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Seven tripeptides with the sequence L-Arg-D,L-X-L-Phe
were synthesised. Three of these peptides showed anti-
biotical activity on fungi. The amino- and the carboxylic
terminus of the peptide L-Arg-p,L-Phe-L-Phe, which showed
antibiotical activity, were changed to give the sequences
L-X-p,L-Phe-L-Phe or 1-Arg-p,L-Phe-L-X respectively. The
resulting tripeptides showed no antibiotical activity.

Ein antibiotisch wirksames Peptid der Sequenz
L-Arg-D-a Thr-L-Phe wurde von Liffler et al.' aus
dem Kulturmedium des Dermatophyten Keratino-
phyton terreum isoliert und strukturell aufgeklirt.
Zum Beweis der gefundenen Aminoséduresequenz
synthetisierten diese Autoren das Peptid, allerdings
unter Verwendung des racemischen D,L-allo-Threo-
nins.

Die biologischen Messungen mit diesem syntheti-
schen Produkt zeigten, daf} dieses immer noch die
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Halfte von der antibiotischen Aktivitdt erbrachte,
die das natiirliche Peptid (mit D-allo-Threonin)
zeigte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dal p-allo-
Threonin in der obigen Sequenz auch durch andere
D-Aminosiuren ersetzt werden kann 2,

Diese Befunde gaben den Anlal zur Synthese von
Tripeptiden mit obiger Sequenz, bei denen D-allo-
Threonin durch andere atypische, racemische Amino-
sduren erselzt ist.

Weitere Variationen am Amino- bzw. Carboxyl-
ende eines aktiven Tripeptides sollten Aufschlufl
tiber die Ersetzbarkeit von L-Arginin bzw. L-Phe-
nylalanin in diesen Peptiden geben.

Experimentelles

Die Peptidsynthesen wurden anhand der Merri-
field-Synthesetechnik durchgefiihrt. Die Reinigung
der Peptide erfoLgte durch Saulenchromatographie an
Kieselgel bei 4 “C. Das Laufmittel war n-Butanol:
H;0:Eisessig = 4:2:1.

Die t-BOC-Aminosiduren wurden nach Schnabel ®
hergestellt. Die racemischen Phenylserinderivate
wurden analog 1. c. * dargestellt. N-¢-Z-L-Lysin siehe
1. c. 3, O-BZL-L-Tyrosin siehe 1. c. %, L-Glutaminsiure-
y-benzylester siehe l. c. 7, L-Asparaginsiure-f-benzyl-
ester siehe 1. c.® und das ZsL-Arginin siehe L c.*.
Die Aktivititsmessungen wurden an den von Loff-
ler et al.! verwendeten Testorganismen (Paecilo-

Tab. I. Analytische Daten der Peptide (dabei wird die vorhergehende Reihenfolge der Peptide 1—7 eingehalten).

No. d. Ausb. * gefillt aus N Aminosdure-Analyse  Formel * Molekular-

Pept. [%] [%] gewicht

1 86,0 EtOH/Ather  ber. 15,30 Arg 1,01 C,y3HgsNgO, 549,5
gef. 15,22 Phe 2,00 x HBr

2 87,0 EtOH/Ather  ber. 14,40 Arg 0,97 C,;Hy,NgO,Cl 583,9
gef. 14,29 Phe —§ X r

3 82,6 EtOH/Ather  ber. 14,81 Arg 0,99 CyyHyyNgOLF 567,5
zef. 14,69 Phe — § x HBr

4 83,7 EtOH/Ather  ber. 14,86 Arg 098 Cy4H3sNgOy 565,5
gef. 14,70 tPse — x HBr

Phe 1,00

5 87,2 EtOH/Ather  ber. 14,40 Arg 096 CoyHy NgOF 583,5
gef. 14,23 Phe 1,00 x HBr

6 86,5 EtOH/Ather  ber. 14,01 Arg 1,06 C,Hy;NgO;Cl 599,9
gef. 13,94 Phe 1,00 x HBr

Dieses Peptid konnte nicht rein erhalten werden, da bei der
hydrogenolytischen Abspaltung der Z-Reste ein groBer Teil der
Nitrogruppe reduziert wurde.

* Siehe Tab. II unter Anmerkung §.

* Ausbeuten sind auf die erste Aminosiiure am Trigerharz bezogen.
§ Die atypischen Aminosiuren wurden nicht bestimmt, da sich deren Peaks im Chromatogramm des Aminosdure-Analysa-

tors teilweise mit dem des Phenylalanins iiberlagerten.

Sonderdruckanforderungen an Dr. Karl Eisele, Physio-
logisch-chem. Institut der Universitit, D-7400 Tibingen,
Hoppe-Seyler-Str. 1.

Abkiirzungen: Z, Benzyloxycarbonyl; BZL, Benzyl; t-BOC,
tert-Butyloxycarbonyl; EtOH, Athanol; tPse, threo-Phe-
nylserin.

