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Der N-terminale helikale Teil 2 der Alamethicin-Sequenz (1) wurde am solubilisierenden Trager 
Polyoxyethylen aufgebaut. Das N-acetylierte Undekapeptid wurde durch Hydrazinolyse als kri- 
stallines Hydrazid 2 b  (Ac-Aib-L-Pro-Aib-L-Ala-Aib-L-Ala-L-Gln-Aib-L-Val-Aib-Gly-NHNH~ 
abgespalten. Die Ergebnisse der Elementar- und Aminosaurenanalysen, sowie das Ergebnis der 
Gaschromatographie/Massenspektrometrie des veresterten und trifluoracetylierten Partialhydro- 
lysats von 2 b und die Gaschromatogramme der N-Pentafluorpropionylaminosaure-isopropyl- 
ester an N-Propionyl-L-valin-tert-butylamidpolysiloxan als chiraler Phase stimmten mit denen der 
synthetisierten Sequenz 2 b iiberein. Ferner gelang die selektive Abspaltung des N-terminalen 
N-Acetyl-2-methylalanins durch Trifluoracetolyse der besonders saurelabilen Aib - Pro-Peptid- 
bindung im Modell Ac-Aib-Pro-NH, (6), im Undekapeptid 2 b  und im Alamethicin (1). Die heli- 
kale Konformation des N-Acetylundekapeptidhydrazids 2 b wurde mit Hilfe der Circulardichrois- 
mus-Spektren iiber drei unterschiedliche Auswertemethoden sowie mittels '3C-NMR-Spektrosko- 
pie bewiesen. 

Synthesis, Characterisation and Conformation of an Undecapeptide Hydrazide of the 
N-Terminal Sequence of Alamethicin 
The N-terminal, helical part 2 of the sequence of the polypeptide antibiotic alamethicin (1) was 
synthesized on polyoxyethylene as solubilizing support. The N-acylated undecapeptide was libera- 
ted by hydrazinolysis as the crystalline hydrazide 2 b (Ac-Aib-L-Pro-Aib-L-Ala-Aib-L-Ala-L-Gln- 
Aib-L-Val-Aib-Gly-NHNH3, The results of elemental and amino acid analysis, gas chromato- 
graphy/ mass spectrometry of the esterified and trifluoroacetylated partial hydrolyzate of 2 b, 
and gas chromatography of the N-pentafluoropropionylamino acid isopropyl esters on  N-propio- 
nyl-L-valine-tert-butylamidepolysiloxane as a chiral phase were in agreement with the synthesized 
sequence 2 b. Furthermore, selective removal of the N-terminal N-acetyl-2-methylalanine was 
accomplished by trifluoroacetolysis of the particularly acid-labile Aib - Pro peptide bond in the 
model Ac-Aib-Pro-NH, (6), in the undecapeptide 2 b  and in alamethicin (1). The helical confor- 
mation of the N-acetylundecapeptide hydrazide 2 b was proven by circular dichroism spectra 
using three different evaluation methods and by 13C-NMR spectroscopy. 

Alamethicin (1) ist ein von Trichoderma viride produziertes amphiphiles N-acetylier- 
tes Polypeptid-Antibiotikum rnit acht a-Aminoisobuttersaure-Resten und einem C-ter- 
minalen Aminoalkoho11~2). Es verursacht in Lipid-Doppelschichtmembranen eine 
spannungsabhangige ionische Leitbhigkeit, die sich mit einer Aggregation zu Poren 
variabler GroBe mit diskreten Leitwerten erklaren la t3-5) .  

*) Korrespondenz bitte an diesen Autor richten. 
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Ac-Aib'~Pro2-Aib3-Ala4-Aib5-Ala6-Gln7-Aibs-Val9-Ai~'o-Gly''-Leu'2-Aib'3-Pro'4- 1 
Val'5-Aib'6-Aib'7-G1u1x-Gln19-Pheo120 

(Aib = a-Aminoisobuttersaure; Pheol = L-Phenylalaninol) 

Ac-Ai b'-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly' '-X 2 

H-Leu'2-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-Gln-P heolZ0 3 

2 8 :  X = OPOE (POE = Polyoxyethylen, Polyethylenglykol), 2b: X = NHNH, 

Boc-Pro2-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly1 '-X 
4a: X = OPOE; 4b: X = OH 

4 

Synthesen von Alamethiein-Sequenzen 

Friihere Untersuchungen 
Erste Versuche der Arbeitsgruppe Marshall6), Alamethicin (1) mit der Merrifield- 

Technik herzustellen, fiihrten zu Sequenzen ohne Aktivitaten. Spatere Versuche rnit 
konventiorieller Fragmentkondensation ergaben ein membranveranderndes chromato- 
graphisch reines Produkt, das allerdings keine antibiotische Eigenschaften wie Alame- 
thicin (1) zeigte6). Mit der Solid-Phase-Methode wurden auch von Gisin7) verschiedene 
Fragmente synthetisiert und rnit Fluorwasserstoff vom Trager abgespalten. Mit diesen 
Partialsequenzen wurde durch Kupplungen am Merrifield-Harz die Sequenz 1 syntheti- 
siert. Das trotz der HF-Abspaltungen aufgrund von Elutionsprofilen interessanterweise 
als homogen beschriebene Produkt war rnit Alamethicin (1) jedoch ebenfalls nicht vol- 
lig identisch7). 

Durch klassische Fragmentkondensation gelang der Aufbau eines sequenzabgewan- 
delten Nonadekapeptids8), das bezuglich der Aggregationseigenschaften, seiner Kon- 
formation und der lytischen Aktivitat dem naturlichen Alamethicin (1) gleicht9). Es bil- 
det zwar keine so stabilen Einzelporen bei Leitfahigkeitsmessungen in kiinstlichen 
Membranen, zeigt aber eine spannungsabhungige Leitfahigkeit wie natives 1 und seine 
natiirlichen Analogs'). Fur vergleichende 13C-NMR-Untersuchungeng*10) wurden 
Aib-Oligopeptide synthetisiert ll). Verschiedene Tri- und Tetrapeptide der N-terminalen 
Alamethicinsequenz wurden auch zu Konformationsstudien rnit der Rontgen-Struktur- 
analyse herangezogen12 -I6). 

