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Zusammenfassung

Aus dem Reaktionsgemisch von DL-Methionin-isopropylester und
einem Chymotrypsin-haltigen Enzympriparat sind zwei Peptide iso-
liert und als L-Methionyl-L-methionin bzw. 1-Methionyl-L-methionyl-
L-methionin identifiziert worden. Damit ist der frithere papierchro-
matographische Befund bestitigt und das Vorliegen einer enzymati-
schen Peptidsynthese aus Aminosiureestern endgiiltig bewiesen.

Im Zusammenhang mit der Beschaffung der synthetischen Ver-
gleichssubstanzen ist die Bereitung und Aufspaltung des L-Methionin-
diketopiperazins zu einer bequemen Darstellungsmethode fiir das
optisch aktive Dipeptid ausgearbeitet worden. Andrerseits konnten die
Literaturangaben iiber die Darstellung dieses Dipeptids nach dem
Azid-Verfahren in einigen Punkten ergénzt werden.

Die Synthese des freien rL-Methionyl-L-methionyl-L-methionins
stiess auf unerwartete Schwierigkeiten, indem es sich zeigte, dass die
reduktive Abspaltung (Natrium/fliissiger Ammoniak) der Chzo-Gruppe
mit einem vorldufig nicht abgeklirten Verlust der optischen Drehung
verbunden ist.

Organisch-chemische Anstalt der Universitiat Basel.

254. Enzymatische Peptidsynthese.
3. Mitteilung?).
Peptidbildung aus pL-Threonin-isopropylester

von M. Brenner, E. Sailer und K. Riifenacht.
(15. VIIL 51.)

Wie wir bereits kurz mitgeteilt haben, bildet sich bei der Hin-
wirkung von Chymotrypsin, bzw. Chymotrypsinkonzentraten auf den
Isopropylester des DL-Threonins in optiseh asymmetrischer Reaktion
ein Gemisch von unverdndertem Threonin-isopropylester, freiem
Threonin und Threoninpeptiden2).

Der Anteil an Peptiden ist hier griosser als im Falle der analogen
Reaktion von Methionin-estern. Es war zum Beispiel nicht moglich,
aus dem Reaktionsgemisch reines, optisch aktives Threonin zu isolie-
ren. Auch Threonin-dipeptid und andere niedermolekulare, dialysier-
bare Threoninpeptide sind in so geringer Menge vorhanden, dass sie
vorlaufig nur papierchromatographisch nachgewiesen werden konnten.

1) 2. Mitteilung M. Brenner & R. W. Pfister, Helv. 34, 2085 (1951).
2y M. Brenner, H. R. Miiller & R. W. Pfister, Helv. 33, 568 (1950).
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Dieser Nachweis beruht teils auf direktem Vergleich in Parallelchromatogrammen
(Threonin, Threonindipeptid) und teils auf der bekannten Perjodsdurereaktion (Bildung
von Acetaldehyd aus Substanzen mit der Gruppe CH;—CH(OH)-CH(NH,)-CO-)). Letztere
lasst sich, wie wir im experimentellen Teil beschreiben, leicht auf Papierchromatogramme
tbertragen. 25y Threonin sind dabei noch sehr gut zu erkennen.

Andrerseits ist die Ausbeute an Produkten, die nicht dialysieren,
sich nicht an Amberlite TR-100 adsorbieren lassen und zum Teil
schwerloslich sind, betridchtlich. Diese Substanzen bilden vor allem
beim Abkiihlen stark viskose Lésungen und bestehen, wie Threonin-
Bestimmungen vor und nach Hydrolyse mit HCI ergaben, offenbar aus
hoheren Threonin-oligopeptiden: vor der Hydrolyse war mittels der
Perjodsidurereaktion nur etwa ein Zehntel des total vorhandenen
Threonins nachweisbar.

Die Reaktionsprodukte sind je nach der Qualitit der verwendeten
Fermentpriparate mehr oder weniger stark durch Beimengungen aus
diesen Préparaten verunreinigt. So betrigt der Gehalt an Total-
threonin im Mittel nur 60—809%, vom Gesamtgewicht der schwerlos-
lichen Peptidfraktion. Die Trennung und Isolierung threoninhaltiger
Substanzen wird dadurch, namentlich bei Verwendung von Chymo-
trypsinkonzentraten, erschwert.

