwirkungen an das Substrat.[2e]

Wir zeigen hier erstmals auf der Basis eines quantitativen
experimentellen Screenings einer kleinen, aber maßge-
schneiderten Rezeptorbibliotek 1 in Kombination mit einer
statistischen QSAR-Analyse (QSAR: Quantitative Struktur-
Aktivit!ts-Beziehung), dass auch ein nichthydrophobes Te-
trapeptid 2 in Wasser durch einen k�nstlichen Rezeptor 1
effizient gebunden werden kann, ohne dass daf�r zus!tzliche
hydrophobe oder Metall-Ligand-Wechselwirkungen notwen-
dig sind. Dies ist unseres Wissens das erste Beispiel f�r eine
Tetrapeptidbindung in Wasser, die ausschließlich auf H-Br�-
cken und Ionenpaaren basiert, und unterstreicht dar�ber
hinaus eindrucksvoll das Potenzial dieses kombinierten ex-
perimentellen und theoretischen Ansatzes zur Auffindung
supramolekularer Rezeptoren.

Der generelle Aufbau unserer Rezeptorbibliothek 1 ist in
Abbildung 1 gezeigt: Eine effiziente Carboxylatbindungs-
stelle f�r den C-Terminus des Tetrapeptides[12,13] wird mit
einem linearen Tripeptid verkn�pft, das die Bildung eines
�ber H-Br�cken gebundenen b-Faltblattes mit dem Sub-
strat 2 erm3glichen sollte. Wechselwirkungen zwischen den
Aminos!ure-Seitenketten im Substrat und im Rezeptor soll-

ten den Komplex zus!tzlich stabilisieren und dar�ber hinaus
zu der gew�nschten Substratselektivit!t f�hren. Auf der
Grundlage dieses Rezeptorentwurfes (abgek�rzt CBS-AA1-
AA2-AA3) ist zudem eine einfache und schnelle Festphasen-
Peptidsynthese m3glich, die zus!tzlich durch kombinatori-
sche Variation der Aminos!uren der Tripeptideinheit des
Rezeptors die Einf�hrung von struktureller Diversit!t in die
Bibliothek gestattet.[14]

Wir synthetisierten daher eine Rezeptorbibliothek 1 an
Amino-TentaGel als festem Tr!ger nach einem Standard-
Fmoc-Protokoll (Fmoc= 9-Fluorenylmethoxycarbonyl)
unter Verwendung des kombinatorischen „Split-Mix-Ver-
fahrens“[15] und der IRORI-Radiofrequenz-Codierung.[16] Bei
jedem der drei Kupplungsschritte wurden die acht Amino-
s!uren Lys(Boc), Tyr(tBu), Ser(tBu), Glu(OBzl), Phe, Val,
Leu und Trp verwendet, wodurch sich eine Bibliothek mit 512
Mitgliedern ergab (Boc= tert-Butoxycarbonyl, Bzl=Benzyl).
Diese acht Aminos!uren wurden aus den zwanzig proteino-
genen so ausgew!hlt, dass sie einen m3glichst repr!sentativen
Querschnitt mit unterschiedlichen polaren, geladenen und
hydrophoben Seitenketten innerhalb der sp!teren Bibliothek
darstellen w�rden. Abschließend wurden die Seitenketten in
der so synthetisierten Bibliothek mit HBr (25%) in Eisessig
entsch�tzt, um die Rezeptoren in der jeweiligen geladenen
Form zu erhalten. Als erstes Zielsubstrat zur Untersuchung
der Bindungseigenschaften dieser Bibliothek w!hlten wir das
Tetrapeptid d-Glu-l-Lys-d-Ala-d-Ala-OH (EKAA). Dieses
ist nicht nur wegen seiner Flexibilit!t und seines polaren
Charakters eine Herausforderung, sondern auch aus biologi-
scher Sicht interessant, da diese Sequenz eine entscheidende
Rolle bei der Synthese von Bakterienzellw!nden spielt.[17]

Um die Bindungseigenschaften der 512 kombinatorisch syn-
thetisierten Rezeptoren in w!ssriger L3sung untersuchen zu
k3nnen, wurde ein fluoreszierendes und wasserl3sliches De-
rivat 2 dieses Tetrapeptides EKAA an Wang-Harz als festem
Tr!ger synthetisiert (Standard-Fmoc-Protokoll). Genauere
Informationen zur Synthese des markierten Substrates finden
sich in den Hintergrundinformationen.