Synthese des N-terminalen Undekapeptidhydrazids 2 b 
Die Peptidsequenz von Alamethicin (1) wurde von uns aus strukturellen wie syntheti- 

schen Gesichtspunkten in das N-terminale FragmentAc-Aib'-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala- 
Gln-Aib-Val-Aib-Glyl' (2) und das C-terminale FragmentLeu12-Aib-Pro-Val-Aib-Aib- 
Glu-Gln-Pheolzo (3) zerlegt. Die Verkniipfungsstelle wurde zwischen Glyll und LedZ 
gelegt, da mal3ige Kupplungsausbeuten bei der Beteiligung von N- wie C-terminalen 
2-Methylalanin-Funktionen zu erwarten warens, 17,  18). Der Undekapeptidester Ac-Aib'- 
L-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-G1yll-OPOE (2a; POE = Polyoxyethylen) 
konnte schrittweise nach der Liquid-Phase-Methode 19) synthetisiert werden20-"). Dazu 
wurde bifunktionelles Polyoxyethylen (POE; mittlere Molmasse 10000) mit N-tert- 
Butyloxycarbonyl-glycin (Boc-Gly) verestert. Zu dem an anderer Stelle21,22) beschriebe- 
nen schrittweisen Sequenzaufbau wurden Boc-Arninosauren rnit Dicyclohexylcarbo- 
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diimid als symmetrische Anhydride oder unter Zusatz von 1-Hydroxybenzotriazol als 
Aktivester gekuppelt22). Der sukzessive Aufbau unter analytischer Uberpriifung der 
einzelnen Reaktionsschritte erlaubte eine genaue Untersuchung der Helixausbildung 
mittels spektroskopischer Methodenzo-22). 

Das Undekapeptid 2 sollte zu Fragmentkupplungen rnit C-terminalen Alamethicin- 
sequenzen verwendet werden. Dazu wurden die im folgenden beschriebenen Abspal- 
tungen vom Polymer-Trager durch Verseifung und durch Hydrazinolyse ausgefiihrt. 
Die Identitat des durch Hydrazinolyse erhaltenen, chromatographisch gereinigten 
N-Acetylundekapeptidhydrazid 2b wurde eindeutig bewiesen, seine Konformation mit- 
tels Circulardichroismus und i3C-NMR-Spektroskopie untersucht. 

Vorversuche zur Verseifung eines Dekapeptidpolymeresters Boc-L-Pro-Aib-Ala-Aib- 
Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-OPOE (4a)22) zu 4 b waren wenig erfolgreich. Aufarbei- 
tungsversuche durch Saulenchromatographie an Kieselgel oder Sephadex LH-20, wie 
auch Extraktionsversuche oder multiplikative Gegenstromverteilung ergaben lediglich 
peptidhaltige Fraktionen rnit Anteilen von Polyoxyethylen oder noch nicht verseiften 
PeptidpolymeresternZ1). 

Durch praparative Dunnschichtchromatographie konnte schlieljlich das Dekapeptid- 
derivat 4b weiter gereinigt werden. Das Ergebnis der Aminosaurenanalyse zeigte uber- 
einstimmung mit den erwarteten Werten. Allerdings wies die Elementaranalyse auf im- 
mer noch nicht vallig entfernte Polyoxyethylenanteile hin. Aufgrund der geringen Aus- 
beute von 7% kam eine praparative Darstellung des Dekapeptidderivats 4 b durch Ver- 
seifung jedoch nicht mehr in Frage. Es wurde daher die Hydrazinolyse zur Abspaltung 
angewandt. Hydrazinolysen ergaben auch bei Se~retinfragmenten~~ - 25) eine befriedi- 
gende Trennung der Peptide von POE. Bei einem Vorversuch mit Boc-L-Val-Aib-Gly- 
OPOE konnte das Tripeptid rnit Hydrazin-hydrat vollstandig vom Polymer abgespal- 
ten werden2'). 

Die Abspaltung des Undekapeptids 2b wurde in einer methanolischen Losung des 
N-acetylierten Undekapeptidpolyoxyethylenesters 2a22) rnit einem 40fachen Uberschd 
an Hydrazin-hydrat durchgefuhrt. In geringer Ausbeute konnte nach Verdunnung der 
Reaktionslosung rnit kaltem Wasser eine kristalline Ausfallung erhalten werden, die ei- 
nen definierten Schmelzpunkt (242 - 246 "C) aufwies. Mikroskopische Aufnahmen 
zeigten facherformig verwachsene Kristallnadeln. 

Dieses Peptidhydrazid war frei von Polyoxyethylen und Peptidpolyoxyethylenester. 
Zur Isolierung der Hauptmenge an 2 b wurde das Filtrat uber Sephadex LH-20 weiter 
gereinigt. Dabei wird zuerst eine Mischung aus freiem POE-Trager und unverandertem 
tragergebundenem Peptid-POE-Ester 2a eluiert. Das darauf folgende Undekapeptid- 
hydrazid 2b l a t  sich nur durch wiederholte Chromatographie POE-frei abtrennen. In 
der Hauptmenge des isolierten Produkts wurde aufgrund des 13C-NMR-Spektrums ein 
geringer Restgehalt von etwa 3% POE oder Peptid-POE-Ester gefunden. Dieser stort 
weder bei konformationsanalytischen Untersuchungen noch bei der Verwendung des 
Fragments zu weiteren Synthesen. Vergleichende chromatographische und analytische 
Untersuchungen der zuerst auskristallisierten Probe rnit der Hauptmenge an 2b erwie- 
sen die Identitat der beiden isolierten Fraktionen. 

Eine Aminosaurenanalyse der zuerst eluierten Polymerfraktion (POE mit Peptid- 
POE) ergab, da8 ca. 60% des urspriinglichen Peptidgehalts vom Polyoxyethylen abge- 
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spalten worden waren. Diese Abspaltungsausbeute stimmt mit Beobachtungen anderer 
Autoren Ubere i r~~~ -26). 
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Abbildung 1. Gaschromatogramm von N-(PentafluorpropionyI)aminosaure-isopropylestern 
eines Hydrolysats von Ac-Aib-L-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-NHNH2 (2 b) 

(oben) und Alamethicin (1) (unten) 
Glaskapillare (20 m x 0.3 mm) belegt mit N-Propionyl-~-valin-tert-butylamid-polysiloxan~~~. 
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Analytische Untersuchungen 
Das erhaltene Undekapeptidhydrazid 2 b wurde durch Elementaranalyse, Aminosau- 

renanalyse, I3C-NMR-Spektren sowie durch GUMS-Analysen von Partialhydrolysa- 
ten charakterisiert. Ferner wurde das Totalhydrolysat gaschromatographisch an chira- 
ler Phase auf racemische Anteile uberpruft. Die Elementaranalyse des abgespaltenen 
Peptidhydrazids ergab eine gute Ubereinstimmung rnit den theoretisch berechneten 
Werten. 