DO

ND

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift fur Naturforschung
in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Forderung der
Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz veroffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland
Lizenz.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der
Creative Commons Lizenzbedingung ,Keine Bearbeitung*) beabsichtigt,
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukiinftiger wissenschaftlicher
Nutzungsformen zu erméglichen.

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift
fr Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs
3.0 Germany License.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is
to allow reuse in the area of future scientific usage.



542

Notizen

Tab. II. Analytische Daten der Peptide (dabei wird die vorhergehende Reihenfolge der Peptide 1—7 eingehalten).

No. d. Ausb. * gefillt aus N Aminosdure-Analyse  Formel Molekular-
Pept. [%] [%] gewicht
1 86.5 EtOH/Ather  ber. 17,75 Arg 1,02 CsHogNO, 4734
gef. 17,60 Phe 0,98 § x HBr
Ala 1,00
2 82,0 EtOH/Ather  ber. 16,34 Arg 1,00 CoyyHygyNgO, 514,5
gef. 16,26 Phe 0,97 § x HBr
Leu 1,00
3 83,9 EtOH/Ather  ber. 14,86 Arg 1,03 CayHyoNgO5 565.5
gef. 14,72 Phe 1,05 § x HBr
Tyr 1,00
4 85,7 EtOH/Ather  ber. 9,33 Lys 1,00 Cy HyeN,O, 600,4
gef. 9,07 Phe 2,08 % 2 HBr
5 92,1 EtOH/Ather  ber. 10,75 Gln 1,00 CagHogN,O4 5214
gef. 10,60 Phe 1,96 x HBr
6 87,7 EtOH/Ather  ber. 8,27 Asp 1,00 CyaHys N3Oy 508.4
Phe 1,94 x HBr
7 88,2 -EtOH/Ather  ber. 8,04 Glu 1,00 CygH,: N0y 522,4
gef. 7,92 Phe 1,97 * HBr

* Die Ausbeute ist bezogen auf die erste Aminosiure am Trigerharz.
§ Da bei der Ablosung der Peptide vom Triigerharz mit HBr/Trifluoressigsiure nur die N-a2-Z-Gruppe des entstindigen
Arginins quantitativ abgespalten wird, miissen die verbleibenden Z-Reste hydrogenolytisch in Athanol/Wasser abgespal-

ten werden. Aus diesem Grund ist nur ein Hydrobromid an diese Peptide gebunden.

myces varioti, Mucor miehei, Bacillus subtilis und
Escherichia coli) mit Hilfe des Plattendiffusions-
tests 1 auf Komplexmedium (Malzextrakt ') durch-
gefiihrt.
Folgende Tripeptide mit variierter Mittelposition

wurden synthetisiert und getestet:
L-Arg-D,L-Phe-L-Phe,

L-Arg-D,L-Phe (4 Cl)-L-Phe,

L-Arg-D,L-Phe (3 F)-L-Phe,

L-Arg-D,L-tPse-L-Phe,

L-Arg-D,L-tPse (4 F)-L-Phe,

L-Arg-D,L-tPse (4 Cl)-L-Phe,

L-Arg-D,L-tPse (4 NO,)-L-Phe.
Folgende am Carboxylende variierten Tripeptide
wurden synthetisiert:
1. 1-Arg-D,L-Phe-L-Ala,
2. r-Arg-D,L-Phe-L-Leu,
3. L-Arg-D,L-Phe-L-Tyr.

Am Aminoende waren folgende Tripeptide vari-
rt:

L-Lys-D,L-Phe-L-Phe,

L-Gln-D,L-Phe-L-Phe,

L-Asp-D,L-Phe-L-Phe,

1-Glu-D,L-Phe-L-Phe.
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Ergebnisse und Diskussion

Von den sieben synthetisierten Tripeptiden mit
variierter Mittelposition waren drei antibiotisch ak-
tiv. L-Arg-D,L-Phe(3 F)-L-Phe und r-Arg-p,L-Phe (4
Cl)-L-Phe waren sowohl bei Fungi (Paecilomyces
varioti und Mucor miehei) als auch bei gram posi-

tiven Bakterien (Bacillus subtilis) wirksam, wih-
rend sich die Aktivitdt von L-Arg-D,L-Phe-L-Phe nur
auf Fungi beschriankte. Unwirksam waren alle Tri-
peptide, die ein D,L-threo-f-Phenylserin-Derivat als
Austauschaminoséure in ihrer Mittelposition hatten.

Die nachfolgenden Testergebnisse enthalten die
Werte fir Paecilomyces varioti und Bacillus sub-
ulis (die MeBergebnisse fiir Mucor miehei sind nicht
sehr genau, da dieser Organismus ein starkes Luft-
mycel entwickelt, das die Hemmbhofe teilweise iiber-
wuchert). Fiir die drei aktiven Tripeptide konnten
folgende minimale Hemmkonzentrationen ermittelt
werden.