In einem ersten Experiment wurde ein qualitatives Fest-
phasen-Screening in Wasser durchgef�hrt (Inkubierung der
Bibliothek mit einer 5 mm L3sung des markierten Tetrapep-
tides 2 in 20 mm Bis-Tris-Puffer, pH 6.0; Bis-Tris= 2,2-
Bis(hydroxyethyl)iminotris(hydroxymethyl)methan). Hier-
bei zeigte sich, dass in der Tat Rezeptoren vom Typ 1 in der

Lage sind, 2 unter diesen Bedingungen effizient zu
komplexieren. Wir bestimmten anschließend die Bin-
dungseigenschaften aller 512 Rezeptoren in der Bi-
bliothek mittels eines Fluoreszenz-Assays in 200 mm
Bis-Tris-Puffer bei pH 6.0 unter Verwendung eines
Hochdurchsatz-Mikrotiterplatten-Lesers auch quanti-
tativ auf der Festphase.[2b,18] Diesem Assay zufolge va-
riieren die Bindungsaffinit!ten der Rezeptoren inner-
halb der Bibliothek f�r 2 von Kass= 17100m

�1 (beste
Rezeptoren) bis Kass< 20m

�1 (schlechteste Rezepto-
ren) und damit um mehr als zwei Gr3ßenordnungen
(Tabelle 1)!

Zur Verifizierung der Festphasen-Bindungsdaten
f�hrten wir Komplexierungsstudien f�r die zwei aus-
gew!hlten Rezeptoren 3 und 4 auch in L3sung durch.

Abbildung 1. Komplexbildung zwischen der Rezeptorbibliothek 1 und dem
dansylierten Tetrapeptidsubstrat 2 (Dansyl=5-(Dimethylamino)naphthalin-1-
sulfonyl).
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Diese beiden Rezeptoren wurden daf�r an Rink-Amid-Harz
nach Standard-Fmoc-Protokoll nachsynthetisiert (Details zur
Synthese finden sich in den Hintergrundinformationen). Re-
zeptor 3 (CBS-KKF) zeigte im Festphasen-Screening die
h3chste Affinit!t (Eintrag 1, Tabelle 1), 4 (CBS-KYK) dage-
gen nur eine mittlere Affinit!t (Eintrag 6). UV-Titrationsex-
perimente[19] (Abbildung 2) best!tigten, dass beide Rezepto-
ren auch in L3sung stabile Komplexe mit dem unmarkierten
Tetrapeptid N-Ac-EKAA-OH bilden. Die durch nichtlineare
Kurvenregression aus den Bindungsisothermen berechneten
Bindungskonstanten (Kass= 15400m

�1 f�r 3 und 6200m�1 f�r
4) stimmen sehr gut mit den Daten aus dem quantitativen
Festphasen-Screening �berein (Kass= 17100 bzw. 5900m

�1).
Dies zeigt, dass die Ergebnisse des Festphasen-Screenings

in der Tat der Situation in freier L3sung entsprechen. Ein
Vergleich der relativen Bindungsaffinit!ten innerhalb der
Bibliothek (Tabelle 1) zeigt, dass die Komplexbildung we-
sentlich von der Ladung des Rezeptors abh!ngt. Die Rezep-
toren, die zwei Lysinreste zus!tzlich zum Guanidiniumkation
aufweisen, bilden die stabilsten Komplexe mit Bindungs-
konstanten von Kass> 10

4
m

�1 (z.B. Eintr!ge 1–3 in Tabelle 1),

wohingegen neutrale oder insgesamt anionische Rezeptoren
das Substrat nicht effizient binden. So sinkt die Affinit!t von
Kass= 15300m

�1 f�r CBS-KKE (Eintrag 3) auf Kass� 100m�1

f�r CBS-KEE (Eintrag 10). Dies bedeutet einen R�ckgang
der Affinit!t um zwei Gr3ßenordnungen beim Austausch
einer einzelnen Aminos!ure (allerdings wird hierbei ein
zuvor dikationischer Rezeptor in einen neutralen umgewan-
delt). HydrophobeWechselwirkungen spielen keine Rolle f�r
die Substratbindung, denn Rezeptoren mit ausschließlich
hydrophoben Seitenketten (z.B. Eintrag 8 oder 9) weisen nur
eine moderate Affinit!t auf (K� 1000m�1).

