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o,p- und a,0,f,p-Peptidfoldamere basierend auf cis-p-Aminocyclo-

pentancarbonsaure™*

tukasz Berlicki, Ludwig Pilsl, Edit Wéber, Istvan M. Mdandity, Chiara Cabrele,
Tamds A. Martinek,* Ferenc Fiilop und Oliver Reiser*

Nichtnatiirliche Oligomere mit definierten dreidimensiona-
len Strukturen (Foldamere) sind aufgrund ihrer Féhigkeit,
Biopolymere nachzuahmen und deren Bandbreite zu erwei-
tern, von Interesse.'! Foldamere konnten erfolgreich in un-
terschiedlichen Gebieten eingesetzt werden, zum Beispiel als
antimikrobielle Wirkstoffe, Inhibitoren von Protein-Prote-
in-Wechselwirkungen® oder Gelbildner.”! Die bisher am in-
tensivsten untersuchten Foldamere sind aus 8- oder y-Ami-
nosduren sowie deren Kombination mit natiirlich vorkom-
menden o-Aminosduren aufgebaut, wobei zahlreiche Se-
kundirstrukturen wie Helices oder Faltblitter beschrieben
wurden.”! Mit dem Ziel, Struktur und Funktion zu vereinigen,
sind zwei Kriterien zu erfiillen: Zum einen miissen wasser-
stabile Sekundirstrukturen entwickelt werden, zum anderen
miissen funktionelle Gruppen, welche in den Seitenketten
proteinogener Aminosiuren auftreten, eingebracht werden.[®!
Auch wenn konformativ eingeschrinkte -Aminosduren be-
ziiglich ihrer strukturstabilisierenden Funktion attraktiv sind,
ist das Einbringen proteinogener Seitenketten in solche
nichtnatiirlichen Bausteine synthesetechnisch aufwindig.”
Deswegen hat sich die Kombination solcher Bausteine mit
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natiirlichen a-Aminoséduren in der Entwicklung funktioneller
Foldamere bewihrt.’*®

Hier berichten wir tiber helikale Peptidfoldamer-Helices
mit einer definierten rdumlichen Verteilung der Seitengrup-
pen in polaren Losungsmitteln, insbesondere in Wasser. Die
beschriebenen Foldamere enthalten a-Aminosduren, sowie
cis-B-Aminocyclopentancarbonsidure-Bausteine (cis-ACPC),
welche in Anlehnung an den ,.,stereochemical patterning ap-
proach“ von Fiilop und Mitarbeitern”’’ kombiniert wurden
(siehe die Hintergrundinformationen). Diese Vorgehenswei-
se korreliert die stereochemische Konfiguration der Peptid-
riickgratatome mit den Vorzeichen der jeweiligen Dieder-
winkel 1 und ¢, welche jede Amidbindung umgeben (dar-
gestellt durch ,,][“). Diese sollten jeweils das gleiche Vorzei-
chen haben (beide + oder —) und in einer periodischen An-
ordnung iiber das Peptidriickgrat verteilt sein, um eine
helikale Faltung zu ermoglichen (Abbildung 1).

Der erste Typ von Foldameren besteht aus 9- oder 13-
meren, welche abwechselnd L-a-Aminosduren (A, G, E, K, S)
und (S-o,R-P)-cis-ACPC-Einheiten enthalten (1-4, Abbil-
dungen 1 und S1). Der zweite Typ von Foldameren besteht
aus 9- oder 13-meren mit einer a-a-B-f-Anordnung der
Bausteine, in welchen die jeweilig benachbarten Bausteine a-

EVARY

\% GIAISIH/
K/D/E

o,p-Peptide
VYA A/ AN AN/ AN/ ANV

[s J[# s1ls )I# s][s )[& s][s J[& s)(s )[& s)[s )% s][s ]
[=+]0+ =1[=+) [+ =J[=*]0* =J[=+)[* =DI=+][+ =){~+][+ -][-+]

2 WY AV A AN HANY
3 \A/b\S/pN\AZb\K/ bNAZ/ bN\E/b\G/
4 WY AYAYYAT/HAYS

oo, B, B-Peptide
5 [a\B/o\H/a\B/ o\D/a\

[# )[s RI[R 8)[s )[R )[5 R)[® S][s ][R ]
[+-1[- +1[+ -N=+][+][- +][+ - -*1[+]