Die Werte der Aminosaurenanalysen des Undekapeptids 2 zeigten nach Abspaltung 
geringfugig bessere Stochiometrie als am Polymer: 

Gly (1) Aib (5 )  Val (1) Gln (1) Ala (2) Pro (1) 

Ac-Peptid-POE 2a: 1.18 4.81 1.00 0.91 2.09 0.89 
Ac-Peptid-NHNH2 2 b: 1.12 5.25 1.00 0.96 2.05 0.90 

Zur Racematbestimmung wurde eine Peptidprobe rnit 6 N HC1 bei 110°C hydroly- 
siert, wobei eine kurze Reaktionsdauer (4 h) gewahlt wurde, um die hydrolysebedingten 
Racematanteile moglichst gering zu halten. Das Hydrolysat von 2b wurde rnit 3 N HCl/ 
2-Propanol und Pentafluorpropionsaureanhydrid derivatisiert. Die gaschromatogra- 
phische Untersuchung auf D-Aminosaurenanteile wurde rnit einer Glaskapillarsaule, 
die rnit N-Propionyl-L-valin-tert-butylamid-polysiloxan als chiraler, temperaturstabiler 
Phase27) belegt war, durchgefuhrt. Die D-Aminosaureanteile lagen wie beim Vergleich 
mit dem naturlichen Polypeptidantibiotikum Alamethicin (1) unter 1070 (Abbildung 1). 
Die bei hbheren R,-Werten auftretenden Peaks konnten durch GC/MS-Uberprufung 
als Peptidfragmente identifiziert werden. 

Um die Sequenzfolge uberpriifen zu konnen, wurde das Undekapeptidhydrazid 2b 
in konz. Salzsaure bei 37 "C wahrend 24 h partiell hydrolysiert. Die Spaltprodukte wur- 
den in die trifluoracetylierten Pept idmethyle~ter~~,~~)  ubergefuhrt. Abbildung 2 zeigt 
ein typisches Gaschromatogramm mit einer Anzahl von Di-, Tri- und Tetrapeptiden, 
die anhand ihrer Massenspektren bestimmt wurden. 
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Abbildung 2. GC/MS-Analyse eines veresterten und trifluoracetylierten Partialhydrolysats 
von Ac-Aib-~-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-NHNH~ (2 b) 
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In Abbildung 3 sind am Beispiel des Tetrapeptids 5 die unter chemischer ionisation 

- 1494 W. Mayr und G. Jung _______ 

und mit Elektronenstofi-Ionisation aufgenommenen Massenspektren wiedergegeben. 

Abbildung 3.  Massenspektren von Tfa-Pro-Aib-Ala-Aib-OMe (5) aus der GCIMS-Analyse des 
Undekapeptidhydrazids 2 b 

C. I .  = chemische Ionisation, E. I. = Elektronenstoflionisation. 

Aus den Ergebnissen der GC/MS-Untersuchung lafit sich anhand uberlappender 
Fragmente die synthetisierte Sequenz 2 wieder rekonstruieren (Tabelle 1). 

Tabelle 1. Peptidfragmente eines Partialhydrolysats des Undekapeptidhydrazids 2b, bestimmt 
durch GUMS-Analyse der N-Trifluoracetylpeptid-methylester 

Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-NHNH* (2b) 

Pro-Aib-Ala-Aib Gln-Aib-Val 
Pro- Aib- Ala Aib-Val-Aib 
Pro-Aib Val-Aib 

Ala-Aib Aib-Val 
Aib-Ala Gln-Aib Aib-Gly 

Es wurden keine Fehlsequenzen entdeckt. Wie schon bei der GC/MS-Analyse von 
S u ~ u k a c i l l i n ~ ~ )  und Trichotoxin A-403'z3*) wird keine Uberlappung zwischen Aib' und 
Pro2 oder zwischen Ala6 und Gln7 gefunden. Diese besondere Hydrolyseempfindlich- 
keit der Aib - Pro-Peptidbindung war, wie auch beim T r i c h ~ t o x i n ~ ' - ~ ~ ) ,  An]& zu den 
folgenden Untersuchungen. 
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Zur Saurelabilitat der a-Aminoisobutyryl - prolin-Bindung 

Um die N-Termini des synthetischen Undekapeptids 2b und des Alamethicins (1) 
vergleichend bestimmen zu konnen, wurde folgende Beobachtung zunutze gemacht: 
Unter schwach sauren Hydrolysebedingungen konnten Payne und Mitarbeiter ') stets 
Fragmente identifizieren, die einen N-terminalen Prolinrest besden. Es sollte daher 
mdglich sein, den bei friiheren Alamethi~in-Sequenzierungen~,~~) nicht entdeckten und 
erstmals von Martin und Williams2' bei 'H-NMR-Untersuchungen gefundenen N-Ace- 
tyl-a-aminoisobuttersaure-Rest gezielt abzuspalten und nachzuweisen. 

Das Hydrolyseverhalten der a-Aminoisobutyryl - prolin-Bindung wurde vorwiegend 
an dem Modellpeptid N-Acetyl-a-aminoisobutyryl-prolinamid (6) untersucht. Die Pep- 
tidspaltung rnit Trifluores~igsaure~~ -33) und Salzsaure/Eisessig l a t  sich dunn- 
schichtchromatographisch eindeutig verfolgen. Ausgangs- und Endprodukte konnen 
durch ihre R,-Werte und durch ihre verschiedene Anfarbbarkeit rnit Spriihreagentien 
unterschieden werden. Das entstandene Prolinamid kann spezifisch mit Ninhydrin- 
oder Isatin-Reagens (fur endstandiges Prolin) sichtbar gemacht werden, wahrend N- 
Acetyl-a-aminoisobutyryl-prolinamid (6) bzw. N-Acetyl-a-aminoisobuttersaure nur 
mit Chlor/o-Tolidin anfarbbar sind. 

Zu quantitativen Bestimmungen wurden bei verschiedenen Zeiten wahrend der Hy- 
drolyse Proben entnommen und ihr Prolinamidgehalt mit Hilfe des Aminosaurenana- 
lysators bestimmt (Abbildung 4). 
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Abbildung 4. Zunahme von Prolinamid (pmol) w5hrend der Trifluoracetolyse von 
N-Acetyl-a-aminoisobutyryl-prolinamid (6) 