Diese qualitativen Trends f�r das Bindungsverhalten un-
serer flexiblen Rezeptoren vom Typ 1 f�r das Tetrapeptid
EKAA (2) wurden anschließend durch eine QSAR-Analyse
quantifiziert. Um einen ersten Eindruck bez�glich der wich-
tigsten f�r eine effektive Bindung n3tigen Rezeptoreigen-
schaften zu erhalten, wurden einfache bin!re Deskriptoren
verwendet. Dabei wurden die folgenden neun Eigenschaften
der drei Aminos!uren im Rezeptor in bin!rer Weise kodiert:
sauer (= negativ geladen unter physiologischen Bedingun-
gen), acyclisch, aliphatisch, basisch (= positiv geladen), gela-
den (= entweder sauer oder basisch), hydrophob, groß, mittel
und klein.[20] Abbildung 3 zeigt die aus der QSAR-Analyse
erhaltenen Regressionskoeffizienten f�r diese neun bin!ren
Deskriptoren innerhalb der drei Aminos!uren des Rezeptors.
Man sieht deutlich, dass die Eigenschaft „basisch“ (=positiv
geladene Seitenkette) besonders in der ersten Aminos!ure
neben der Carboxylatbindungsstelle einen großen positiven
Einfluss auf lgKass hat, wohingegen die Eigenschaft „sauer“
(= negative geladene Seitenkette) einen negativen Einfluss
hat; andere Eigenschaften wie Hydrophobie spielen so gut
wie keine Rolle. Dies zeigt deutlich, dass die Komplexbildung
zwischen Rezeptor 1 und Tetrapeptid 2 haupts!chlich durch
Ladungswechselwirkungen bestimmt wird.

Des Weiteren wurde ein QSAR-Modell aufgestellt, um
auch die Bindungseigenschaften von Rezeptoren vorherzu-
sagen, die nicht Mitglieder unserer urspr�nglichen Bibliothek
waren. Zur Verbesserung der G�te des mathematischen
Modells erweiterten wir den ersten Satz von neun bin!ren
Deskriptoren, die z.B. keine Unterscheidung zwischen den
basischen Aminos!uren Lysin oder Histidin erm3glichen,

Tabelle 1: Ausgew'hlte Assoziatonskonstanten Kass f)r die Komplexie-
rung des dansylierten Tetrapeptides 2 (EKAA) durch Rezeptoren vom Typ
1 (CBS-AA1-AA2-AA3-Harz).[a]

Eintrag Rezeptor Kass [m
�1]

1 CBS-KKF 17100
2 CBS-KKL 15400
3 CBS-KKE 15300
4 CBS-KLF 8800
5 CBS-FKK 6200
6 CBS-KYK 5900
7 CBS-FEK 1600
8 CBS-VFF 660
9 CBS-VYV 360
10 CBS-KEE 100

[a] Ermittelt durch ein quantitatives Screening der Bibliothek in w'ssriger
Pufferl@sung [abgesch'tzter experimenteller Fehler von K�20%].

Abbildung 2. Bindungsisotherme f)r die Komplexierung des Tetrapep-
tides N-Ac-EKAA-OH durch Rezeptor 3, erhalten aus einer UV-Titration
und korrigiert um die durch Verd)nnung hervorgerufenen Absorptions-
'nderungen. Die gestrichelte Linie stellt die berechnete Kurvenanpas-
sung f)r eine 1:1-Komplexierung dar.

