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Abstract--The t3C-NMR spectra of the synthetic membrane modifying nonadecapeptide Boc-(Aib-L-Ala)s-Gly-Ala- 
Aib-Pro-Ala-Aib-Aib-Glu(OBzl)-Gln-OMe (Aib= a-aminoisobutyric acid), and of synthetic intermediates were 
used for conformational analysis in solution. The assignments of the 13C-NMR signals of Aib are based on the 
magnetic nonequivalence (MNE) of the geminal C#-signals in asymmetric environment resulting in a shift 
difference of 0.2-0.5 ppm due to neighbouring chiral residues. More than 4 ppm MNE are observed due to a-helical 
conformation and about 2.5 ppm for Aib situated in the corners of a rigid//-turn. The AIa-C, signal is also sensitive 
to different secondary structures. The Ca signal for C-terminal alanine is found at 49-50 ppm, and for alanine 
within unordered oligopeptides it absorbs at 50-51 ppm. a-Helical environment shifts the AIa-Co signal to lower 
field down to 54 ppm. In methanolic solution the nonadecapeptide shows a a-helical N-terminal region. For the 
C-terminus beginning with proline-14 no periodically ordered conformation is observed, and we suggest a sequence 
of//-turns. Furthermore the typical E, IZ isomerism of the prolyl-peptide bond can be observed on proline itself and 
on its neighbour alanine. 

Zusammenfassung--Die 13C-NMR-Spektren des synthetischen, membranmodifizierenden Nonadekapeptids 
Boc(Aib-L-Ala)s-Gly-Ala-Aib-Pro-Ala-Aib-Aib-Glu(OBzl)-Gln-OMe (Aih=a-Aminoisobutters~iure) und seiner 
Synthesezwischenstufen werden zur Konformationsaufkl~irung in Lrsung herangezogen. Die Zuordnung der 
13C-Signale yon Aib basiert u.a. auf der magnetischen Nichtequivalenz (MNE) ihrer geminalen C~-Signale in 
asymmetrischer chemischer Umgebung, die bei optisch aktiver benachbarter Aminos[iure zu einer Aufspaltung um 
0.2-0.5 ppm fiihren kann. In a-helikaler Umgebung zeigen Aib-C B eine MNE von fiber 4 ppm, bei Aib in den Ecken 
von //-Turns betrggt die MNE bis zu 2.5 ppm. Ferner erwies sich Ala-C, als empfindticher Indikator for 
unterschiedliche Sekund~rstrukturen. Dabei liegt das C~-Signal for C-terminales Alanin bei 49-50ppm und 
innerhalb yon Oligopeptiden in ungeordneter Konformation bei 50-51 ppm. In a-helikaler Umgebung verschiebt 
sich das Ala-C,-Signal nach tiefem Feld bis fiber 54 ppm. Das Nonadekapeptid weist im N-terminalen Bereich in 
methanolischer Lrsung eine a-helikale Konformation auf, w~hrend der C-Terminus ab Pro-14 keine periodisch 
geordnete Konformation, sondern vermutlich //-Turns besitzt. Ferner wurde eine Signalaufspaltung durch EIZ- 
Isomerie der Prolyl-Peptidbindung an Prolin selbst und am benachbarten Alanin festgestellt. 

Die t3C-NMR-Spektroskopie erwies sich bei der Struk- 
turaufkl/irung der membranmodifizierenden Peptidanti- 
biotika Alamethicin, 1-3 Suzukacillin 4'5 und Trichotoxin 6 
ais ausserordentlich hilfreich. Dabei fiel in den "C-  
NMR-Spektren die magnetische Nicht/iquivalenz (MNE) 
der beiden/ /  - Methyl - Signale in den a-Aminoisobut- 
ters/iure (Aib)-Resten auf, die in kleineren Aib-Peptiden 
nicht bzw. nur in geringem Ausmass beobachtet wurde. 7 
Zur Ermittlung der chemischen Verschiebung der Bau- 
steine Alanin und a-Aminoisobutters~iure konnten u.a. die 
durch ~3C {~3C, ~H} - Tripelresonanz - Technik erhaltenen 
Spektren d e r m i t  Polyoxyethylen (POE) veresterten 
Oligopeptide Boc - (Aib - L - Ala)n - OPOE und H - (Aib 
- L - Ala)n - OPOE (n = l his 5) herangezogen werden, a 
W/ihrend der stufenweisen Synthese dieser poly- 
oxyethylenveresterten Peptide erhiiit man mit jeder Ver- 
l[ingerung der Peptidkette eine sukzessive ,g, nderung der 
Konformation. 9:° Dabei werden die Aib-Ca-Signale und 
die Ala-C~-Signale nur relativ schwach beeinflusst. 
Andererseits zeigen die Ala-Ca-Atome in a-helikaler 
Umgebung eine deutliche Tieffeldverschiebung. Beson- 
ders auffallend sind die Signale der beiden CH3-Gruppen 
in Aib, die bei Di- und Tripeptiden und uneingeschr/ink- 

ter Rotationsfreiheit (~b, ~ )  oft zusammenfallen bzw. nur 
wenig aufspalten (0--0.Sppm), dagegen bei chiraler 
Umgebung und stabiler Konformation eine MNE yon 0.5 
bis 4 ppm aufweisen. 7 

