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Zusammenfassung.

Es ist papierchromatographisch nachgewiesen worden, dass meh-
rere Rattenorgane in Form ihrer Homogenate sowie Leberautolysat
und Lebermitochondrien befdhigt sind, aus D-Methionin-isopropyl-
ester den D-Methionyl-D-methionin-isopropylester zu synthetisieren.
Der Peptidester ist chemisch ziemlich besténdig, wird aber von den
verschiedenen Homogenaten in verschiedenem Ausmasse und unter
noch nicht genau definierbaren Bedingungen zum bD-Methionyl-D-
methionin verseift. Parallel zur Synthese, von der im giinstigsten Falle
(Leber- und Hodenhomogenat) ungefdhr 109, des angewandten
D-Methioninesters erfasst werden, verliuft der enzymatische Abbau
des restlichen Esters zum freien D-Methionin.

Die im Zusammenhang mit dieser Untersuchung ausgearbeitete
papierchromatographische Analysiertechnik wird genau beschrieben;
zwel Flecksnkarten orientierea iiber eine Anzahl bisher unbekannter
Ry-Werte von Methioninderivaten.
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29. Enzymatische Peptidsynthese.
5. Mitteilung!).

Inkubation von D-Methionin-isopropylester mit autolysiertem und
frischem Leberhomogenat: Isolierung von p-Methionyl-p-me-
thionin-isopropylester und D-Methionyl-p-methionin
von M. Brenner, H. R. Miiller und A. Vetterli.

(14. XIL 51.)

Homogenate von verschiedenen Rattenorganen verwandeln 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 Fillen aber, zum Beispiel in frischem
Leberhomogenat, geht sie weiter, indem der Dipeptidester enzyma-
tisch zum Dipeptid verseift wird. Der Nachweis dieser Reaktionsfolge
stiitzt sich auf papierchromatographische Analysenl). Obschon diese
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als zuverlissig zu betrachten sind, war es wiinschenswert, den Befund
durch die Isolierung und direkte Identifizierung des Dipeptids und
seines Hsters sicherzustellen.

Man sieht aus Tab.1 der vorhergehenden Mitteilung, dass zur
Isolierung des Dipeptidesters am ehesten das Reaktionsgemisch von
D-Mcthionin-isopropylester und autolysiertem Leberhomogenat ge-
eignet ist. Die Abtrennung des Dipeptidesters aus diesem Gemisch
bietet keine Schwierigkeiten, sofern sie erst nach vollstindiger Um-
wandlung des Ausgangsmaterials erfolgt: Der Dipeptidester konnte
mit Essigester extrahiert und als Salz mit 1-Nitronaphtalin-5-sulfon-
sdure von mitextrahierten lipoidloslichen Leberbestandteilen in reiner
Form abgetrennt werden. Das Salz war nach Smp., Mischprobe,
Drchung und Analyse mit cinem synthetischen Vergleichspriparat
identisch. Die Ausbeute betrug rund 109, bezogen auf angewandten
Aminosdureester.

Zur Bereitung des Dipeptids kommt nur ein Ansatz mit frischem
Leberhomogenat in Frage. Seine Isolierung schien weniger einfach zu
sein, als jene des Esters. Wir glaubten anfinglich, dass eine erfolg-
reiche Abtrennung nur bei Anwendung moderner chromatographi-
scher Methoden!) erwartet werden diirfe. In einem anderen Zusam-
menhang ist jedoch die interessante Beobachtung gemacht worden,
dass sich das Dipeptid ebenfalls mit Essigester extrahieren lisst, so-
fern das System Trichloressigsdure enthilt. Dasselbe gilt fiir Methio-
nin-isopropylester und den Dipeptidester, viel weniger aber fiir freies
Methionin, das unter gleichen Bedingungen zur Hauptsache in der
wisserigen Phase verbleibt. Auf dieser Basis ldsst sich das Dipeptid
leicht isolieren: Das Reaktionsgemisch wurde zur Entfernung von noch
vorhandenem Ausgangsmaterial und unverseiftem Dipeptidester mit
Essigester extrahiert, hierauf mit Trichloressigsiure angesiuert, fil-
triert und wieder mit Iissigester extrahiert. Der zweite Essigester-
Extrakt hinterliess beim Verdampfen des Essigesters ein Gemisch von
Dipeptid, etwas Methionin und viel Trichloressigsiure. Letztere
konnte zum grossten Teil infolge ihrer Ligslichkeit in Benzol/Pentan
entfernt werden; der Rest liess sich an Amberlite IR-4B adsorbicren.
Die Filtration durch den Ionenaustauscher bewirkte gleichzeitig eine
weitgehende Abtrennung des Methionins, indem dieses vor dem Di-
peptid aus der Siule trat. Letzteres wurde iliber sein Salz mit 1-
Nitronaphtalin-5-sulfonsiure gereinigt und war nach Smp., Misch-
probe, Drehung und Analyse mit einem synthetischen Vergleichs-
priparat identisch. Die Ausbeute betrug rund 79, bezogen auf an-
gewandten Aminosidureester.

