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Die dreidimensionale Struktur von Proteinen und Peptiden
bestimmt in vivo weitgehend deren biologische Funktion. Die
in vitro beobachteten Strukturen und deren Vielfalt resul-
tieren aus dem feinen Gleichgewicht zwischen nichtkovalen-
ten intramolekularen Wechselwirkungen und solchen mit den
umgebenden Losungsmittelmolekiilen. Die Entkopplung von
intra- und intermolekularen Wechselwirkungen und die
Aufkldrung der intrinsischen Strukturen von Biomolekiilen
ist entscheidend fiir das Verstindnis von Protein-Peptid-
Wechselwirkungen (ebenso wie Protein-Protein- und Protein-
Membran-Wechselwirkungen) und Proteinfaltungen und
kann zur computergestiitzten Entwicklung von Wirkstoffen
beitragen. Hier demonstrieren wir, wie die kombinierte Ver-
wendung von kalter Ionenspektroskopie und Computerbe-
rechnungen zur Aufklidrung der 3D-Gasphasenstruktur eines
natiirlichen Antibiotikums, des Decapeptids Gramicidin S
(GY), fiihrt. Es ist das erste Mal, dass die Gasphasenstruktur
eines Molekiils dieser Gréfie bestimmt werden kann.
Gramicidin S (cyclo-VOLFPVOLFP, wobei ,,O“ fiir Or-
nithin (Orn) steht und Phe als D-, nicht als L-Enantiomer
vorliegt) ist durch seine praktische Bedeutung schon iiber
Jahrzehnte Gegenstand intensiver Forschung.'*! GS zeigt
eine starke antibakterielle Aktivitét, die auf seiner Bindung
an mikrobielle Membranen beruht.® Allerdings wirkt es
toxisch auf menschliche rote Blutzellen. Die rationale Ent-
wicklung von GS-Analogen mit verbesserter pharmakologi-
scher Aktivitét erfordert ein besseres Verstdndnis der Struk-
tur von GS und seiner Wechselwirkung mit Losungsmittel-
molekiilen und Phospholipiden der Zellmembranen. Die
Struktur des isolierten Peptids kann daher als zuséatzlicher
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Startpunkt zur Modellierung dieser Wechselwirkungen und
zur Aufklirung des Mechanismus seiner antibakteriellen
Wirkung dienen.

Durch die Isolierung von losungsmittelfreien Biomole-
kiilen in der Gasphase entfallen intermolekulare Wechsel-
wirkungen, allerdings verlangt die geringe Probenkonzen-
tration hoch empfindliche, strukturselektive Methoden. Mit-
hilfe von Ionenmobilitdtsmessungen konnen konformere
Strukturen anhand ihrer unterschiedlichen StoBquerschnitte
aufgetrennt werden.” ! Dabei ist allerdings die Genauigkeit
der Strukturaufkldrung durch die geringe Zahl experimentell
ableitbarer Randbedingungen begrenzt und sollte durch
komplementidre Methoden unterstiitzt werden.

In den letzten Jahren konnten hochaufgeloste Strukturen
von mehreren Aminosduren und kleinen Peptiden in der
Gasphase mithilfe von Infrarotspektroskopie bestimmt
werden.'"”"® In diesem Verfahren wird ein ,,Fingerabdruck*
von Schwingungsiibergingen (Frequenzen, Intensitdten und
spektrale Linienbreiten) gemessen, der dann als Referenz fiir
die Strukturberechnungen dient. Die eindeutige Identifizie-
rung von berechneten Strukturen eines groen Molekiils er-
fordert hochgenaue Fingerabdriicke fiir jede einzelne der
beobachteten Konformationen, wie sie auch von der Theorie
berechnet werden. Das wiederum bedingt eine Auflosung der
Schwingungsiibergidnge und Konformationsselektivitét in den
IR-Spektren, die fiir groBe Molekiile bei Raumtemperatur
eine gro3e Herausforderung darstellt.

In den Berechnungen wird typischerweise die klassische
Molekiildynamik (MD) zur Erkundung eines grofien Kon-
formationsraumes und die Identifizierung von Strukturkan-
didaten verwendet. Eine Auswahl der energetisch giinstigsten
Strukturen wird anschlieBend mithilfe von Ab-initio-Metho-
den optimiert, um die energetisch stabilste Konformation zu
bestimmen. Die grofite Herausforderung in diesen Rech-
nungen ist die in der Praxis unumgéngliche Einschréankung
der Konformationssuche unter den Tausenden durch die MD
identifizierten Kandidaten, bevor deren Geometrien mithilfe
genauerer Methoden optimiert und ihre Spektren berechnet
werden konnen.

