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Seit langem ist bekannt, dass Prolinreste eine wichtige, ja
einzigartige Rolle f�r die Struktureigenschaften von Peptiden
und Proteinen spielen. Die cis-trans-Isomerisierung der
Aminoacyl-Prolin-Bindung ist von elementarer Bedeutung
f�r Faltung und Stabilit%t der Proteinstrukturen.[1] Diese all-
gemeine Beobachtung hat eine intensive Suche nach Prolin-
Analoga ausgel)st, bei denen sich die konformative Popula-
tionsverteilung der cis-trans-Prolylbindung und der Geome-
trie des Pyrrolidinrings (endo/exo des C4) m)glichst nach
Belieben einstellen l%sst, um den Konformationsraum von
Polypeptidketten einzuschr%nken und somit die thermody-
namische Stabilit%t von Peptiden und Proteinen zu modulie-
ren.[2] In der Natur sind von mehreren Modifikationen des
Prolin das (2S,4R)-Hydroxyprolin (Hyp) und das (2S,3S)-Hyp
am h%ufigsten. Sie werden in einem post-translationalen
Prozess ausschließlich in X- bzw. Y-Position der Colla-
gen(Xaa-Yaa-Gly)-Tripletts erzeugt, wobei die enzymatische
4R-Hydroxylierung die weitaus h%ufigere Modifikation ist.[3]

Die stereoelektronischen Einfl�sse dieser elektronegativen
Substituierung am C4 oder C3 des Pyrrolidinrings wurden
vergleichend analysiert, insbesondere f�r Fluor-Substituenten
in synthetischen Modellverbindungen hinsichtlich der (De-
)Stabilisierung der Collagendreifachhelix.[2a,h,i,k, 4] Diese Stu-
dien an Collagen-Modellpeptiden wurden unter Ausnutzung
des starken Effekts bei 4-Fluorprolinen (Flp) auf andere
Proteine ausgedehnt.[2g,5]

=berraschenderweise wurden die nichtnat�rlichen, syn-
thetischen 3- und 4-Mercaptopyrrolidin-2-carbons%uren
(Mpc)[6] als Chalkogen-Analoga des Hydroxyprolins nur
selten genutzt, um durch Seitenkettenverkn�pfung von Pep-
tiden durch Thioether- oder Disulfidbr�cken den Kon-
formationsraum von peptidischen Makrocyclen einzuschr%n-

ken.[7] Wir berichten hier �ber einen Strukturvergleich der
2S,4R- und 2S,4S-Epimere von Mpc, in denen der Austausch
der Hydroxygruppe mit der weniger elektronegativen Thiol-
gruppe drastisch ver%nderte Konformationpr%ferenzen be-
wirkt: Das 4R-Epimer des Mpc bewirkt einen Cg-endo-
Ringknick („endo pucker“) w%hrend (4R)-Hyp und %hnliche
4R-Substitutionen den exo-Knick („exo pucker“) erzeugen
(Schema 1). Dies ist von Bedeutung f�r das Design von

Peptiden und Proteinen, besonders wenn man die Thiol-
gruppe zur Thioether- oder Disulfidverkn�pfung innerhalb
oder zwischen Peptidketten nutzt.

Die Epimere Ac-(2S,4R/S)-Mpc-
OMe (1) wuden synthetisiert (Abbil-
dung 1), um den Einfluss der 4-Mer-
capto-Substituierung auf die Konfor-
mation des Pyrrolidinrings zu ermit-
teln. Um den Einfluss der Seitenket-
tenverkn�pfung solcher Mpc-Reste
�ber Thioether- oder Disulfidbr�cken
in Peptiden nachzuahmen, wurden au-
ßerdem die verwandten Alkyl- und
Alkylthio-Epimerpaare Ac-(2S,4R/S)-
Mpc(Me)-OMe (2) und Ac-(2S,4R/S)-
Mpc(SMe)-OMe (3) hergestellt und
mit den bekannten Ac-Pro-OMe (4),
Ac-(2S,4R/S)-Hyp-OMe (5) und Ac-
(2S,4R/S)-Flp-OMe (6) hinsichtlich
Konformationspr%ferenzen verglichen. Bei der NMR-Kon-
formationsanalyse in w%ssriger L)sung wurde der bekannte
pH-Effekt auf die Isomerisierung der Xaa-Pro-Bindung
durch N- und C-Derivatisierung unterbunden.[8] M)gliche
Wasserstoffbr�cken bei Amidderivaten wurden durch Bil-
dung C-terminaler Ester eliminiert.[9]

trans-cis-Gleichgewichtskonstanten (Kt,c) und dominante
Ringknicke wurden aus NMR-Spektren extrahiert, um den
stereoelektronischen Einfluss der Thiolgruppe zu ermitteln.
Die Werte sind in Tabelle 1 zusammengefasst und den Werten
der 4-Hydroxy- und 4-Fluorprolin-Epimerpaare gegen�ber-
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Schema 1. Konformationsgleichgewichte der Verbindungen Ac-(4R/S)-
Mpc-OMe (1) und Ac-(4R/S)-Hyp-OMe (5).

