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Abstract: Es existieren iiber 100 Hydrophobieskalen fiir
Aminosduren, die auf unterschiedlichen Ansdtzen basieren
und einheitlich in kondensierter Phase ermittelt werden. Ein
Vergleich der Hydrophobiewerte aus verschiedenen Methoden
und die Ermittlung ihrer relativen Rangfolge sind jedoch an-
spruchsvoll, da die Wechselwirkungen zwischen der Umge-
bung und der Aminosdure in jeder Methode spezifisch sind.
Hier iiberwinden wir diese Einschrinkung, indem wir die Ei-
genschaften von Aminosduren in der Reinraumumgebung der
Gasphase untersuchen. In der Gasphase bleiben standardmd-
Pig entropische Beitrige des hydrophoben Effektes aus, und
nur die Polaritit der Seitenkette ist fiir die Selbstorganisation
entscheidend. Dies erméglicht die Ableitung einer neuartigen
Hydrophobieskala, die ausschlieflich auf der Interaktion ein-
zelner Aminosdureeinheiten innerhalb des Clusters basiert und
somit die Eigenschaften der Seitenketten besser abbildet.
Dieses Prinzip kann fiir die Klassifizierung von nicht-natiirli-
chen Derivaten angewendet werden, wie hier fiir fluorierte
Aminosdurevarianten gezeigt ist.

Die genaue Bestimmung der intrinsischen Hydrophobie
von Aminosduren ist entscheidend fiir das Verstidndnis von
wichtigen Aspekten in der Biologie und die Implementierung
von nicht-kanonischen Aminosduren beim rationalen Design
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von Peptiden und Proteinen. Viele grundlegende biologische
Prozesse wie Faltung,!!! Stabilitit” und Oligomerisierung®!
von Proteinen sowie Protein-Ligand-Wechselwirkungen!*!
werden stark durch den hydrophoben Effekt in Losung be-
einflusst, bei dem unpolare Aminosidurereste aus einer en-
tropisch ungiinstigen Hydrathiille freigegeben werden. Bis
heute wurden mehr als 100 Hydrophobieskalen®' aufgestellt,
wobei die Mehrheit der Skalen auf bekannten Methoden in
kondensierter Phase wie der Wasser/Octanol-Verteilung,®
Berechnungen der zuginglichen Oberfliche,”! direkten
Messungen der physikalischen Eigenschaften® oder chro-
matographischen Methoden! beruht. Dabei bestehen signi-
fikante Unterschiede zwischen diesen Skalen, da sie deutlich
unterschiedliche Prinzipien anwenden oder sich in der Art
der untersuchten Spezies unterscheiden.”!

Eine genauere Bewertung dieser Hydrophobiemessungen
zeigt jedoch die Grenzen der jeweiligen Ansétze auf. In
Skalen, die auf Partitionierung basieren, werden organische
Losungsmittel wie Octanol verwendet, um den hydrophoben
Kern der Proteine zu imitieren. Dabei wird Trp als die hy-
drophobste Aminosiure eingestuft.l! Allerdings losen sich
organische Losungsmittel oft bis zu einem gewissen Grad in
Wasser und verédndern so die Eigenschaften beider Phasen.
Diese Vermischung erschwert es, eine unverzerrte Hydro-
phobieskala zu erhalten. Oberfldchenberechnungen hingegen
nutzen Daten aus Proteindatenbanken. Die Hydrophobie
wird hierbei als die Tendenz einer Aminosiurenseitenkette,
sich im Inneren des Proteins und nicht auf dessen Oberfldche
zu befinden, definiert.”! Cys wird als hydrophobste Amino-
sdaure klassifiziert, da es iiber die Thiolgruppe Disulfidbrii-
cken bilden kann, die sich typischerweise im Kern einer glo-
buldren Proteinstruktur befinden. Die vielleicht bekannteste
und auf physikalischen Eigenschaften basierende Skala ver-
gleicht die Oberfldchenspannung von Aminosidurelosungen
in Bezug auf eine Gly-Losung.®! Leu wird als hydrophobste
Aminosiure eingeordnet, da es die geringste Oberfldchen-
spannung verursacht. Pro, Arg und Lys liegen aufgrund des
isoelektrischen Punktes bei diesen Messungen jedoch in
einem anderen ionischen Zustand als die Referenz vor, wo-
durch es zu Diskrepanzen gegeniiber anderen Hydrophobie-
skalen kommt. Chromatographische Methoden hingegen
nutzen Aminosdurederivate oder Modellpeptide, um die
Hydrophobie als Anderung der Retentionszeit im Vergleich
zu einem Gly-substituierten Analogon zu definieren. Im Falle
des Modellpeptidansatzes wirkt sich die Anderung der Pep-
tidsequenz, ™" der Peptidlinge!"! und der Substitutionsstel-
le!"? stark auf die Hydrophobiewerte aus."'*'? Dariiber
hinaus beeinflussen die Wahl des Porendurchmessers, der pH-
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Wert der Pufferlosung, die Temperatur oder die Bindungs-
dichte der Alkylketten in der stationdren Umkehrphase auch
die Hydrophobieskala."!