13C-NMR-Spektren helikaler Aib-Peptide 
Besonders stark spalten die Aib-C~ durch elektrische 

Feldeffekte des Helixdipols auf. Mit zunehmender He- 
lixausbildung bis zum Dckapeptid lisst sich eine 
betr/ichtliche Verschiebung des gesamten Carbonyl - 
Signal - Bereiches zu tiefem Feld bis 178.8ppm beo- 
bachten, wie dies ffir zunehmend st/irkere Wasser- 
stoffbriicken zu erwarten ist. Im Falle des Pentapeptids 
Boc - L - Ala - (Aib - Alah - OPOE konnten wir 
feststeilen, dass die Aib - C~ - Signale noch um den 
vergleichsweise geringen Betrag yon 1.8 ppm und fiber 
den gesamten Aib - C~ - Aufspaltungsbereich verteilt 
sind. Dagegen erfolgt bei den bereits fiber einen 
signilikanten a-Helixanteil verfOgenden Peptid-Polymer- 
Estern Boc - L - (Aib - Alah - OPOE und Boc - (Aib - L 
- Ala)5 - OPOE eine Aufspaltung der Aib - C# - Signale 
um 3.5 ppm bzw. 3.2 ppm. Die Aufspaltung in Alamethi- 
cin liegt bei 3.5 ppm t u n d  weist ebenso wie die oben 
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beschriebenen helikalen Peptide je eine Co-Signalgruppe 
gleicher Intensit~it bei hohem und tiefem Feld auf. 
Dieselbe (Jbereinstimmung wird auch zwischen den AIa-  
C,~ - Signalen der obigen Nona- bzw.  Dekapeptide mit 
53.5 ppm bzw.  53.8ppm und Alamethicin mit 53.4ppm 
gefunden. Diese Tieffeldlage von Ala-C,, ist charak- 
teristisch fiir Alanin in helikaler Umgebung. Sie un- 
terscheidet sich um 2 - 3 ppm yon den Verschiebungen 
der terminalen Alaninreste mit 50.9 ppm im Nonapeptid 
bzw.  51.0ppm im Dekapeptid. FOr C-terminales Alanin 
mit Esterschutzgruppen wird andererseits ein etwas 
hochfeldverschobenes Ala - C~ - Signal zwischen 49 und 
50 ppm gefunden. 

Auch bei den N-protonierten Peptid- 
Polymerestern 8'9-1~ ergaben sich neben der Tendenz der 
zunehmenden Tieffeldverschiebung der Ala - C~, - Sig- 
nale bei der Ausbildung einer a-Hel ix  vor allem bei den 
Aib - C o - Signalen gewisse Gesetzm~issigkeiten. So 
liegen z.B. die Methylsignale bei Peptiden mit N-terminal 
protonierter a-Aminoisobuttersfiure stets bei h6herem 
Feld als bei vergleichbaren Peptiden mit N-terminal pro- 
toniertem Alanin. Ferner zeigte sich beim protonierten 
Nonapeptid,  dass trotz einer Aib - Co - Signalaufspaltung 
fiber einen Bereich von 2.7ppm keine zwei  v611ig 
getrennte Signalgruppen auftreten, sondern man beo- 
bachtet auch Signale bei 25.9 und 24.7ppm wie bei 
kiirzeren Aib-Peptiden. 

Mit Hilfe dieser Peptide unterschiedlicher Ketten- 
lfinge, die ausschliesslich L-Ala und Aib in alternierender 
Sequenz enthalten, 9 zeigte sich also sowohl eine Ab- 
hfingigkeit der MNE der '3C-Resonanz von Aib-C~ von 
der Konformation 8 als auch eine helixbedingte starke 
Tieffeldverschiebung des Ala - C,, - Signals von nor- 
malerweise c a .  50 ppm bis fiber 54 ppm. Da diese beiden 
Aminos~iurebausteine in den Peptidantibiotika Ala- 
methicin L, 2.13 Suzukacillin 4.5 und Trichotoxin ' 4.,~ vork- 
ommen,  wurde eine 19C - NMR - Konformationsstudie 
an dem membranmodifizierenden Alamethicin - Modell- 
peptid Boc - (Aib - L - Ala)5 - Gly - Ala - Aib - Pro - Ala - 
Aib - Aib - Glu(OBzl) - Gin - OMe 16 durchgefiihrt. 
Ferner wurden einige helikale und kleinere Synthese- 
segmente dieses Peptids ~3C - NMR - spektroskopisch 
untersucht. Die CD - Konformationsanalyse und die 
13C - NMR - Untersuchungen ergaben tibereinstim- 
mende Resultate beziiglich der Ausbildung geordneter 
Konformationen. 