6 L3N0/ o \K7/5N\ O/ b\E//\

7 LVNB/ o\K//¥N\E / oN\NE7/3\

8 /a\o/b\@//a\o//b\K//a\o//b\E//a\
Abbildung 1. Sequenzen der o,p- (1-4) und o,a,p,3-Peptidfoldamere
(5-8). Die bevorzugten Vorzeichen der die Amidbindungen umgeben-
den Diederwinkel (¥][¢) sind fiir das jeweils erste Peptid der beiden

Serien angegeben. Alle Peptide sind C-terminal amidiert. Die a,[3-Pep-
tide (1-4) sind N-terminal acetyliert.
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o bzw. 3-p die entgegengesetzte Konfiguration aufweisen (5-
8, Abbildungen 1 und S2). Die Peptide 6 und 8 enthalten
einige ungesittigte cis-ACPC-Bausteine, welche eingefiihrt
wurden, um eine starke Signaliiberlappung in den NMR-
Spektren zu vermeiden. Die Zusammensetzung der o-Ami-
nosdurebausteine wurde so gewihlt, dass Sequenzen mit un-
terschiedlicher Hydrophobie/Hydrophilie erhalten werden.
Desweiteren wurden in einigen Fillen entgegengesetzt gela-
dene Reste eingebaut, da dies zu einer Stabilitdtserhohung
fiihren kann, wenn die beiden Reste in der Lage sind, eine
Salzbriicke zu bilden. Demzufolge wurden K-E- und H-D-
Paare aufgrund ihrer unterschiedlichen Kettenlingen und
Ionisierungseigenschaften verwendet. Fiir die o,f- und
a,a,B,p-Peptide wurde eine unterschiedliche rdumliche An-
ordnung der Seitenketten erwartet. Aullerdem sollte die
Anwesenheit von D-o-Aminosiduren die proteolytische Sta-
bilitdt der Peptide erhohen.

Alle Peptide wurden an der Festphase unter Verwendung
von Fmoc-Chemie synthetisiert und anschliefend mithilfe
von HPLC gereinigt. Das Peptid 7 wurde durch katalytische
Hydrierung™ von 6 erhalten. Eine Hydrierung des lingeren
Peptids 8 zum vollstindig gesittigten 13-mer war nicht er-
folgreich, was wahrscheinlich auf eine starke Adsorption des
Peptids an die Aktivkohle des Katalysatorsystems zuriickzu-
fiihren ist.

Von allen Peptiden wurden Circulardichroismus(CD)-
Spektren in Methanol und Wasser aufgenommen (Abbil-
dung 2). Zusitzlich wurden CD-Spektren der Peptide 1-4 in
Acetonitril und 2,2,2-Trifluorethanol gemessen (Abbil-
dung S3). Die a,0,p,p-Peptide 5-8 wurden aufgrund ihrer si-
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gnifikanten CD-Signale in Wasser auch in Phosphatpuffer
(pH 7.4) vermessen, um physiologische Bedingungen zu si-
mulieren. Alle Spektren wurden auf die Peptidkonzentration
und die Zahl an Amidbindungen normiert. Die CD-Signale
der langeren Peptide verglichen mit denen der kiirzeren sind
deutlich intensiver (vergleiche 1 mit 2, 3 mit 4 sowie 8 mit 5-
7), was andeutet, dass eine zunehmende Peptidlinge die
konformative Stabilitit positiv beeinflusst.'!! Im Allgemeinen
sind die CD-Signale deutlich stirker in Methanol als in
Wasser oder Puffer (mit Ausnahme von Peptid 5). Im Un-
terschied zu den o,-Peptiden 1-4 zeigen jedoch die a,0.,f3,p-
Peptide 5-8 starke CD-Signale auch in wéssrigen Medien
(Abbildung 2). Die CD-Spektren der a,p-Peptide 1-4 zeigen
ein starkes Maximum bei 200 nm (Abbildungen 2 und S3),
was sowohl fiir rechts-P% wie auch linksgéngige® o, 3-Helices
sprechen kann. Jedoch zeigen die im Folgenden besproche-
nen NMR-Daten eindeutig eine rechtsgiangige Helix fiir 1-4.