Abbildung 1. Chemi-
sche Struktur des N-
Acetylprolinmethyles-
ters (4, X=Y=H) und
einiger seiner Derivate,
in denen entweder X
oder Y durch SH (1),
SMe (2), SSMe (3),
OH (5) oder F (6) er-
setzt ist.
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gestellt: Die 4R/S-Thiolgruppe hat einen viel schw%cheren
Einfluss auf das trans-cis-Gleichgewicht als die elektronega-
tiveren Hydroxy- oder Fluorsubstituenten. DieKt,c-Werte von
1(4R) und 1(4S) unterscheiden sich tats%chlich kaum von
denen des unsubstituierten Prolins. Die Ringkonformationen
der substituierten Ac-Pro-OMe-Modelle zeigen hingegen ein
unerwartetes Verhalten: Im Unterschied zum Hyp und Flp
bewirkt beim Mpc die anti(1(4R))-Orientierung des Thiol-
substituenten relativ zur festen l-Konfiguration des Ca-
Atoms eine Bevorzugung des Cg-endo-Ringknicks. Die anti-
Orientierung des 4-Substituenten f�hrt also zum endo-Ring-
knick bei Mpc 1(4R) und zum exo-Ringknick bei Hyp 5(4R)
und Flp 6(4R). Umgekehrt bewirkt die syn-Orientierung
einen exo-Ringknick bei Mpc 1(4S) und einen endo-Ring-
knick bei Hyp 5(4S) und Flp 6(4S).

Die Umwandlung der Thiolgruppe in einen Methyl-
thioether oder ein Methyldisulfid verschiebt das trans-cis-
Gleichgewicht der Prolylbindung hin zur cis-Konfiguration,
wobei der Einfluss des Thioethers geringer ist als der des
Methyldisulfids. Der Ringknick wird dabei nicht beeinflusst.

Um die Unterschiede der experimentellen Daten von 1, 4,
5 und 6 erkl%ren zu k)nnen, wurden Dichtefunktionalrech-
nungen ausgef�hrt. F�r Mpc (1) und Hyp (5) wurden Poten-
tialkurven f�r die Diederwinkel w, y und a (Abbildung 1)
berechnet. Die Energien in der Gasphase und die molekulare
Geometrie aus unserer DFT-Beschreibung von 4, 6(4R) und
6(4S) (Tabellen II und III in den Hintergrundinformationen)
stimmen mit fr�heren DFT-Rechnungen[2h] sehr gut �berein
und best%tigen so unseren theoretischen Ansatz. Die experi-
mentellen NMR-Ergebnisse zu den Populationen der Kon-
formere stimmen mit wenigen Ausnahmen sehr gut mit den
DFT-Ergebnissen �berein (Tabelle IV in den Hintergrund-
informationen). Insbesondere reproduzieren die Rechnungen
die unerwartete, aber experimentell beobachtete Neigung des
1(4R) zum Cg-endo-Ringknick und des 1(4S) zum Cg-exo-
Ringknick.

Die DFT-Rechnungen belegen, dass die Bevorzugung
eines Knick-Typs f�r eine gegebene 4-Substitution haupt-
s%chlich durch die Wechselwirkung des Bindungsdipols an der
Substitutionsstelle mit dem Dipol der vorhergehenden
Amidbindung bestimmt wird. Abbildung 2 zeigt, dass die