Unser Experiment kombiniert Elektrospray-lonisierung,
Massenspektrometrie, Tieftemperaturkiihlung und Laser-
spektroskopie (siehe die Hintergrundinformationen fiir De-
tails)."” Durch das Abkiihlen der Probenmolekiile auf ge-
niigend tiefe Temperaturen (ca. 10 K) kénnen die Schwin-
gungsiibergidnge in den UV- und IR-Spektren von GS auf-
gelost werden.”” Die hohe Auflosung im UV-Spektrum er-
moglicht die Anwendung von IR-UV-Doppelresonanz-
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messungen'>*?% fiir die konformationsselektive Bestim-
mung der IR-Spektren.

Kiirzlich haben wir eine Anwendung dieses Prinzips fiir
die Spektroskopie von GS im 6-um-Bereich demonstriert.”"!
Hier weiten wir diese Studien {iiber einen signifikanten
Spektralbereich aus, der alle Streckschwingungen der leichten
Atome umfasst, und verwenden spezielle Methoden wie die
5N-Isotopensubstitution und Komplexierung des Peptids mit
einem Kronenether, um alle Schwingungsbanden zuzuord-
nen. Die von unseren spektroskopischen und massenspek-
trometrischen Daten abgeleiteten Struktureigenschaften
wurden anschliefend in der computergestiitzten Suche nach
der stabilsten Struktur von isoliertem zweifach protoniertem
GS genutzt. Der Vergleich der hochaufgelosten, konforma-
tionsspezifischen IR-Spektren mit den Berechnungen er-
moglichte die eindeutige Zuordnung einer der Strukturkan-
didaten zu der in unseren Gasphasenmessungen von GS do-
minierend vorliegenden Konformation.

In der Gasphase und bei tiefen Temperaturen liegt [GS +
2H]*" in drei unterschiedlichen Konformationen vor, wobei
eine davon signifikant hiufiger besetzt wird als die beiden
anderen.”” Abbildung 1a zeigt ein TR-Spektrum der hiu-
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Abbildung 1. Vergleich des Infrarotspektrums der hiufigsten Konfor-
mation von a) [GS+2H]*" und b) seines deuterierten Analogen
(N-D+N-H), gemessen durch IR/UV-Doppelresonanz-Photofragment-
Spektroskopie, mit den berechneten Schwingungsfrequenzen der sta-
bilsten Struktur der jeweiligen Spezies (Balken). Die berechneten Fre-
quenzen wurden in (a) mit einem Faktor von 0.961 und in (b) mit
einem Faktor von 0.941 skaliert. Zusétzlich wurden die Frequenzen der
NH/CH-Streckschwingungen in (a) um den Term Av; = —20,/dv; ver-
schoben, wobei 0v; die Breite des i-ten Signals ist. Sterne markieren
Ubergiénge mit hoher Oszillatorstarke.

figsten Konformation bei ca. 12 K, gemessen durch photo-
fragmentdetektierte IR-UV-Doppelresonanz. Das Spektrum,
das die NH-, CH- und C=0O-Streck- sowie die NH-Beu-
gungsschwingungen abdeckt, stellt einen Satz von beinahe 30
spektroskopischen Referenzschwingungen dar, die fiir die
eindeutige Zuweisung einer 3D-Struktur von zweifach pro-
toniertem GS aus den berechneten Moglichkeiten verwendet
werden kann. In mehreren Bereichen des Spektrums stellen
die nahe beieinander befindlichen Signale hohe Anforde-
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rungen an die Genauigkeit der berechneten Schwingungs-
frequenzen. Zudem ist eine einfache Ubereinstimmung von
berechneten und gemessenen Frequenzen zur eindeutigen
Identifizierung der experimentell vorliegenden Struktur nicht
ausreichend. Die korrekte Zuweisung der Signale zu spezifi-
schen Schwingungsmoden stellt die eigentliche Verbindung
zwischen Experiment und Theorie dar.

