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203. Untersuchungen iiber die Konformation des cyclischen
Hexapeptids cyclo-Glycyl-L-prolyl-glycyl-glycyl-L-prolyl-glycyl mittels
protonenmagnetischer Resonanz und Parallelen zum
Cyclodecapeptid Gramicidin S?)

14. Mitteilung itber homodet cyclische Polypeptide [17 [ 2].

von R, Schwyzer und U. Ludescher

Laboratorium fiir Molckularbiologic
Eidg. Technische Hochschule, 8006 Zirich

(2.1X. G9)

Suminary. The first proton magnetic resonance observations made with cyclic hexapeptides
suggested the presence of two types of amide protons: one participating in intramolecular hydrogen
bonds and more strongly shielded, the other exposcd to the solvent and less shielded (SCHWYZER
et al. 1964 [2]). This was taken as evidence for the f-type structure proposed for homodetic cyclic
peptides with 2. (2n+ 1) amino acid residues in the ring (Scawvyzer [4]),n = 1, 2, 3 ... These con-
clusions have now becn confirmed by studies on the solvent dependence of chemical shifts in ¢yclo-
glycyl-prolyl, eyelo-glycyl-prolyl-glycyl-glycyl-prolyl-glyeyl (I1I) and gramicidin S. On passing
from a typical amide proton acceptor solvent (hexadeutcrodimethylsulfoxide or tetradcutero-
methanol) to trifluoroacetic acid the solvent-cxposed protons become more shiclded and the
intramolecularly hydrogen bonded ones less so (Figure 5). The proposed f-structure of the cyclo-
decapeptide gramicidin S (n = 2 in the above formula; Hobgkin & QucHTON [8], crystalline
state; SCHWYZER [9], in solution) which has recently been supported by side-chain interaction
studies (using a nuclear magnetic resonance marker) on the biologically active derivative, diphtha-
lylgramicidin S (ScHwvYzZER & LubpEScHER {1]) as well as by other methods [6] {7}, is thus addi-
tionally supported. Our experiments, as well as those of KoppLE [11], strongly favor a f-structure
for simple cyclohexapeptides in solution; this is particularly true for compeund IIT which is, with
respect to the two proline residues, a model of gramicidin §.

1. Einleitung. — Vor Jahren schon hatte der eine von uns auf Grund synthetischer
Beobachtungen (Verdoppelungserscheinungen beim Ringschluss von Peptiden) fir
cinfache Cyclohexapeptide eine Faltblatt-Strukiur?) postuliert, die im Prinzip auf alle
Cyclopeptide mit 2 + 4n (n = ganze, positive Zahl) Aminosiureresten im Ring ausge-
dehnt werden kann [4], vgl. Fig. 1.

Arbeiten aus unserem Laboratorium [1] |5], aus der Rockefeller [6] und der
Cornell University |7] haben die prinzipielle Richtigkeit dieses Modells fiir Gramici-
din S und damit der unabhingig voneinander von Hopekin & OucHTON [8] und von
ScHWYZER (9] fiir dieses Cyclodecapeptid in der kristallinen Phase [8] und in Lésung
[9] vorgeschlagenen Konformation bestitigt.

2. cyclo-Glycyl-L-prolyl-glycyl-glycyl-L-prolyl-glycyl. — Frithe protonenmag-
netische Resonanz (PMR.}-Untersuchungen unseres Arbeitskreises |2] iiber cyclo-
(-Gly-Phe-Gly-Gly-Phe-Gly-) (I}, cvclo-(-Gly-Phe-Gly-Gly-phe-Gly-} (II} und die im

1) Diese Arbeit wurde vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS (Kredit Nr.4883) initfinanziert.
2} Dentsche Bezeichnung far antiparallel pleated sheet structure, vgl. [3].
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c

