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Zusammenf assung. 
Es ist papierchromatographisch nachgewiesen worden, dass meh- 

rcre Rattenorgane in Form ihrcr Homogenate sowie Leberautolysat 
und Lebermitochondrien befahigt sind, aus D-Methionin-isopropyl- 
ester den D-Methionyl-D-methionin-isopropylester zu synthetisieren. 
Der Pcptidester ist chemisch zicmlich bestiindig, wird aber von den 
verschiedenen Homogenaten in verschiedenem Rusmasse und unter 
noch nicht genau definierbaren Bedingungen zum D-Methionyl-D- 
methionin verseift. Parallel zur Synt!hese, von der in; gunstigsten Falle 
(Leber- und Hodenhomogenat) ungefahr 10  % des angewandten 
D-Methionhesters erfasst werden, verlauft der enzymatische Abbau 
des restlichen Esters zum freisn D-Methionin. 

Die im Zusammenhang mit dieser Untersuchung ausgearbeitete 
papierchromatographische Rnalysiertechnik wird genau beschriehen ; 
zwei Flecksnkart en orientieren uber eine Anzahl bisher unbekannter 
RF-Werte von Methioninderivaten. 
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29. Enzymatische Peptidsynthese. 

Inkubation von D -Methionin-isopropylester mit autolysiertern und 
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5. Mitteilungl). 

Homogenate von verschiedenen Rattenorganen verwandeh zu- 
gesetzten D-Methionin-isopropylester partiell in den Isopropylester 
des D-Methionyl-D-methionins. Die Reaktion bleibt meistens auf die- 
ser Stufe stehen. In  einzelnen Fallen aber, zum Beispiel in frischem 
Leberhomogenat, geht sie weiter, indem der Dipeptidester enzyma- 
tisch zum Dipeptid verseift wird. Der Nachweis dieser Reaktionsfolge 
stutzt sich auf papierchromatographische Analysenl). Obschon diese 
~ _ _  

1) 4. Mitteilung: M .  Brenner, H .  R. Muller & .?ha Lichtenberg, Helv. 35,217 (1952). 
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als zuverlassig zu betrachten sind, war es wunschenswert, den Befund 
durcli die Isolierung und direkte Identifizierung des Dipeptids und 
seines Esters sicherzustellen. 

Man sieht aus Tab. 1 der vorhergehenden Mitteilung, dass zur 
Isolierung des Dipepticlesters am ehesten t las  Reaktionsgemisch von 
u-Mcthionin-isopropylester iznd autolysiertem Iieberhomogenat ge- 
eignet ist. Die Abtrennung des Dipeptidcsters aus diesem Gemisch 
bietet keine Schwierigkeiten, sofern sic erst nach vollstkndiger Um- 
wantllung des Ausgangsmaterials erfolgt : Der Dipeptidester konnte 
mit Essigester extrahiert und als Salz rnit 1 -Nitronaphtalin-5-sulfon- 
saure von mitextmhierten Lipoiclloslichen Leberbestandteilen in reiner 
Form abgetrennt werden. Das Salz war nach Smp., Mischprobc, 
Drehung und Analyse rnit einem synthetischen Vergleichsprkparat 
identisch. Die Ausheute betrug rund 10 yo, bezogen aui angcwandten 
Aminosiiureester . 