Die géngigen Hydrophobieskalen ermoglichen aufgrund
von Verzerrungen in der Regel weder einen universellen
Vergleich noch eine genaue Klassifizierung von Aminosidu-
ren. Nachfolgend stellen wir daher eine alternative und un-
verzerrte Rangordnung der Hydrophobie vor. Diese beruht
auf der Wechselwirkung von einzelnen Aminosiduren in
Aminosiureclustern in der Gasphase. Obwohl auf den ersten
Blick kontraintuitiv, eignen sich die Gasphasenbedingungen
besonders gut, da die zugrunde liegende relative Permittivitét
im Vakuum (e,=1) der des Proteininneren sehr #hnlich ist
(e,=6-7)."1 Es gibt bereits vielversprechende Studien, in
denen die physikalisch-chemischen Eigenschaften von Mo-
lekiilen in der Gasphase untersucht wurden, z. B. mittels dif-
ferentieller Mobilititsspektrometrie.'”) Unsere Studie ver-
wendet die Gasphasentechnik Ionenmobilitdts-Massenspek-
trometrie (IM-MS), in der Ionen nach ihrem Masse-zu-La-
dungs-Verhiltnis (m/z) sowie ihrer GroBe und Form getrennt
werden.['"! Sie liefert den rdumlich gemittelten StoBquer-
schnitt eines Ions (2, CCS) — eine molekulare Eigenschaft, die
spezifisch fiir die Wechselwirkung des Ions mit dem Trégergas
ist und ein MaB fiir das Volumen der Aminoséduren in Clus-
tern darstellt.'”!

In dieser Arbeit wird der °TCCSy;, verwendet (CCS, ge-
messen im He-Trigergas mit einem Driftrohreninstrument,!'”]
hier bezeichnet als ), um den Zusammenhang zwischen der
GroBe des Aminosdureclusters und der Seitenkettenpolaritit
zu untersuchen. Abbildung 1a zeigt die mittels Nanoelek-
trospray-lonisation (n-ESI) aufgenommenen Massenspek-
tren von Leu und Arg (5 mMm), die aus einer wéssrigen Losung
ionisiert wurden. Leu aggregiert zu einem Dimer n/z =2:1,
zusammen mit groferen Clustern von einem Oktamer bis zu
einem 36-mer mit n/z = 36:4, wobei n fiir die Anzahl der Leu-
Einheiten im Cluster und z fiir die Ladung steht. Das polarere
Arg, das eine Guadininseitenkette tréagt, verhilt sich anders:
Es aggregiert schrittweise, und Cluster bis zu einem 24-mer
konnen beobachtet werden. Andere Aminosiduren aggregie-
ren in dhnlicher Weise (siche Hintergrundinformationen und
Lit. [18]).

