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SWWYZLW~J. The first proton magnetic resonance observations made with cyclic hexapcptidcs 
suggested the presence of two types of amide protons : one participating in intramolecular hydrogcn 
bonds and more strongly shiclded, the other exposed to  thc solvent and  less shielded (SCHWYZER 
et aZ. 1964 [2]). This was taken as evidence for thc @-type structure proposed for homodetic cyclic 
peptitleswith 2 .  (Znf 1) amino acid residues in thc ring (SCHWYZER [4]), n = 1, 2, 3 . . . These con- 
clusions have now been confirmed by  studies on thc solvent dependence of chemical shifts in cyclo- 
glycyl-prolyl, cycZo-glycyl-prolyl-glycyl-glyc~l-prolpl-glycyl(III) and gramicidin S. On passing 
lrom a typical amide proton acceptor solvent (hexadeutcrodimcthylsulfoxide or tetradcutero- 
methanol) to trifluoroacetic acid the solvsnt-exposed protons become more shiclded and the 
intraniolccularly hydrogen bonded ones less so (Figure 5). The proposed p-structure of the cyclo- 
tlecapeptitlc graniicidin S (n = 2 in the above formula; HODGKIN & OLJGHTON [S], crystalline 
state; SCHWYZER [91, in solution) which 112,s rccently been supported by  siclc-chain interaction 
studies (using a nuclear magnetic resonance marker) on the biologically active derivative, tliphtha- 
Iylgraniicidin S (SCHWYZER & LUDESCHER [l]) as well as by other methods [GI [7!, is thus addi- 
tionally suppoi-tcd. Our experiments, as well as those of KOPPLE [ l l ] ,  strongly favor a p-structure 
for simplc cyclohcxapcptjdcs in solutjon ; this is particularly true for compound 111 which is, with 
respcct to the t\vo prolinc resitluvs, a inotlcl of gramicitlin S. 

1.  Einleitung. ~ Vor Jahren sclion liatte der eine von uns auf Grund syntlietischer 
Reobaclitungen (Verdoppelungserscheinungen beim Ringschluss von Peptiden) fur 
cinfachc Cyclohexapeptide eine Fnltbl~!tt-Stru12tur2) postuliert, die ini Prinzip auf alle 
Cyclopeptide mit 2 + 4n (n = ganze, positive Zahl) Aminosaureresten irn Ring ausge- 
delint werden kann [4], vgl. Fig. 1. 

Arbeiten aus unsereni 1,aboratorinni 111 151, aus der Rockefeller LG] und der 
Corncll University 171 liaben die prinzipielle Kichtigkeit dieses Modells fur Graniici- 
din S und daniit der unahhangig voneinander von HODGKIK Sr OUCHTON [S] und von 
SCHWYZER 193 fur dieses Cyclodecapeptid in der kristallinen Phase [S] und in Losung 
[91 vorgeschlagenen Iionforination bestatigt. 

2. cyclo- Glycyl- I.-prolyl- glycyl- glycyl- bprolyl- glycyl. - Frulie protonenmag- 
netische Resonanz (PMK.)-Untersucliungen unseres Arbeitskreises 121 uber cyclo- 
(-Gly-Plie-Gly-Gly-PIie-(;ly-) (I), cycZ~~-(-Gly-Phe-CJly-GIy-plie-~~ly-) (11) und die irn 

~~ 

1) 

z, 

Diese Arbcit wurde voin SCHWEIZERISCIIEN N A T I ~ N A L F O N D S  (Kredit Nr.4883) tnitfinanziert. 
ncutschc Bezeichnung fur antiparallel pleated shcet structurc, vgl. /3j. 
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Fig. 1. Faltblatt-struiltzcr (schematisch) fur holnodet cyclische Polypept ide  nzit 2f 4 11, (n = I ,  2, 3, , . .) 

oder zzveirnal einer ungeraden Zahl  von Awainosuureresten 2 . ( 2  n + 1 ) .  
a = Cyclohexapeptid (n = 1) ; b = Cyclodecapeptid (n = 2) ; c =- C~~clotetratlecapeptid (n = 3 ) .  
Die a-Kohlenstoffatome liegcn ungefalir an den niit - bczc+hnctc:n Stcllen. il; = ( I  1)achrinnca; 

* * : (I Iktclifirst D. 