Der Vergleich der '3C - NMR - Spektren des nach der 
Liquid - Phase - Methode aufgebauten Boc - (Aib - L - 
Ala)5 - POE 9 mit dem konventionell synthetisierten Boc - 
(Aib - L - Ala)5 - OH bzw. Boc - (Aib - L - Ala)5 - OMe '6 
zeigte, dass die aus spektroskopischen Untersuchungen 
an Peptid - Polyoxyethylenestern gewonnenen Erkennt- 
nisse iibereinstimmen. 8"1°'17 Am Beispiel des im fol- 
genden diskutierten 13C - NMR - Spektrums von Boc - 

Tabelle 1. C-13-NMR-Chemische Verschiebungen 

Verbindung*~ 

BOC-GIy-L-AIa-Aib-OMe 

BOC-L-Pro-L-Ala-Aib-OMe ~m] 

BOC-L-AIa-Aib-L-AIa-OMe 

BOC-Aib-L-Ala-Aib-OMe 

BOC-Aib-L-GIu(~Bzl)-GIn-OMe ~ 

CO-Signale C Aib Ala Giy 

% Ca % 

57.1 25.2 25.3 49.8 18.3 44.8 

19.5(E) 
I8.O(Z) 

176 .3  173 .9  172,O 

174.9(Z) 172.4(E) 171.3(Z) 
174.7(E) 172.O(Z) 171 .2 (E)  

176.8 175.4 174.6 

177.3 175.4 174.7 

177.6 177.4 177.4 
173.3 

173 .6  

BOC-L-AIa(Aib-L-AIa)2-OMe 176.7 176.5 175,6 174,2 
173.9 

BOC-Aib(L-Ala-Aib) 2-OMe 178.7 176.8 176.3 175.7 
174.4 

BOC-(Aib-L-AIa)4-NH-NH 2 179.4 178.5(2) 177.5 
174.4 176.5(3) 

BOC-(Aib-L-AIa)5-OMe 

BOC-L-Pro-L-Ala-Aib-Aib- 
I-GIu(~Bzl)-GI~-OMe wE) 

179.4 178.6 178.5 
177.2 176.8 176.5 
174.5 

177.5(2) 176.8 17517 
175.4 174.1 173.3 

180.3 179.9 179.7 
179.4(2) 178.8 178.5 
177.8 177.7 177.5(2) 
176.6 176.3 176.2 
175.2 174.0 173.6 

BOC-(Aib-L-AIa) 5-Gly-Ala-Aib- 
Pro-Ala-Aib-Aib-Glu(~zl)- 
Glm-OMe ~ 

55.9(E 2~ 9/2<5 (Z 48,5(Z) 
55.8(Z ~. ~/24.6 (E 48.3(E) 

57.7 24,6 24.4 51.9 17.7 
49.8 17.5 

57.6 26.2 25,6 50.7 17.8 
57.2 25.4 25.2 

57.5 26.1 2 5 , 3  

177.6 
174.6 

175.5 

57.6 25.9(2) 
57.2 25.6 25.2 

58.0 27.3 25.5 
57.2 26.5 25.O 
57.O 24.4(2) 

18.O 27.7 27.1 54.O 
57.7 26.8 26.7 53.6 
~7.5 24.4 24,O 53.5 
~7.3 23.7 23.5 49.2 

58.0 27.8 27.0 54.O 
57.9 26.8~ 26.7 53.8 
57.7 24.5 24.4 53.7 
i7,5 23.7 23.6 51.3 
57.3 23.5 49.4 

58.1 25.7 25.5 51.8 (Z) i 
57.8 25.0 51.1(E) I 

52.2 17.O(2) 
31.3 16.4 
49.3 

53.2 17.4 
50.8 16.9 

179.6 58.4 27.1(3) 54.4 
178.3 57.9 26.8(3) 54.O(21 
176.7 57.7(~ 24.5 24.1 53.7(3) 
175.4 57.4(3[ 23.6(2) 51.2 

24.3 23.2 

e) ;~ 2H-Methanol; TMS als Standard; relative Intensit~ten in Klammern 

~) a)Glutaminsaure; b)Glutamin 

***) Temp.  T = - 25°C 

17.3(3) 
17.O 

17.8 
17.3 
17.O(2) 
16.9 

17.7(E) 
17.1(Z) 

1 7 , 7  
1 7 . 1 ( 5 )  I 16 .8  

46.9 
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(Aib - L - A l a ) 4  - NH - N H 2  (Tabelle 1) k6nnen wir nun 
spektroskopisch die Reinheit, Identitiit und Konfor- 
mation der Peptid - Polymerester belegen. 

Das schrittweise nach der Liquid - Phase - Synthese 
aufgebaute Octapeptidhydrazid wurde durch Hydraz- 
inolyse des entsprechenden Peptid - Polymer - Esters 9 
dargestellt. Es wurde yon uns bereits vergleichend mit 
dem analog erhaltenen Hepta- und Nonapeptidhydraziden 
CD-spektroskopisch untersucht. ~° Die Peptidhydrazide 
zeigten dabei jeweils einen h6heren a-Helixgehalt als die 
entsprechenden Peptid - Polymer - Ester. Diese Ergeb- 
nisse werden nun durch das '3C - NMR - Spektrum 
erh/irtet. Man erh~ilt Ala - Ca - Signale, die bei relativ 
tiefem Feld liegen (54.0; 53.6 und 53.Sppm). Drei 
Alaninreste miissen deshalb in helikaler Umgebung 
liegen. Deutlich erkennbar wird der Helixgehalt auch an 
den Aib - C~ - Signalen. Es kommt bei diesem Octapep- 
tidhydrazid zur Ausbildung zweier Signalgruppen infolge 
magnetischer Nicht/iquivalenz (MNE) der // - CH3 - 
Gruppen, die mit 4.2ppm sogar gr6sser ist als im 
Nonapeptid - Polymer - Ester (3.5 ppm). 8 