Fig.1. Falthlatt-Strukiur (schematisch) fiiv homodel cyclische Polypeptide mit2+4dn{n =1,2,3,..))
oder zweimal einer ungeraden Zahl von Aminosduveresten 2 - (2n+1).
a = Cyclohexapeptid (n = 1); b = Cyclodecapeptid (n = 2); ¢ == Cyclotetradecapeptid (n = 3).
Dic «-Kohlenstoffatome liegen ungefahr an den mit « bezeichneten Stellen. * = «Dachrinne»;
* % — «Dachfirst»,

Titel erwdlinte Verbindung cyclo-(-Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-Gly-) (I11)3) ergaben Spek-
tren, die durchaus im Einklang mit der IFaltblattstruktur, Fig. 1a, sind. So spricht
nichts gegen eine Cy,-Symmetrie der Verbindungen I und ITI (IT wiirde in der Falt-
blattstruktur einer andern Punktgruppe angehéren, C;, ev. C)). Besonders bei Ver-
bindung III sind deutlich 2 Signale von Amidprotonen zu unterscheiden, die wahr-
scheinlich von den beiden an den intramolekularen Wasserstoffbriicken teilnehmen-
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Fig.2. Zwei migliche Faltblattstyuktuven von c-(-Gly- Pro-Gly-), (T11) mit je zwei intramolekulay «ge-
bundenen» und «freieny (zum Lisungsmittel hin exponievten) Amidprotonen (a und b).
Nach Kalottenmodellen gezeichnet.

3) Die abgekiirzte Schreibweisc fir Peptide und Aminosiurereste folgt den Vorschldgen der ge-
mischten IUPAC-IUB-Kommission, siche z. B. [10]. Als Besonderheit verwenden wir Klein-
schreibung fir die p-Konfiguration (Phe = r-Phenylalanin, phe = bp-Phenylalanin).
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den Protonen einerseits (a, hoheres Feld) und von den «exponiertens, mehr mit
dem Lésungsmittel in Kontakt stehenden Protonen andererseits (b, niedrigeres
Feld) herrithren (Fig. 2)4).

Auf Grund neuer PMR.-Spektren von IIT in Hexadeutero-dimethylsulfoxid und
deren Vergleich mit solchen von cyclo-Glycyl-prolyl (friither in Dimethylsulfoxid auf-
genommen) lassen sich Zuteilungen der Signale mit grésserer Sicherheit vornehmen
(Fig. 3 und 4)3).

1 T 1 ! 1
4 3 2 ppm

Fig.3. 7100-MHz-PM R.-Spektyum (Varian HA-100) von c-(-Gly-Pro-Gly-), (111), ca. 0,04: in
Hexadeutero-dimethylsulfoxid.
L = Verunrcinigungen des Losungsmittels. A = 2 Amidprotonen (b), § = 8,63 ppm; B = 2
Amidprotonen (a), § = 7,63 ppm; C = 2 Prolin-a-protonen, § = 4,28 ppm; D = 4 Glycin-a-
protonen, § —= 3,99 ppm (Dachfirst ?); E = 4 Glycin-a-protonen, § = 3,74 ppm (Dachrinne ?);
F = 4 Prolin-§-protonen, 8 = 3,53 ppm; G = 8 Prolin-§,y-protonen, § = 2,00 ppm.

1) Die Zuordnung der Amidprotonen a und b wurde durch Deuteriumaustausch-Experimente
bestdtigt: Nach Zugabe von 59 D,O zu einer Hexadeutero-dimethylsulloxid-Lésung von
ITI nahm das Signal bei 8,63 ppm sehr viel rascher ab als das bei 7,63 ppm.

Die Eichung der chemischen Verschiebungen der publizierten Spektren [2] erfolgte anhand des
scharfen Signals der Phenylprotonen des Phenylalanins in I und 11, wobei die Lage (401 cps)
mit derjenigen in Gramicidin S-dihvdrochlorid (6 = 7,27 ppm [1]) gleichgesetzt wurde.

<@
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Fig.4. PMR.-Spektrum bei 55,4 MHz (VARIAN V-4302) von c-(-Gly-Pro-), 0,34M in Dimethyl-
sulfoxid.