Titel erwaihnte Verbindung cycZo-(-Gly-Pro-Gly-(;ly-Pro-Crly-) (111) 3, ergaben Spek- 
tren, die durchaus im Einklang mit der Faltblattstruktur, Fig. 1 a, sind. So spriclit 
nichts gegen eine C,-Symnietrie der Verbindungen I uncl 111 (I1 wurde in der Falt- 
blattstruktur einer andern Punktgruppe angeliijren, C,, ev. C,J. Resonders bei Ver- 
bindung 111 sind deutlich 2 Signale von Ainidprotonen xu unterscheiden, die wahr- 
scheinlich von den beiden an den intramolekularen Wasserstoffbrucken teilnehmen- 

Fig. 2. Zmei miigliche .Falthlattstrukt~iren von c - ( - G l y  Pro-Gly-1, ( I I I )  rnzt j e  zmei intrarnolekular age- 
bundenen)> I4nd crfreieiai) (zum Liiszlngsmittel hin exfionierteiz) Awidpvotonen ( a  wzd h ) .  

Nach Kalottenmodcllen gczrichnct. 

3, Die abgekiirztc Schreibweisc fur Peptidc und Aininosaurcrestc folgt den Vorschlagen dcr ge- 
inischten IUP~\C-I~!B-Konimission, siehe z. B. [lo].  .Us Besondrrheit verwendcn wir Klein- 
schrcibung fiir d i e  o-Konfignration (Phe = ~-Phmylalnnin,  phc =: D-Phenplalanin). 
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den Protonen einerseits (a ,  hoheres Feld) und von den ((exponierten)), rnehr niit 
dem Losungsinittel in Kontakt stehenden Protonen andererseits (b,  niedrigeres 
Feld) herruhren (Fig. 2) 4). 

Auf Grund neuer PMR.-Spektren von 111 in Hexadeutero-dimethylsulfoxid und 
deren Vergleich rnit solchen von cyclo-Glycyl-prolyl (friiher in Dimethylsulfoxid auf- 
genonimen) lassen sich Zuteilungen der Signale mit grosserer Sicherheit vornehmen 
(Fig. 3 rind 4)5). 

r I I 1 
9 8 7 

1 I I 

4 3 2 PPm 
Fig. 3 .  700-A\ft~lz- PMR.-Spektrim (VARIAN HA-700) von c-(-C1y-Pro-GZ~~-)2 ( I  I I ) ,  ca. O,(MM in 

Hexarleutero-dinzelhylsulfoxid. 
I, = Verunrcinigungen tles LOsungsmittels. A = 2 .4midprotonen (b), 6 = 8,63 ppm; B = 2 
.\midprotonen (a), d = 7,63 ppm; C = 2 Prolin-cr-protonen, CS = 4,28 ppm; D = 4 Glycin-cr- 
protonen, 8 3,99 ppm (Ihchfirst  ? )  ; E = 4 Glycin-cr-protonen, 8 = 3.74 ppm (Dachrinne ?) ; 

F = 4 l’rolin-c~-protonen, d = 3,53 ppm; G = 8 Prolin-B,y-protonen, 6 : 2 , O O  pprn. 

‘I) Die Zuordnung dcr Amidprotonen a und b wurde clurch neuteriumaustausch-Experiuientc 
bestatigt : Nach Zugabe von 5 ”/b lu,O zn einer Hcxadeutero-dimethylsulloxid-Losung von 
111 nahm das Signal bei 8,63 ppm sehr vie1 rascher a b  als das bei 7,63 ppm, 
Die Eichung der chemischen Verschiebungen der publiziertcn Spektren [2j erfolgte anhand des 
scharfen Signals cfer l’henylprotonen des Phenylalanins in I und 11, wobei die Lage (401 cps) 
mit derjcnigcn in Gramicidin S-clihydrochlorid ( h  = 7,27 ppin [l]) gleichgesetzt wurde. 