Wir danken der Rockefeller Foundation in New York und der Stiftung fiir Stipendien
auf dem Gebiete der Chemie in Basel fiir die gewihrte Unterstiitzung.

Y} W.H.Stein & 8. Moore, Cold Spring Harbor Symposia Quant. Biol. 14, 179 (1950).
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Experimenteller Teil.

Alle Smp. sind auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert worden ; Fehlergrenze
1 20,

1. Ausgangsmaterial und Vergleichspriparate.

D-Methionin-isopropylester. Kristallisation als Nasylat: Die Mischung von
15 ¢ rohem Esterl) und 10 cm?® Isopropanol wird vorsichtig mit einer Losung von 25 g
Naphtalin-f-sulfonsiure-trihydrat (20% Uberschuss) in 80 em? heissem Tsopropanol ver-
setzt. Nach Animpfen der noch heissen Losung erfolgt Kristallisation in Nadeln. Ausbeute
24,6 ¢ (77%). Das Nasylat ist bereits nach der crsten Kristallisation rein: Smp. 1560—152°;
[oc]}f =—14,1° £ 0,5° (¢ = 5 in Methylcellosolve). Freisetzung des Esters: Zu 12 g Nasylat,
30 cm® Wasser und 200 crm® Pentan gibt man unter Umschwenken auf einmal 59 cm?
1-m. Sodaldsung und schiittelt kraftig durch. Die Pentanschicht wird sofort abgetrennt,
bevor sieh aus der iibersiattigten wisscrigen Phase das Natriumsalz der Sulfonsiure aus-
zuscheiden beginnt. Nach Trocknen mit Natriumsulfat und Verdampfen des Pentans ver-
bleiben 4,7 g dliger Ester (Ausbeute 85%), der sofort weiterverwendet wird.

p-Methionyl-p-methionin: Das Peptid wurde nach dem bereits frither fiir die
Darstellung seines Antipoden beschriebenen Diketopiperazin-Verfahren?) hergestellt.
Smp. 228—231°. Zur Analyre und Drehung wurde 5 Std. bei 80¢ und 0,02 Torr getrocknet.
CioHpO3N,8,  Ber. C 42,83 H 7,19 N 9,999,
(280,39) Gef. ,, 4274 ,, 7,00 ,, 9,71%
(o] = —27,6° - 0,4° (c == 2 in Wasser)

p-Methionyl-p-methionin-isopropylester, Salz mit 1-Nitronaphtalin-
5-sulfonsdure: Eine Suspension von 500 mg 1-nitronaphtalin-5-sulfonsaurem Salz von
D-Methionyl-b-methionin?) in 25 cmm? abs. Isopropanol wird unter Eiskiihlung mit HCI-
Gas gesattigt; das Salz geht dabei in Losung. Anschliessend wird wiahrend 20 Min. am
Riickfluss gekocht und dann am Vakuum zur Trockne verdampft. Bereits eine einmalige
Kristallisation aus 25 cm?® Wasser gibt 450 mg reines Salz des Dipeptidesters, (Ausbeute
85%), Smp. 192—195°. Zur Analyse und Drehung wurde 6 Std. bei 809 und 0,02 Torr
getrocknet.

Ci5H,60;N,8,, CoH,O.NS  Ber. C 49,98 ™ 5,77 N 17,30%
(575,70) Gef. ,, 48,18 ,, 5,74 ,, 7,29%
(@]l =~17,2° + 0,8° (¢ = 2 in Pyridin)

Freier Dipeptidester: Eine Losung des obigen Salzes in feuchtem Essigester wird
mit 1-m. Sodalésung (2 Mol Na,CO,; pro Mol sulfonsaures Salz) durchgeschiittelt. Die
wisserige alkalische Losung wird abgetrennt und die Esterphase anschliessend zur Ent-
fernung noch vorhandener Sulfonsiure (gelbe Farbe) mehrmals abwechslungsweise mit
Wasser und 0,1-n. Sodalgsung extrahiert. Man trocknet mit Natriumsulfat und entfernt
den Essigester am Vakuum. Der &lig zuriickbleibende Peptidester wird sofort weiter-
verwendet?).