'3C-NMR-Spektren con Aib- Tripeptiden 
Das '3C - NMR - Spektrum des geschiitzten Tripeptids 

Boc - Gly - L - Ala - Aib - OMe 16 (Tabelle 1) weist mit 
AIa-Co 18.3 ppm, Aib-C~ 25.2/25.3 ppm, GIy-C~ 44.8 ppm, 

AIa-C= 57.1 ppm Signallagen auf, wie sie bei einer Vielzahl 
ldeinerer Aib- und Ala-Peptide ~'7 beobachtet werden. Die 
beiden Aib - Co - Signale liegen sehr nahe beieinander. 
Obwohl das CD-Spektrum einen/~-Turn anzeigt '°'is und 
auch die Kristallstruktur eine//-Turn (Typ III) aufweist, ~9 
unterscheiden sich die Aib - C~ - Kohlenstoffe nur kaum. 
Offensichtlich ist die Abschirmung des terminalen Aib- 
Restes zufiilligerweise beinahe gleich. 

Im Spektrum von Boc-Pro-Ala-Aib-OMe (Tahelle 1) 
sind bei Raumtemperatur noch einige Signale sehr breit, 
w~hrend im 90.5 MHz - Spektrum bei - 25  ° alle Signale 
scharf find. Prolin zeigt mit seinem starren Pyrrolidin - 
Gertist und der N-terminalen Urethan - Schutzgruppe 
eine fiir diese Aminos/iure charakteristische Signalauf- 
spaltung. Wegen der Z(trans) - E(cis) - Isomerie der 
Urethanbindung liegen die Prolin - Kohlenstoffatome 
und Boc-CO in unterschiedlicher Umgebung vor und ihre 
Signale spalten auf. 2°-24 Aher auch die Kohlenstoffe der 
beiden folgenden Aminos~iuren sind aufgespalten. Selbst 
die Methylschutzgruppe am C-Terminus ist verdoppelt. 
Nach den Intensit/iten ist ide Z-Form mit durch- 
schnittlich 60% gegeniiber der E-Form begtinstigt. FOr 
die ZlE-Formen ergibt rich demnach aus dem 13C-NMR- 
Spektrum ein Unterschied der freien Enthalpie AG O= 
1.0 Ll/mol. 

Im Gegensatz zu den beiden besprochenen Tripeptiden 
flndet man beim Boc - L - Aia - Aib - Ala - OMe (Abb. 1) 

synthetischer 2-Methylalanin-Peptide 

Pro  

60.5. (E) 31.2(E) 24.7 (JE) 47.3(ZI 
60.4.(Z) 29.4 (Z) 23.7(Z~ 46.7(E) 

GIx ~4~ ) 

C e ]C 8 Cy 

Boc OHe OBzl  

CH3 C9 I CO CH 2 C I C3, 5 C2,4, 6 

28.7 80.7 158.5 52.8 

28.2(Z) 30.7 (Z 155.5(z) 52.7(E) 
28-1(E) BO.6(E ) 154.2(E] 52.6(Z) 

28.8 80.7 158.O 52.7 

I 
l 

54.2a28.ob I 32.4 b) 
53.3 b 27.6 a, 31.3 a) 

28.0 80.8 157.1 52.6 

28.8 80.8 157.O 52.7 

28.4 80.7 157.9 52.5 

28.7 80.9 157.4 52.6 

28.9 81.2 157.8 

28.8 81.2 157.8 52.7 

67.3 137.5 129.5 129.1 

61,9(E ~(E) 26.2(Z) 48.2(Z) 54.7 a 28.1bi32.5 b) 28.8 81.5 156.8(Z) 52.7 
61,2(Z 31.5(Z 47.9(E) 53.3 b 27.4 a 31.9 a) 156.1(E) 

67.3 137.7 129.6 129.2 

61.5 130.2 26.4 48.0 55.1 a 28.0 12.7 b) 28.8 
53.4 b (2) ~2.O a] 

i 

81.2 158.7 52.6 67.2 138.3 130.1 129.7 
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A i b - C 0  A I o -  CO A i b - C  a A l a - C ~  Ai b - C ~  A I o  - C~3 

I I II 
2" Z" 3~ 

m III  II 11 I I  I 
27. 1 35 2.~ 3 1 5 

I I I I  I I I1  1 I 
3 15 4 2 3 13 ~ 2 

vr 

I I I I I  I IIII II I I 
e~O 2A6 8 10 

2"2~ 

I I I I I  I Ill III I I 
3~5 7 g410 8 2/45 8 10 

26 

180 173 6 0  5 4  

3:~"I" 2 

2 "  2 "  