Wir beobachteten, d d  sich unter sauren Bedingungen der optische Drehwert andert. 
In Eisessig wird fur t-Prolinamid-hydrochlorid der molare Drehwert [a]M = - 11.2" 
erhalten, fur N-Acetyl-a-aminoisobutyryl-L-prolinamid (6) betragt er - 11.7 O (Tabel- 
le 2). Die Dipeptidbindung wird in Essigsaure nur langsam hydrolysiert; der Drehwert 
des Dipeptidamids 6 kann daher bei sofortiger Messung nach dem Auflosen hinrei- 
chend genau bestimmt werden. Der Drehwert des Spaltprodukts L-Prolinamid- 
hydrochlorid verandert sich in SalzsBure/Eisessig gegeniiber dem in reinem Eisessig nur 
unwesentlich. Zu Beginn der Messung (3 min nachdem eine essigsaure N-Acetyl-a- 
aminoisobutyryl-L-prolinamid-Losung rnit der gleichen Menge 1.2 N HCl in Eisessig 
vermischt worden war) betrug der molare Drehwert -6.1 '. Die kontinuierlich regi- 
strierte Veranderung von [alM zeigt Abbildung 5 .  
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Abbildung 5 .  Zeitliche Veranderung des Drehwerts [a],, bei der Behandlung von 
N-Acetyl-a-aminoisobutyryl-prolinamid (6) rnit 0.6 N HC1 in Eisessig (a). Bestirnmung der 

Reaktionsordnung und der Geschwindigkeitskonstanten mit Hilfe einer Ausgleichsgeraden (b) 
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Tabelle 2. Drehwerte von L-Prolinamid-hydrochlorid und 
N-Acetyl-a-aminoisobutyryl-L-prolinamid (6) 

Verbindung Losungsmittel [a]:: [a lg ,M C 

Pro-NH, . HCl CH3COOH (100%) -73.9" -11.2" 0.5 
Pro-NH2 * HCI 1.2 N HC1 in CH3COOH - 72.7 - 10.8 O 0.5 
Ac-Aib-Pro-NH, CH3COOH (100%) - 49.2' -11.7" 1 .o 
Ac-Aib-Pro-NH2 0.6 N HCl in CH3COOH - 42.6 O a) -10.4'a) 1.0 

a) Meljwert nach 2 h. 

Fur N-Acetyl-a-aminoisobutyryl-prolinamid (6) wurde erst nach zweistundiger Ein- 
wirkung von Salzsaure/Eisessig ein mit Prolinamid vergleichbarer Drehwert ([a], = 
- 10.4") erhalten. Aus 25 MeRpunkten der Drehwerte erhielt man durch Ausgleichs- 
rechnung eine Gerade3'), aus der sich ableiten l a t ,  da13 die Reaktionskinetik 1. oder 
pseudo 1. Ordnung sein kann. Die Geschwindigkeitskonstante hat den Wert K = 2.0 
lo-' s-l und die Halbwertszeit I,,, betragt 6 min. 

l%r eine noch zu findende Erklarung der leichten Bindungsspaltung sollte folgende Beobach- 
tung beriicksichtigt werden: Nach der Boc-Abspaltung von N-tert-Butyloxycarbonyl-a-aminoiso- 
butyryl-L-prolin-(")-benzyloxycarbonylhydrazid rnit Salzsaure/Eisessig war auf der DC-Platte 
keine Isatin-positive Substanz. Dies deutet darauf hin, dal3 eine Stickstoff-Protonierung der 
a-Aminoisobuttersaure die Hydrolyse der a-Aminoisobutyryl - prolin-Bindung verhindert. Im 
Zusammenhang mit a-Aminoisobutyryl - prolin-Spaltungen ist auch der Strukturvorschlag von 
Martin und W i l l i u m ~ ~ ~ ~ ~ )  fiir das N-terminale Ende des Alamethicins (1) interessant: Aufgrund 
ihrer 'H-NMR-Untersuchungen in wasserfreiem Methanol postulierten sie einen positiv geladenen 
Azacyclolrest. Eine derartige Azacyclolstruktur ist jedoch nicht nur reaktiver als ein Saurechlo- 
rid, sondern konnte auch leicht Wasser abspalten3'). Die intermediare Bildung dieser Struktur 
durch Saureeinwirkung ware unter Umstanden denkbar, wenn man die Protonierung einer Pep- 
tidbindung rnit Trifluoressigsaure analog der von Klotz und Mitarbeitern beschriebenen3Q an- 
nimmt. Uber die Polaritat und Zuganglichkeit der Aib - Pro-Peptidbindung lassen sich aufgrund 
von Rtintgen-Strukturanalysendatenlz- 16,39) keine Besonderheiten ableiten. Aib - Pro-Peptid- 
bindungen zeigen iibliche Abweichungen von 5 - 9 ' von der planaren trans-Form. 

Die bei der Hydrolyse des Modellpeptids Acetyl-a-aminoisobutyryl-L-prolinamid (6) 
gemachten Erfahrungen wurden auf Alamethicin (1) und das synthetisierte Undeka- 
peptid 2b iibertragen. Eine Peptidprobe wurde dazu bei 40 "C rnit reiner Trifluoressig- 
saure behandelt und anschlieRend rnit Diazomethan umgesetzt. Das Gaschromato- 
gramm zeigte dann nur einen einzigen Peak, der durch Vergleich Ac-Aib-OMe zuge- 
ordnet wurde. Eine zusatzlich durchgefiihrte GUMS-Analyse bestatigte das Ergebnis. 
Dieser Ac-Aib-Nachweis33) erwies sich auch bei S u z ~ k a c i l l i n ~ ~ ) ,  T r i c h o t o ~ i n ~ ~ , ~ ~ )  und 
verwandten Aib-Polypeptidantibiotika als erfolgreich. 

Nachweis der helikalen Konformation des Undekapeptidhydrazids 2 b 

Circulardichroisrnus 
Aufgrund von Circulardichroismus-Untersuchungen muR fur Alamethicin (1) ein 

ausgeprlgter helikaler Konformationsanteil angenommen werden'O). Das unter Ver- 
wendung von Polyoxyethylen als loslichem Trager schrittweise aufgebaute N-terminale 
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Alamethicinfragment Ac-Aib-L-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-OPOE (2a) 
ermoglichte es, Circulardichroismus-Spektren der einzelnen Polyoxyethylen- 
gebundenen Peptidsequenzen vom Tripeptid bis zum N-Acetylundekapeptid 2a aufzu- 
nehmen20-*". 