Peptid Paecilomyces Bacillus subt.
var.

L-Arg-D,L-Phe-L-Phe 0,27 mg/ml —

L-Arg-p,L-Phe (4 Cl)-L-Phe 0.4 mg/ml 1,52 mg/ml

L-Arg-p,L-Phe (3 F)-L-Phe 0,5 mg/ml 1,50 mg/ml

Die Aufhebung der antibiotischen Wirkung ge-
lang in gut meBbarer Form nur auf Paecilomyces
varioti und nur mit dem Peptid L-Arg-D,L-Phe-L-
Phe. Im Kreuztest ' ergab sich dabei folgendes Ver-
haltnis:

L-Arg-D,L-Phe-L-Phe : L-Phe = 1:3.

Die biologischen Tests der amino- bzw. carboxyl-
endstindig variierten Peptide verliefen durchweg
negativ.

Vergleicht man die Testergebnisse, die mit dem
Peptid L-Arg-D,L-Phe-L-Phe erhalten wurden, mit
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denen des Peptids L-Arg-D-Phe-L-Phe (minimale
Hemmkonzentration = 0,12 mg/ml und Aufhebungs-
verhiltnis von 1:6), so erkennt man deutlich, dal}
das Peptid mit racemischem Phenylalanin nur noch
die Hilfte der Wirksamkeit von L-Arg-D-Phe-L-Phe
besitzt. Dieses Ergebnis stimmt mit den Resultaten
iiberein, die Loffler et al.! bei ihren Experimenten
mit racemischem allo-Threonin erhalten haben.

Zur Unwirksamkeit der Tripeptide mit threo-f-
Phenylserin-Derivaten in Mittelposition kann nur
die f-stindige Hydroxylgruppe beigetragen haben,
denn sie ist die Gruppe, die die Phenylserinderivate
von den wirksamen Phenylalaninderivaten unter-
scheidet.

Die negativen Ergebnisse, die mit Tripeptiden er-
halten wurden, die am Amino- bzw. Carboxylende
variiert waren, lassen zwei Deutungen zu:

1. Die beiden Aminosduren sind fiir die antibioti-
sche Aktivitat essentiell.

2. L-Arg und L-Phe sind zwar nicht fiir die anti-
biotische Aktivitat, jedoch fiir die Membran-
gingigkeit der Peptide essentiell.

Fiir die erste Interpretation spricht, dal} keine
der beiden Aminosduren durch eine andere basische
bzw. aromatische Aminosiure ersetzbar ist.

Fiir die zweite und gegen die erste Deutung der
negativen Testergebnisse spricht, dall im Kreuztest
immer nur dann die antibiotische Wirkung aufge-
hoben wurde, wenn man die der mittelstindigen,
nichtproteinogenen Aminosdure entsprechende L-
Aminosidure als Gegenkomponente einsetzte, siehe
oben und l.c.2. Das heilit, die Wirkung der Tri-
peptide beruht auf einer kompetitiven Hemmung.
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Bei einer kompetitiven Hemmung ist jedoch der
Antimetabolit meist strukturell dem Metaboliten
dhnlich 13, Betrachtet man die Tripeptide (Antimeta-
boliten), so kann man keine strukturelle Ahnlich-
keit mit den hemmungsaufhebenden L-Aminosduren
(Metaboliten) feststellen. Nimmt man jedoch an,
dall die Tripeptide nach dem Passieren der Pilz-
membran sofort gespalten werden, dann findet man
in der dadurch freigesetzten, nichtproteinogenen
Aminosdure (z.B. D-Aminosaure) sehr wohl einen
Antimetaboliten, der der L-Aminosiure, d.h. dem
Metaboliten strukturell &hnlich ist und der ein
lebenswichtiges Enzym kompetitiv blockieren kann.
Wenn man diesen Wirkungsmechanismus annimmt,
dann kommt L-Arg und L-Phe eine Hilfsfunktion
in Form von Bausteinen fiir ein Transportvehikel
(dem Tripeptid) zu, dem sie allerdings eine solch
spezifische Priagung geben, daf} sie in dieser Eigen-
schaft unersetzlich sind. Die Moglichkeit, dall diese
beiden Aminosduren den Tripeptiden eine spezielle
hydrophil-lipophil Dipoleigenschaft erteilen, die fiir
die Membrangiingigkeit der Peptide wichtig ist, ist
nicht von der Hand zu weisen. Dies gilt um so
mehr, als sowohl L-Arginin mit seiner stark basi-
schen Guanidinogruppe (pk 12,48), als auch L-Phe-
nylalanin mit dem stark lipophilen Benzolkern zwei
Extreme darstellen, die am besten fiir die Ausbil-
dung eines solchen Dipols geeignet sind.

Eine endgiiltige Klidrung dieser Probleme wird
einer nachfolgenden Arbeit vorbehalten sein.
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