III _ _ ~  
2' Z't.' 3,51 

2~  

I I I I I  __ l[ 
f 3' 5 ' 5 " r '  2 ~  

3" 
2 .  2~  

I II ~ I IIII 

4 ~  2 x  3 ~  

1] 111 ]1] 
1' 31.5' 9" Y,'3' ~o 8 2,~ 

7~g" ~'7" 6 

l // , , __ 

4 8  30 25 20  16 

Abb. 1. Korrelationsdiagramm der C-13-Chemischen Verschiebung yon Aib/Ala - Peptiden in ~H-Methanol 
bezogen auf TMS. I. Boc - L - Ala - Aib - Ala - OMe. II. Boc - Aib - L - Ala - Aib - OMe. III. Boc - L - Ala - (Aib - 
Ala)~ - OMe. IV. Boc - Aib - (L - Ala-  Aib)2 - OMe. V. Boc - (Aib- L - Ala)~ - OMe. 

(Die kleingedruckten Zahlen geben die Sequenzposition an), 
VI. Boc - (Aib - L - Ala)~ - OH. 

eine sehr starke Aufspaltung tier Aib - C~ - Signale yon 
2.4 ppm. Wie die Untersuchung an einer Vielzahl  kleiner 
Aib - Peptide Lv zeigt, l~sst sich eine derart starke M N E  
nicht allein durch das Asymmetr iezentrum am a -Koh -  
lenstoff der benachbarten Aminos/ iure erkl~iren. Es muss  
ausserdem noch eine stabile Moleki i lkonformation vor- 
liegen. Im CD - Spektrum dieses Tripeptids ~ wurden 
bereits Hinweise  auf e inen fl-Turn gefunden.  Die tem- 
peraturabhiingige chemische  Verschiebungs~nderung des 
C-terminalen Ala - N H  - Protons  (1.2 x 10 ~ ppm/Grad) 
bestiitigt dies. Desgle ichen weist  die Kristallstruktur yon 

Ac - Ala - Aib - Ala - OMe einen f - T u r n  mit einer 
Wasserstoffbriicke zwischen  dem Acetyl-CO und 3Ala - 
N H  aus. 2~ In dieser Konformation besitzt die pro - (R) - 
Methylgruppe von 2Aib einen sehr kleinen Diederwinkel  
zur Aib - CO - Gruppe ( <  30°). Das gleiche gilt for die 
~Ala - CO - Gruppe und die pro - (R) - Methylgruppe von 
2Aib. Beide EinfliJsse fiihren zu einer Hochfeldver-  
schiebung der Methylgruppe. 23'2~ Demgegeniiber er- 
scheint die pro - (S) - Methylgruppe wie bei den f l-Koh- 
lenstoffen der natiJrlichen Aminosi iuren bei t ieferem 
Feld. 

i 

00~ (jO , 
O, '_~ 
°, t ?°. 

m m 
~ 0 0 0 

¢o~t ~trm Ln 

, / , 

, ,' /,,'" 

C H 3  O H 3 C  O 0 0 
I I I  I I I  I I  I I  

H3C--C --O--C--NH--C--C-- NH-CH--C--NH--CH--C--OCH3 
I I I I 

CH3 CH 3 ICH2 CH 2 

CH2- O- C\x O O~C... NH2 

N - t - Boc - Aib- L -Glu (OBzl) - Gin -OMe 

c g i u ( J ( J  ~ 

~) rn ~ c  I -__U 

co ~ ~n ('4 ca r~ 

mmmm 

! "'i~il 

& 

co 

~ < 

m m r,4 r-4 c.l ¢~4 

I[ II 

Abb. 2. C-13-NMR-Spektrum yon Boc - Aib - L - Glu(OBzl) - Gin - OMe in 2H-Methanol. 



~SC-NMR und Konformation 

Ferner f/illt im ~SC-NMR Spektrum von Boc  - L - Ala - 
Aib - Ala - OMe die starke Tieffeldverschiebung des 
N-terminalen Aia-C~ mit 51 .9ppm auf, gegeniiber dem 
vergleichbaren Ala-C~ yon Boc  - L - Ala - Aib - OBu' mit 
50.7 ppm. 7 Das  C~ - Signal des C-terminalen Alanin liegt 
andererseits mit 49.7 ppm im gleichen Bereich wie in Z - 
Aib - L - Ala - OMe mit 49.5 ppm. 7 

Im ~SC-NMR-Spektrum yon Boc  - Aib - L - Ala - Aib - 
OMe (Abb. 1) treten vier Aib - C~ - Signale bei 26.1, 25.5, 
25.3 und 25.1 ppm auf. Geht man auch in diesem Fall 

eines membranmodifizierenden 2161 

vom Vorhandensein eines ~-Turns aus, so wird for das 
C-terminale SAib wieder eine kleinere M N E  der SAib - 
C~ - Kohlenstoffe (25.3 bzw.  25.5 ppm) erwartet,  w/ih- 
rend die Aufspaltung fiir 'Aib nach den entsprechenden 
Argumenten wie bei Boc  - Ala - Aib - Ala - OMe sehr 
gross sein sollte (25.1 bzw.  26.1 ppm). 