Die CCSs als Funktion der Anzahl der Oligomere n, ge-
messen mittels IM-MS, sind in Abbildung 1b fiir Leu (oben)
und Arg (unten) dargestellt. Die Messunsicherheiten der
CCS-Werte sind hierbei deutlich kleiner als die tatsdchliche
GroBe der darstellenden Symbole. Die schwarze, durchge-
zogene Linie entspricht dem theoretischen isotropen Wachs-
tum” und reprisentiert das Wachstum einer idealisierten
kugelformigen Anordnung. Daraus ergibt sich die Gleichung
Q=0,n*?, wobei o, die CCS des entsprechenden Monomers
und n die Anzahl der Aminosédureeinheiten im Cluster ist.
Augenscheinlich bildet Leu groBere Cluster, als durch das
theoretisch isotrope Wachstum vorhergesagt, wihrend das
polare Arg zu kompakteren Oligomeren aggregiert. Die re-
sultierende Packungseffizienz ist unabhéngig von der Grofie
der Monomereinheiten (2p,,=66 A> gegeniiber Q,,=
72 A?), was darauf schlieBen lisst, dass die Clusterbildung
stark von der Polaritit der Seitenketten beeinflusst wird. Eine
ahnliche Abhéngigkeit zwischen Clusterwachstum und Sei-
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Abbildung 1. Massenspektrum und Kollisionsquerschnitte (€2, °'CCS,,.)
fir Leu und Arg. a) n-ESI-Massenspektren, erhalten aus konzentrierten
(5 mm), wassrigen Aminosaurelésungen. Die am haufigsten auftreten-
den Cluster sind mit ihrem n/z-Verhiltnis gekennzeichnet, wobei n die
Anzahl der Aminoséureeinheiten im Cluster und z die Ladung darstellt.
b) 2 als eine Funktion der Anzahl der Oligomere n. Die durchgezoge-
ne, schwarze Linie stellt ein theoretisch isotropes Wachstum dar,!
d.h. das Wachstum einer idealisierten kugelférmigen Anordnung, wih-
rend die rote Linie die Kurvenanpassung des jeweiligen Hydrophobie-
wertes a zeigt. Der Fehler des gemessenen °'CCS,,. ist deutlich kleiner
(typischerweise < 1% fiir drei unabhingige Replikate) als die Gréfe
des Symbols.

tenkettenpolaritdt wurde vor kurzem fiir verschiedene Ami-
nosiuren beobachtet!™ und wird fiir alle kanonischen Ami-
nosduren innerhalb dieser Arbeit systematisch bestitigt
(sieche Hintergrundinformationen fiir Details). Diese Daten
zeigen deutlich, dass hydrophobe Aminosduren im Allge-
meinen grofere Cluster bilden als polare Aminoséduren. Thre
unpolaren Seitenketten orientieren sich in der Umgebung
niedriger Permittivitdt vermutlich nach auen, wodurch die
Cluster ,,sperriger* werden. Polare Aminosduren bilden eher
kompaktere Cluster, da ihre funktionellen Gruppen inter-
molekulare Wechselwirkungen begiinstigen.
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Um den vorgenannten Trend des Clusterwachstums sys-
tematisch zu bewerten, wurde ein Korrekturfaktor o abge-
leitet, anhand dessen die Abweichung vom theoretischen
isotropen Wachstum entsprechend Q = o, n*° a** abgeschiitzt
werden kann. Dieser a-Wert stellt ein Mal} fiir die Pa-
ckungsdichte im Cluster dar und korreliert direkt mit der
Polaritédt der entsprechenden Seitenkette. Werte von a > 1
reprasentieren hydrophobe Aminoséduren, wihrend o < 1 auf
hydrophile Seitenketten hinweist. Der typische Fehler von
a ist kleiner als 1 %. Damit bietet a eine ideale Grundlage fiir
eine neuartige, unverzerrte Hydrophobieskala fiir Amino-
sduren.