Zur Rereitung des Dipeptids kommt nur ein Ansatz rnit frischem 
Leberhomogenat in Frage. Seine Isolierung schien weniger einfach zu 
sein, als jene des Esters. Wir glaubten anfanglich, dass cine erfolg- 
weiche Abtrennung nur bei Anwendung moderner chromatogrsphi- 
scher Methodenl) erwartet werden diirfe. I n  einem anderen Zusam- 
menhang ist jedoch die interessante Beohachtung gemacht worden, 
dass sich das Dipeptid ebenfalls mjt Essigestw extrahiercn l%sst, so- 
fern das System Triehloressigsaure eathalt. Dasselbe gilt fur Methio- 
nin-isopropylester und den Dipeptidester, viel weniger aber fur freies 
Methionin, das unter gleichen Bcdingungcn zur Hsuptsaehe in der 
wasberigen Phase verbleibt. Ruf clieser Basis lasst sich das Dipeptid 
leicht isolieren : Das Reaktionsgemisch wurde zur Entfernung von noch 
vorhandenem Ausgangsmaterial und unverseiftern Dipeptidester rnit 
Essigcstcr extrahiert, hierauf rriit Trichloressigsaure angesauert, fil- 
triert und wieder mit Essigester extrahiert. Der zweite Essigester- 
Extrakt hinterliess beim Verdttmpfen des Essigesters ein Gemisch von 
Dipeptid, ctwas Methionin und viel Trichloressigsaiure. Letztere 
koririte zurn grossten Teil infolge ihrw I~iislichlteit in Benzol/Pentan 
entfemt werden; der Ecst liess sich an  Amberlite IR-4B adsorbieren. 
Die Filtration dureh den Ionenaustnuscher hewirktc gleichzeitig eine 
weitgehende Abtrennung des Methionins, inclem d i e m  vor dom Di- 
peptid aus der S8ule trat. Letzteres wurde uber sein Salz rnit 1- 
Nitronaphtalin-5-sulfonsaure gereinigt und war nach Smp., Xisch- 
probe, Drehung und Analyse mit einem synthetischen Vergleichs- 
prkparat identiseh. Die Ausbeute betrug rund 7 %, bezogen auf an- 
gewandten Aminostlureester. 

Wir danken der Rockefeller Foundation in New York und der Stiftung fur Stipendien 
auf dem Gebiete der Chemie in Basel fur die gewahrte Unterstutzung. 

l) W.  H .  Stein & 8. Moore, Cold Spring Harbor Symposia Quant. Biol. 14,179 (1950). 
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Alle Smp. sind auf dem Kojler-Block bestimrnt und lrorrigiert worden ; Fehlergrcnze 
I - 20. 

I. A u s g an g s m a t e  r i a1 u n d V cr g 1 e i c 11 s p r ii p a r a t e. 

D-Methionin-isopropylester. Kristallisation als Nasylat: Die Mischung von 
15 g rohem Ester1) und 10 em3 Isopropanol wird rorsichtig mit einer Losung von 25 g 
Naphtalin-P-sulfonPaure-trihydrat (20% Uberschnss) in 80 cm3 heisrem Isopropanol ver- 
setzt. Nach Animpfen der noch heissen Losung erfolgt Kristallisation in Kadeh. Ansbeute 
24,6 g (77%).  Das Nasylat ist bereits nach der ersten Kristallieation rein: Smp. 150-152O; 
[a]: = - 14,1° & 0,5O (c = 5 in Methylccllosolve). Freisetzung des Esters : Zu 12 g Nasylat, 
30 em3 Waseer und 200 om3 Pent,an gibt man untcr Umschwenlccn auf cinmal 59 om3 
1-m. Sodalosung und schiittelt kraftig durch. Die Pcntanechicht wird sofort abgctrennt, 
bevor sich aus der iibersiittigten wasecrigen Phase das Natrium~alz dcr Sulfonsaure aus- 
zuwheiden beginnt. Each Trockneii mit Katriummlfat und Verdampfen des Pentaus ver- 
bleiben 4,7 g oliger Ester (Aucbeute 85%), der eofort weiterverwendet wird. 

o - M e t h i o n y l - D - m e t h i o n i n :  D3s Peptid wiirde nach dem bereits friiher fur die 
Darstellung seines Antipoden berchriebenen Diketopiperazin-Verfahrm2) hcrgcrtellt. 
Smp. 228-231O. Zur Analyw und Drehung wurde 5 Std. bci 80O und 0,02 Torr getrocknet. 