Fiir das C-terminale Ende des Nonadekapept ids  wird 
alas ~sC - N M R  - Spektrum yon Boc  - L - Glu(OBzl)  - 
Gin - OMe (Abb. 2) zur Unterscheidung von Glutamin- 
und Glutamins/iure - Signalen herangezogen.  Bei  Glu- 

CH3 0 H3C 0 ~- H3C 0 H3C 0"1 
I II I I l l  I II I I I /  

H3Q--  C- -  O -  C- -  NH--  CH--  C-~ NH- -  C- -  C- -  NH--  CH-- C ~- OCH 3 
I I 

C H 3  i CHs Jz 

N- t - Boc - L -  A l a  ~ - A ib  2- A la  3- A ib  ~'- A ia  5-OMe 

o 0 

m ~ 

u :5  m ~ . g  

i 

8 

rn 

m 

(a) 

(_~ (_) (..) o 

* ' - m m  ,'~ 
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tamins/iure ist das C : S i g n a l  (54.2 ppm) verglichen mit 
Glutamin (53.3 ppm) normalerweise um 0.9ppm nach 
tieferem Feld verschoben,  w~ihrend die C a- und C~,- 
Signale yon Glutamins~iure jeweils bei h6herem Feld 
liegen als bei Glutamin; der Verschiebungsunterschied 
betr~igt for C o 0 .4ppm und ftir C-, 1.1 ppm. Die Aroma- 
tensignale der y-Benzylestergruppe finder man bei den 
tiblichen ppm-Werten.  Die Aufspaltung der beiden 
Methylgruppensignale des N-terminalen Aib bei 26.1 ppm 
und 25.3 ppm ist mit 0.8 ppm/ ihnl ich  gross wie bei ~Aib 
in Boc - Aib - L - Ala - Aib - OMe (Tabelle 1). 

~3C-NMR-Spektren yon Penta-, Hexa- und Dekapeptiden 
In den Spektren der beiden Pentapept ide Boc - L - Ala 

- (Aib - Ala)2 - OMe (Abb. 3a) und Boc - Aib - (L - Ala - 
Aib)2 - OMe (Abb. 3b) erkennt man jeweils die 5 Car- 
bonylsignale der Aminos~iuren und etwas nach hohem 
Feld abgesetzt  zwischen 157 und 158 ppm das Carbonyl- 
signal der Urethanschutzgruppe.  Die Ala - C~, - Signale 
f~r das Pentapeptid Boc - L - Ala - (Aib - Ala)2 - OMe 
liegen bei 49.3 ppm (C-terminal), 52.2ppm (N-terminal) 
und 51.3 ppm. Vergleicht man diese mit den Ala - C ,  - 
Signalen von Boc - L - Ala - Aib - Ala - OMe bei 
4.9.7 ppm und 51.9ppm, so finder man keine wesentliche 
Anderung der Signallagen. Es tritt also kein st~irkerer 
Einfluss der Nachbargruppe auf, wie es bei einer hin- 
zukommenden  Windung beobachtet  werden mtisste. 
Auch die Aufspaltung der vier Aib - C~ - Signale tiber 
einen Bereich yon 0.8ppm wird in dieser Gr6ssenord- 
nung bereits in den Spektren der Tripeptide Boc - Aib - L 
- Ala - Aib - OMe und Boc - Aib - L - GIu(OBzl) - Gin - 
OMe gefunden. Im Pentapept id mit h6herem Aib - Anteil 
findet man zwar das C,,-Signal von Alanin in Position 4 
bei 50.8 ppm (vgl. Boc - Aib - L - Ala - Aib - OMe mit 
Ala-C~ 50.6 ppm); das C ,  von Alanin in Position 2 tritt 
jedoch bei 53.2ppm stark t ieffeldverschoben auf. Aus 
diesem Befund muss ebenso wie aus der starken Auf- 
spaltung der Aib - C~ - Signale auf insgesamt 3 ppm auf 
eine Konformations/ inderung mit starker Abschirmung 
durch Nachbargruppen geschlossen werden. 

Diese Entwicklung ist beim Dekapeptid Boc - (Aib - L 
- Ala)5 - OH (Abb. 4) bzw. Boc - (Aib - L - Ala)5 - OMe 
(Abb. 1) mit seinem signifikanten a-Helixgehalt  bereits 
abgeschlossen.  Die Aufspaltung der Aib - Ca - Signale 
urn. insgesamt 4.2 ppm ist noch deutlicher geworden. Im 
Gegensatz zum Pentapeptid (Abb. 1) mit den gleich- 
m~issig verteilten Aib - C~ - Signalen bildet sich hier eine 
Aufspaltung in zwei Co - Signalgruppen aus, deren 
Zentren um 3.2ppm auseinander liegen. Auch die for 
eine a-Helix charakteristischen Tieffeldverschiebungen 
der C,,-Kohlenstoffe bzw. Hochfeldverschiebungen der 
Co-Kohlenstoffe treten auf, wie sie im Falle von 
Alamethicin, Suzukacillin, Trichotoxin bereits mehrfach 
beobachtet  wurden. ~.4.6 Die Polarisation der CH-Bindung 
an dem pro - (S) - /3  - Kohlenstoff  ftihrt dabei zu einer 
Hochfeldverschiebung.  Der pro - (R) - /3 - Kohlenstoff  
bzw. ein terti~irer a-Kohlens toff  wird dagegen aufgrund 
umgekehrter  Polarisation nach tiefem Feld verschoben. 