Wir entschlossen uns deshalb zu einem partiellen Abbau des in
Wasser schwerldslichen, weiter aber nicht gereinigten Reaktions-
produktes, um wenigstens seine Peptidnatur durch Isclierung eines
peptidartigen Abbauproduktes sicherzustellen. Zu diesem Zweck
wurde das schwerlosliche Material partiell verseift. Nach Veresterung
und Tosylierung liess sich dann durch Chromatographie an Aluminium-
oxyd N-Tosyl-L-threonyl-L-threonin-methylester isolieren. Dieser
Korper war nach Schmelzpunkt, Mischprobe und Drehung mit dem
entsprechenden synthetischen Produkt identisch. Damit ist die en-
zymatische Bildung von Threoninpeptiden nicht nur papierchromato-
graphisch, sondern auch priaparativ bewiesen.

Das zum Vergleich benétigte Dipeptidderivat wurde aus N -Tosyl-
L-threonin, bzw. L-Threonin?) in iiblicher Weise durch Kupplung des
N -Tosyl-L-threonin-azides mit ©L-Threonin-methylester dargestellt.
Das fiir den papierchromatographischen Vergleich bendtigte Threonin-
dipeptid ist durch Hydrolyse von Threonin-diketopiperazin bereitet
und ohne Abtrennung des ebenfalls entstandenen Threonins direkt
verwendet worden.

Der eine von uns (M.B.) dankt der Rockefeller Foundation in New York fiir die ge-
wahrte Unterstiitzung.

Experimenteller Teil.

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert.

Fehlergrenze - 2°.

1) R.J. Block & D. Bolling, Determination of Amino Acids, Minneapolis 1945, 8. 31.
2} Die Darstellung dieser Ausgangsmaterialien wird in einer separaten Arbeit be-
schrieben.
132
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A: Fermentansiitze ; Isolierung von N-Tosyl-L-threonyl-L-threonin-methylester.

1. Analytische Methoden. a) Papierchromatogramme: Alle Chromatogramme
wurden nach der schon frither') verwendeten Technik ausgefithrt. Rp-Werte: Threonin
0,18; Threonindipeptid 0,36.

b) Threoninanalysen: Die quantitativen Threonin- und Threonin-Endgruppenbe-
stimmungen wurden nach dem Verfahren von 7. Winnik?) in etwas abgeénderter Weise
mit Hilfe der Mikrodiffusionstechnik von K. Conway®) ausgefithrt. An Stelle der freien
Perjodsiure verwendeten wir jeweils 1 ml einer Losung des Na-Salzes in Salpetersiure
(46,2 g NaJO, in 1000 ml 2-n. HNO,) und brachten das Oxydationsgemisch mit Phosphat-
puffer auf pH 7.

Zum qualitativen Threoninnachweis wird die zu untersuchende Substanz in zwei
Proben nebeneinander papierchromatographiert. Man schneidet das Papier in zwei Strei-
fen, entwickelt den einen mit Ninhydrin und kann dann auf dem andern die den gebildeten
Flecken entsprechenden Stellen ausschneiden. Die herausgeschnittenen Papierstiicke wer-
den zerkleinert, in den dussern Teil von Conway-Schalen gelegt und mit wenig Wasser be-
feuchtet. Mit der oben beschriebenen Perjodsidurelssung werden die auf dem Papier be-
findlichen threoninhaltigen Produkte bei pH 7 oxydiert, wihrend der innere Teil der
Schalen eine jeweils frisch bei Zimmertemperatur bereitete, gesattigte Losung von p-Oxy-
diphenyl in konzentrierter Schwefelsdure enthalt. Der bei Anwesenheit von Threonin ab-
gespaltene Acetaldehyd diffundiert in den innern Teil der Schalen und bewirkt allmahlich
eine intensiv blaurote Farbung der Schwefelsiureldsung, die sich nach einer Stunde nicht
mehr verandert. Kontrollversuche mit Whatman-Papier reagieren erst nach mehreren
Stunden schwach.

