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Aus Laboratoriumskulturen eines Dermatophyten wurde cine Substanz isoliert, die Pilzc 
(Paecilomnyces vuriofi, Mircor miehei), nicht a ber Rak terien (Bacillus sirbtilis, Exherichin coli) 
hemmt. Die antibiotische Wirkung wird durch L-Histidin und 1.-Threonin aufgehoben. Die 
Struk tur des Antibioticunis wurde durch gaschromatographische und massenspcktrometrischc 
Untersuchungen als L-Argii7yl-D-ulko-threonyl-L-phenylalanin erkannt und durch Vergleich 
mit dern synthetischcn Tripeptid r-Arginyl-DL-allo-threonyl-L-phenyla~anin bestatigt. Syn- 
thctisches L-Arg-L-Thr-L-Phe ist antifungisch inaktiv. Redingitngcn fur Fermentation und 
Gcwinnung des Antibioticunis werden angegeben. 

Metabolic Products of Microorganisms, 117l’ 

L-Arginyl-D-allo-threonyl-L-phenylalanine, an Amino Acid Antagonist from the Fungus Kera- 
tinophyton terreum 

An antibiotically active tripcptide was isolated from laboratory cultures of the dermatophyte 
Kerntinopkyton terreimm. hhibitory effects have been obscrved on fungi (Puecilomyces varioti, 
Mucor miehei) but not on bacteria (Bacillus subtilis, Escherichia coli). The inhibition is 
antagonized by L-histidine and by L-threonine. The structure was elucidated by gas chromato- 
graphic and mass spectroinetric investigations and was confirmed by comparison with syn- 
thetic L-arg-DL-do-thr-L-phe. Synthetic I.-arg-L-thr-r-phe does not show antifungal activity. 
Conditions for the fermentation and isolation of the antibiotic arc rcported. 

Es ist bekannt, daI3 einige Dermatophyten Antibiotica erzeugen. Die Produzenten 
des gleichen Wirkstoffes sind nicht beliebig unter den vielen Arten verteilt, sondern in 
eigenartiger Weise gruppiert 2J). Die Wirkung von zwei der Antibiotica aus Derma- 
tophyten wird durch Aminosauren aufgehobend). 

~ 

1 )  116. Mitteil 
im Dluck 

2) B. Huller und W. Loefilrr, Arch. Mikrobiol. 65, 181 (1969). 
3)  W. Loeffler, C. R .  des Coininunicatioils du Ve Congres de Id SociCtC Intcrnationale de 

Mycologie Humame et Animale (STMHA/TSHAM), Paris, 5 - 10 juillet 1971, S. 320 (1971). 
4) VgL R. Schindler, Isolicrung und Charakterisierung eines Antibioticurns aus Nunnizzia 

gypseu, Diplomarbeit, Univcrsitat Tubingen 1970. 

W A.  Konig. H .  Knei/el, E. Buyer, C Muller und H. Zahner, J. Antibiotics, 
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Bei der Suche nach neuen Antibiotica stiel3en wir im Kulturmedium des Pilzes 
Keratinophyton terreum auf eine Substanz, die das Wachstuni von Pilzen (PueciZomy- 
ces varioti, Mucor miehei), jedoch nicht von Bakterien (Bacillus subtilis, Escherichiu 
coli) hemmt. In der vorliegenden Mitteilung wird die Isolierung und Konstitutions- 
ermittlung beschrieben. Vermutlich handelt es sich um das erste Antibioticum, deqsen 
Wirkung durch r-Histidin aufgehoben wird. 

Das von dem benutzten Stamm in das Medium ausgeschiedene Antibioticum 
konnte aus Filtraten bewegter Submerskulturen durch lonenaustauscher-Chromato- 
graphie an Dowex 50 WX 2 vorgereinigt und durch praparative Papierchromatographie 
oder durch Bio-Gel-Filtration isoliert werden. Das farblose Produkt ergab auf dem 
Dunnschicht-Chromatogramm mit Ninhydrin-Reagens eine violette Farbreaktion, 
was auf das Vorliegen einer Aminosiiure oder eines Peptides hinwies. Das Dunnschicht- 
Chromatogramm zeigte in geringer Menge als weitere Komponente Lysin. 

Die Aminosiiureanalyse des Antibioticums nach der Ionenaustauscher-Methode5) 
ergab drei Aminosauren im gfeichen Verhaltnis, die init der Retentionszeit von Threo- 
nin, Phenylalanin und Arginin eluiert wurden. 