2.1. Amadprotonen: In Hexadeutero-dimethylsulfoxid (DMSO) sind die beiden Sig-
nale von je 2 Amidprotonen besser separiert als in Trifluoressigsdure (TFA) [2]: das bei
niedrigerem Felde ist von 8,36 ppm um 0,27 ppm abwirts nach 8,63 ppm verschoben,
das bei hoherem FFelde dagegen von 8,04 ppm um 0,41 ppm aufwirts nach 7,63 ppm.
Vergleich von Lage und Verschiebung dieser Signale mit den entsprechenden Eigen-
schaften des cyclo-Glycyl-prolyls bestitigt die frithere Vermutung, dass es sich bei dem
Signal bei tieferem Felde um dasjenige der «exponierteren» Amidprotonen, b, handeln
muss: das einzige Signal dieses Diketopiperazins erscheint in TFA bei 8,26 ppm und
wird in DMSO um 0,29 ppm abwdrts nach 8,55 ppm verschoben (Fig. 5). Die Abwirts-
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Irig. 5. Losungsmittelabhingigkeit dev chemischen Verschiebung dev Amidprotonen cyclischer Peptide
(gestrichelte Linie: ¢yclo-Glycyl-prolyl).

Positive Neigung entspricht Peptidgruppen, deren Carbonyl-Sauerstoffatome, negative Ncigung

entspricht Peptidgruppen, deren Amidprotonen selbst gegen das Losungsmittel exponiert sind.
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verschiebung der exponierten Amidprotonen, b, diirfte auf die verstérkte intermoleku-
lare Wasserstoffbriicken-Bindung zum basischeren DMSO gegeniiber TFA (ge-
schwichte Abschirmung von Protonen in intermolekularen H-Briicken) zuriickzu-
fithren sein. Die (vergleichsweise grossere) Aufwirtsverschiebung des Signals der
intramolekular gebundenen Amidprotonen, a, kann man durch Annahme von zwei
Einfliissen zu erkliren versuchen (Fig. 6): erstens, Wegfall der Protonierung der
Peptidbindung Pro-Gly und dadurch verstirkte Abschirmung des daran covalent ge-
bundenen Protons, a; zweitens, Wegfall der Protonierung der Peptidbindung Gly-Pro.
In diesem Falle erfolgte die Verstdrkung der Abschirmung des im Raume benach-
barten Amidprotons, a, durch die in dieser Richtung nun grésser gewordenen Elek-
tronendichte?).

2

HTFA
Fig.6. Molekelhdilfien von c-(-Gly-Pro-Gly-}, ({11} schematisch im Kontakt mit Tvifluovessigsduve
(T'FA, links) und mit Dimethylsulfoxid (DM SO, vechts).
Die Verdnderung der Fliache innerhalb der gestrichelten Linie um die Gly-Pro-Peptidbindung soll

die Verdnderung der Elcktronendichte in Richtung auf das benachbarte Amidproton, a, andeuten.
Nach Modecllen betragt der Abstand zwischen Proton a und dem Prolin-Stickstoffatom ctwa 2,4 A.