2. Qualitatives Verhalten von pL-Throonin-isopropylester gegen ver-
schiedene Fermentpraparate. Fir alle Ansitze wurde stets frisch bereiteter Ester
verwendet?).

a) Kristallisiertes Chymotrypsin (Armour)3): Chymotrypsin (25 mg) (50%
Ammoniumsulfat enthaltend), bei 0° in 0,25 ml Wasser gelost, wurde zu 250 mg DL-
Threonin-isopropylester gegeben und die Mischung bei Zimmertemperatur sich selbst iiber-
lassen. Sie triibte sich nach wenigen Minuten und war nach 20 Stunden vollstindig er-
starrt. Nach 48 Stunden wurde mit 10 m] Ather versetzt und der entstandene Niederschlag
abfiltriert. Ausbeute 100 mg. Das Papierchromatogramm dieses Rohprodukts zeigte unter
anderem neben Threonin einen deutlichen Dipeptidfleck.

b) Kristallisiertes Trypsin (Armour)5): Ansatz wie bei Chymotrypsin. Die
nach Zugabe des Fermentes zuerst schwach tritbe, nach wenigen Minuten aber klare Lo-
sung veranderte sich beim Stehen nicht. Wie auch das Papierchromatogramm zeigte, war
praktisch keine Reaktion eingetreten.

¢) Dénisches NOVO-Ferment?): 500 mg Rohferment wurden bei 0° in 5 ml
Wasser aufgeschldmmt. 0,5 ml der abfiltrierten Losung vermischte man mit 500 mg
Threoninester. Das bei Raumtemperatur aufbewahrte Gemisch erstarrte nach kurzer Zeit.
Ausbeute 125 mg. Papierchromatographisch war eine deutliche Peptidbildung zu erkennen.

Ein gleicher Ansatz bei 38° gab keine Reaktion.

d) Kontrollansatz mit Wasser, ohne Ferment: Gleiche Bedingungen wie bei
den obigen Ansétzen. Nach dreitagigem Stehen war auf dem Papierchromatogramm neben
dem sehr starken Fleck von unverdndertem Threoninester nur ganz wenig Threonin zu
erkennen.

1) M. Brenner, H. R. Miller & R. W. Pfister, loc. cit. p. 582.

2} T. Winnik, J. Biol. Chem. 142, 461 (1942).

%) E. Conway, Microdiffusion Analysis, 2. Aufl., London 1947, 8. 224.

4} Darstellung siehe weiter unten.

8) Herkuntt, bzw. Bereitung der Fermente siche M. Brenner, H. R. Miller& R. W.
Pfister, loc. cit. p. 571/572.
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Obwohl die Ausbeute mit kristallisiertem Chymotrypsin besser ist als mit dem NOVO-
Ferment, wurde fiir die priparativen Ansétze das letztere verwendet, da uns Chymotryp-
sin nicht in geniigender Menge zur Verfiigung stand. Merkwiirdigerweise reagiert dialy-
siertes und lyophilisiertes NOVQ-Ferment (,,dénisches Ferment*)) schlechter als das rohe
Ferment.

3. Priparativer Ferment-Ansatz. 4 g rohes NOVO-Ferment wurden in 20 ml
Wasser aufgeschlimmt und iiber Nacht im Kijhlschrank stehengelassen, die Suspension
filtriert und 18,5 ml des Filtrates bei 20° mit 18,5 g pL-Threonin-isopropylester vermischt.
Die zuerst klare Lésung erstarrte schon nach einer Stunde., Nach drei Tagen riibrte man
mit 100 ml Ather an und extrahierte das ausgefallene Produkt 24 Stunden im Soxhlef-
Apparat mit Ather. Ausbeute an atherunlsslichem, weissem, flockigem Reaktionsprodukt:
9,8 g. Davon entfielen hochstens 3 g auf Fermentsubstanz, da bei der Bereitung der Fer-
mentlésung ungefihr ein Viertel ungeldst blieb.

Die vereinigten Atherausziige wurden mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen, ge-
trocknet, eingedampft und der Riickstand im Hochvakuum bei 80° und 0,03 mm Hg
destilliert. 7,0 g des so zuriickgewonnenen Threonin-isopropylesters (hauptsichlich p-
Form) versetzte man nochmals mit 7,0 ml Fermentlosung. Es trat jedoch nur noch eine
schwache Reaktion ein. Nach gleicher Aufarbeitung wie oben konnte noch 1 g Reaktions-
produkt isoliert werden.