5, 
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2.1. Amidprotonen: In Hexadeutero-dimetliylsulfoxid (DMSO) sind die heiden Sig- 
nale von je 2 Amidprotonen besser separiert als in Trifluoressigsaure (TFL4) [2] : das 1,ci 
niedrigerem Felde ist von 8,36 ppm urn 0,27 ppni nbwarts nach 8,63 ppm versclioben, 
das bei liiiherem Felde dagegen von S,04 pprn uni 0,41 ppiii aufwarts nach 7,63 ppni. 
Vergleicli von Lage und Verscliiebung dieser Signale init den entsprechenden Eigen- 
scliaften des cyclo-Glycyl-prolyls bcstatigt die friiliere Vermutung, dass es siclr bei dem 
Signal bei tieferem Felde um dasjenige der ccexponierteren 1) Amidprotonen, b, liandeln 
muss : das einzige Signal dieses Diketopiperazins ersclieint in TFA bei 8,26 ppni und 
wird in DMSO uni 0,29 ppm ahwirts nach 8,55 ppm versclioben (Fig. 5). Die Abwarts- 

OMSO TFA CD,OD T FA 

~-(-GLy-Pro-Gly-)~ Grarn ic id in  S 

I'ig. 5. Liis.un,osrnittel~abha~~~gkeit der chemischen Verschiebung der Amidpro tonen  cyclischer Pep t idr  
(gestrichelte Link : cyclo-Glycyl-prolyl) . 

Positive Neigung entspricht Peptidgruppcn, deren Carbonyl-Sauerstoffatome, negative Neigung 
entspricht Peptidgruppen, deren .4midprotonen selbst gcgen tlas Losungsmittel exponiert sind. 
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verschiebung der exponicrten Amidprotonen, b, durfte auf die verstarkte intermoleku- 
lare Wasserstoffbrucken-Hindung zutn basischeren DMSO gegenuber TFA (ge- 
schwachte Abscliirmung von Protonen in intermolekularen H-Briicken) zuruckzu- 
fuhren sein. Die (vergleichsweise grossere) Aufwartsverschiebung des Signals der 
intramolekular gebundenen Amidplotonen, a,  kann nian durch Annahme von zwei 
Einflussen zu erklaren versuchen (Fig. 6) : erstens, Wegfall der Protonierung der 
Peptidbindung Pro-Gly und dadurch verstarkte Abschirmung des daran covalent ge- 
bundenen Protons, a ; zweitens, Wegfall der Protonierung der Peptidbindung Gly-Pro. 
In diesem Falle erfolgte die Verstarkung der Abschirmung des im Iiaume benach- 
barten Aniidprotons, a, durch die in dieser Kichtung nun grosser gewordenen Elek- 
tronendichte'j) . 

t 

/u' a 

/ / 

"\ 

1-I. T FA 

1;ig. 6. :l.4oZekelhulfteic von  c-(-Gly- P Y O - G Z ~ ) ~  (If I )  scizematisch im Kontakt nzrt l ' r~ luoress igsawe 
( 2'1;,4, l inks)  u n d  nzit Uimethylsulfoxid ( D M S O ,  rechts). 

Die Vcranderung der l'lache inncrhalb der gestrichclten Linie u m  die Gly-Pro-Peptidbindung sol1 
die Vcrandcrung dcr Elcktronendichtc in Richtung auf das bcnachbarte Amidproton, a, andeuten. 
Nach Modellen betragt der Abstand zivischen Proton a und dcm Prolin-Stickstoffatom ctwa 2,4 A. 