Es lie13 sich durch gaschromatographisch-massenspektrometrische Untersuchung der 
Trifluoracetylderivate6.7) zeigen, daR Phenylalanin und Arginin im Totalhydrolysat 
des Antibioticums vorliegen (Vergleich mit authentischen Substanzen). Die dritte 
Aminosaure, die bei der Aminosaureanalyse als Threonin erscheint, stimmt beim Ver- 
gleich mit dem Trifluoracetyl-Derivat von Threonin zwar im Massenspektrum, nicht 
aber in der gaschromatographischen Retentionszeit uberein, sondern ist identisch mit 
do-Threonin. 

Die Ermittlung der Konfiguration der Aminosauren des Antibioticums erfolgte 
teilweise gaschromatographisch und fur alle drei Aminosauren auch enzymatisch. 
Fur die' gaschromatographische Bestimmung wurden die Trifluoracetylaminosaure- 
isopropylester hergestellt und an einer optisch aktiven stationaren Phases 9) unter- 
sucht. Phenylalanin liegt danach in der L-Konfiguration vor, wahrend das do-Threonin 
in der D-Form auftritt. Die enzymatische Bestimmung der Konfiguration erfolgte 
durch lnkubation des Anti bioticum-Hydrolysates mi t L-Aminosaure-Oxidase (L-AOD) 
bzw. mit D-Aminosaure-Oxidase (D-AOD) und Dunnschicht-Chromatographie der 
Reaktionsprodukte. Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengefal3t. Sie bestatigen 
die gaschromatographisch ermittelten Resultate und zeigen zudem, daB Arginin in 
der L-Form vorliegt. 

Es ist bemerkenswert, daB kurzlich auch in einem mit Telomycin verwandten Peptid- 
Antibioticum aus einer Strepfomyces-Art D-a/lo-Threonin nachgewiesen wurdelo). 

Wie die Aminosaureanalyse beweist, liegen die drei Aminosiiuren in gleichem Ver- 
haltnis im Peptid vor. Eine massenspektrometrische Sequenzanalyse von Arginin- 
peptiden wird durch die stark polare Guanidingruppe des Arginins erschwert. 

i, S. Moore, D. H. Sprscktnrm und W. H. Siein, Anal. Cheni. 30, I185 (1958). 
O )  C. W .  Gehrke und D. L. Stalling, Separat. Sci. 2, 101 (1967). 
7 )  E. Gelpi,  W. A .  Konig, J .  Giberf und J .  Oro, J. Chromatogr. Scr. 7, 604 (1969). 
8 )  E. GII-AI? und B.  Feibnsh, Tetrahedron Lett. 1967, 3345. 
9 '  W. A .  Koitig, W. Purr, H. A .  Lichtmslein, E. Bcrjcr und J. Oro, J. Chromatogr. Sci. 8, 

183 (1970). 
lo)  A.  Bodansk?, M .  Bodansky. K .  L .  Perltnnn und  D. Perbzun, J. Antibiotic; 25, 325 (1972). 
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Tab. 1. Ermittlung der Konfiguration dcr Spaltprodukte im Hydrolysat des Antibioticums. 
Diinnschicht-Chromatographic: Kieselgel G (Merck), n-Butanol/Eisessig/Wasser (4: 1 : 1) 

Ninhydrin-Reaktion 
Spaltprodukt RF nach L-AOD nach D-AOD Konfiguration 

A rg 0.20 (+)a' + I 

Thr 0.35 + D 

4- L Phe 0.68 _. 

a) Farbung deutlich schwacher als nach o-AOD-Behandluug Die noch vorhandene Anfarbbarkeit mit Ninhydrin 
ist durch die Aminogruppe des Arginin-Abbauproduktes .*-Keto-F-guauidinovaleriansaure bedingt und hat 
nahezu diagnostische Bedeutung 

Bisher sind nur Argininpeptide bekannter Sequenz massenspektrometrisch unter- 
sucht worden"-12). Dabei wird der Guanidylrest durch Reaktion mit Acetylaceton 
in einen 4,6-Dimethylpyrimidylaminorest ubergefhhrt 13) und das Peptidderivat an- 
schlieI3end permethyliert. Eine weitere Moglichkeit, Argininreste in Peptiden zu modi- 
fizieren, besteht in der Reaktion mit verdiinnter waBriger Hydrazinlosung, wobei der 
Argininrest in einen Ornithinrest ubergefuhrt wird 13). Wir wandten diese Methode 
auf das Antibioticum an und fuhrten anschIiel3end eine Veresterung und Trifluor- 
acetylierung durch. Das Massenspektruni des so erhaltenen Derivates ist in Abb. 1 
dargestellt. 