4. Partielle Hydrolyse des in Wasser schwerldslichen Fermentreak-
tionsproduktes und Isclierung von Threonindipeptid als N-Tosyl-L-
threonyl-L-threonin-methylester. 16,5 g rohes Fermentreaktionsprodukt wurden
mit 500 ml einer 1-proz. wisserigen Phenollosung?) bei Zimmertemperatur angeriihrt, die
Suspension dann auf dem Wasserbad auf 90° erwérmt, nach dem Abkiihlen zentrifugiert,
der Niederschlag gewaschen und getrocknet. Das so gewonnene schwerlisliche Produkt
wog 6,41 g.

3,0 g dieses Materials iibergoss man mit 60 ml konzentrierter Salzsdure (d = 1,19),
schiittelte gut durch, wobei der grosste Teil in Losung ging, und liess acht Tage bei Zim-
mertemperatur stehen. (Bei einem papierchromatographisch verfolgten Vorversuch war
bis zum achten Tag eine stetige Zunahme, nach dem zehnten Tag wieder eine Abnahme
der Dipeptidmenge zu beobachten.) Dann wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft
(Badtemperatur unter 409 und durch wiederholtes Eindampfen mit Methanol alle wis-
serige Salzsiiure entfernt. Durch Verestern mit methanolischer Salzsiure und anschlies-
sende Tosylierung entstanden 1,7 g 6liges, in Essigester losliches Produkt. Dieses unterwarf
man, in 26 ml Benzol gelost, der Chromatographie an 45 g Aluminiumoxyd.

500 mg 01, die durch 300 m1 Chloroform/1% Methanol eluiert wurden, kristallisierten,
in Chloroform aufgenommen, bei Zusatz von Petroldther. Nach wiederholtem Umbkristal-
lisieren aus Chloroform blieben 120 mg konstant bei 181—182° schmelzendes Produkt.
[oc]}f = —16,0° 4+ 1° (¢ = 1 in Methanol). Der Mischschmelzpunkt mit synthetischem
Material (Smp. 182—1839%; [oc]1D7 = -15,9%) lag bei 181-—183°. Ein Analysenpriparat wurde
drei Stunden bei 80° im Hochvakuum getrocknet.

CiH,,0,N,8 Ber. C 49,47 H 6,23 N 7,21 OCH; 7,99%
(388,43) Gef. ,, 49,51 ,, 6,08 ,, 7,23 5 1,86%
Aus der Benzol/Ather 1:1-Fraktion des Chromatogramms konnte in geringer Menge

ein kristallisierter K6rper mit Smp. 99—100° gewonnen werden. Wahrscheinlich handelt
es sich hierbei um N-Tosyl-L-threonin-methylester.

1) Herkunft bzw. Bereitung der Fermente siehe M. Brenner, H. R. Miiller & E. W.
Pfister, loc. cit. p. 571/572.

2) Da der wasserige Auszug noch andern Versuchen diente, erfolgte zum Zweck der
Konservierung ein Phenolzusatz.
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B: Synthesen von Ausgangsmaterial und Vergleichssubstanzen.

1. pL-Threonin-isopropylester. 12 g pL-Threonin wurden in 150 ml abs. Iso-
propylalkohol suspendiert. Beim Einleiten von trockenem HCl-Gas in raschem Strom er-
wirmte sich das Gemisch unter Auflésung des Threonins auf etwa 70°. Man kochte hierauf
eine halbe Stunde unter Riickfluss und destillierte dann den iiberschiissigen Isopropyl-
alkohol im Vakuum ab (Badtemperatur unter 40°). Das zuriickbleibende, zahfliissige Ol
wurde nochmals in 100 ml abs. Isopropylalkohol aufgenommen, die Lisung mit HCl ge-
pattigt und einige Minuten am Riickfluss gekocht. Durch wiederhcltes Eindampfen mit
Isopropanol im Vakuum liess sich iiberschiissige Salzséure entfernen. Das erhaltene Ester-
hydrochlorid konnte nicht kristallisiert werden.