2.2. Alpha-Protonen: Integration der in DMSO aufgenommenen Spektren ergibt
fiir eyclo-Glyeyl-prolyl 1 Proton bei 4,30 ppm (= Proton am «-Kobhlenstoffatom des
Prolyl-Restes) und 2 Protonen bei 4,00 ppm (= «-Protonen des Glycyl-Restes). Beim
cyclo-(-Gly-Pro-Gly-), (III) erscheinen die beiden Prolyl-z-Protonen bei 4,28 ppm;
man beobachtet nun aber 2 Gruppen von je 4 Glycyl-a-Protonen: eine bei 3,99 und
eine andere bei 3,74 ppm. Erstere entspricht in der Lage den Glycyl-a-Protonen des
cyclo-Glycyl-prolyls. Ein Vergleich von Kalottenmodellen zeigt, dass die a-Protonen
der beiden an den Ecken des «Dachfirstes» des Konformeren I11a (Figur 2) gelegenen
Glycyl-Reste in dhnlicher Weise vom Rest der Molekel isoliert sind, wie beim cyclo-
Glycyl-prolyl. Man kénnte vermuten, dass sie fiir dieses Signal bei 3,99 ppm verant-
wortlich seien; dies wire cxperimentell noch abzukldren. Die Zuteilung ist im Moment
jedoch belanglos: wichtig ist allein die Beobachtung von zwei Paaren von Glycyl-
Resten, deren a-Protonen in (paarweise, C,!) verschiedenen Umgebungen liegen. Eine
Entscheidung zwischen ITIa und II1b erscheint uns auf Grund dieser Beobachtungen

8) Unabhingige, wihrend der Vorbereitung dieses Manuskriptes crschienenc Untersuchungen von
KorppLe [11] zeigen, dass auch cyclo-Pentaglycyl-tyrosyl in der Faltblattstruktur vorliegt.
Einige der vorgebrachten Argumente decken sich mit unseren.
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allein nicht méglich; weitere Versuche sind in Vorbereitung, um diese Frage zu beant-
worten.

2.3. Ubrige Protonen: Die Protonen an den - und y-Kohlenstoffatomen des Pro-
lins erscheinen erwartungsgemadss in einer Gruppe bei etwa 2 ppm, diejenigen am 5-
Kohlenstoffatom bei etwa 3,6 ppm (in DMSO).

3. Gramicidin S (Fig. 7). — Die bereits publizierten Spektren von Gramicidin-S-
dihydrochlorid in Deuteromethanol (MeOH-d,) [1], welche zwei Gruppen von Amid-
protonen erkennen lassen?), kénnen im Sinne von STERN, GIBBONS & CRAIG [6] in
verfeinerter Weise interpretiert werden: Figur 8a. Die Signale bei 6,78 und 7,78 ppm
(x) sind Seitenbdnder des starken Phenylprotonen-Signals bei 7,25 ppm. Bemerkens-
wert ist die Lage des Signals der Valin-NH-Protonen bei 7,64 ppm (Dublett, [y ~
9 cps) — gleich wie dasjenige der stark abgeschirmten, in intramolekularen Wasser-
stoffbriicken gebundenen Glycin-NH-Protonen des Cyclohexapeptids III (7,63 ppm
in DMSO-dg). Die andern beiden, ebenfalls an intramolekularen H-Briicken teilneh-
menden Amidprotonen (Aminogruppen der Leucinreste) erscheinen bei tieferem Felde

phe__ rr|1 PPro

C?

Fig.7. Perspektivische, schematische Ansicht des Cyclodecapeptid- Riickgvates (Sekunddrstvukiuy) des
Gramicidins S.
Oben sind die Ansatzpunkte der Scitenketten mit senkrechten Strichen angedeutet, obwohl hier
durch kleine Verdnderungen der Torsionswinkel des Riickgrates erheblicher Spielraum fir die An-
ordnung der -Kohlenstoffatome besteht (insbesondere fiir das p-Phenylalanin an den Ecken der
Dachrinne). Unten sind dic ungefdhren Lagen der a-Kohlenstoffatome mit den Aminosidurebezeich-
nungen versehen. An den Enden der Molekel sind die Ebenen angegeben, in denen die Prolin-Ringe
und die phe-Pro-Peptidbindungen liegen.