C,,H,o03N2S2 Rer. C 42,83 H 7,19 N 9,99yo 
(280,39) Gef. ,, 42,74 ,, 7,OO ,, 9:71% 

[ct-jg = - 2 7 , ~  f 0,40 ( c  -= 2 in lvasser) 

D -Met  h i on y 1 - D - m c t h i on i n  - is o pr o p p l  es t er  , S a 1 z in i t 1 - PT i t r on ap h t a l in  - 
5 - s u l f o n r a u r e  : Eine SuspcnFion von 500 mg l-nitronaFhtalin-5-Fulfon~aurem Salz von 
D-Methionyl-D-methionill') in 25 c1n3 abs. Isopropanol wird unter Eiskiihlung mit HCI- 
Gas geiattigt; das Salz geht dabei in Losung. Anschliewend wird wahrend 20 Min. ant 
Riickfluss gekocht und dam an1 Vakuum zur Trockne verdampft. Bereits eine einmalige 
Kriptallisation BUS 25 c1n3 Waseer gibt 450 mg reines Sitlz des Dipeptidesters, (Ausbeute 
850/,), Smp. 192-195O. Zur Analyee und Drehiing wurde 6 Std. bei 800 und 0,02 Torr 
getrocknet. 

C13H2,0,N,S,, C,,H,O,NS Rer. C 49,98 IT 5,77 N 7,30% 
(575,70) Gcf. ,, 48,18 ,, 8,74 ,, 7,29% 

[a]: = - 17,2O rl; 0,8O (c = 2 in Pyridin) 
Freier Dipcptidester : Eine Losung des obigcn Salzes in feuchtem Essigester wird 

mit 1-m. Sodalosung (2 Mol Na,CO, pro 1101 sulfonsanres Salz) durchgeschiittelt. Die 
wasserige alkalische Losung wird abgetrennt und die Ectcrphase anschlieseend zur Ent- 
fernung noch vorhandener Sulfons Bure (gelbe Farbe) mehrmals abwechslungsweiee mit 
Wasser und 0,l-n. Sodalosung extrahiert. Man trocknet mit Natriumsulfat und entfernt. 
den Essigestcr am Vakuum. Der oIig zuriickhleihende Peptidester wird sofort weiter- 
verwendet3). 

2. I s o l i c r u n g  des D i p e p t i d e s t e r s  und  des Dipept ids .  

Der Arbeitegang ist in bciden Fallen durch papierchromatographisch kontrollierte 
Vorvcrsuche genau fest,gelegt worden ; auch die eigentliche Isolierung wurde papier- 
chroniatographisch verfolgt und verlief ubcrall programmgemass. 

a) Met  hion i n  - d i p e p  t i d  - e s  t er. Herstellung des Leberautolysatcs : 13 g Lcber 
(von 2 Ratten) werden niit 65 crn3 Wasscr homogenixiert, das Homogenat durch Gaze fil- 
triert, mit Toluol iiberschichtct und wiihrend 8 Tagen bei 22O unter zeitweiligem Um- 

l) M .  Brenner & V.  Kocher, Helv. 32, 333 (1949). 
2, M .  Brenner & R. W. Pjister, Helv. 34, 2085 (1951). 
3 ,  Vgl. 4. Mitteilung, Helv. 35, 217 (1952). 
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schwenken der Autolyse iiberlassen. Man dialysiert das so erhaltene Autolysat in einem 
Cellophanschlauch 20 Std. bei 4O in bewegter Apparatur gegen Toluol-gesattigtes Waaser, 
wobei die Aussenflussigkeit (ca. 500 em3) nach 2, 4, 6, 8 und 12 Std. gcwecheelt wird. 
Das diafysierte Autolysat wird nun wahrend einer Std. bei 4O zentrifugicrt (2000 Um- 
drehungen/Min.), das Uberstehende abdekantiert und durch eine diinne Schicht von ,ge- 
waschenem Standard Super Cell) klar filtriert. Der Ruckstand in den Zentrifugenglasern 
wird nochmals mit 30 em3 Wasser verriihrt, die Suspension erneut zentrifugiert und das 
merstehende wiederum filtriert. Man vereinigt dic beiden Filtrate, setzt etwas Toluol zu 
und verdiinnt mit Wasser auf 100 om3. 

Synthese des Dipeptidesters : 3,7 g D-Methionin-isopropylcster werden in obigeni 
Autolysat (100 cm3) gelost, die Losung mit etwas Toluol versetzt und 5 Std. unter zeit- 
weiligcm leichtem Umschwenken bei Zimmertemperatur stehengelasscn. Nach dieser 
Zeit ist annahernd aller Ausgangsester in Dipeptidester und freies Methionin ubergcfiihrt. 
Dipeptid kann noch keines nachgewiescn werden, dagegen Spuren von autoxydiertem 
Dipeptidester. 