Die Freisetzung des Esters erfolgte nach Hillmann') durch Suspension des Hydro-
chlorids in 150 ml Chloroform und Versetzen mit einer 2-proz. ammoniakalischen Chloro-
formlosung unter Eiskiihlung, bis die Lésung deutlich phenolphtaleinalkalisech war. Das
ausgefallene Ammoniumechlorid konnte gut abfiltriert werden. Nach dem Abdampfen des
Chloroforms im Vakuum wurde der Ester im Hochvakuum destilliert. Sdp. 80—82°/0,03
mm, Badtemp. 90-—100°. Ausbeute 8,0 g (529 der Theorie).

2. pn-Threonin-diketopiperazin. 10,0 g roher bL-Threonin-methylester,
frisch dargestellt durch Veresterung von pL-Threonin mit methanolischer Salzsdure und
durch Freisetzung nach Hillmann'), wurden 4 Tage bei 50° stehengelassen. Die erstarrte
Masse rithrte man mit 80 ml Ather an und filtrierte ab. Ausbeute 4,7 g (62% d. Th.)
schwach gelbliches Produkt, welches mit Ninhydrin und bei der Perjodsidureprobe?) keine
Reaktion gab. Man kristallisierte um, indem man in moglichst wenig Wasser 16ste, das
gleiche Volumen Alkohol und das gleiche Volumen Ather zugab. Bei langsamem Erhitzen
sublimierte die Substanz allméhlich ab 1900 in Kristallen und verfliichtigte sich gegen 260°
vollstandig; bei raschem Erhitzen erfolgte bei 240° eine spontane Sublimation in Tropf-
chen. Zur Analyse wurde 3 Stunden im Hochvakuum bei 100° getrocknet.

CH,ON,  Ber. C 47,51 H 6,98 N 13,86Y%
(202,21) Gef. ,, 47,66 ,, 6,91 ,, 13,589,

3. pL-Threonin-dipeptid aus Diketopiperazin. Man liste 2,0 g pr-Threonin-
diketopiperazin in 20 ml 20-proz. Bromwasserstoffsure und erwéarmte 30 Minuten auf 1000,
Dann wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft und durch mehrmaliges Eindampfen
mit Wasser tiberschiissiges HBr entfernt. Wie durch ein Papierchromatogramm festgestellt
werden konnte, waren etwa zwei Drittel der Substanz zu Dipeptid verseift worden.

4. N-Tosyl-threonin-methylester. n-Form: 1,4 g N-Tosyl-L-threonin®) wurden
in 50 ml abs. Methanol, welches bei 0° mit trockenem HCI-Gas gesattigt worden war, ge-
16st. Man liess iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen, dampfte bei einer Badtempera-
tur von 35° das Methanol ab und nahm den kristallinen Riickstand in 25 ml Chloroform
auf. Diese Losung wurde mit 4 ml 10-proz. KHCO;-Lsg. und mit 4 m] Wasser gewaschen,
Hydrogencarbonat- und Wasserauszug zweimal mit je 5 ml Chloroform geschiittelt, die
vereinigten Chloroformausziige mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum zur Trockne ver-
dampft. Riickstand 1,43 g (97% d. Th.); Smp. 99—100°.

120 mg des Rohprodukts wurden durch zweimaliges Umkristallisieren aus Chloro-
form/Petrolather zu Analyse und Drehung gereinigt. Die feinen Nidelchen schmolzen
bei 100—101°. [oc]})6 = — 8,004 0,6° (¢ = 2 in Methanol). Das Trocknen erfolgte im Hoch-
vakuum 6 Stunden bei 60°.

CoH,ONS Ber. € 50,16 H 5,96 N 4,889
(287,33)  Gef. ,, 50,23 ,, 589 ,, 5,039

»-Porm: Analog dargestellt, besass sie den gleichen Schmelzpunkt und eine gleich-
grosse, entgegengesetzte Drehung.