Aus dem Spektrum lassen sich die Mo1.-Masse (m/e 682) und die Sequenz eines 
Tripeptids Arginyl-threonyl-phenylalanin eindeutig ableiten. Die Fragmentierung 
erfolgt vorwiegend beiderseits der CO-Gruppen der Peptidbindungen, woraus die 
sequenz-spezifischen Fragment-Ionen m/e 279, 307, 477 (= 476 f H) und 623 resul- 
tieren. Die leichte Eliminierung eines Trifluoressigsaure- bzw. Trifluoressigsaureamid- 
Molekuls fuhrt zu sekundaren Sequenzpeaks bei m/e 166 (= 279 - CF~CONHZ), 249 

CF3C02H) und 509 (= 623 - CF3C02H). Auch das Molekul-Ton spaltet sehr leicht 
ein Trifluoressigsaure-Molekul ab, was zum intensiven Fragment bei m/e 568 fuhrt. 
Das C-terminale Phenylalanin wird durch das Ion der Masse 162 angezeigt (C&j - 

Der Beweis f i i r  die Richtigkeit der vorgeschlagenen Strukturformel wurde durch die 
Synthese des Tripeptids L-Arg-DL-aThr-L-Phe erbracht (Tab. 2). 

Mit Ausnahme des spezifischen Drehwertes gleicht das synthetische Tripeptid dem 
naturlichen Produkt in seinen physikalisch-chemischen Eigenschaften vollkommen 
(UV-, IR- und NMR-Spektren, DC, Massenspektrum nach Hydrazinolyse, Ver- 
esterung mit HCl/Methanol und Trifluoracetylierung). Die Werte der Aminosaure- 
analyse stimmen ebenfalls exakt iiberein. 

(= 476 - CF3C02H - CFJCONH~), 362 (= 476 - CF~COZH), 390 (= 504 - 

CH-CHCOZCH~). 

11) D .  W. Thomas, B. C. Das, S. D. Gero und E. Lederer, Biochem. Biophys. Res. Commun. 
32, 519 (1968). 

12) P. A .  Leclercq, L. C. Smith und D .  M.  Desiderio, Biochem. Biophys. Res. Conimun. 45, 
937 (1971). 

13) M. M. Shetnyakin, Y. A .  Ovchinnilcav, E. J.  Vinogradova, M. Y. Feigina, A .  A .  Kiryiishkin. 
N. A.  Aldanovn, Y. R. Alakhov, V. M. Lipkin und B. V.  Rosinow, Experientia 23, 428 
(1 967). 
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Tab. 2. Synthese von L-Arg-DL-LiThr-L-Phe und von L-Arg-L-Thr-L-Phe 

HC1 

JI-1 Arg-Thr’‘) -Phe 1-OH 

* )  Thr als D L - ~ V -  oder als L-Isomeres. 

Bei der Fermentation wird das Maximum der antibiotischen Aktivitat nach etwa 
48 h erreicht (Abb. 2), danach nimmt mit dem weiteren Ansteigen des pH-Wertes die 
Antibiotica-Konzentration von 3.0 mg/ml (pH 7.5) auf ca. 300 pg/mi (,pH 8.7) rasch 
ab und sinkt bald unter die Nachweisgrenze. Schuttelkulturen zeigen einen ahnlichen 
Fernientationsverlauf, entwickeln sich aber langsamer ; das Aktivitatsmaximum ist 
dort nach funf bis sechs Tagen erreicht. 

2 8  i I l oo  

- I  

4 

k- 

:85 80 ‘T 
I 
a - 75 

70 

Abb. 2. Konzentratlon von L-Arg-o-aThr-L-Phe (nach biologischer Bestimmiing) 
und pH im Verlaufe der Fermentation 

Die gesamte antifungische Aktivitat (gemessen als Hemmung des Testpilzes Paeci- 
lomyces vnrioti auf Hefeextrakt- oder Malzagar) ist auf eine einzige Substanz, L-Arg- 
D-aThr-L-Phe, zuruckzufuhren. Enthalten die Testmedien oder die Praparate L- 
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Histidin oder L-Threonin, so werden bei der biologischen Bestimmung zu geringc 
Antibiotica-Konzentrationen vorgetauscht. Der Pilz Mucor miehei wird etwa gleich 
stark gehemmt wie der Testpilz. Bacillus subtilis und Escherichia coli wurden im 
Agardiffusionstest nicht gehemmt. 