10 

5 
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Abbildun 6. Circulardichroismus-S ektren von 

Boc-~-Pro~-Aib~-Ala~-Aib'-Ala~-Gln~-Aib~-Val~-Aib~~-Gly~~-OPOE 4 (b), Ac-Aib'-L-Pro2- 
Aib3-Ala4-Aib5-Ala6-Gln7-Aib8-Val9-Aib1o-Gly'1-OPOE 2 a (c), 

Ac-Aib'-L-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly1'-NHNH2 2 b (d) und Alamethicin 1 (e) 

Boc-~-Ala~-Aib H -Ala6-Gln7-Aibs-Va19-Aib B -Gly"-OPOE (a), 

[ c  = 5 .  moll1 in Ethanol, (96proz. Uvasol) T = 22 "C] 

Aus der Lage und Intensitat der [x-x*]- und [n-x*]-Banden sowie der Aufspaltung 
der [x-x*]-Bande40) konnte der Ubergang von ,,random coil" zu helikaler Struktur zwi- 
schen der Hepta- und Oktapeptidstufe beobachtet werden. Diese kritische GroBe fur ei- 
ne Helixbildung wurde auch schon bei anderen stufenweise untersuchten Homo- 
o l i g ~ p e p t i d e n ~ ~ - ~ )  bei gleicher Kettenlange gefunden. Nach Anbau des Boc-L-Prolin- 
Restes nehmen die Intensitaten der Cotton-Effekte stark zu und das CD-Spektrum 
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zeigt einen Kurvenverlauf, der typisch fur eine helikale Struktur ist. Auch das verhalt- 
nismafiig starke Anwachsen der [n-n*]-Bande bei 221 nm spricht fur einen entscheiden- 
den Beitrag des N-Acetyl-2-methylalanin-Restes zur Sekundarstruktur der Undeka- 
peptidsequenz (Abbildung 6). 

Sowohl dem N-Acetyl-2-methylalanyl- als auch dem Prolyl-Rest murj eine stabilisie- 
rende Wirkung auf den N-Terminus der Alamethicin-Helix zugeschrieben werden. Wir 
nehmen an, dal3 der N-Terminus der Helix durch einen P-Turn aus Ac-Aib-Pro-Aib ab- 
geschirmt wird. Prolinreste werden haufig in N-terminaler Steliung zu helikalen Kon- 
formationen und in P-Turns g e f ~ n d e n ~ ~ q ~ ) .  Hinweise fur die Bildung von P-Turns ge- 
ben neuere Kristallstrukturbestimmungen verschiedener N-terminaler Alamethicin- 
sequenzen"- 16). p-Turns konnen sich auch aufgrund der giinstigen Wechselwirkungen 
der Dipolmomente der Peptidbindungen mit dem Gesamtdipolmoment der a-Helix po- 
sitiv auf deren Bildung bzw. Stabilisierung auswirken. Das hohe Dipolmoment des 
Alamethicins (65 Debye4')) wird als entscheidend angesehen fur den Eintritt des Peptids 
in Lipid-Doppelschichtmembranen unter dem Einflulj des Membranpotential~~-~@*~~).  
Eine Entscheidung uber die Frage, ob eine aus aufeinanderfolgenden P-Turns aufge- 
baute 3 , , - H e l i ~ ~ ~ ~ ~ ' )  oder eine a-Helix vorliegt, kann aufgrund von CD-Spektren bis 
jetzt nicht getroffen werden. 

Verschiedene CD-AuswertemethodenS2- 54) liefern fur das Undekapeptid 2b im Mit- 
tel einen a-Konformationsanteil von 20- 25% (Tabelle 3). Die Problematik der Aus- 
wahl geeigneter Standardkurven fur a, fl und p-Konformation beziiglich der Auswer- 
tung von CD-Spektren von Oligopeptiden wurde an anderen Stellen21~22~55) bereits dis- 
kutiert. 

Tabelle 3. Molare Elliptizitaten der Cotton-Effekte des Polyoxyethylen-gebundenen , 
N-Acetylundekape tids 2a, des N-Acetylundekapeptidhydrazids 2b sowie des Alamethicins 1 

[c  = 5 . 10-gmol/l; Ethanol (96proz. Uvasol) T = 22 "C] und durch quantitative 
Konformationsanalyse ermittelte Sekundarstrukturanteile 

Ac-Undeka- Ac-Unde ka- Alamethi- 
peptid-OPOE 2 a  peptid-NHNH, 2d cin (1) CD-Daten 

- - - - 194 (17.8) 
207 (-12.6) 207 (-15.4) 

dmol 221 (-8.3) 222 (-9.0) 222.5 ( - 11.9) 

Kon formationsanteile nach a S P  a S P  

Rosenkranz und Scholtan52) 14 19 58 16 23 49 34 30 36 
Greenfield und Fasman 53) 17 31 52 20 32 48 31 28 41 
Chen, Yang und Chad4) 30 21 49 33 23 44 44 13 43 

"C-NMR-Spektroskopie 

Ac-Aib-L-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-NHNH2 (2 b) hat ein gut auf- 
gelostes 13C-NMR-Spektrum (Abbildung 7), dessen Signallagen und Intensitaten be- 
reits grorje Ubereinstimmung mit denen von Alamethicin ( l ) j 0 ) ,  Trichotoxin A-405@ 
und Suz~kaci l l in~~)  zeigen. 
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Abbildung 7 .  13C-NMR-Spektrum von Ac-Aib-L-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib- 
Gly-NHNH, (2b): links Carbonylteil(l70- 180 ppm? und rechts Aliphatenbereich (15 - 75 ppm) 

mit Zuordnungen ( c  = 100 mg/ml; ’ C, 2H-Methanol; T = 30°C; 
S[ppmI m e n  HTMSi,,) = 0 ppm) 

Zum Vergleich sind die chemischen Verschiebungen von Alamethicin (1)10~30) und 
N-Acetylundekapeptidhydrazid 2 b mit ihren Zuordnungen in Tabelle 4 aufgefuhrt. Die 
Zuordnung der Signale erfolgte aufgrund von Vergleichsdaten verschiedener Aib- 
Peptide9- 11,30,56-58). Die bereits durch CD-Untersuchungen erwiesene helikale Konfor- 
mation des Alamethicins (1)10,20) und seiner n a t u r l i ~ h e n ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ )  und synthetischen 
Analoga20-22~s5) laRt sich auch am N-Acetylundekapeptidhydrazid 2 b eindeutig aus 
den dafur charakteristischen Signallagen der Aib-CB und Ala-C,-Kohlenstoffatome 
nachweisen. Aufgrund der Helix-Konformation von 2 b spalten die Aib-CB-Signale von 
Aib-3, Aib-5 und Aib-8 wie auch beim 1’” um 3.5 ppm auf (Tabelle 4, Abbildung 7). 
Dies ist auf die stark unterschiedliche Umgebung der beiden Aib-CB zuriickzufuhren: 
Eine CH,-Gruppe liegt jeweils in der Nahe einer NH-Gruppe, und die andere wird von 
einer CO-Gruppe des helikalen Peptid-Ruckgrates beeinflu&. Aus der Integration 1 d t  
sich bestimmen, da13 sich drei der funf 2-Methylalanin-Reste in helikaler Umgebung be- 
finden mussen. Die Resonanzen bei 6 = 25.1 und 25.8 konnen aufgrund von ausfuhrli- 
chen Untersuchungen an vielen Aib-Peptiden9-11,30-56-58) Methylgruppen von 2-Me- 
thylalanin-Resten zugeordnet werden, die in nicht helikaler Konformation vorliegen 
(Aib-1 und Aib-10). 