Die a,0,p,3-Peptide 5-8 sind durch eine starke positive
Bande bei 198-206 nm, sowie durch eine negative Bande bei
188-191 nm gekennzeichnet. Aufgrund der Ahnlichkeit
dieser CD-Muster zu den Kurven der oben beschriebenen
a,p-Peptide 1-4 sowie anderer o,pB-Peptid-Helices®™ kann
eine helikale Faltung angenommen werden. Die Stabilitét
dieser Helices in wéssrigen Medien ist von besonderer Be-
deutung, da dies in kurzen linearen Peptiden relativ selten
ist.[?]

Im Unterschied zu 6, dessen CD-Spektrum nicht durch die
vorgenommene pH-Anderung beeinflusst wurde, haben die
Foldamere §, 7 und 8 ein stdrkeres CD-Signal bei physiolo-
gischem pH als in nichtgepuffertem Wasser. Nichtsdestowe-
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Abbildung 2. CD-Spektren der a,f-Peptide 1-4 (a,b) und der a,a,3,3-Peptide 5-8 (c,d). Die Spektren wurden bei Raumtemperatur aufgenommen,
und die CD-Intensitat ist als molare Elliptizitdt pro Aminosiurerest angegeben.
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niger weist 8 in letzter Umgebung eine erstaunliche Stabilitét
gegen thermische Entfaltung auf, was durch einen Verlust der
Struktur von nur 35% bei 90°C angezeigt wurde (Abbil-
dung S8). Fiir das 9-mer 5 wurde weiterhin eine Rotver-
schiebung der CD-Kurve beim Wechsel von Methanol zu
wissrigen Medien einhergehend mit einer hoheren Intensitét
des CD-Signals in Puffer gegeniiber Wasser und Methanol
beobachtet. Dieses auBergewohnliche Verhalten konnte
durch das Vorliegen leicht unterschiedlicher Konformationen
in wissrigen Medien und in Methanol erkldrt werden.

Das CD-Spektrum des teilweise ungesittigten Peptids 6
zeigt eine geringere Signalintensitdt als sein vollstdndig ge-
sittigtes Analogon 7 (Abbildung 2d). Dieser Befund kann
wahrscheinlich eher der hohen Tendenz zur Aggregation von
Peptid 6 als dem unterschiedlichen Sittigungsgrad der ACPC-
Ringe zugeschrieben werden. Tatsichlich war von allen un-
tersuchten Peptiden nur 6 in den verwendeten Losungsmit-
teln (DMSO, Acetonitril, Methanol, Wasser, Phosphatpuffer)
duBerst schlecht 16slich.

Die NMR-Spektren der a,p-Peptide wurden in [D;]Me-
thanol aufgenommen, wobei nahezu alle Signale eindeutig
zugeordnet werden konnten (Tabelle S2a). Die temperatur-
abhingigen Verschiebungen der Amidprotonensignale legen
das Vorhandensein von Wasserstoffbriicken im Peptidriick-
grat und somit die Bildung von Sekundirstrukturen nahe.!'”!
Fiir die Aminoséduren 3-11 des Peptids 3 wurden erstaunlich

\JNJ Q
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Abbildung 3. Charakteristische ROE-Kontakte, sowie Wasserstoffbrii-
cken-Muster fiir 1 (a,b) und 8 (c,d).

NF\!)\»NH NH,
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niedrige Werte der Temperaturkoeffizienten gefunden (—1.08
bis —4.38 ppbK ™).

Eine Reihe von ROESY-Kreuzpeaks wurde fiir die 13-
mere 1 und 3 gefunden. Sequentielle ROEs vom Typ NH;-
C.H,;_, sowie ROEs mittleren Abstands vom Typ HN, ,-C H;
fiir a-Reste und vom Typ HN,-CgH,., fiir 3-Reste wurden
beobachtet (Abbildung 3a). Zusitzlich wurden *J-Kopp-
lungskonstanten der Amidprotonensignale von 8.4-9.4 Hz fiir
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Abbildung 4. NMR-Struktur von Peptid 1 in [D;]Methanol. Uberlage-
rungen der zehn Strukturen mit den niedrigsten Energien (a,c) und
Band-Darstellungen fiir eine dieser Strukturen (b,d). Wasserstoffatome
sind aus Griinden der Ubersicht nicht dargestellt.