In1 Kreuztest 14) war eine Aufhebung der Hemmwirkung des Antibioticums durch 
Casamino acids (DIFCO-Bacto) beobachtet worden. Deshalb wurden die zwanzig 
Protein-Aminosauren einzeln und zusatzlich einige aus Threonin und Histidin hervor- 
gehende Metabolite auf antagonistische Wirkungen gepruft (Tab. 3). 

Tab. 3. Beeinflussung der Hemmwirkung voii L-Arg-D-uThr-L-Phe (1.5 mg/ml) 
durch cinige Substanzen ( I  .5 7.5 mgirnl). 

Testorganismus: Pnecilotnjces vnriofi TU 137. Testmedium: 30 g Glucose (Dextropur; 
Deutsche Maizena-Werke, Hamburg), 2 g Ammoniumnitrat, 1 g Dikaliumhydrogenphosphat, 
0.5 g Magnesiumsulfat-7-Hydrat (alles ,,p. a.", Merck), 20 g Agar-Agar (DIFCO-Bacto), 

entionisiertes Wasser ad 1 Liter 

Substanz Aufhebung der Hemmung 

L-His i- 
1.-Thr II- 

ubrige Protein-Aminosauren __ 
Urocaninsaure - 
Aminoaceton - 

2-Oxobuttersaure - 

4-Hydroxy-2-oxobutters2ure - 

Mit L-Threonin als Antagonist entsteht das Bild einer ,,kornpetitiveii"14) Auf- 
hebung, L-Histidin wirkt vermutlich anders *). Untersuchungen zur Klarung von 
Wirkungsort und Wirkungsweise wurden begonnen. 

Die biologische Aktivitat des synthetischen Tripeptids betragt wegen dervenvendung 
von DL-allo-Threonh etwa 50 % der Aktivitat des Naturproduktes. Der Threonin- 
und Histidin-Antagonismus ist im Agardiffusionstest (Kreuztest) auch beim Synthese- 
produkt eindeutig feststellbar. 

*J Moglicherweise liegt das Tripeptid in einem Gleichgewicht mit einem Oxazolin-Derivat 
vor, das sich unter Wasserabspaltung aus der enolisierten Peptidbindung zwischen L-Ar- 
ginin und D-allo-Threonin und der p-standigen Hydroxygruppe des u-allo-Threonins 
bilden kann: 

CH,-C,II, 
I 

N-CH-CWNII-CH-COZH - 1 ~ ~ 0  
A - n HZN-C-NH- I CI12]3-C H-C & /H I1 I 20 I 'CH, + l I2O 

NH N% OH 

N-CIl-C~NH-CH-C:OzH 

H,N-C-NH-[CH,J,-CIl-(:// II I '(f &,H 'CH3 CH,-C6H5 
I 

NH NHZ 

Diese Formulierung IX3t den Histidin-Antagonismus leicl-iter verstandlich erscheinen. 

14) H .  Zahner, Biologie der Antibiatica, Springer-Verlag, Bcrlin, Heidelberg, New York 1965. 
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Die Untersuchungen werden durch Mittel der Dezrrschen Forschrmgsgetneinsc/~crJt (DFG - 
SFB 76) gcfordert. Unser Dank gebuhrt der Deufschen ~orschunRsgemdnschnfi sowie den 
Herren Professoren Dr. E. Buyer und Dr. H. Ziihner. An den experimentellcn Arbeiten 
waren Frau U .  Wiilf und Herr J. WGU beteiligt: auch ihnen danken wir herzlich. 

Experimenteller Teil 
Ailfarbeitung: Beim Ernten von Fermeiiterkulturen mit moglichst maximalem Wirkstoff- 