2. Isolierung des Dipeptidesters und des Dipeptids.

Der Arbeitsgang ist in beiden Fillen durch papierchromatographisch kontrollierte
Vorversuche genau festgelegt worden; auch die eigentliche Isolierung wurde papier-
chromatographisch verfolgt und verlief iiberall programmgemiss.

a) Methionin-dipeptid-ester. Herstellung des Leberautolysates: 13 g Leber
(von 2 Ratten) werden mit 65 cm® Wasser homogenisiert, das Homogenat durch Gaze fil-
triert, mit Toluol iiberschichtct und wihrend 8 Tagen bei 22° unter zeitweiligem Um-

Yy M. Brenner & V. Kocher, Helv. 32, 333 (1949).
%) M. Brenner & R. W. Pfister, 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 4° in bewegter Apparatur gegen Toluol-gesittigtes Wasser,
wobel die Aussenfliissigkeit (ca. 500 cm?) nach 2, 4, 6, 8 und 12 Std. gewechselt wird.
Das dialysierte Autolysat wird nun wahrend einer Std. bei 4° zentrifugicrt (2000 Um-
drehungen/Min.), das Uberstehende abdekantiert und durch eine diinne Schicht von ge-
waschenem Standard Super Cel!) klar filtriert. Der Riickstand in den Zentrifugenglisern
wird nochmals mit 30 cm? Wasser verriihrt, die Suspension erneut zentrifugiert und das
Uberstehende wiederum filtriert. Man vereinigt dic beiden Filtrate, setzt etwas Toluol zu
und verdiinnt mit Wasser auf 100 cm?.

Synthese des Dipeptidesters: 3,7 g p-Methionin-isopropylester werden in obigem
Autolysat (100 em3) gelost, die Losung mit etwas Toluol versetzt und 5 Std. unter zeit-
weiligem leichtemn Umschwenken bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach dieser
Zeit ist anndhernd aller Ausgangsester in Dipeptidester und freies Methionin tibergefiihrt.
Dipeptid kann noch keines nachgewiescn werden, dagegen Spuren von autoxydiertem
Dipeptidester.

Isolierung des Dipeptidesters als Salz der 1-Nitronaphtalin-5-sulfonsaure: Das
Reaktionsgemisch wird 3mal mit je 100 cm?® Essigester ausgeschiittelt, mit NaCl gesittigt
und nochmals mit 100 ecm? Essigester extrahiert. Zur Phasentrennung ist jedesmal kurzes
Zentrifugieren (10°) notwendig. Dic vereinigten Essigesterausziige werden mit Natrium-
sulfat getrocknet, filtriert und am Vakuum bei 20° eingedampft. Den Riickstand, 850 mg
brauncs Ol, 16st man in 25 em?® kaltem Isopropanol, setzt 800 mg 1-Nitronaphtalin-
5-sulfonsdure zu, erwarmt bis zur volligen Losung der Sulfonsiure und verdampft am
Vakuum zur Trockne. Der Riickstand wird in 45 cm?® heissem Wasser aufgenommen, die
Losung von etwas braunem Ol abdckantiert, mit synthetischem Dipeptidester-salz ge-
impft und erst bei Zimmertemperatur, dann bei 49 stehengelassen. Man crhilt 670 mg
sulfonsaures Salz, das zur Reinigung einmal aus 50 cm® Wasser und ein zweites Mal aus
30 cm?® Wasser umkristallisiert wird. Ausbeute 380 mg, Smp. 192—1959. Die Mischprobe
mit einem gleich schmelzenden synthetischen Vergleichspriparat schmilzt bei 191—195°.
Zur Analyse und Drehung werden 150 mg des Salzes nochmals aus 10 cm?® Wasser um-
gelost, die Kristalle zuerst im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsdure und Kalilauge und
hernach 6 Std. bei 809 und 0,02 Torr getrocknet.

CsHy40;N,8,, C o H,O4NS  Ber. C 47,98 H 5,77 N 7,30%
(575,70) Gef. ,, 48,21 ,, 548 ,, 7,54%
[0} =—16,4° 1. 0,8° (c = 2 in Pyridin)

b) Methionin-dipeptid. Herstellung des Leberhomogenates: 27,5 g Leber (von
4 Ratten) werden mit 150 em?® Wasser unter Eiskithlung homogenisiert, das Homogenat
durch Gaze filtriert und nach Zugabe von etwas Toluol sofort verwendet.

Synthese des Dipeptids: 4,7 g D-Methionin-isopropylester werden mit 150 em? Leber-
homogenat und etwas Toluol verriihrt. Nach 48stiindigem Stehen bei 22° ist der Grossteil
des als Zwischenprodukt gebildeten Dipeptidesters zum Dipeptid abgebaut, so dass die
Reaktion abgebrochen werden kann.