7) In [1] ist cin sinnstérender Fehler unterlaufen; es sollte (im Sinne von [2]) natiirlich heissen
(8.2522): «... of four (presumably nonbonded) NH protons at low field (8,67 ppm) and of four
others (intramolecularly hydrogen-bonded) at higher ficld (7,64 and 6,78 ppm) ...» und nicht
umgekchrt. Heute sehen wir, dass auch die Verteilung anders ist: 2 bei hdherem und 6 bei nie-
drigerem Iicld, was aber das Modell nicht beriihrt.
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(8,76 ppm, Dublett, J. =~ 9 cps). Der abschirmende Einfluss der an der «Dachrinne»
liegenden Peptidbindung Gly-Pro beim Cyclohexapeptid II1 (Fig. 2) und phe-Pro
beim Gramicidin S (Fig. 7), scheint also stark bestimmend zu sein; die Abschirmung
am «Dachfirst» ist jedenfalls geringer (dieser Punkt soll mit Modellverbindungen ex-
perimentell noch besser belegt werden).
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Lig. 8. /00-MHz-PM R.-Spektren von Gramicidin S-dihydrochlorid (synthetisch und aus isolicrtem
Matcrial der Fa. MANN BrocuemicaLs durch Kristallisation des Dihydrochlorids gewonnen).

Losungsmittel: Tetradeuteromethanol (a) und Trifluoressigsdure (b). Seitenbénder des Phenyl-
protonen-Signals (10 H) mit X, Lagen der Singlette und Dublette mit I und | _| bezeichnet.

Das Spektrum in TFA Dbietet eine neue Bestidtigung unseres Modells, Fig. 7, wenig-
stens in bezug auf die Verteilung von «exponierten» und «abgeschirmten» Amidpro-
tonen: vier Protonen erleiden in TFA eine Verringerung der Abschirmung, vier Protonen
erne Verstivkung (Fig. 8b). In Analogie zum Verhalten des Cyclohexapeptids I1II
wiirde das bedeuten, dass dic erste Gruppe an intramolekularen H-Briicken teil-
nimmt, die zweite aber gegen das Lésungsmittel exponiert ist (in der ersten Gruppe
sind die Carbonylsauerstoffatome der betreffenden Peptidbindungen, in der zweiten
Gruppe die Amidprotonen selbst gegen das Losungsmittel hin exponiert). Die Zutei-
lung der Signale in Figur 8b ist tentativ und erfolgte auf Grund der Zuteilung in Figur
84a, die wiederum auf derjenigen von STERN ¢t al. [6] beruht. Wir weisen den beiden
exponierten Protonenpaaren (phe und Orn) eine quantitativ gleich grosse lésungs-
mittelbedingte Verschiebung (49 ~ 0,9 ppm aufwirts) zu. Nach dieser Wahl erschei-
nen die beiden andern (Leu und Val) um je ca. 0,3 ppm abwirts verschoben (Zusam-
menstellung in Fig. 5).
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Zwel von den seit 1953 vorgeschlagenen sechs Modellen fiir Gramicidin S weisen
eine Vier-plus-vier-Verteilung von iutra- und extramolekularen Amidprotonen auf, nur
eines aber, namlich das hier beschriebene, besitzt die experimentell nachgewiesene [1]
vdumliche Nachbarschaft der Ornithin- und Phenylalanin-Seitenketten. Diese beiden
Kriterien, zusammen mit den Ergebnissen der Energieberechnungen von SCHERAGA
[7] sprechen fiir das tatsdchliche Vorliegen dieser Faltblattstruktur in Lésung. Die
Konformation scheint auch relativ stabil zu sein, wie Beobachtungen der Temperatur-
abhidngigkeit von PMR.-Signalen [1] [6] {12] und der Lésungsmittelabhingigkeit von
Zirkulardichroismus und optischer Rotationsdispersion zeigen [13]. Das vorliegende
Modell vermag auch das Verhalten des Gramicidins S in Oberflichenschichten zu er-
kliren (Arbeiten von FEw [147).

Veydankung. Das Spektrum von cyclo-Glycyl-prolyl in Dimethylsulfoxid (Fig. 4) wurde 1962
in den physikalischer Laboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT aufgenommen (Dr. R.F.
ZURCHER, vgl. [2]}, die iibrigen im Laboratorium von Herrn Prof. Dr. W. Simon, ETH.
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