B-Reste und von 7.3-7.8 Hz fiir a-Reste (ausschlieBlich der
terminalen Reste) ermittelt (Tabelle S3a). Zusammen mit der
guten Dispersion der Protonensignale sprechen die *J-Werte
fiir das Vorhandensein geordneter Strukturen. Mithilfe der
experimentell erhaltenen Abstandswerte wurde die Struk-
turoptimierung der o,f-Peptide durch eine Monte-Carlo-
(MC)-/Molekiildynamik(MD)-Konformationsanalyse basie-
rend auf Molekiilmechanik durchgefiihrt, wobei eine gut de-
finierte Struktur erhalten werden konnte (Abbildung 4).
Uberraschenderweise wurde eine bis heute experimentell
unbeschriebene, aber zuvor von Hofmann und Mitarbei-
tern™ theoretisch vorhergesagte rechtsgingige 16/18-Helix
gefunden, welche die derzeit breiteste Peptidhelix reprasen-
tiert.®™ Diese Struktur wird durch i,i—3- und i,i+ 5-C=O-
--HN-Wechselwirkungen charakterisiert (Abbildung 3b). Bei
der Analyse der Diederwinkel resultierten mittlere Werte von
P =-176°, ¢=—129° fiir a-Reste, sowie = —-96°, ¢ =108°
und 6=9° fiir B-Reste, welche relativ ungewohnlich fiir he-
likale Strukturen sind: In der Tat deuten diese Werte an, dass
die o-Reste in gestreckter Konformation vorliegen, wihrend
die cis-ACPC-Bausteine schleifenihnliche Anordnungen
bilden, was zu einer hybridartigen Struktur fithrt (Abbil-
dung 4).

Die NMR-Spektren der a,a,B,3-Peptide wurden in
[Ds;]Methanol und Phosphatpuffer (20 mm, pH 7.4, mit 10 %
D,0) aufgenommen, wobei 8 zusétzlich in [D¢]DMSO ver-
messen wurde. Die Dispersion der NMR-Signale war sehr
gut, was ihre nahezu vollstindige Zuordnung (Tabelle S2b,c)
sowie die Berechnung der Temperaturkoeffizienten der
Amidprotonen (Tabelle S4b-d) ermdoglichte. Bei Peptid 5
waren die Koeffizienten der Reste 4-7 im Bereich von —3.5
bis —5.3 ppbK™' (Tabelle S4b). Im Fall von Peptid 8 in
[D;]Methanol waren die Werte der Ala-Reste deutlich grof3er
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als die der hydrophilen a-Reste, was nahelegt, dass erstere
dem Losungsmittel ausgesetzt sind. Dariiber hinaus zeigte
beinahe jede zweite Einheit, wie Gln4, cis-ACPC6, Lys8, cis-
ACPC10 und Glul2, niedrige absolute Werte (—1.5 bis
—4.7 ppbK ™), was ein Anzeichen fiir Wasserstoffbriicken im
Peptidriickgrat sein konnte (Tabelle S4b).*! Ein solches al-
ternierendes Muster der Temperaturkoeffizienten spricht fiir
das Vorhandensein einer periodischen, ndmlich einer helika-
len Struktur.

Fiir die Proben von 5-8 in Puffer konnten aufgrund star-
ker Signaliiberlappungen nicht alle Temperaturkoeffizienten
bestimmt werden (Tabelle S4d). Jedoch konnten fiir das 13-
mer 8 vier von acht Werten zwischen 1.3 und 4.4 ppbK™
bestimmt werden. Ahnlich hierzu waren je drei Amidproto-
nen der Peptide 6 und 7 durch niedrige Temperaturkoeffizi-
enten charakterisiert (von 2.0 bis 4.6 ppb K™! fiir 6 und von 1.4
bis 4.2 ppbK ! fiir 7).