Liebigs Ann. Chem. 1980, Heft 10 98 
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Tabelle 4. Vergleich der 13C-NMR-chemischen Verschiebungen ( - 6[ppm], TMSint, = 0 ppm) 
von AoAib-~-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-G~y-NHNH~ (2 b) und Alamethicin (1) 30) 

in Methanol ['2C,2H] 

Alamethicin 1 Acetylundekapeptid 2b 

17.0 
19.6 
20.3 
21.4 
22.5 

23.5 
23.9 
25.6 

27.4 
27.9) 
29.7 
30.4 
31.8 

31.9 
41.1 
44.8 

50.7 
53.9 

54.4 
55.5 

58.0 

64.9 

172.4 
172.9 
174.0 
175.0 
175.2 
175.5 
175.7 

2Ala-Cp 
Val-C,, 

Leu-C8, 
vd-c,b 

Leu-Csb, Ac-CH, 

6Aib-Cp 
2 Pro-C, 

Leu-C, 

8Aib-Cg 

3 Glx-Cp 
2Pro-Cp 
2Val-CB 

Glx-C, 

2 Glx-C, 

C6HyCH2 
Leu-CD 
Gly-C, 

2Pro-C, 

2Ala-C, 

Leu-C, 
Glx-C, 

~GIX-C, 

7Aib-C, 
Pheol-C, 

2 Val-c, 
2Pro-C,, 

P heol-CH20H 

Ac-CO 
Va1,Gly 

Val-CO 
Gln-a-CO + 1 CO 
Gln-a-CO + 1 CO 

Glu-a-CO 

4Aib-CO 

2Pro-CO 

17.1 
19.7 
19.8 

22.5 
23.2 
23.5} 
23.9 

27.4 
29.8 
30.5 

32.7 

43.4 

50.1 

54.0 

57.3 

58.1. 
58.4 

71.6 
73.7 

172.6 

175.7 

Ala-Cp 
Val-C,, 
Val-C,b 

Ac-CH~ 

4 Aib-Cp 
Pro-C, 

2Aib-Cg 

4Aib-Cp 

Gln-Cp 
Pro-Cp 
Val-Cp 

Gln-C, 

Gly-C, 

Pro-C8 

2Ala-C, 

Gln-C, 

5 Aib-C, 

Pro-C, 
Val-C, 
POE 

Ac-CO 

Gly-CO 
Val-CO 
Gln-a-CO 
Pro-CO 
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Tabelle 4 (Fortsetzung) 

Alamethicin 1 Acetylundekapeptid 2 b 

177.2 2Ala-CO 
Aib-Co 177.6 

177.8 
177.9 
178.1 
178.4 

2 Glx-y-CO 

Glx- y-CO 
1 co 
2Aib-CO 

177.2 2 Ala-CO 

178.2 Gln-y-CO 
178.4 3 Aib-CO 

178.6 2 Aib-CO 

Die Signale der beiden Ala-C, liegen bei 6 = 53.5 bzw. 54.0 und zeigen gegenuber 
kiirzeren Alanin-haltigen Peptiden die gleiche Tieffeldverschiebung wie die von 1. Dies 
beweist, daR die beiden Alaninreste Ala-4 und Ala-6 im helikalen Bereich des Undeka- 
peptids liegen. Die weniger durch unterschiedliche Konformationen beeinfluRbaren 
Aib-C,- und Ala-CB-Signale haben ebenfalls mit denen von Alamethicin (1) uberein- 
stimmende Lagen. Die Verschiebung der C,-Resonanz des Glutaminrestes in Position 7 
zu tieferem Feld 1Mt wie beim 1 den SchluR zu, da8 auch dieser Aminosaurerest in die 
Helix eingebaut ist. Die C-terminale Hexapeptidsequenz diirfte somit in 1 relativ gerin- 
gen EinfluR auf die Umgebung helikaler Aminosaurereste a u ~ u b e n ~ * " ~ ~ ~ ) .  Das Acetyl- 
CH,-Signal von Ac-Aib-Pro-NH, (6) liegt bei 6 = 22.5. Diese Signallage wird auch fur 
die N-Acetylmethyl-Gruppe des Undekapeptids 2 b beobachtet (Tabelle 4). Die starke 
Absorption bei 6 = 71.6 sowie das etwas schwachere Signal bei 6 = 73.7 stammen ein- 
deutig vom P o l y ~ x y e t h y l e n ~ ~ ~ ~ ~ ) .  Die zu diesen 'H-NMR-Messungen verwendete Pep- 
tidprobe war, wie bereits erwahnt, nicht vollig frei von POE oder Polymer- 
gebundenem Peptid 2a. Aus dem Verhaltnis der Integrale von Polyoxyethylen und ein- 
zelnen Peptid-C-Atomen l a t  sich diese Verunreinigung auf kleiner als 3 Gewichtspro- 
zent abschatzen. 

Der Carbonylbereich des Undekapeptids 2 zeigt ahnliche Signalgruppen wie der von 
Alamethicin (1) [Abbildung 71. Eine Zuordnung der Carbonylsignale wurde ebenfalls 
anhand des Alamethicin-Spektrums lo) sowie unter Berucksichtigung neuerer 13C-NMR- 
Daten von Aib-Ala-Olig~peptiden~,",~~) getroffen. Bei Ac-Aib-Pro-NH, (6) wurde die 
Acetyl-CO-Resonanz bei 6 = 172.9 beobachtet, dies ist im Undekapeptid-Spektrum 
das bei hochstem Feld liegende Carbonylsignal. Bei dieser Frequenz absorbiert auch die 
Glycin-Carbonylgruppe. Eine sichere Zuordnung im Carbonylbereich kann ohne 
13C-Markierung und ohne Zuhilfenahme von Verschiebungsreagentien nicht erfolgen. 
Sicher ist jedoch, dal3 alle Aib-Carbonylgruppen bei tiefem und die Ala-CO-Gruppen 
bei hoherem Feld absorbieren. 

Herrn Professor Dr. W. A.  Kdnig danken wir fur die GC/MS-Untersuchung. Fur die Berech- 
nung der Ausgleichsgeraden danken wir Frau Dr. G. Lachmann. Der Deufschen Forschungsge- 
meinschaft haben wir fur die Sach- und Personalmittel (SFB 76, Projekt R, Jung) zu danken. 