Eine Zusammenfassung der a-Werte in Abhingigkeit von
der GroBe () ist in Abbildung2 dargestellt. Die unter-
suchten Aminosduren unterscheiden sich zwar in ihrer Nei-
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Abbildung 2. Relative Hydrophobieskala fiir Aminoséuren; Hydropho-
bie a als Funktion der GréRe der Aminosiure (angegeben als Mono-
mer °'CCS,,., 22). Werte fiir &> 1 stellen hydrophobe Aminosiuren dar,
wobei a <1 fiir hydrophile Seitenketten steht. Die fluorierten Varianten
der Aminosiuren sind in griiner Farbe dargestellt.

gung, Cluster zu bilden, sie alle zeigen jedoch Cluster bis zum
Ladungszustand 2 +. Dariiber hinaus konnen Aminosduren
mit hoherem Ladungszustand einen zuséitzlichen Einfluss auf
die Anordnung der Cluster haben. Die Stdrke der hieraus
resultierenden Wechselwirkungen wére von der Art der Sei-
tenketten abhiingig.”™ Um vergleichbare Datensiitze zu ge-
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wihrleisten und den Einfluss moglicher elektrostatischer

Wechselwirkungen wie Ionen-Dipol/induzierter-Dipol- oder

Coulomb-Wechselwirkungen auf die Packungseffizienz in

hoheren Ladungszustinden zu minimieren, wurden deshalb

nur die Ladungszustinde 1+ und 2+ zur Bestimmung von

o verwendet.

In der resultierenden Hydrophobieskala werden die na-
tiirlichen Aminosduren Leu > Val ~Met > Ile > Phe als am
hydrophobsten eingestuft, was in guter qualitativer Uber-
einstimmung mit den bisherigen Skalen ist.**° Dariiber
hinaus liefert die neue Skala aus chemischer Sicht eine
plausible relative Rangfolge der Aminosduren:

1) Phe (a=1.042) ist hydrophober als Tyr (a=0.998), das
eine zusdtzliche Hydroxygruppe am Phenylring tragt.

2) Ser ist eine der hydrophilsten Aminosduren (o =0.862),
was gut mit den Ergebnissen fritherer Studien iiberein-
stimmt.*?" Der primire Alkohol macht Ser hydrophiler
als Thr (e =0.932), das einen sekunddren Alkohol tragt.

3) Gln (¢ =1.043) ist wegen der lingeren aliphatischen Kette
hydrophober als Asn (a =0.964), wihrend sowohl Gln als
auch Asn weniger hydrophil sind als die entsprechenden
Carbonsiureanaloga (Glu, a =0.886 und Asp, a =0.856).

4) Lys und Arg tragen entweder eine Guanidingruppe oder
ein primires Amin am Ende der aliphatischen Kette. Die
Guanidingruppe ist jedoch polarer, und dementsprechend
hat Arg (¢ =0.909) einen niedrigeren a-Wert als Lys (a =
1.003).

Interessanterweise zeigt Lys innerhalb der hier darge-
stellten Skala weder einen sehr polaren noch einen hydro-
phoben Charakter. Diese Beobachtung widerspricht den Er-
gebnissen fiir die kondensierte Phase,®7°! die Lys als eine der
polarsten Aminosduren einstufen. In der Losung ist die Sei-
tenkette von Lys tiberwiegend protoniert, wihrend hier die
intrinsische Hydrophobie einer im Durchschnitt neutralen
Seitenkette untersucht wurde. Somit iiberwiegt die lange
aliphatische Kette den hydrophilen Charakter des neutralen
Amins und ergibt einen a-Wert von ca. 1. Wir behaupten, dass
die Eigenschaften der januskopfigen Seitenkette von Lys mit
dieser relativen Rangordnung besser beschrieben sind, da die
Protonierung drastisch variieren kann, wenn die Seitenkette
im Inneren eines Proteins liegt.*