Wir haben verschiedene Methoden zur Zuordnung der
Schwingungsbanden in Abbildung 1a genutzt. Eine Isoto-
penmarkierung der zwei Val- und zwei Leu-Reste durch N
sollte die beiden Amid-NH-Streckschwingungen um ca.
8cm™! (in der harmonischen Néherung) nach tieferen Fre-
quenzen verschieben. Im IR-Spektrum in Abbildung 2b ist

3000 3200 3400
Wellenzahl fem™  —=

Abbildung 2. Ausschnitte der IR-Spektren der hiufigsten Konformation
von a,c) [GS+2H]*", b) seinem Isotopologen (*N«'*N in Leu und
Val) und c) dem [GS + 2H]*"-([18]Krone-6)-Komplex.

tatséichlich eine Verschiebung von —8.5 cm™' zweier Signale
des isotopenmarkierten Molekiils sichtbar, was uns die ein-
deutige Zuordnung dieser Signale zu den vier NH-Streck-
schwingungen dieser Aminosduren erlaubt. Die Tatsache,
dass die Isotopenmarkierung der vier Aminosduren nur zwei
Signale verschiebt, legt den Schluss nahe, dass die NH-
Streckschwingungen jedes Paars identischer Aminosiduren
der symmetrischen Sequenz beinahe entartete Frequenzen
haben und infolgedessen die gleichen symmetrisch dquiva-
lenten Positionen einnehmen. Diese Beobachtung stiitzt
unsere frithere Vermutung einer hoch symmetrischen (C,)
Struktur von [GS+2H]**.® In einem weiteren Ansatz
wurden sdmtliche Amid-Wasserstoffatome durch Deuterium
substituiert, wobei alle ND-Streckschwingungen auf Werte
unter 2500 cm™! verschoben werden, sodass fiir eine erleich-
terte Bandenzuordnung nur die CH-Streckschwingungen in
der Region von 3 um verbleiben (Abbildung 1b). Das Ver-
schieben der ND-Beugungsschwingungen hin zu niedrigeren
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Wellenzahlen erlaubt auBlerdem die Unterscheidung zwi-
schen Amid-Beugungsschwingungen und C=O-Streck-
schwingungen.

Wir ordnen die beiden Signale um 3240 cm ™' den NH,'-
Streckschwingungen zu, der allgemeinen Erwartung folgend,
dass die Frequenzen geladener Gruppen durch stirkere
Wasserstoffbriicken im Vergleich zu den Amid-NH-Streck-
schwingungen deutlich hin zu niedrigerer Energie verschoben
werden. Diese Zuordnung wurde durch die Komplexierung
von [GS +2H]*" mit zwei Kronenethern ([18]Krone-6), die
besonders starke Wasserstoffbriicken mit NH;*-Gruppen
bilden, bestitigt.?**! Wie in Abbildung 2¢ und d ersichtlich
ist, fithrt die Komplexierung zu einer zusétzlichen Verschie-
bung dieser zwei Signale um 120-150 cm .

Dem UV-induzierten Photofragment-Massenspektrum
von [GS +2H]*" (Abbildung H1 in den Hintergrundinfor-
mationen) konnen zusitzliche Informationen entnommen
werden, die unsere Suche nach passenden Strukturen fiir die
Berechnung des IR-Spektrums einschrinken. Die zwei hidu-
figsten Fragmente, die aus der Photoanregung der Phe-
Chromophore entstehen, entsprechen dem Verlust der neu-
tralen Fragmente -CH,-NH, und -CH,-CH,-NH, der Orni-
thin-Seitenketten, obwohl diese Kanile bei stoBinduzierter
Dissoziation!  und  Infrarot-Multiphotonendissoziation
(IRMPD; Abbildung H1) vernachlissigbar sind. Die beob-
achtete nicht-statistische Dissoziation® lisst einen anfingli-
chen Transfer von Photoanregungsenergie direkt von den
Phe-Chromophoren auf die Amine der Orn-Seitenketten
vermuten und impliziert eine gewisse Nidhe und Kopplung
zwischen den beiden Gruppen. Diese Schlussfolgerung, zu-
sammen mit der vom IR-Spektrum abgeleiteten Symmetrie,
schrinkt die Konformationssuche nach passenden Struktur-
kandidaten drastisch ein.