2.2. Alpha-Protonen: Integration der in DMSO aufgenommenen Spektren ergibt 
fur cyclo-Glycyl-prolyl 1 Proton bei 4 3 0  ppm (= Proton am m-Kohlenstoffatom des 
Prolyl-Restes) und 2 Protonen bei 4,OO ppm (= a-Protonen des Glycyl-Restes). Beim 
cyclo-(-Gly-Pro-Gly-), (111) erscheinen die beiden Prolyl-a-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 Vcrgleich von Kalottenmodellen zeigt, dass die a-Protonen 
der beiden an den Ecken des ((Dachfirsteso des Konfornieren I I I a  (Figur 2) gelegenen 
Glycyl-Reste in iihnlicher Weisc vom Rest der Moleltcl isoliert sind, wie beini cyclo- 
Glycyl-prolyl. Man konnte vermuten, dass sie fur dieses Signal bei 3,99 ppni verant- 
wortlicli seien ; dies ware cxperinientell noch abzuklaren. 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 llmgebungen liegen. Eine 
Entschcidung zwischen I11 a und I11 b erscheint uns auf Grund dieser Beobachtungen 

6, Unabhangige, w2hrcnd tlcr Vorbcreitung dicses Manuskriptes crschienenc TJntersuchungen von 
KOPPLE [ll] zeigen, dass auch cyclo-Pentaglycyl-tyrosyl in der Faltblattstruktur vorliegt. 
Einigc der vorgcbracliten Argumente decken sich rnit unscren. 
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allein nicht moglich; weitere Versuche sind in Vorbereitung, um diese Frage zu beant- 
worten. 

2.3. Vbrigc Pgfotoncn: Die Protonen an den p- und y-Kohlenstoffatomen des Pro- 
lins erscheinen erwartungsgemass in eiiier Gruppe bei etwa 2 ppni, diejenigen am d- 
Kohlenstoffatom bei etwa 3,6 ppm (in DMSO). 

3. Gramicidiin S (Fig. 7). - Die bereits publizierten Spektren von Gramicidin-S- 
dihydrochlorid in Deuteromethanol (MeOH-d,) [l], welche zwei Gruppen von Rmid- 
protonen erkenne:n lassen7), konnen iin Sinne von STEIW, GIBBONS & CRAIG [6] in 
verfeiiierter Weise interpretiert werden : Figur 8a. Die Signale bei 6,78 und 7,78 ppm 
(x) sind Seitenbander des starken Phenylprotonen-Signa.1s bei 7,25 ppm. Remerkens- 
wert ist die Lage des Signals der Valin-NH-Protonen bei 7,64 ppm (Dublett, JCN N 

9 cps) - gleich wje dasjenige der stark abgeschirmten, in intramolekularen Wasser- 
stoffbrucken gebundenen Glycin-NH-Protonen des Cyclohexapeptids I11 (7,63 ppm 
in DMSO-d,). Die andern beiden, ebenfalls an intramolekularen H-Rrucken teilnel-1- 
menden Amidprotonen (Aminogruppen der Leucinreste) erscheinen bei tieferem Felde 

c2 

Fig. 7. Perspektivische, schernatische Ansicht des Cyclodecapeptid-12iickgratcs (Sekundavstricklitr) des 
Gralnicidins S. 

Ohcn sind dic hnsatzpunkte der Scitenkctten mit senkrcchten Strichen angedeutct, obwolil hier 
durch klcine \-eranderungcn der Torsionswinkel dcs Ruckgrates erhcblicher Spielrauin fur die An- 
ordnung der @-Kohlc.nstoffatome besteht (insbesondere fur das n-Phenylalanin an den Ecken der 
Dachrinne) . [Jnten sind die ungcfahren Lagen der a-Kohlenstoffatome mit den A4minos%urebezeich- 
nungen vcrschcn. An dcn Enden der Molekel sind die Ebenen angcgebcn, in dcnen die Prolin-Ringc 

und die phe-Pro-Peptidbindungen liegen. 