Die ~C-NMR-Spektren des Dekapeptids als Methyl- 
ester oder mit freier Carboxy-Gruppe ~6 sowie des Deka- 
peptid - POE - Esters  8 weisen gleiche chemische Ver- 
schiebungen auf, allerdings sind die Spektren der kon- 
ventionell synthetisierten Dekapeptide besser  aufgelOst. 
Ftir die Zuordnung der Signale und den Vergleich mit 
Alamethicin gelten die bereits oben gemachten Ausftih- 
rungen. Zur Identifizierung der Dekapeptids/iure bzw. 
des Dekapeptidesters ist wesentlich, dass infolge der 
besseren AuflOsung im Carbonylteil 9 Aminos~iuresignale 
beobachtet  werden,  yon denen eines das doppelte In- 
tegral aufweist;  also kOnnen alle zehn Aminosaure-Car- 
bonylgruppen sicher identifiziert werden. Ferner erkennt 
man 5 Aib - C,,-, 9 getrennte Aib - Co-, 5 Ala - C , :  und 4 
Ala - C o - Signale sowie Kohlenstoffe der tert. - Butyl- 
oxycarbonylgruppe. Die Identit/it dieses Dekapeptids ist 
somit durch das ~3C - NMR - Spektrum eindeutig belegt. 

Das C-terminale Hexapeptidfragment  Boc - L - Pro - 
Ala - Aib - Aib - Glu(OBzl) - Gin - OMe zeigt, wie schon 
das Tripeptid Boc - L - Pro - Ala - Aib - OMe, eine 
Aufspaltung der Signale yon Prolin, Alanin und Boc-CO 
infolge Z/E-Isomerie der Urethanbindung am Pyrrolidin- 

O H3C O H3C O CIH3 , , [  I [I I l i ~  
H3C--C-- O -  C T N H -  CI -- C-- NH--C-- C I O H  

CH3 L ct% H J 5  

N- t -Boc - (A ib -  L- Ala)5-OH 

~,~ u, ~ , ,  

~ , ~  < < < <  

' iin ii 
n 

carbonyl- region 

g 
~3 i cO .O 
c,~¢J 

< ~  < 

i i fir 

Ce-region methyl groups 

Abb. 4. C-13-NMR-Spektrum des Dekapeptids Boc - (Aib - L - Ala)5 - OH in ~2C2H-Methanol. 
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Ring von Prolin (Abb. 5). Die Intensi#itsverh~iltnisse der 
aufgespaltenen Signale zeigen einen iihnlichen Unter- 
schied der freien Enthalpie fiir das Z- und E-Isomere, 
wobei die E-Form nur noch um AG°=0.3KJ/mol 
beg0nstigt ist. Die Lage der Glutamins~iure-, Glutamin- 
und Benzylestersignale ist identisch mit denen des 
Tripeptids Boc - Aib - L - Glu(OBzl) - Gin - OMe (Abb. 
2). Die schwachen Aufspaltungen der Aib - C~ - Signale 
um 0.7 ppm und die geringe Tieffeldverschiebung des Ala 
- C,, bei 51.1 (E) bzw. 51.8 ppm (Z) k6nnten durch eine 
gr6sstenteils ungeordnete p-Konformation erkl~irt 
werden. 

~3C-NMR-Spektrum des Nonadekapeptids und Vergleich 
mit den Spektren der natiirlichen Peptidantibiotika 

Das ~3C-NMR-Spektrum (15.08MHz) des Nonade- 
kapeptids Boc - (Aib - L - Ala)5 - Gly - Ala - Aib - Pro - 
Ala - Aib - Aib - Glu(OBzl) - Gin - OMe 16'1s (Tabelle 1) 
weist infolge der geringen zur Verfiigung stehenden 
Substanzmenge yon 35 mg ein relativ ungiinstiges Signal 
- Rausch - Verh~iltnis auf. Dennoch lassen sich neben der 
sicheren Zuordnung der C-Atome auch noch Konfor- 
mationsaussagen aus den Verschiebungen einzelner 
charakteristischer Signale ableiten. Im expandierten 
Carbonyiteil erkennt man neben dem hochfeldabgesetz- 
ten Boc - CO - Signal bei 158.7 ppm noch 19 Signale. 
Zwei dieser Signale, bei 170.4 ppm und 177.5 ppm, besit- 
zen doppelte Intensit~it und entsprechen somit jeweils 
zwei Carbonyl - Resonanzen. Diese 21 Aminos~iurecar- 
bonylgruppen werden fiir das Nonadekapeptid unter 
Einbeziehung der zwei Glx - 3' - Carbonylgruppen 
erwartet. 