Isolierung des Dipeptidesters als Salz der 1-Kitronaphtalin -5-sulfonsaure: Das 
Reaktionsgemisch wird 3mal mit je 100 em3 Essigester ausgeschiittelt, mit NaC1 gesattigt 
und nochmals mit 100 om3 Essigester cxtrahiert. Zur Phasentrennung ist jedesmal kurzes 
Zentrifugieren (10') notwendig. Die vereinigten Essigesteraueziige werden mit Natrium- 
sulfat getrocknet, filtriert und am Vakuum bei 2O0 eingedampft. Den Riickstand, 850 mg 
brauncs 01, lost man in 25 cm3 kaltem Isopropanol, setzt 800 mg 1-Nitronaphtalin- 
5-sulfonsaure zu, erwiirint bis zur volligen Losung der Sulfonsaure und verdampft am 
Vakuiim zur Trockne. Der Riickstand wird in 45 em3 heissem Wasser aufgenommen, die 
ISsung von etwas braunem 01 abdekantiert, mit synthetischem Dipeptidester-salz ge- 
impft und erst bei Zimmertemperatur, dann bei 4 O  stehengclassen. Man erhalt 670 mg 
sulfonsaurcs Salz, das zur Reinigung einmal aus 50 cm3 Wasser und ein zweitcs Ma1 aus 
30 om3 Wasser umkristallisiert wird. Ausbeutc 380 mg, Snip. 192-195O. Die Miachprobe 
mit einem gleich schmelzenden synthetischen Vcrgleichspraparat schmilzt bci 191-195O. 
Zur Analysc und Drehnng werden 150 mg des Salzes nochmals aus 10 em3 Wasser um- 
gelost, dic Kristalle zuerst im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsaure und Kalilauge und 
hernach 6 Std. bci 80O und 0,02 Torr getrocknet. 

C,,H,,O,P\',S,, C,,H,O,NS Ber. C 47,98 H 5,77 N 7,30% 
(575,70) Gef. ,, 48,21 ,, 5,48 ,, 7,54% 

[a]: = - 16,4O & 0,80 (c = 2 in Pyridin) 
b) M e t h i o n i n - d i p e p t i d .  Herstellung dcs Leberhomogenates: 27,5 g Leber (von 

4 Ratten) werden mit 150 cm3 Wasser unter Eiskiihlung homogenisiert, das Homogenat 
durch Gaze filtriert und nach Zugabe von etwas Toluol sofort verwendet. 

Synthese des Dipeptids: 4,7 g n-Methionin-isopropylester werden mit 150 em3 Leber- 
homogenat und etwas Toluol verriihrt. Nach 48stiindigem Steheri bei 22O ist der Grossteil 
des ads Zwischenprodukt gebildeten Dipeptidesters zum Dipeptid abgebaut, so ditss die 
Reaktion abgebrochcn werden kann. 

Isolierung des Dipeptids : Das Beaktionsgeinisch (ungefahr 150 em3) wird 3mal er- 
schopfend mit je 350 cm3 Essigcster ausgeschuttelt und die gebildete Eniulsion jcdesmal 
durch kurzes Zentrifugieren zerstort. Dcr Essigester enthalt wenig Dipeptidester und wird 
verworfen. Zur wasserigen Phase (Organbrei) gibt man 25 em3 20-proz. Trichloressigzaure, 
filtriert die sofort auftretende volumiriose Fallung von Eiweiss und Organpartikeln ab 
und waselit mit Wasser griindlich nach. Man cngt das klare Filtrat auf 150 em3 ein (15 mm, 
Bad 30-35O), zentrifugiert zur Sedimentation dunkcl gefarbter oliger Bestandteile, de- 
kantiert und filtricrt. Das klare, gelbliche Filtrat wird in 4 Scheidetrichtern mit je 300 cm3 
Essigester extrahiert und hierauf verworfen, da es neben vie1 Methionin und ninhydrin- 
positiven Substanzen aus der Lebcr nur noch wenig Dipeptid cnthlilt. Man wascht die 
Ersigesterlosungen hintereinander 2mal mit. 30 em3 Wasser ; clieses Waschwasscr, das 