gehalt (lnkubationszeit 48 bis 60 h) wurden nur die Filtrate verarbeitet, die Myzelien aber 
verworfen, weil sie nur wenig Antibioticurn enthielten. Aus dem Filtrat IicDen sich storende, 
inaktive Substanzen durch wiederholtc Extraktion rnit Chloroform (insgesarnt etwa gleiches 
Vol. wie Filtrat) entfernen. Nach Einengen der wanr. Phase auf ungefahr ein Drittel und Fin- 
stellen von pH 7.0 ergahen Trockcngewichtsbestimmungen von Proben fur einen Fermenter 
mit 10 Liter Nutzvolumen 217g Feststoffe (Wirkstoffgehalt 15%, Praparat A). Das vor- 
gereinigte Konzentrat wurde portionsweise auf eine Saule rnit lonenaustauscher Dowex 
50 WX 2 gegeben. Nach Waschen mit Wasser lieBen sich weitere inaktive Begleitstoffe mit 
verd. Ammoniumhydroxid bei pH 8.8 und das Antibioticum schliefilich bei pH-Werten um 
9.8 eluieren. Umkehren der Austauschersiiulel-') fiihrte zu hoheren Ausbeuten als Eluieren 
mit der nicht vcranderten Saule. In den vorgereinigten, zur T r o c h e  eingcengten Fraktionen 
mit guter antibiotischer Aktivitat (9 g) betrug der Wirkstoffanteil etwa 55 P;; (Praparat B, 
Ausb. 15 %, bczogen auf Praparat A), die Verunreinigungen bestanden im wesentlichen aus 
L-Lysin und enthielten verrnutlich auch das dem Antibioticum entsprechendc all-L-Tripeptid. 
Die weitere Reinigung erfolgte entweder -- fur kleine Mengen bei groBen Verlustcn - 
papierchromatographisch (Streifenchromatogranime 16) ; Papier : N M 214, Macherey, Nagel & 
Co., Diiren; Laufmittel: n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:  1 : 1 ; RF von r-Arg-D-aThr-1.-Phe ~ 

0.7, yon L - L ~  = 0.35) oder ~ bei groReren Ansatzen und niit geringeren Verlusten ~~ durch 
Filtration iiber Bio-Gel P 2 in Saulen. Im Bio-Gel-Filtrat wurde die Transmission bei 254 nm 
fortlaufend registriert. Die vereinigten und lyophilisierten Fraktionen des Bio-Gel-Filtrates 
mit den hochsten Antibiotica-Gehalten (Praparat C) wogen 1.9 g und wiesen Wirkstoffgehalte 
von rnindestens 95 % auf (Ausb. 38 P;;, bezogen auf Praparat B). Als Verunreinigung war auf 
der Dunnschichtplatte und bei der GC-MS-Untersuchung Lysin in Spuren noch nachweisbar. 
Es wurde nicht versucht, die Verunreinigung zu entfcrnen, da sie als solche erkannt und 
identikiert war und bei den weiteren Untersuchungen nicht storte. 

Zur Produktion des Antibioticums benutzten wir den Stamm TU 534 .- Keratinophyton 
terreum Randhawa et Sandhu 1964: Sabouraudia 3, 253 (Eurotiaceae, Eurotiales, Ascomy- 
cetes);  asexuelles Stadium: Chrysosporiutn indicurn Garg 1966: Sabouraudia 4, 262 (Manilia- 
ceae, Moniliales, Deuterornycetes), Synonym: Trichoplzyton indicum Randhawa et Sandhu 
1963: Mycopatho!. Mycol. appl. (Den Haag) 20, 225 - - ~zom. iflegif., non Trichuphyfoiz 
indicum (Castellani) Nannizzi 1934: Tratt. Micopat. Umana (Pavia) 4, 186 - quod esl 
Trichophyton concentricuni Blanchard. 

Als Testorganismen zur Priifung auf antibiotische Aktivitat dienten die beiden Pilzstamme 
TU 137 Paecilomyces varioti Bainier und TU 284 Mucor miehei Cooney et Emerson sowie 
zwei Bakterienstamme, TU 203 Bacillus suhtilis Cohn und Escherichia co/i (Migula) Castellani 
et Chalmers K 12. 

Nihrmedien wurden im Autoklaven sterilisiert, und zwar Volumina bis 2 Liter 20 min 
bei 120", yonere Volumina 30 min bei 134". Hinsichtlich der Zusammensetzung der Nahr- 
medien hielten wir uns an die Angaben bei Huller und Loefler2). Zur Starnmhaltung fur 

15) K.  Dorfner, Ionenaustauscher, Verlag Walter de Gruyter, Berlin 1970. 
161 F. Cramer, Papierchromatographie, 5 .  Aufl., Verlag Chemie GmbH, Weinheim 1962. 
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Pilze, aber auch fur manche Agardiffusionstests, wurde Hefeextrakt-Agar benutzt, fur Bak- 
terienstiimme Nahragar bzw. Tartrat-Agar 17). Das Fermentationsmedium zur Antibiotica- 
Produktion setztc sich wie folgt zusammen: 2 % Sojamehl (,Hcnselwerk, Magstadt), 2 % 
Mannit (Deutsche Maizena-Werke, Hamburg), 0.2 Amnioniumsulfat (p. A,, Merck), 
entionisiertes Wasser, pH 7.5, vor der Sterilisation mit Natronlaugc cingestellt; Vol. 10 Liter, 
Beliiftung 2 Literlmin, Ruhrgeschwindigkeit 250 U/min, Temperatur 27". 