7) In [l] ist cin sinnstorendcr Fehler unterlaufen; es sollte (in1 Sinne von [2]) natiirlich hcisscn 
(S. 2522) : ( I . .  . of four (presumably nonbonded) XH protons at  low field (5,67 ppm) and 01 four 
others (intramolecularly hydrogen-bonded) a t  higher ficlcl (7,64 and 6,78 ppm) . . .D u n d  nicht 
umgekchrt. Heute: sehen wir, dass auch die Verteilung anders ist : 2 bei hoherem und 6 bci nie- 
drigerem Vcld, w a s  aber das Model1 nicht beruhrt. 
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(8,76 ppni, Dublett, JCN = 9 cps). Der abschirmende Einfluss der an der ctDachrinneu 
liegenden Peptidbindung Gly-Pro beini Cyclohexapeptid 111 (Fig. 2) und phe-Pro 
beim Graniicidin S (Fig. 7), scheint also stark bestimmend zu sein; die Abschirmung 
am ((Dachfirst H ist jedenfalls geringer (dieser Punkt sol1 niit Modellverbindungen ex- 
perimentell nocli besser belegt werden) . 

I - !  LEU: 
I I  ' lh 
I I  I 

I I 1 I I 
9 8 7 PPm 

i'ig. 8.  I(JC)-d~Hz-l'i~,Ii~.-.S3ciektrcn uoit GranzicidiFd S-dzhyclrochlorid (synthctisch und a u s  isolicrteix 
Matcrial dcr Fa. MANN BIOCHEMICALS durch Kristallisation clcs Dihydrochlorids gewonnen). 

Losungsmittel : Tetradcutcrornethanol (a) und Trifluorcssigsaure (b). Seitcnbander dcs Phcnyl- 
protoncn-Signals (10 13) mit x, Lagcn dcr Singlette und Dublcttc niit 1 untl !J bezeichnet. 

Das Spektruin in TPA bietet eiiie neue BestStigung unseres Modells, Fig. 7, wenig- 
stcns in bezug auf die Verteilung von ((exponierten R und ccabgeschirmten D Amidpro- 
tonen : vier Protoneiz erleideia in II'FA eine Verringerung der Absch i rn~ung ,  vier Protonen 
eine Versturkung (Fig. 8 b). In  Analogie zum Verhalten des Cyclohexapeptids 111 
wiirde das bedeuten, dass die erste Gruppe an intrainolekularen H-Brucken teil- 
nininit, die zweite abcr gegen das Losungsmittel 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 
8a,  die wiederuni auf derjenigen von STERN et al. [6] beruht. Wir weiscn den beiden 
exponierten Protonenpaaren (phe und Om) eine quantitativ gleich grosse losungs- 
inittelbcdingte Verschicbung ( d B  E 0,9 ppm aufwarts) zu. Nach dieser Wahl erschei- 
nen die beiden andern (1,cu uiid Val) uin je ca. 0,3 ppin abwarts verschoben (Zusam- 
menstellung in Fig. 5 ) .  
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Zwei von den seit 1953 vorgeschlagenen seclis Modellen fur Gramicidin S weisen 
eine Vier-plus-vier--Verteilung von intra- und extramolekulayen Amidprotonen auf, nut- 
eines aber, namlich das hier beschriebene, besitzt die experinlentell nachgewiesene [l] 
raumliche A‘achbarschaft der Ornithin- und Phenylalanin-Seitenketten. Diese beiden 
Kriterien, zusaninien init den Ergebnissen der Energiebereclinungen von SCHERAGA 
[7] sprechen fur d;2~ tatsachliche Vorliegen dieser Faltblattstruktur in Losung. Die 
Konformation sche.int auch relativ stabil zu sein, wie Beobachtungen der Temperatur- 
abhangigkeit von I’MR.-Signalen [l] [6] [I 21 und der LSsungsmittelabhangigkeit von 
Zirkulardichroisinns und optischer Rotationsdispersion zeigen [13]. Das vorliegcnde 
Modell verniag aucli das Verlialten des Graniicidins S in Oberflachenschichten zu er- 
klaren (Arbeiten vcm FEW 1.141). 

Vevdawkung. Das Spektruin von cq’clo-Glyc~~l-prolyl in Dimcthylsulfoxid (Fig. 4) wurde 1962 
in den physilialischon Laboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAF.~ aufgcnommcn (Ur. R. F.  
ZURCHER, vgl. LZ]), die ubrigen im Laboratorium von Hcrrn Prof. Ik. W. SIMON, RTII. 
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