I) Produkt der Celite Corporation, erhiiltlich bei derFirma8~7~neider& Co., Winterthur. 
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neben wenig Dipeptid vorwiegend Methionin enthllt, wird ebenfalls verworfen. Die Essig- 
esterlosungen werden vereinigt, iiber Natriumsulfat getrocknet und am Vakuum bei 30° 
Badtemperatnr eingedampft. Zuruck bleibt eine branne, stechend naeh Trichloressig- 
saure riechendc, bewegliche Flussigkeit. Sie enthalt neben freiem Methionin die Haupt- 
menge des Dipeptids und fast die gesamte angewandte Trichloressigsaure. Letztere I&sst 
sich zu etwa 80% entfernen, indem man in 20 om3 Benzol lost, 2OOcm3 Pentan zusetzt 
und die hiebei gebildete olige Abscheidung absitzen lasst. Dic uberstehende Losung wird 
dekantiert ; sic hinterlasst beim Abdampfen 4,l g peptidfreien Ruckstand (hauptsachlich 
Trichloressigsaure). Der pentanunlosliche Anteil wiegt 1,35 g und enthalt das Dipeptid, 
etwas Methionin sowie den Rest der Trichloressigsaure. Zu deren Entfernung wird in 
30 om3 Wasser gelost und die Losung, gefolgt von 1,8 I Wasser, durch eine Saule von 30 g 
feuchtem Amberlite IR-4B filtriert. Das Filtrat ist neutral; die ersten 220 cm3 enthalten 
fast nur Methionin (I80 mg), die folgenden AnteiIe vorwiegend Dipcptid. Letztere hinter- 
lassen bcim Abdampfen 240 mg rohes, bereits kristallines Dipeptid. 190 mg (0,68 mMol) 
dieses Rohproduktes und 216 mg (0,75 mMol) 1-Nitronaphtalin-5-sulfonsaure werden in 
3,2 cm3 0,5-n. Salzsaure heiss gelost. Man filtriert, lasst kristallisieren und erhalt 280 mg 
Kristalle, die bei nochmaliger Kristallisation aus 2 om3 0,5-n. Salzsaure 230 mg reines 
Dipeptidsalz vom Smp. 94-950 liefern. Die Mischprobe mit einem synthetischen Ver- 
gleichspraparat vom Smp. 9&-96O schmilzt ohne Depression. Die Freinetzung des Di- 
peptids erfolgt nach den friiheren Angabenl) mit Hilfe von Amberlite IR-4B. Umkristalli- 
sieren aus verdunntem Alkohol gibt 104 mg reines Dipeptid vom Smp. 228-231O. Die 
Mischprobe mit einem gleichschmelzenden synthetischen Vergleichnpraparat schmilzt 
ohne Depression. Zur Analyse und Drehung wird 6 Std. bei 60° und 0,02 Torr getrocknet. 

C,oH,,03N,S, Ber. C 42,83 H 7,19 N 9,9956 
(280,39) Gef. ,, 42,88 ,, 7,12 ,,10,22yo 

[XI: = - 28,2O f 0,70 (c = 2 in Wasser) 

Die Analysen wurden im M:kroanalytischen Laboratorium der 0rg.-chem. Anstalt 
der Universitat Basel (Leitung Herr E. Thommen) ausgefuhrt. 

Z us a m  men fa s sung. 
Die in Leberautolysat bzw. -homogenat aus dem D-Methionin- 

isopropylester gebjldeten Umwandlungsprodukte D-Methionyl-D-me- 
thionin-isopropylester und D-Methionyl-D-methionin sind rnit Hilfe 
klassischer Extraktionsmcthodcn in einfacher Weiee priiparativ ge- 
fasst und zur Identifizierung mit den entsprechenden synthetischen 
Substanzen verglichen worden. 

Organisch-chemische Anstalt der Universitat Basel 
und Eiweisslaboratorium der Medizinischen 

Universitatsklinik, Basel. 

l) M .  Brenner & R. W.  Plisler, Helv. 34, 2085 (1951). 