Abbildung 3 zeigt einen quantitativen Vergleich zwischen
der hier dargestellten Hydrophobieskala und Skalen, die auf
Ansitzen in kondensierter Phase basieren, wobei der abso-
lute Pearson-Korrelationskoeffizient | R| als Heatmap dar-
gestellt ist. Ein Wert von |R|=1 (rot) zeigt eine perfekte
Korrelation, wobei alle Datenpunkte auf einer Linie liegen,
wihrend ein | R|-Wert von 0 (blau) keine Korrelation zwi-
schen den beiden Skalen impliziert. Eine sehr hohe Korrela-
tion (| R|>0.6) zwischen a und anderen Hydrophobieskalen
wird in der Regel nicht beobachtet, da sie auf sehr unter-
schiedlichen Ansitzen basieren (Gasphase gegeniiber kon-
densierter Phase). Die anderen Skalen werden durch Lo-
sungsmitteleffekte, die Art der untersuchten Spezies (z.B.
verschiedene Peptide) und Parameter wie pH-Wert, chro-
matographische Ausriistung sowie Loslichkeit beeinflusst und
tragen so zu den Unterschieden in der Korrelationsmatrix bei.
Die Daten zeigen jedoch eine positive Beziehung (| R | > 0.35)
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Abbildung 3. Heatmap des Pearson-Korrelationskoeffizienten | R| zwi-
schen der hier vorgestellten Hydrophobieskala a aller kanonischen
Aminosiuren und Skalen, die auf Ansitzen in der kondensierten Phase
wie der Wasser/Octanol-Verteilung,® HPLC,”! der Berechnung der zu-
ginglichen Oberfliche einer Seitenkette innerhalb eines Proteinkris-
talls” und der Messung der Oberflichenspannung einer Aminosaure-
[6sung basieren.®! Rot: positive Korrelation, blau: keine lineare Korrela-
tion.

zwischen der hier vorgestellten Skala und allen etablierten
Skalen und stiitzen somit die Giiltigkeit des a-Ansatzes.

Dariiber hinaus wurde die Robustheit des neuen Ansatzes
zur Klassifizierung nicht-natiirlicher Derivate fiir die beson-
ders anspruchsvolle Klasse der fluorierten Aminoséduren ge-
priift. Die H/F-Substitution ist eine géngige Strategie, um die
Eigenschaften von Pharmazeutika®! und Peptiden/Proteinen
zu verdndern.” Thr Einfluss auf die Faltung wird durch ein
komplexes Zusammenspiel des Interaktionspartners, Verédn-
derungen in der Hydrophobie und der Grofie bestimmt, was
die Vorhersage ihrer Eigenschaften erschwert.”! Die Hy-
drophobiewerte fiir ausgewéhlte fluorierte Derivate von Ile,
Leu und Phe sowie 2-Aminobuttersidure (Abu) sind in Ab-
bildung 2 in Griin dargestellt.

Im Allgemeinen erhoht die CF;-Fluorierung in aliphati-
schen Seitenketten die Hydrophobie gegeniiber jener der
unsubstituierten Analoga Ile und Val. Die CF;-Substitution in
(28,35)-5,5,5-Trifluorisoleucin (5-Fs-Ile) verdndert die Ge-
samtgroBe jedoch nur geringfiigig (2, = 66 A? gegeniiber Q5.
e = 68 Az), wihrend fiir 4,4,4-Trifluorvalin (4-F;-Val) ein
Anstieg von 8-12% in CCS beobachtet wird (Qv, =59 A?
gegeniiber 2 p;v, =64 Az). Interessanterweise ergeben die
fluorierten Diastereomere von 4.4.4-Trifluorvalin unter-
schiedliche Hydrophobiewerte: Das (2S,35)-4-F;-Val-Isomer
(a=1.061) ist wesentlich hydrophiler als 4-F;-Val(S,R) (a =
1.080), jedoch hydrophober als Val (¢ =1.053). Diese Beob-
achtung befindet sich in guter Ubereinstimmung mit HPLC-
Ergebnissen™ und Simulationen! und zeigt, dass der hier
vorgestellte Ansatz sehr empfindlich fiir kleinste Struktur-
unterschiede ist.