Gef. C 50,07 H 5,98%

1y G. Hillmann, Z. f. Naturforschg. 1, 682 (1946). ?) Vgl. Seite 2098.
3) Darstellung dieses Ko6rpers wird in einer separaten Arbeit beschrieben.
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pL-Form: Die ebenfulls analog aus N-Tosyl-pL-threonin') dargestellte racemische
Form schmolz bei 88—89°,
Gef. C 50,14 H 5,829%

5. N-Tosyl-threonin-hydrazid. r-Form.: 1,27 g roher N-Tosyl-r-threonin-
methylester wurden in 1,3 ml Methanol gelést und mit 0,9 g Hydrazinhydrat versetazt.
Beim Stehen iiber Nacht bei Zimmertemperatur erstarrte das Gemisch, wurde dann mit
10 ml Wasser verriihrt, mit Bisessig tropfenweise versetzt, bis Brilliantpapier?) nicht mehr
gerdtet wurde, filtriert und der Riickstand mit 2 ml Eiswasser gewaschen. Ausbeute 1,15 g
(90% d. Th.) mit Smp. 194-196°.

100 mg des Rohproduktes wurden zu Analyse und Drehung zweimal aus 2,5 bzw.
2,0 ml Methanol umkristallisiert und 6 Stunden bei 90° im Hochvakuum getrocknet.
Der Smp. schwankte je-nach Aufheizgeschwindigkeit zwischen 195 und 197°. [oc]})6 =
-19,8° 4 1,7% (¢ = 1 in Methanol).

0,H,;0,N,8 Ber. C 45,97 H 5,96 N 14,62%
(287,34) Gef. ,, 46,16 ,, 5,74 ,, 14,529

p-Form: Die Darstellung erfolgte analog. Der Schmelzpunkt war wie derjenige

der L-Form. [oz]ll)6 = 4+19,4% + 2,0° (¢ == 0,7 in Methanotl).

6. N-Tosyl-threonyl-threonin-methylester. L,L-Form: 1,5 g 1-Threonin?)
wurden in 50 ml abs. Methanol suspendiert. Durch Einleiten von trockenem Salzsfuregas
entstand innert 20 Min. eine homogene, heisse Losung. Man kiihlte auf 0°, sittigte mit
HCI-Gas und liess vier Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Nach dem Eindampfen im
Vakuum bei einer Badtemperatur von 40° blieb ein zahfliissiges Ol zuriick. Durch zwei-
maliges Eindampfen mit je 30 ml Methanol wurde iiberschiissige Salzsdure entfernt.

Zur Freisetzung des Esters aus dem Hydrochlorid wurde in 15 ml Methanol geldst
und bei 0° zunéchst mit der auf das eingesetzte L-Threonin berechneten Menge methano-
lischer, ungefahr 1-n. Natriummethylatlésung (10 ml) versetzt. Durch Zugabe von weiteren
2 ml Natriummethylatlosung wurde die Lésung schwach phenolphtaleinalkalisch gemacht.
Sie musste nun sofort fiir die Kupplung mit dem im folgenden beschriebenen Azid ver-
wendet werden. Das ausfallende Kochsalz stért nicht.

1,07 g N-Tosyl-L-threonin-hydrazid wurden in 13 m! Wasser durch Zugabe der be-
rechneten Menge n. Salzsiure (3,73 ml) gelost und rasch mit 270 mg Natriumnitrit, gelost
in 2,5 ml Wasser, versetzt. Das sofort ausfallende Azid nahm man in 30 ml eiskaltem Essig-
ester auf und schiittelte die wasserige Losung nochmals mit 20 ml Essigester aus.

Die vereinigten, in der Kilte iiber Na,SO, getrockneten Hssigesterausziige wurden
in die oben beschriebene, eiskalte Losung des L-Threoninesters gegossen, das Gemisch mit
1 ml der erwahnten Natriummethylatlosung schwach phenolphtaleinalkalisch gemacht und
2 Stunden im Eis stehengelassen.

Der nach dem Abdampfen der Losungsmittel (im Vakuum, Badtemperatur 40°)
verbleibende Riickstand wurde in 40 ml Essigester aufgenommen und je zweimal mit je
5 ml 10-proz. KHCO4-Lsg., 2-n. HC] und Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen und Ab-
dampfen des Essigesters blieben 1,18 g (80% d. Th.) kristallisiertes, rohes Kupplungspro-
dukt zuriick.