Im Aromatenbereich findet man ftir die Signale der 
Benzylestergruppierung dieselben Werte wie beim C- 
terminalen Hexapeptid (Abb. 3); auch die Absorption 
des Benzyimethylenkohlenstoffs liegt unver[indert bei 
67.3 ppm. Die charakteristischen tert. - Butyloxycarbonyl - 
Signale treten neben dem bereits erwiihnten CO-Signal 
bei 81.2 ppm (C-quart~ir) und bei 28.8 ppm (CH3) auf. 

Im Aliphatenbereich sieht man bei h6chstem Feld drei 
Ala - Ca - Signale bei 16.8, 17.1 bzw. 17.7 ppm, deren 
Integrale sich wie 1:5:1 verhalten. Das intensive Signal 
bei 17.1 weist auf 5 Ala-Ca in einer helikalen Kon- 
formation hin. Das CB-Signal bei 17.7 ppm kann durch 
Vergleich mit Abb. 5 dem Ala-15 im C-Terminus [nit 
nicht helikaler Konformation zugeordnet werden. Die 
Aib - C~ - Signale sind wieder deutlich in zwei Gruppen 
aufgespalten; die meisten Aib-Reste befinden sich somit 
in helikaler Umgebung. Die Aufspaltung um 3.9ppm 
entspricht den schon erw~ihnten Werten yon Alamethicin 
mit 3.5 ppm t bzw. Trichotoxin A-40 mit 4 ppm. 6 Die Ala - 
C~ - Signale sind wiederum stark tieffeldverschoben wie 
im Dekapeptid (Abb. 4) bzw. Alamethicin. 1 Nur eines der 
Ala - C~ - Signale liegt mit 51.2 ppm nicht im nichthelik- 
alen Bereich und entspricht dem schon fiber die Ala - C ,  - 
Signale ermittelten 15Ala. 

Alle ~3C-NMR-Spektren der untersuchten Peptide sind 
somit widerspruchsfrei erkl~irt und die Konformations- 
aussagen zeigen gute Ubereinstimmung [nit den aus CD- 
und IR-Daten abgeleiteten Ergebnissen. ~°''[ Insbeson- 
dere werden durch diese Untersuchung die yon uns an 
den natiirlichen Peptidantibiotika ~'4'6 getroffenen t3C - 
NMR - Zuordnungen erh~rtet. Ferner k6nnen nun gezielt 
bez0glich der komplizierten Konformations~inderungen 
dieser Peptide weitere Daten z.B. aus temperatur- und 
16sungsmittelabhfingigen Messungen ermittelt werden. 
Dies wiirde noch besser experimentell abgesicherte 
Vorstellungen zur molekularen Wirkungsweise dieser 
Porenbildner erm6glichen. Neuere Ansichten dazu wer- 
den an anderer Stelle diskutiert.ts"37-38 

Es ist hier ausdriJcklich anzumerken, dass die dis- 
kufierten helikalen Segmente a-Helices und keine 3~o- 
Helices sind. Die yon verschiedener Seite 26-34'39-43 pos- 
tulierten 3~o-Helices konnten anhand der R6ntgen - 
Strukturanalyse des a-helikalen Undekapeptids Boc - L - 
Ala - (Aib - Ala)2 - Glu(OBzl) - Ala - (Aib - Ala)2 - OMe 
widerlegt werden.37'38 

2-Methylalanin-Reste passen offensichtlich trotz 
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"sterischer Hinderung" problemlos in die a- 
Helix. H 1.37.38 Daher sind folgende Punkte bedeutsam. 

Die in Tri- bis Pentapeptiden gefundenen Konfor- 
mationen, wie z.B. der h~iufig auftretende H-Turn, sollten 
auch bei Aib-Peptiden nicht kritiklos auf l/ingere Peptide 
mit periodisch geordneter Struktur extrapoliert werden. 
Grunds~itzlich soUte der Befriff "Helix" nur dann ange- 
wandt werden, wenn mindestens eine vollst/indige, bes- 
ser mehrere helikale Windungen vorhanden sind. Somit 
k6nnen aufgrund der bisher durch R6ntgen - Struk- 
turanalyse aufgekl~rten Aib-Peptide 19,25,26.28-32,34-38 
keine l/ingeren 31o-Helices fiir Alamethicin postuliert 
werden. 

Lediglich N-terminal (Ac - Aib - Pro-) und C-terminal 
ab Prolin-15 kann das dominierende a-helicale Segment 
durch/3-Turns fortgesetzt sein. I-~1 Dort k6nnen durch-aus 
auch Winkelkombinationen auftreten, wie sie im 
Ramachandran-Plot einer 3~o-Helix entsprechen. Auf- 
grund von NMR-Messungen in Abh/ingigkeit yon der 
Temperatur und dem L6sungsmittel, sowie durch H/D- 
Austausch kann zwar auf Wasserstoffbriickenbindungen, 
nicht aber auf 3~o-Helices geschlossen werden, wie 
andere Autoren 39-42 es mehrfach versuchten. 

Unsere bisherigen Vorstellungen zur Sekund/irstruktur 
des Alamethicins ~-tLt~-~9'37-3~ stehen in Ubereinstim- 
mung mit 600 MHz ~H - NMR - Untersuchungen von G. 
Davis und B. F. Gisin.*' 
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