Isolierung des Dipeptids: Das Reaktionsgemisch (ungeféhr 150 em?®) wird 3mal er-
schopfend mit je 350 cm?® Essigester ausgeschiittelt und die gebildete Emulsion jedesmal
durch kurzes Zentrifugieren zerstort. Der Essigester enthilt wenig Dipeptidester und wird
verworien. Zur wasserigen Phase (Organbrei) gibt man 25 cm3 20-proz. Trichloressigséure,
filtriert die sofort auftretende volumingse Fallung von Eiweiss und Organpartikeln ab
und wischt mit Wasser griindlich nach. Man engt das klare Filtrat auf 150 cm? ein (15 mm,
Bad 30—359), zentrifugiert zur Sedimentation dunkel gefarbter tliger Bestandteile, de-
kantiert und filtricrt. Das klare, gelbliche Filtrat wird in 4 Scheidetrichtern mit je 300 em?
Essigester extrahiert und hierauf verworfen, da es neben viel Methionin und ninhydrin-
positiven Substanzen aus der Leber nur noch wenig Dipeptid cnthilt. Man wascht die
Essigesterlosungen hintereinander 2mal mit 30 cm® Wasser; dieses Waschwasser, das

1) Produkt der Celite Corporation, erhiltlich bei der Firma Schneider & Co., Winterthur.
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neben wenig Dipeptid vorwiegend Methionin enthilt, wird ebenfalls verworfen. Die Essig-
esterlésungen werden vereinigt, iiber Natriumsulfat getrocknet und am Vakuum bei 30°
Badtemperatur eingedampft. Zuriick bleibt eine braune, stechend nach Trichloressig-
siure riechende, bewegliche Flissigkeit. Sie enthilt neben freiem Methionin die Haupt-
menge des Dipeptids und fast die gesamte angewandte Trichloressigsiure. Letztere lisst
sich zu etwa 80% entfernen, indem man in 20 cm3 Benzol 16st, 200em?® Pentan zusetzt
und die hiebei gebildete 6lige Abscheidung absitzen lasst. Die tberstehende Losung wird
dekantiert; sie hinterlasst beim Abdampfen 4,1 g peptidfreien Riickstand (hauptsachlich
Trichloressigsaure). Der pentanunlésliche Anteil wiegt 1,35 g und enthilt das Dipeptid,
etwas Methionin sowie den Rest der Trichloressigsidure. Zu deren Entfernung wird in
30 cm® Wasser geltst und die Losung, gefolgt von 1,8 1 Wasser, durch eine Saule von 30 g
feuchtem Amberlite IR-4B filtriert. Das Filtrat ist neutral; die ersten 220 ¢m?3 enthalten
fast nur Methionin (180 mg), die folgenden Anteile vorwiegend Dipeptid. Letztere hinter-
lagsen beim Abdampfen 240 mg rohes, bereits kristallines Dipeptid. 190 mg (0,68 mMol)
dieses Rohproduktes und 216 mg (0,75 mMol) 1-Nitronaphtalin-5-sulfonsiure werden in
3,2 em?® 0,5-n. Salzsiure heiss gelost. Man filtriert, lasst kristallisieren und erhilt 280 mg
Kristalle, die bei nochmaliger Kristallisation aus 2 em? 0,5-n. Salzsiure 230 mg reines
Dipeptidsalz vom Smp. 94—95° liefern. Die Mischprobe mit einem synthetischen Ver-
gleichspraparat vom Smp. 94—96° schmilzt ohne Depression. Die Freisetzung des Di-
peptids erfolgt nach den friiheren Angaben?!) mit Hilfe von Amberlite IR-4B. Umkristalli-
sieren aus verdiinntem Alkohol gibt 104 mg reines Dipeptid vom Smp. 228—231°. Die
Mischprobe mit einem gleichschmelzenden syunthetischen Vergleichspriparat schmilzt
ohne Depression. Zur Analyse und Drehung wird 6 Std. bei 60° und 0,02 Torr getrocknet.
CipH,05N,S, Ber. C 42,83 H 7,19 N 9,997%
(280,39) Gef. ,, 42,88 ,, 7,12 ,,10,22%,
[oc]})7 =—28,29 4 0,7° (¢ = 2 in Wasser)

Die Analysen wurden im M'kroanalytischen Laboratorium der Org.-chem. Anstalt
der Universitit Basel (Leitung Herr . Thommen) ausgefiihrt.

Zusammenfassung.

Die in Leberautolysat bzw. -homogenat aus dem D-Methionin-
isopropylester gebildeten Umwandlungsprodukte D-Methionyl-D-me-
thionin-isopropylester und D-Methionyl-D-methionin sind mit Hilfe
klassischer Extraktionsmethoden in einfacher Weise priparativ ge-
fasst und zur Identifizierung mit den entsprechenden synthetischen
Substanzen verglichen worden.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Basel
und Eiweisslaboratorium der Medizinischen
Universitatsklinik, Basel.
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