/~np?fr,zafericrlr Die Pilzstamme TU 534 (Inkubationstemp. 27"), TU 137 uiid TU 284 (37") 
wuchsen 2--6 d in Schragagar-Rohrchen mit Hefeextrakt-Agar. Nach anschlieBcnder Auf- 
bewahruiig (und evtl. weiterer Inkubation) hei Raumtemp. wiihrend 2 - 8 Wochen gewannen 
wir Suspensionen von Sporen oder Konidien und Hyphenfragmenten durch Abschwemmen 
mit wiiRr. Dodecylhydrogensulfat-Natrium (Merck) oder Tween 80 (Serva, Heicielberg) in 
Konzentrationen von je 100 mg/l, Dosierung 8 ml pro Schragagar-Kultur. Die von einem 
Rohrchen gewonnene Keimsuspension wurde fur 100 ml Keimschichtagar oder, nach Ver- 
diinnen mit 20 ml sterilem, entionisiertem Wasscr, je 1 ml Suspension pro 100 mi Medium 
zur Beimpfung von Schiittelkulturen verwendet. Bacillus subtilis stand in Form einer Sporcn- 
suspension ( I09  Sporenlml) zur Verfugung, wovon fur Tests auf Tartrat-Agar 2 ml, fur Tests 
auf Niihragar 1 ml zu je 100 ml Keimschichtagar gegeben wurden. Von Escherichiu coli 
wurden pro 100 ml Keimschichtagar 4 ml einer 48-h-Kultur (27', roticrende Schuttelniascliine, 
Medium : Nahrlosung fiir Bakterien = NLhragar ohne Agdrkoniponente) verwendet. 

Weitere I~zkubatiansbediizgrrngell wand ten wir in weitgehender Ubereinstimmung mit Huller 
und Loefl/erZ) an, benutzten jedoch fur Schuttelkulturen ausschlieRlich die rotierende Schuttel- 
maschine, als GelaRe 500-ml-Erlenmeyer-Kolben init einem ,,seitlichen Einstich" (Jchikane") 
und je 100 ml Fullung. Fermenter mit 10 Liter Nutzvolumen wurden mit je zehn 4 - 5 d lang 
inkubierten Schilttelkulturen beimpft. Testplatten wurden mit Grund- und Keimschichten 
hergestellt, hochstcns 6 d bei t 4 '  aufbewahrt und nach dem Auflegen von Testrondellen 
oder -streifen 16 d bei 37" bebrutet. 

Hydrulyse und Arninosiiure-Ancrlysen: 1 mg Antibioticum bzw. syn thetisclies Tripeptid 
wurden in 1 ml 6 N HCl 20 11 bei 100" hydrolysiert. Nach Entferncn der Salzsdure ini Nz- 
Strom wurde das Hydrolysat in einem automatischen Aminosaure- Analysator (Unichroni, 
Beckman) uitersucht. 

Trijiuorucetylderivute der Anzinos~Wen6~7,Y) : Eine 100 pg Antibioticum entsprechende 
Menge des Hydrolysats wurde in 300 pl Isopropylalkohol/HCI (1.25 N) 60 min auf 100" 
erhitzt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Nz-Strom wurdcn 200 "1 CHzClz und SO ~1 
Trifluoracetanhydrid zugegeben und 60 min bei 22" in einem Schraubdeckelglas mit Teflon- 
Einlage im Deckel stehengelassen. Danach wurde das Rcagens irn Nz-Strom entfernt und der 
Riickstand in SO ,ul CHCI3 gelost. 

Fur die. Herstellung eines vollstandig trifluoracetylierten Argininderivates wurde eiiie 
weitere Probe nach Veresterung (s .  0.) in 200 p,l CHzCI? und 50 pl Trifluoracetanhydrid 
5 min bei 1SOo6.9) in einem Schraubdeckelglaschen erhitzt. 