Zuschriften

7376 www.angewandte.de � 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2005, 117, 7374 –7379

http://www.angewandte.de


indem wir 49 ausgew!hlte physikalisch-chemische, energeti-
sche und konformative Eigenschaften der Aminos!uren ko-
dierten.[21] Dadurch ist eine individuelle Beschreibung aller 20
proteinogenen Aminos!uren m3glich. Dieser Satz an De-
skriptoren entspricht einem Ausschnitt aus dem Aminos!ure-
Index von Tomii und Kanehisa,[21,22] der durch eine Cluster-
analyse ermittelt wurde.[22] Eine Auftragung der experimen-
tellen lgKass-Werte gegen die kreuzvalidierten Vorhersagen
von lgKass ist in Abbildung 4 gezeigt.

[23]

Eine quantitative Auswertung dieses mathematischen
Modells unter Verwendung einer Variablenselektionsrouti-
ne[24,25] best!tigte ebenfalls, dass die Bindung des Tetrapepti-
des ausschließlich auf Ladungswechselwirkungen beruht.[26]

Die unterschiedlichen Deskriptoren, die Eigenschaften wie
Hydrophobie, aromatischen Charakter oder Van-der-Waals-
Wechselwirkungen beschreiben, haben kaum einen Einfluss
auf die G�te des Modells.

Schließlich wurden auf der Basis des gesamten QSAR-
Modells (d.h. aller 3 H 49= 147 Variablen) die Bindungsaffi-
nit!ten einer virtuellen kombinatorischen Bibliothek mit
allen m3glichen Tripeptid-Sequenzen aus den Kombinationen
aller 20 proteinogenen Aminos!uren vorhergesagt (Biblio-
theksgr3ße n= 8000 Mitglieder). Diese virtuelle Bibliothek
ist 15-mal gr3ßer als die von uns f�r das experimentelle
Screening eingesetzte Rezeptorbibliothek 1 (512 Mitglieder).
Basierend auf dieser Vorhersage findet sich allerdings selbst
unter den 7488 virtuellen Rezeptoren, die bisher noch nicht
synthetisiert worden sind, keiner, der das Tetrapeptid 2 si-
gnifikant st!rker bindet. F�r den besten Rezeptor in dieser
viel gr3ßeren virtuellen Bibliothek, CBS-KKR, wird z.B. eine
Bindungskonstante vorhergesagt, die nur etwa dreimal h3her
ist als die des besten Rezeptors (CBS-KKF) in unserer ur-
spr�nglichen Bibliothek (K= 50000 gegen�ber 17100m�1).
Der zus!tzliche finanzielle und zeitliche Aufwand, der f�r die
Synthese und Untersuchung einer solchen, um den Faktor 15
gr3ßeren Rezeptorbibliothek auf der Basis aller 20 protei-
nogenen Aminos!uren n3tig gewesen w!re, h!tte sich also
nicht ausgezahlt.[27] Unsere wesentlich kleinere, aber auf einer
gezielten Auswahl von Aminos!uren beruhende, maßge-
schneiderte Bibliothek reicht v3llig aus.

Die hier vorgestellte Kombination des quantitativen
Screenings einer kombinatorischen Bibliothek in Kombina-
tion mit einer statistischen QSAR-Analyse zeigt drei wichtige
Dinge auf: 1) Vollst!ndig flexible einarmige k�nstliche Re-
zeptoren 1 binden auch polare Tetrapeptide wie EKAA ef-
fizient in Wasser. 2) F�r dieses Substrat sind Ladungswech-
selwirkungen in Kombination mit H-Br�cken ausschlagge-
bend f�r die Komplexbildung – zus!tzliche hydrophobe oder
aromatische Wechselwirkungen werden also nicht unbedingt
ben3tigt, um eine effiziente Peptidbindung unter physiologi-
schen Bedingungen zu erreichen. 3) Kleine, aber maßge-
schneiderte Bibliotheken („fokussierte Bibliotheken“) sind
ausreichend, um stellvertretend die Eigenschaften auch
deutlich gr3ßerer Ensembles zu untersuchen. Die reine
Gr3ße einer kombinatorischen Bibliothek ist also nicht ent-
scheidend, solange die Bibliothek die f�r die jeweilige Fra-
gestellung richtige Diversit!t aufweist.[28] Momentan arbeiten
wir daran, die Eignung solcher Peptidrezeptoren, wie sie hier
gefunden wurden, f�r die Synthese selektiver Peptidsensoren
zu untersuchen.
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