Kombination aus (4R)-Hyp oder (4R)-Flp mit einem Cg-endo-
Ringknick zu einer ung�nstigen antiparallelen Ausrichtung
der Dipole f�hrt, w%hrend der Cg-exo-Ringknick fast ortho-
gonale Dipole aufweist, was kaum zur Gesamtenergie bei-
tr%gt. Daher ist der Cg-exoRingknick f�r (4R)-Hyp- und (4R)-
Flp-Derivate g�nstiger. Im Unterschied dazu ist das Dipol-
moment an der Substitutionsposition f�r Mpc sehr schwach
und bewirkt f�r die 4R-endo-Kombination kaum energetische
Nachteile. Die beim Mpc experimentell beobachtete Bevor-
zugung der 4R-endo-Geometrie impliziert dann, dass die
Summe aller Energiebeitr%ge (Elektrostatik, Van-der-Waals,
kovalente Geometrie usw.) ohne die besprochene Dipol-
Dipol-Wechselwirkung insgesamt leicht zugunsten des Cg-
endo-Ringknicks f�r das (4R)-Mpc-Derivat 1 ausf%llt. Der Cg-
exo-Ringknick von (4R)-Hyp (5) und (4R)-Flp (6) resultiert
somit eher aus einer weniger ung�nstigen Dipol-Dipol-Ori-
entierung als aus einer spezifischen g�nstigen Wechselwir-
kung. Analog zu Mpc w�rde man daher auch f�r andere 4R-
oder 4S-Substitutionen mit kleinem Bindungsdipol die 4R-
endo- und 4S-exo-Kombination erwarten, obwohl diese bisher
als ungew)hnlich und ung�nstig galten. Zus%tzliche sterische
Effekte k)nnen diese elektrostatischen Wechselwirkungen
jedoch �bertreffen – dies ist z.B. beim 4-Methylprolin-Epi-
merpaar der Fall.[2n,9]

In vorangehenden Studien zur Erzeugung einer syntheti-
schen lichtschaltbaren Collagendreifachhelix hatten wir zwei
(4S)-Mpc-Reste (als das einfacher synthetisierbare Epimer)
in Ac-(Gly-Pro-Hyp)7-Gly-Gly-NH2-Modellcollagenpeptide
eingesetzt, die mit ihren Thiolgruppen �ber ein Thiol-akti-

Tabelle 1: Thermodynamische Parameter und Konformationspr@feren-
zen der Verbindungen 1–6.

Verb. Kt,c
[a] Hauptkonformation �DH0[b]

[kJmol�1]
DS0[b]

[Jmol�1K�1]

1(4R) 5.4 trans, Cg-endo 4.84�0.8% �2.19�5.9%
1(4S) 4.7 trans, Cg-exo 3.30�1.0% 1.89�5.4%
2(4R) 4.1 trans, Cg-endo 1.93�4.8% 2.86�2.8%
2(4S) 3.1 trans, Cg-exo 4.99�2.5% �5.08�5.0%
3(4R) 4.3 trans, Cg-endo 4.88�2.6% �4.32�4.3%
3(4S) 3.6 trans, Cg-exo 1.62�4.6% 5.25�5.2%
4[c] 4.8 trans, Cg-endo 5.04�1.0% �3.82�4.3%
5(4R)[d] 6.1 trans, Cg-exo 7.84�1.0% �10.7�1.0%
5(4S)[d] 2.4 trans, Cg-endo k.a.[e] k.a.[e]

6(4R)[c] 7.3 trans, Cg-exo 7.73�3.3% �9.81�8.3%
6(4S)[c] 2.6 trans, Cg-endo 3.04�1.1% �2.47�4.3%

[a] Bestimmt durch die Integration gut separierter Signale in 1H-NMR-
Spektren in D2O bei 298 K. [b] Der enthalpische (DH0) und entropische
Beitrag (DS0) zur Differenz der freien Enthalpie DG0 zwischen trans- und
cis-Konformeren wurden aus Van’t-Hoff-Auftragungen ermittelt (siehe
Hintergrundinformationen). Die Fehlergrenzen wurden aus den mit der
Methode der linearen Fehlerquadrate erstellten Angleichungen abge-
sch@tzt. [c] Werte aus Lit. [2g]; [d] Werte aus Lit. [2k]. [e] k.a.=keine
Angaben.

Abbildung 2. Optimierte Geometrie der l-Prolinderivate als trans-Amid-
Konformere: Die St@rke und Richtung der X-Cg-Bindungsdipole m sind
durch Pfeile markiert. Die atomaren Partialladungen sind farbkodiert
von Rot (=negativ) 3ber Weiß (=neutral) bis Blau (=positiv). Rot-
Blau-Kombinationen sind dann lokale Dipole. Die Kugeln entsprechen
„compound atoms“, d.h., dass die Wasserstoffatome zu den schwere-
ren Atomen hinzugez@hlt werden. Die experimentell beobachteten
Konformere sind eingerahmt.
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viertes Azobenzolderivat verkn�pft werden sollten.[11] Die
besten Positionen f�r die Mpc-Reste sollten nach Modellie-
rungsexperimenten an den Stellen i und i+ 7 entsprechend
der X- und Y-Position der klassischen (Xaa-Yaa-Gly)-Colla-
gentripletts liegen. Hochaufl)sende R)ntgenstrukturanaly-
sen von Collagenpeptiden[12] sowie Computeranalysen[13]