Derivafe des Anribioticums: 200 tJ.g Antibioticum wurden in SO !~.1 Hydradnhydrat und 
150 pI Wasser 60 min bei 80" gehalten. Nach Trocknen uber P4010 i. Vak. wurde der Ruck- 
stand in 500 pl Methanol/HC1(1.25 N) 60 min bei 80" verestert. Nach Entfernen des Losungs- 
mittels im Nz-Strom wurde der Riickstand in 200 pl CHzCIz und 100 pI Trifluoracetanhydrid 
60 min bei 22' stehengelassen. Das Losungsmittel wurde entfernt und das f rodukt  massen- 
spektrometrisch untersucht. 

l 7 )  R. Hiitter, K. Poralla, H. G. Zuchuu und H. Zulzner, Biocheni. 2. 344, 190 (1966). 
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Bestirnmung der Kmfiguration der Aminosu~~rcn: Die TrifluoracetylaminosBur~-isopropyi- 
ester wurden im Varian-Aerograph 1520, 150 m Stahlkapillarc, 0.78 mm Innendurchmesser, 
belegt mit TFA-L-Phe-L-Leu-Cyclohexylester 91, Saulentcmp. 140" isotherm, Triiigergas 
15 ml He/min, untersucht. Die Enantiomeren von Threonin, ah-Thrconin und Phenyl- 
alanin werden vollstandig getrennt. Die Zuordnung erfolgte durch Vergleich dcr Retentions- 
zeitcn und Mischeinspritzung rnit Standard-Aminosiuren (Retentionszeiten: D-Thr 18.7 min, 
L-Thr 19.5 min, D-UThr 27.1 min, L-aThr 29.2 min, D-Phe 213 min und L-Phe 238 min). 

Enzymntische Konfgirrrrtionsbesti~~i~~7ung: Zu einer Hiilfte von 5 mg Hydrolysat in 5 ml 
entionisiertem Wasser wurden 0.5 mg 1.-Aminos8ure-Oxidase's), zur anderen FIalfte 0.5 mg 
D-Aminosaure-Oxidase gegeben. Die Chromatographie erfolgte nach I2 h Inkubation der 
Ansatze bei 37" (Tab. 1). 

Gaschromatographie-Massenspektrometrie: Die Untersuchungen wurden an einem LK H 
9000 Kombinationsger5t durchgefuhrt. Dic gaschromatographischen Trennungen erfolgten 
an einer 2-m-Glassiiule, gepackt rnit 3 "/, OV 17 auf Chromosorb WAW. Die Separatortemp. 
betrug 230", die Ionenquellen-Temp. 250". Die Massenspcktren wurden bei 70 eV mit 3.5 KV 
Beschleunigungsspannung aufgenommen. 

Synthese von L-Arg-or-aThr-r.-Phe und von L-Arg-L-Thr-L-Phe 
1. L-Phenylalanin-tert-butylester (Phe-OtBu) : Die Darstellung erfolgt durch Umsetzung 

von Z-Phe mit Isobutylen/HzSO4 und anschlienende Hydrieruiigl9). 01,  erstarrt bci {-6". 
2. Benzyloxycurbonyl-oL-(allo)-threonin [Z-~~-(allo)-Thr] : Zur Suspension von 5.95 g 

(50 mmol) DL-(uNo)-Threonin (Nutritional Biochemicals Corp., Cleveland, Ohio) in 50 nil 
Dioxan/Wasser (1 : 1) wcrden unter Ruhren und Eiskuhlung langsam 8 ml ~~ 9.5 g (55 mmol) 
Benzyloxycarbonylchlorid getropft. Dabei wird mit Hilfe eines Autotitrators 4 N NaOH 
in der Weise zugegeben, daB der pH-Wert der Losung nicht unter 8 sinkt. Nach 60 min ist 
die Reaktion beendet, der pH-Wert wird auf 9 erhoht und die alkalische Losung dreimal 
rnit je 30 ml Ather extrahiert. Die waBr. Phase wird rnit 50 ml Essigester uberschichtet und 
mit Salzsaure auf pH 2 gcbracht. 

Die Essigester-Extraktion wird noch zweimal wiederholt. Nach Trocknen und Einengen 
der organischen Phase bleibt ein farbloses 01 zuruck; Ausb. 12 g (95 %); RwZO) 0.65. 

Z-L-Thr wird auf gleiche Weise erhalten: Kristalle, Schmp. 103-104^, [u]1,5: --4.1" ( r  : 
1.05, Methanol), R P )  0.65. 