Fiir eine effiziente Erkundung des Konformationsraumes
wurden MD-Simulationen in Kombination mit einer mini-
malen Zahl von Nebenbedingungen zur Erfiillung der expe-
rimentell abgeleiteten strukturellen Randbedingungen ver-
wendet. Ein anfidnglicher Satz von Strukturkandidaten wurde
auf diese Weise mithilfe von mehreren Simulated-Annealing-
Laufen erzeugt, in denen das System zur effizienteren Er-
kundung des Phasenraums auf hohe Temperaturen (1500 K)
aufgeheizt und anschlieBend langsam abgekiihlt wurde. Aus
diesen Konformationssuchen wurden die vier energetisch
stabilsten Strukturen mithilfe von Dichtefunktionaltheorie
optimiert und ihre harmonischen Schwingungsfrequenzen
berechnet (siche Hintergrundinformationen fiir Details zu
den Rechnungen). Nach Skalierung zur Beriicksichtigung von
Schwingungsanharmonien stimmen die Frequenzen der sta-
bilsten Struktur (Tabelle H2), gut mit dem gemessenen IR-
Spektrum der Hauptkonformation iiberein (Abbildung H2).
Die Zuordnungen aller berechneten Schwingungsbanden
entsprechen ausnahmslos unseren experimentell bestimmten
Zuordnungen. Nur die Ammonium-NH-Streckschwingungs-
frequenzen werden von den Berechnungen nicht gut vorher-
gesagt. Allerdings erwarten wir auch keine exakte Beschrei-
bung dieser stark gekoppelten Banden, da Anharmonie-
effekte hier grofer sind als fiir die schwach gekoppelten NH/
CH-Streckschwingungen. Eine Verfeinerung der beiden
Skalierungskoeffizienten, die in der Physik intramolekularer
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Schwingungskopplungen begriindet ist (siche Hintergrund-
informationen), erzielt eine deutlich bessere Ubereinstim-
mung der berechneten mit den gemessenen Frequenzen.

FEin strikter Test fiir die Richtigkeit der berechneten
energetisch stabilsten Struktur ist die Berechnung des
Schwingungsspektrums des deuterierten Peptids. Eine Deu-
terierung @ndert nicht die Struktur, verschiebt jedoch die NH-
Streckschwingungsbanden nach niedrigeren Frequenzen. Das
berechnete Spektrum der deuterierten Spezies stimmt gut mit
den experimentellen Daten iiberein (Abbildung 1b), was
unser Vertrauen in die Korrektheit der berechneten Struktur
bestérkt.

In Abbildung 3 wird die hier bestimmte Struktur von
isoliertem [GS+ 2H]*" mit der durch Réntgenbeugung ge-
messenen Kristallstruktur™ der hydratisierten Spezies ver-

b)

Abbildung 3. Zwei 3D-Ansichten der Strukturen von [GS +2H]*":

a) Gasphasenstruktur, bestimmt durch kalte lonenspektroskopie fiir
die energetisch stabilste Konformation der isolierten Spezies (diese
Arbeit). b) Struktur im Festkérper, bestimmt durch Réntgenbeugung
am Kristall (Rekonstruktion nach den Daten in Lit. [8]).

glichen. Die beinahe symmetrische (C,) Struktur des isolier-
ten Peptids erscheint um 40% weniger gedehnt und kom-
pakter. Sie weist eine charakteristische parallele Ausrichtung
der zwei Phe-Ringe auf, die sich beide jeweils in der Nihe
einer NH;"-Gruppe der Orn-Seitenketten befinden. Dieser
Unterschied in der Struktur stammt groBtenteils von der
Solvatation der geladenen Orn-Seitenketten im Kristall,
welche die Bildung der Kation-n-Wasserstoffbriicken mit den
Phe-Ringen verhindert. In der isolierten Struktur bilden die
NH;"-Gruppen auBerdem auch Wasserstoffbriicken mit den
Carbonyl-Sauerstoffatomen der Phe- und Orn-Reste, durch
die sie am Peptidriickgrat fixiert werden. Tabelle H3 enthalt
die Koordinaten der berechneten Struktur.

Wir haben gezeigt, wie durch kalte Ionenspektroskopie in
Kombination mit hochgenauen Rechenverfahren die kon-
formationsselektiven Strukturen von isolierten mittelgroen
Peptiden bestimmt werden konnen. Obwohl isolierte Struk-
turen nicht zwingend den In-vivo-Strukturen entsprechen,
sollten sie doch hilfreich zum Verstidndnis der In-vivo-Wech-
selwirkungen sein. Zum Beispiel kann die Struktur von
Gramicidin S in Wechselwirkung mit einer Membran von der
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in vitro durch NMR-Spektroskopie oder Rontgenbeugung
bestimmten Struktur abweichen, was die intrinsische Struk-
tur, wie sie hier bestimmt wurde, zu einem wertvollen Start-
punkt fiir die Modellierung der In-vivo-Aktivitit dieses An-
tibiotikums macht. Nach unserer Kenntnis ist Gramicidin S
das bisher groBte Molekiil, dessen genaue intrinsische
Struktur bestimmt worden ist.

Eingegangen am 27. Januar 2011,
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Online veroffentlicht am 6. Mai 2011
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