hatten alternierende Cg-endo- und Cg-exo-Ringknicke f�r
Pro- und Hyp-Reste an X- und Y-Positionen gezeigt, m)gli-
cherweise mit stabilisierendem Einfluss auf die Dreifachhelix.
Vergleichsstudien synthetischer Collagenpeptide mit (4R)-
Hyp oder (4S)-Hyp und (4R)- oder (4S)-Flp zeigten tats%ch-
lich eine erh)hte Temperaturstabilit%t der Dreifachhelix,
wenn die X- und Y-Position mit Prolinanaloga besetzt
wurden, die Cg-endo- bzw. Cg-exo-Ringknicke bevorzugen,
w%hrend vertauschte Ringknicke eine Destabilisierung be-
wirkten.[2h,i,k, 4a,b, 12] In neuen R)ntgenstrukturen von [Gly-
(4R)-Hyp-(4R)-Hyp]n-Peptiden zeigen allerdings beide Hyp-
Reste die exo-Konformation.[4g,j] Angesichts der geringen
Elektronegativit%t der Thiolgruppe nahmen wir an, dass der
Austausch eines Pro- oder Hyp-Restes in Ac-(Gly-Pro-Hyp)7-
Gly-Gly-NH2 durch (4S)-Mpc die Dreifachhelix nur gering-
f�gig beeintr%chtigen sollte. Tats%chlich belegt Abbildung 3
jedoch eine deutlich reduzierte Stabilit%t.

Da der Austausch von Pro und/oder Hyp in einzelnen
Tripletts von (Gly-Pro-Hyp)n-Peptiden (Wirt-Gast-Peptiden)
signifikant andere Resultate ergibt als wiederholter Aus-
tausch,[4k] kann eine Erkl%rung des 8 8C niedrigeren
Schmelzpunktes versucht werden. Die stereoelektronischen
Einfl�sse der substituierten Proline in (Gly-Pro-Hyp)-Colla-
gentripletts sind hinsichtlich der (De-)Stabilisierung der

Dreifachhelix nicht additiv,[4i] aber die sterischen Einfl�sse
schon.[2n] Der Austausch eines Hyp in Y-Position durch ein
(4S)-Mpc erzeugt eine weniger bevorzugte trans-Peptidbin-
dung %hnlich dem Prolin (Tabelle 1). Dieser negative Effekt,
der in (Gly-Pro-Hyp)8-Wirt-Gast-Peptiden mit einem Gly-
Pro-Pro-Triplett einen 2 8C niedrigeren Tm bewirkt,[4k] sollte
durch den bevorzugten Cg-exo-Ringknick des (4S)-Mpc aus-
geglichen werden. Lhnlich sollte (4S)-Mpc trotz seines Cg-
exo-Ringknicks auch in X-Position die Dreifachhelix kaum
beeintr%chtigen. Die deutliche Destabilisierung muss daher
prim%r auf sterische Behinderung zur�ckzuf�hren sein. Dies
unterstreicht das starke Wechselspiel zwischen sterischen und
elektrostatischen Einfl�ssen im Zusammenhalt der Colla-
gendreifachhelix.

Auch wenn die Ergebnisse der Ac-Pro-OMe-Modellver-
bindung nur begrenzt auf Proteinumgebungen �bertragen
werden k)nnen, zeigt diese Studie einen klaren Zusammen-
hang zwischen 4-Substitutionen des Prolins und den resul-
tierenden Konformationseigenschaften der Amidbindung
sowie der Geometrie des Prolinrings auf. Die M)glichkeit, die
Prolingeometrie durch Wahl geeigneter Analoga gezielt ein-
zustellen, zusammen mit der wichtigen Rolle des Prolinrestes
in Peptid- und Proteinstrukturen, kann ein sehr wirkungs-
volles Werkzeug zum Design und f�r Faltungsstudien von
Peptiden sein. Die Anwendung in Proteinen hingegen h%ngt
noch von der Entwicklung verbesserter Methoden zum
Einbau von nichtnat�rlichen Aminos%uren in exprimierte
Proteine ab, sofern nicht synthetische oder semisynthetische
Ligationsverfahren ausreichen.