Durch Umkristallisieren aus Chloroform (100fache Menge}, wobei restloses Auflosen
halbstiindiges Kochen am Riickfluss erforderte, konnten insgesamt 655 mg Substanz mit
einem Schmelzpunkt von 178-—183° gewonnen werden. Nochmaliges Umkristallisieren aus
Chloroform und aus Wasser lieferte 500 mg reinen N-Tosyl-L-threonyl-L-threonin-methyl-
ester mit Smp. 182—1839. Zu Analyse und Drehung wurde 6 Stunden im Hochvakuum
bei 100° getrocknet. [a)17 = —15,9 - 0,6° (¢ = 2 in Methanol).

CeHpON,S  Ber. C 49,47 H 6,23 N 7,21%
(388,43) Gef. ,, 49,37 ,, 6,19 ,, 7,29%

1) Darstellung dieses Kérpers wird in einer separaten Arbeit keschrieben.
2} Brilliant-Gelb (,,Geigy‘‘), Kupplungsprodukt von tetrazotierter 4,4’-Diamino-
stilben-2,2’-disulfosdure mit Phenol; Umschlag pH 7,4—8,6.
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Durch Cbromatographie der eingeengten Chloroformmutterlangen an Aluminium-
oxyd konnten 300 mg einer Substanz gewonnen werden, die nach mehrmaligem Umkristal-
lisieren aus Benzol/Petrolather bei 99—100° schmolz und durch Mischschmelzpunkt,
Drehung und Analyse eindeutig als N-Tosyl-L-threonin-methylester identifiziert werden
konnten. Dieser Korper scheint durch Umsetzung des Azides mit dem als Losungsmittel
verwendeten Methanol entstanden zu sein. Fast 309, des eingesetzten Hydrazids sind darin
enthalten.

b,D-Form: Die Darstellung erfolgte analog. Smp. 182—1849, [a]%o = 416,00 4 10
(¢ = 2 in Methanol.)
Gef. C 49,70 H 6,42 N 7,46%.

Die Mikroanalysen wurden im Mikrolabor der Organ.-chem. Anstalt, Basel (Leitung
E. Thommen), ausgefiibrt.
Zusammenfassung.

Der Isopropylester des Threonins reagiert mit Chymotrypsin-
praparaten unter Bildung von Peptiden.

Nach partieller Hydrolyse des in Wasser schwerloslichen Anteils
der Fermentreaktionsprodukte wird r,L-Threonin-dipeptid in Form
von N-Tosyl-L-threonyl-L-threonin-methylester isoliert.

Alg Vergleichsmaterial zur Sicherstellung der Konstitution dieses
Abbauproduktes werden N -Tosyl-L-threonyl-rL-threonin-methylester
und dessen optischer Antipode synthetisch aufgebaut.

Organisch-chemische Anstalt der Universitdt Basel.

255. Darstellung von L- und D-Threonin
durch Racematspaltung von N-Tosyl-pL-Threonin

von M. Brenner, K. Riifenacht und E. Sailer.
(15. VIIL. 51.)

DL-Threonin ist durch neuere Synthesen gut zuginglich gewor-
den?). Elliott konnte eine optische Spaltung direkt in eine solche Syn-
these einbauen?), Die von DL-Threonin selbst ausgehende Aufspaltung
iiber die Brucinsalze des N-p-Nitrobenzoylderivates3) scheint gelegent-
lich mit gewissen Schwierigkeiten verbunden zu sein; auch ist die
Isolierung der als Zwischenprodukte auftretenden N -Acylderivate
der optisch aktiven Formen nicht beschrieben.

Da wir im Laufe unserer Untersuchungen N -Tosyl-L-threonin
bendtigten?), entwickelten wir eine Methode, die itber die Tosylderivate
vertauft und iiberall mit einem Minimum an Kristallisationsprozessen

1y K. Pfister, C. A. Robinson, A. C. Shabica & M. Tishler, Am. Soc. 71,1101 (1949);
J. Attenburrow, D. F. Elliott & G. F. Penny, Soc. 1948, 310.

2y D, F. Elliott, Soc. 1950, 62.

3y A.J. Zambito, W. L. Peretz & E. E. Howe, Am. Soc. 71, 2541 (1949).
4 M. Brenner, E. Sailer & K. Riifenacht, Helv. 34, 2096 (1951).