'89 
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Expenmenteller Teil 
Abkiinungen: Aib = a-Aminoisobuttersiiure oder 2-Methylalanin; DMF = N,N-Dimethyl- 

formamid; POE = Polyoxyethylen; Phenol = L-Phenylalaninol [(S)-Z-Amino-3-phenyl- 
propanol]; TMS = Tetramethylsilan. Aminosauren und Schutzgruppen sind nach Empfehlung 
der IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclatur abgekurzt [Eur. J. Biochem. 27,201 
(1972)l. - Alle Lbsungsmittel wurden, sofern nicht p. a. von der Fa. Merck bezogen, nach iibli- 
chen Methoden geqeinigt und getrocknet. a-Aminoisobuttersaure stammte von der Fa. Cyclo 
Chemical; die Ubrigen Aminosiiuren waren von der Fa. Merck. - Die Schmelzpunkte wurden 
nach Tottoli ermittelt und sind nicht korrigiert. - Dannschichtchromatographie: Kieselgel- 
Fertigplatten 60 F,,, der Fa. Merck; FlieRmittelsystem: 1-ButanoVEisessig/Wasser (3 : 1 : 1); 
Spriihreagentien: 0.3proz. Ninhydrin-Losung und Chlodo-Tolidin-Reagens; die lipophilen Pep- 
tide wurden auch durch Anspriihen rnit Wasser indiziert, Peptide rnit N-terminalem Prolin wur- 
den durch Bespriihen rnit Isatin-Losung nachgewiesen. - Siiulenchromatographie: Kieselgel 60 
(70 - 230 mesh; Saule 30 x 1 cm), Sephadex LH-20 (Saule 1 m x 1 cm); Fraktionssammler rnit 
optischer Einheit UA 5 der Fa. ISCO. - Zur Aminosiiurenanalyse wurden ca. 250 pmol Peptid 
rnit 1 m16 N HC124 h bei 110°C hydrolysiert; der getrocknete Riickstand wurde in Natriumcitrat- 
Puffer (pH 2.2) aufgenommen. Die Aminosiluren wurden mit einem Beckman-Multichrom- 
Analysator oder mit einem automatischen Chromatographie-System LC 6000 E der Fa. Biotronik 
bestimmt. - Gaschromatographie: Fraktovap 2101 der Fa. Carlo Erba mit Integrator Spectra 
Physics System I. - Gaschromatographie-Massenspektrornetrie: Fraktovap 2101 der Fa. Carlo- 
Erba und Massenspektrometer MAT 711 sowie MAT 31 1 A der Fa. Varian. - C,H,N-Elementar- 
analysen: Einfachbestimmungen rnit dem Elementar-Analyzer Model1 240 der Fa. Perkin-Elmer. 
- Optkche Drehwerte: Polarimeter 241 der Fa. Perkin-Elmer. Circulardichroismus: Jasco-J- 
20A-Spektrograph; Standardlosungen von Epiandrosteron und D-( - )-2-Hydroxy-3,3-dimethyl- 
butyrolacton dienten zur Eichung des CD-Gerilts. - ZR-Spektroskopie: 1.5 mg in 300 mg KBr; 
Spektrometer 021-IR der Fa. Perkin-Elmer. - 13C-FT-NMR-Spektroskopie: Kernresonanz- 
Spektrometer WH-80 der Fa. Bruker-Physik (20.115 MHz fur 13C). 

Alkalische Esterspaltung von Boc-r-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib- Val-Aib-Gly-OPOE (4 a): 
5 g (0.45 mmol) 4a werden in 50 ml 0.5 N KOH in WasserIMethanol (1 : 1) geriihrt. Nach 14 h 
wird unter Kiihlung mit 1 N HCl neutralisiert, das Methanol i. Vak. abdestilliert und die wurige 
Losung lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in 20-mg-Portionen auf Diinnschichtplatten (10 x 20 
cm) rnit ButanoVEisessig/Wasser (3 : 1 : 1) chromatographiert. Die lipophilen Peptidflecken wer- 
den auf der DC-Platte durch Bespriihen rnit Wasser sichtbar gemacht und ausgekratzt. Mit 
MethanoVChloroform (1 : 1) wird das Peptid vom Kieselgel eluiert. Ausb. 30 mg (7%) Boc-Pro- 
Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Gly-OH (4 b); R, = 0.6. Aminosaurenanalyse: Gly 1 .OO (I), Aib 
3.69 (4), Val 1.08 (l), Gln 1.08 (l), Ala 2.05 (2), Pro 0.92 (1). 

Hydrazinolyse von Ac-Aib-~-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-OPOE (2a): 5 g 
(0.45 mmol) 2a in 20 ml Methanol werden rnit 0.5 ml(l0 mmol) Hydrazin-hydrat bei Raumtemp. 
geriihrt. Nach 18 h werden nochmals 0.1 ml Hydrazin-hydrat zugegeben. Nach insgesamt 24 h 
wird das Polymer durch Zugabe von Ether ausgefallt und abfiltriert. Die MethanoVEther-Phase 
wird eingedampft und i. Vak. iiber konz. H,S04 solange getrocknet, bis bei der Uberpriifung des 
Riickstands auf der DC-Platte kein Hydrazin mehr anfarbbar ist. Dann wird mit wenig Methanol 
gelisst und vie1 Wasser zugegeben. In der Kalte fallt nach einigen Tagen etwas Ac-Aib-Pro-Aib- 
Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-NHNH2 (2b) als kristalliner Niederschlag (6 mg) aus. Die 
Hauptmenge 2b wird wie folgt isoliert: Aus dem Filtrat wird das Polyoxyethylen nach Einengen 
i. Vak. durch dreimaliges Umfilllen aus Methanol mit Ether entfernt. Die MethanoVEther- 
Phasen mit 2b werden eingedampft und i. Vak. iiber konz. H2S04 getrocknet. Der Riickstand 
wird dann iiber eine Sephadex-LH-20-Saule (1 m X 1 cm) rnit Methanol chromatographiert. Da 
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sich die Elutionszeit fur 2 b  von der des zuerst eluierten Peptidpolymers nur wenig unterscheidet, 
miissen die 2b enthaltenden Fraktionen (UV-Detektion, 254 mm) mehrmals chromatographiert 
werden. Ausb. 108 mg (25%); Schmp. 242-246"C, R,  = 0.4. 