3. Benzylox~cnrbonyl-oL-(allo)-threonyl-L-phetiylrrk~initi-trrt-hut~lestrr [Z-DL-(allv)-Thr-L- 
Phe-OtBu]: 1.1 g (5 niniol) 1.-Phenylalanin-terc-butylester and 1.26 g ( 5  mmol) Benryl- 
oxycarbonyl-DL-(allo)-threonin werden in 10 ml CHf.212 gelost und bei -4" rnit 2 ml einer 
2.5 M DCCD-Losung versetzt. Nach 4 h wird dcr Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, das 
Lcsungsmittel entfernt, der Ruckstand in Essigcstcr aufgenommen und die Losung rnit 
kalter Citronensaurelosung, Wasser und NaHC03-Losung ausgeschuttelt. Die organischc 
Phase wird gewaschen und iiber Na2S04 getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels 
blcibt ein farblases bl zuriick; Ausb. 1.92 g (84%); Rr20) 0.72; Massenspektrurn: MolckiiI- 
peak bci n7je 456. 

2-L-Thr-1.-Phe-OtBu wird analog mit 87.5 % Ausb. erhalten. 
4. ~~-[~ll~)-Threonyl-L-phen~lalanin-O-tert-buf~lesterhydr~chIorid [DL-(ullu)-7hr-L-Phe- 

OtBu.HCI]: Die Losung von 1.83 g (4 mmol) Z-Di.-(alIo)-Thr-i--?hc-OtEu i n  80 nil Me- 

18)  M. Kunitz, J. gcn. Physio!. 30, 291 (1947), 
19) 6. W. Anderson und F. M .  Colldcun, J. Am. Chem. Soc. 52, 3359 (1960). 
20) Dunnschicht-Chromalographie auf Kicsclgcl G (Merck), n-Dutanal:E~sess~b.:W~iser 

( 3 . 1  : I ) .  
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thanol wird mit 20 mg PdjAktivkohle hydriert. Wahrend der Reaktion wird der pH-Wert 
mit 1 N HCI durch eine pH-Stat-Anordnnng auf 5.5 gehalten. Nach Filtrieren und Abziehen 
des Losungsmittels bleibt das Hydrochlorid des Dipeptid-tert-butylesters in quantitativer 
Ausb. als 01 zuriick ; RF20) 0.55. 

t.-Thr-L-Phe-OtBrr ,HCl wird analog in quantitativer Ausb. erhalten. R ~ 2 0 )  0.55. 

5. ~-Arginyl-~~-(al/o)-threony/-r.-phenylalanin [~-Arg-~~-(ullo)-Thr-~-Phe]:  Zur Suspension 
von 1.0 g (4.7 mmol) Boc-Arg-OH .HCI und 1.4 g (3.9 mmol) Dipeptidesterhydrochlorid 
in 10 mi CH2C12 werden 0.45 ml Triatliylamin und bei $4" 1.9 ml einer 2.5 M DCCD/CH2C12- 
Losung gegeben. Die Mischung wird bei Raumtemp. iiber Nacht kraftig geschuttelt, schlieR- 
Iich wird der Niederschlag abfiltriert nnd das Losungsmittel entfernt. Der Ruckstand wird 
30 min mit 10 ml Trifluoressigsaure behandelt und danach die Losung in 2 Liter kalten Ather 
eingegossen. Der Niederschlag wird in wenig Athano1 aufgenommen und erneut aus Ather 
ausgeflllt. Nach Trocknen im Exsiccator iiber KOH erhalt man ein leicht grau gefarbtes 
Pulver. 

Das Produkt wird iiber Dowex 50 WX 2 in der Ammonium-Form chromatographiert. 
Zur Elution dient ein Gradient von 0-2% Ammoniak. Die lyophilisierte Fraktion enthalt 
277 mg des reinen Tripeptids; Ausb. 17%, Schmp. 155' (Zers.), [a]i5: +17.6" (c = 1.0, 
HzO). Diinnschicht-Chromatographie an Cellulose (Merck; Athanol/Eisessig/Wasser 4: 1 : 1): 
RF 0.68; Aminosaureanalyse: Thr 0.256, Phe 0.265, Arg 0.260. - UV (Wasser): Maxima 
bei 264,258 und 251.2 nm. 

CI9H30NbO5 (422.2) Ber. C 53.99 H 7.16 N 19.90 Gef. C 53.81 H 7.08 N 19.83 

Auf gleiche Weise wurde das Tripeptid L-Arginyl-i.-threonyl- L-phenylakanin gewonncn; 
Ausb. 267 mg (16%), Schmp. 134" (Zers.), [a]is: +7.6" (c = 1.0, H20). 

C19H30N605 (422.2) Ber. C 53.99 H 7.16 N 19.90 Gef. C 52.95 H 7.35 N 19.21 

[3 75/72] 
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