Experimentelles
Details der Synthese von Ac-(4R/S)-Mpc-OMe (1), Ac-(4R/S)-
Mpc(Me)-OMe (2) und Ac-(4R/S)-Mpc(SMe)-OMe (3) sind in den
Hintergrundinformationen enthalten. F�r NMR-Messungen wurden
D2O-L)sungen verwendet; f�r Ac-Mpc-OMe wurde 1 Lquivalent
Tris(2-carboxyethyl)phosphan-Hydrochlorid zur Verhinderung der
Oxidation zugesetzt. Die NMR-Spektren wurden an einem Bruker-
DRX500-Spektrometer mit einem (15N/13C/1H)-Dreifachresonanz-
kopf aufgenommen. Die 1H- und 13C-NMR-Resonanzen wurde mit-
hilfe von 2D-1H,1H-NOESY- und -TOCSY-Experimenten sowie 2D-
13C,1H-COSY-Experimenten zugeordnet.[15]

Thermodynamik und Kinetik der Isomerisierung der Amidbin-
dung: Die Gleichgewichtskonstanten Kt,c des trans-cis-Konforme-
renverh%ltnisses wurden bei unterschiedlichen Temperaturen durch
Integration der a- und g-Protonsignale in 1D-1H-NMR-Spektren
bestimmt. Die enthalpischen und entropischen Beitr%ge zur Differenz
der freien Enthalpie zwischen cis- und trans-Konformer wurden aus
VanPt-Hoff-Auftragungen ermittelt: lnKZE = (�DH0/R)(1/T) + DS0/
R.

NMR-Konformationsanalyse: Die Geometrie des Prolinrings
(„pucker“) wurde nach Gerig und McLeod[16] durch charakteristische
1H,1H-Kopplungsmuster in 1D-1H-NMR-Spektren bestimmt. Der Cg-
exo-Knick erzeugt z.B. große und %hnliche Kopplungskonstanten
J(Ha,Hb1) und J(Ha,Hb2), w%hrend beim Cg-endo-Knick eine Kopp-
lung groß und die andere klein ist. Die cis-trans-Isomerisierung der
Amidbindung ist ein langsamer Prozess auf der NMR-Zeitskala, und
es werden daher zwei getrennte Signals%tze f�r die beiden Konfor-
mere beobachtet. Die Inversion des Ringknicks ist hingegen schnell,
und nur ein gemitteltes Cg-endo/Cg-exo-Signal wird f�r trans-Amid
und cis-Amid beobachtet. Man kann die Anteile Cg-endo und Cg-exo
durch folgende Gleichung absch%tzen: DJexp = xDJendo + yDJexo,
wobei DJ die Differenz zwischen J(Ha,Hb1) und J(Ha,Hb2) ist, w%h-

Abbildung 3. Thermische Entfaltung des dreifachhelikalen Ac-(Gly-Pro-
Hyp)7-Gly-Gly-NH2 (*) (Tm=43 8C) und des analogen Ac-(GPO)2-(G-
(4S)-Mpc-O)-(GPO)-(GP-(4S)-MPC)-(GPO)2-GG-NH2 mit zwei (4S)-
Mpc-Resten in X- und Y-Position (&) (Tm=34.5 8C). Die Entfaltung
wurde mit Circulardichroismus bei 225 nm in w@ssriger LFsung bei
1 mm Peptidkonzentration verfolgt. O= (4R)-Hydroxyprolin.
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rend DJendo und DJexo aus berechneten Diederwinkeln (DFT; Tabelle I
in den Hintergrundinformationen) mittels MestRe-J[17] bestimmt
wurden.

Quantenmechanische Rechnungen: Dichtefunktionalrechnun-
gen wurden mit dem Programm Turbomole5.6 ausgef�hrt.[18] Das
B3LYP-Funktional[19] und der TZVP-Basissatz[20] (ein Gauß-Basis-
satz, verbessert durch Polarisationsfunktionen) wurden verwendet.
Unterschiedliche isomere Strukturen der Verbindung 4 sowie der
Mercapto- (1), Hydroxy- (5) und Fluorderivate (6) wurden sowohl f�r
die Gasphase als auch mit dem Kontinuumsl)sungsmittelmodell
Cosmo[21] (dielektrische Konstante e = 80) berechnet, um die Ab-
schirmung des D2O-L)sungsmittels zu ber�cksichtigen. Mulliken-
Populationsanalysen[22] wurden ausgef�hrt, um atomare Partialla-
dungen zu bestimmen.
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