C45H78N14013 (1023.2) Ber. C 52.82 H 7.68 N 19.16 Gef. C 50.85 H 7.65 N 18.02 

N-Acetyl-a-aminoisobutyryl-L-prolinamid (Ac-Aib-L-Pro-NH2; 6): 3 g (20 mmol) @H,-Pro- 
NH, C1 059) werden in 50 ml warmem DMF gelost und mit 2.2 ml(20 mmol) N-Methylmorpholin 
bei 0°C versetzt. 2.9 g (20 mmol) Ac-Aib-0Hl7) werden in 20 ml DMF gelost und rnit 2.7 g 
(20 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol59) versetzt. Beide Losungen werden vereinigt und auf 0 "C ab- 
gekiihlt. Nach Zugabe von 4.1 g (20 mmol) N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid in 10 ml Dichlor- 
methan wird 20 rnin bei 0 "C und 24 h bei Raumtemp. geriihrt. Der ausgefallene Dicyclohexyl- 
harnstoff wird abgesaugt, die Losung stark eingeengt und in MethanoVEssigester aufgenommen. 
Nach Zugabe von Petrolether (30-50°C) kristallisiert 6 in der Kalte aus. Ausb. 2.9 g (61%); 
Schmp. 250 "C (Zen.), R, = 0.37, [a]$ = - 5.2' (Ethanol, c = 1). - IR (KBr): 3370,3300 und 
3160 cm-' (freies und assoziertes N-H), 1690, 1655 und 1620 cm-' (Amid-I), 1545 cm-' (Amid-11). 
- I3C-NMR ('H-Methanol): - 6 = 177.9 (Aib-CO), 174.7 (Pro-CO), 172.9 (Ac-CO), 63.7 (Pro- 
CJ, 49.6 (Pro-C,), 30.0 (Pro-Cg), 24.65 (Pro-C,), 57.7 (Aib-C,), 26.7 und 26.2 (2 Aib-Cg), 22.4 
(Ac-CH,). 

Cl1Hl9N303 (241.3) Ber. C 54.76 H 7.94 N 17.41 Gef. C 54.53 H 8.04 N 17.16 

Acidolyse der a-Aminoisobu tyryl- L-prolin-Peptidbindung 
a) 5 mg 6 werden rnit 1 ml 1 N HCVEisessig 4 h bei 37 "C umgesetzt. Nach 3, 5 ,  10, 20, 40, 90 

und 140 min werden 50-pl-Proben dieser Losung zu jeweils 0.5 ml einer 3prOZ. ammoiiiakalischen 
Methanollosung gegeben. Nach wiederholtem Eindampfen dieser Probenlosungen werden die 
Riickstande in 50 pl Methanol aufgenommen und davon 5 pl auf DC-Platten aufgetragen. Die 
DC-Platten werden mit Eisessig/Wasser (3 : 1 : 1) chromatographiert. Die Substanzflecken werden 
zuerst mit Ninhydrin, dann mit Chlor/o-Tolidin sichtbar gemacht; eine separate Platte wird rnit 
Isatin-Losung bespriiht. 

b) 2 mg 6 werden in 1 ml Trifluoressigsaure bei 37 "C hydrolysiert3' -33).  Nach 5, 15,45 und 90 
min sowie nach 3, 6 und 20 h werden jeweils 100 pl der Reaktionslosung zu einer ammoniakali- 
schen 3proz. Methanollosung gegeben. Nach dem Eindampfen der Proben wird deren Riickstand 
in jeweils 5 ml Citrat-Puffer (pH 2.2) aufgenommen und davon je 0.5 ml auf die Saule eines Ami- 
nosaurenanalysators gegeben. Als Standard dient Pro-NH,, das bei der verwendeten Saule (90 x 
1 cm; Citrat-Puffer rnit pH 3.2; Beckman-Multichrom-Analysator) eine Retentionszeit von 101 
min hat. 

c) 10 mg 6 werden in 0.5 ml Essigsaure gelost und mit 0.5 ml 1.2 N HCVEisessig versetzt. 
Nach kraftigem Schiitteln wird die Losung rasch in die thermostatisierte MeBkiivette (24 "C) des 
Polarimeters iibergefiihrt und die Zeitabhangigkeit des Drehwerts [a] ,  gemessen. 

Selektiue Trifluoracetolyse und Nachweis uon N-terminalem N-Acetyl-2-methylalanin: 4 mg 
Alamethicin (1) werden bei 40 "C 10 h rnit 1 ml wasserfreier Trifluoressigsaure behandelt31-33). 
Nach Abblasen der Saure mit trockenem Stickstoff wird der Riickstand in Methanol aufgenom- 
men, im Eisbad gekiihlt und bis zur Gelbfarbung Diazomethan zugegeben. Dann wird zur 
Trockene eingedampft, in wenig Dichlormethan aufgenommen und der N-Acetyl-2-methylalanin- 
methylester gaschromatographisch sowie mittels GC-MS untersucht33). - Analog wird auch 
Ac-Aib-L-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-GIn-Aib-Val-Aib-Gly-OPOE (2a) untersucht. als Referenzsub- 
stanzen werden For-Aib-OMe und Ac-Aib-OMe eingesetzt. Zur GC-Untersuchung wird eine 
Glaskapillare (25 m x 0.3 mm) verwendet, die mit SE 52 belegt ist; Temperaturprogramm: 
3 "C/min zwischen 60 - 260 "C, Tragergas: Wasserstoff. 
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Gaschromatographie-Massenspektrometrie des Partialhydroiysats von 2 b: 2 - 3 mg 2 b werden 
rnit 1 ml konz. HC1 bei 37" 24 h hydrolysiert. Der Ruckstand wird in 2 ml 1.5 N HCVMethanol 
1 h bei 110 "C behandelt, eingedampft und dann mit Trifluoressigsaureanhydrid umgesetzt. Zur 
GC-MS-Analyse werden 0.1 bis 0.5 ~1 auf eine 25-m-Glaskapillarsaule rnit SE 30 aufgegeben; 
Tragergas: Helium, Temperaturprogramm ab 120 "C 3 "C/min. 

Gaschromatographiseher Racemisierungstest: Je 0.2 pmol 1 und 2b werden 4 h bei 110°C in 
1 m16 N HCl partiell hydrolysiert. Das Hydrolysat wird eingedampft und der Ruckstand in 0.5 ml 
3 N HCVIsopropylalkohol aufgenommen und bei 110°C verestert. Nach 1 h wird mit trockenem 
Stickstoff abgeblasen. Die Aminogruppe wird mit 100 p1 Pentafluorpropionsaureanhydrid in 
200 pl Dichlormethan innerhalb 1 h bei Raumtemp. acyliert. Nach Abblasen bis zur Trockene 
wird wieder in 200 p1 Dichlormethan aufgenommen. Proben von 0.1 -0.5 pl werden in den Gas- 
chromatographen eingespritzt; Tragergas: Wasserstoff. Auf einer Glaskapillarsaule (25 m x 0.3 mm) 
rnit der chiralen Phase N-Propionyl-~-valin-tert-butylamid-polysiloxan~~~ werden mit dem Tem- 
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