Fir die Atome des Riickgrats in 5-8 wurden ii+1-
ROESY-Kreuzpeaks gefunden, sowie i,i + 2-Wechselwirkun-
gen zwischen Seitenketten und Riickgrat, was die Annahme
einer helikalen Struktur unterstiitzt (Abbildung 3¢). Darun-
ter wurden CgH-C,H;.,- oder C,H-C,H, ,-Wechselwirkun-
gen der inneren Ala- und Val-Seitenketten der Peptide 5-8,
jedoch nicht fiir die N-terminalen Reste beobachtet. Dies
ldasst darauf schlieBen, dass die N-terminalen o-Reste (Ala/
Val) der a,a,B,p-Peptide tiber eine deutliche Flexibilitét ver-
fiigen.

c)

Abbildung 5. NMR-Struktur von Peptid 8 in [D;]Methanol (a,c) und
Wasser (b,d). In den Hintergrundinformationen befinden sich Uber-
lagerungen der zehn Strukturen mit den niedrigsten Energien, fiir die
RMSD-Werte von 1.8 A und 4.1 A in Methanol bzw. Wasser berechnet
wurden.
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Die Strukturoptimierung der a,o.,3,p-Peptide liefert eine
rechtsgiangige Helix, welche durch eine verkettete Serie von
Wasserstoffbriicken mit 9/12/9/10-gliedrigen Ringen stabili-
siert wird (i,i—1- und i,i +3-C=0O--HN-Wechselwirkungen,
Abbildung 3d). Beim Wechsel des Losungsmittels von Me-
thanol zu Wasser ist die Helix von 8 einer Kompression un-
terworfen (Abbildung5), was offensichtlich durch eine
giinstige elektrostatische Wechselwirkung zwischen den Sei-
tenketten von Lys8 und Glul2 sowie durch hydrophobe
Wechselwirkungen der ACPC-Ringe in den Positionen 2, 6
und 10 verursacht wird.

Fiir das Peptid § wurde ein schwaches C,H;-C ,H,-ROE-
Signal gefunden, das nicht im Einklang mit der vorgeschla-
genen Helix ist. Eine Erkldrung hierfiir konnte das Vorhan-
densein einer zweiten Strukturpopulation liefern, in welcher
sich die a-Protonen der Reste 1 und 4 nahe beieinander be-
finden [mit einem 18-gliedrigen Wasserstoffbriickenring zwi-
schen C=0(1) und NH(6)]. Dies wiirde auch die Anderungen
der CD-Kurven von 5§ beim Wechsel von Methanol zu Wasser
erkldren, da sich die ROE-Unstimmigkeit besonders in Me-
thanol zeigte.

Leider wurde eine genaue Integration der ROESY-
Kreuzpeaks von Peptid 6 aufgrund der starken Aggregation
und demzufolge der niedrigen Signalintensitdt verhindert.
Jedoch sprechen das Vorhandensein der Schliissel-Kreuz-
peaks sowie die hohe Homologie zu 8 fiir die vorgeschlagene
9/12/9/10-Helix.

Zusammenfassend haben wir den ,stereochemical pat-
terning approach® erfolgreich angewendet, um basierend auf
cis-ACPC und o-Aminosduren stabile helikale Strukturen
herzustellen. Durch o,f- sowie a,a,B,p-Sequenzmotiven
gelang es, neuartige 16/18- und 9/12/9/10-Helices zu erzeugen.
Unserer Uberzeugung nach haben diese zwei Strukturen
Potenzial fiir Anwendungen in der medizinischen und biolo-
gischen Chemie aus folgenden Griinden: 1) Der hohe Gehalt
an natiirlichen o-Aminosiuren in beiden Helixtypen ermog-
licht das Einbringen von verschiedenen funktionellen Grup-
pen. 2) Die beiden Helixtypen unterscheiden sich in der
rdaumlichen Anordnung ihrer Seitenketten, was die Bildung
definierter Muster an funktionellen Gruppen auf helikalen
Oberfldchen ermdglicht. 3) Die kurzen Peptidfoldamere vom
Typ a,a,p,p sind attraktiv aufgrund ihrer wasserstabilen Se-
kundirstruktur.
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