Dartiiber hinaus fiihrt eine CF,-Fluorierung zu einem
vollig anderen Verhalten: 4,4-Difluoraminobuttersdure (4-F,-
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Abu; a=1.000) weist einen geringeren a-Wert auf als das
nicht-fluorierte Analogon (Abu; a=1.057). So kann die
partielle Fluorierung in aliphatischen Seitenketten die Hy-
drophobie einer bestimmten Aminosdure drastisch verrin-
gern.™® Eine Vorhersage der Hydrophobie bei H/F-Substi-
tutionen ist nicht trivial, aber mit dem hier vorgestellten
Ansatz ist es moglich, Aminosduren problemlos zu klassifi-
zieren.

Die H/F-Substitution an Phenylringen zeigt wiederum ein
besonderes Verhalten: Die H/F-Substitution reduziert die
Hydrophobie in der Reihenfolge Phe(a=1.042)> oF-
Phe (a =1.026) > mF-Phe (o =1.021) > pF-Phe (a =1.014) >
Fs-Phe (¢ =0.951). Dieser eher ungewohnliche Trend ist
wahrscheinlich auf Verdnderungen in der elektronischen
Struktur des aromatischen Rings zuriickzufiihren. Die An-
derung des Dipolmoments durch Fluorierung resultiert in
einer Erhohung der Polaritdt, was zu dichter gepackten
Clustern fiihrt. Dieser Effekt ist noch ausgeprégter, wenn eine
Phosphonatgruppe (R-CF,-PO(OH), fiir p-CF,P-Phe; a=
0.906) an den Phenylring gebunden ist (siche Phe gegeniiber
p-CF,P-Phe). Wenn die Phosphonatgruppe jedoch perflu-
oriert wird, um eine permanent negativ geladene, hyperva-
lente R-CF,-PF;-Gruppe zu erzeugen (siche p-CF,PFs -
Phe),””! wird gegeniiber der neutralen Phosphonatgruppe in
p-CFE,P-Phe eine Erhohung der Hydrophobie (a=0.980)
beobachtet. Dies bestétigt, dass geringste Verdnderungen im
Fluorierungsmuster von Aminosduren tatsdchlich zu erheb-
lichen Verdnderungen in ihrer Hydrophobie fithren und somit
ihr Aggregationsverhalten beeinflussen.

Wir stellen hier eine neuartige, unverzerrte Hydropho-
bieskala vor, die auf der Clusterbindung von Aminoséduren in
der Gasphase basiert. In den Reinraumbedingungen der
Gasphase kann der entropische Beitrag durch Solvatisierung,
der normalerweise zu hydrophoben Wechselwirkungen fiihrt,
vernachléssigt werden. Infolgedessen dhnelt diese Umgebung
mit geringer Permittivitédt der eines dicht gepackten Protein-
kerns. Typischerweise bilden hydrophobe Aminosduren
raumlich ausgedehntere Cluster, bei denen ihre unpolaren
Seitenketten der niedrigen Permittivitit der Gasphase aus-
gesetzt sind, wihrend polare Aminosduren kompakte Cluster
bilden, um elektrostatische, intermolekulare Wechselwir-
kungen zu maximieren. Um eine quantitative Bewertung
durchzufithren und sowohl natiirliche als auch mehrere nicht-
natiirliche, fluorierte Aminosiuren zu Kklassifizieren, wurde
ein Korrekturfaktor a eingefiihrt, der ein Maf fiir die Ab-
weichung vom isotropen Clusterwachstum darstellt. Die
vorgestellte Methode ist ein allgemeingiiltiger Ansatz zur
prédzisen Bestimmung der intrinsischen und insbesondere
unverzerrten Hydrophobie von Aminosduren. Der Ansatz
ermOglicht nicht nur die Klassifizierung von natiirlichen
Bausteinen, sondern auch die von synthetischen Verbindun-
gen, deren Figenschaften mit bekannten Methoden nur
schwer oder iiberhaupt nicht vorhersagbar sind. Damit bietet
unsere Methode ein wertvolles Hilfsmittel bei der Entwick-
lung von Peptiden, Proteinen und Wirkstoffen.
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