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28. Enzymatische Peptidsynthese. 

Inkubation yon D-Methionin-isopropylester mit Homogenaten: 
Bildung yon D-Methionyl-D-methionin-isopropylester und 

D -Methionyl-D-methionin2) 
von M. Brenner, H. R. Miiller und Eva Lichtenberg. 

(14. XII. 51.) 

4. Mitteilungl) 

Nachdem unsere bisherigen Arbeiten3) ergeben hatten, dass die 
Ester gewisser Aminosauren unter dem Einfluss des Pankreasfermen- 
tes Chymotrypsin in Peptide umgewandelt werden, stellte sich die 
Frage nach der Existenz von weiteren, insbesondere intrazellularen 
Enzymen mit ahnlicher Peptid-synthetisierender Wirkung4). Es wurde 
daher eine Reihe von Rattenorganen nach der Technik von Potter & 
Elvehjem homogenisiert und die enzymatische Aktivitat der Homo- 
genate gegeniiber DL-, D- und 1,-Methionin-isopropylester untersucht. 
Wiihrend sich die Wirkung des Chymotrypsins im wesentlichen auf 
den L-Ester und die im racemischen Ester vorhandene L-Komponente 
beschrankt, ergab sich itberraschenderw-eise, dass die Homogenate 
auch den Ester der unnaturlichen D-Form des Methionins verandern. 
Diese Umwandlungen des D-Esters bilden den Gegenstand der vor- 
liegenden Mitteilung. Uber die Reaktionsx-eise der L-Form sol1 spiiter 
ausfuhrlich berichtet werden. 

Am eingehendsten ist das Verhalten des D-Esters in frischem und 
autolysiertem Leberhomogenat untersucht worden. Die Analyse der 
Reaktionsgemische erfolgte, in Anlehnung an  unsere fruheren Erfah- 
rungen, papierchromatographisch ; die Methode ist inzwischen, wie 
im experimentellen Teil beschrieben wird, in einigen wesentlichen 
Punkten erganzt worden. Als Resultat ergab sich folgendes : 

I n  frischem Leberhomogenat wird ein grosser Teil (80-90 %) des 
sugesetzten Esters (Anfangskonzentration 0,17-m.) nach Gleichung (1 ) 
verseift. Dcr Rest des Esters geht gleiehzeitig nach Gleichung (2) in 
Dipep tides ter ( D -Methionyl-D  met hionin-isoprop ylester ) iib er : 

(1) Ester + Wasser d Aminosaure + Alkohol (Hydrolyse). 
(2) Ester + Ester d Dipeptidester+ Alkohol (Aminolyse). 

l) 3. Mitteilung: M .  Brennw, E.  Sailer & K.  Rufenacht, Helv. 34, 2096 (1951). 
2, Auszugsweise mitgeteilt am Diamond Jubilee Meeting der American Chemical 

3, Vgl. 1.-3. Mitteilung. 
4, M .  Brenner & H .  R. Miiller, Helv. Physiol. Acta 9, C 20---C 21 (1951). 

Society in New York, 4.-7. Sept. 1951. 
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Beide Reaktionen, Hydrdyse und Aminolyse, verlaufen bei pH 7 
(Reaktionsdauer 4 Stunden; 25O) langsamer als bei pH 8 und 9 (Reak- 
tionsdauer 60 bzw. 30 Min.; 25O). Die Aminolyse wird aber durch 
pH-Erhohung stiirker begiinstigt als die Hydrolyse ; entsprechend ist 
die Peptidesterausbeute bei pH 9 und 8 grosser als bei pH 7. Ver- 
suche beim Eigen-pH der Reaktionsgemische durchlaufen bei einem 
Anfangswert von 9 und einem Endwert von 7-43 immer den fur die 
Dipeptidesterbildung gunstigen Bereich 9-8. Die meisten Experi- 
mente sind daher ohne pH-regulierende ZusMze durchgefuhrt worden. 

Der Dipeptidester wird je nach dem verwendeten Leberhomo- 
genat innert 50 Std. weitgehend, manchmal sogar vollsthdig, nach 
Gleichung (3) zum Dipeptid (D-Methionyl-D-methionin) abgebaut : 

(3) Dipeptidestcr + Wasser Dipeptid + Alkohol. 

In autolysierten Homogenaten dagegen, die wie frische Homo- 
genate den Dipeptidester mit Leichtigkeit bilden, wird er kaum mehr 
angegriffen; in einzelnen Fallen ist seine Umwandlung zu Diketo- 
piperazin beobachtet worden. 

Das Dipeptid und das Diketopiperazin widerstehen jedem weite- 
ren Abbau durch das frische oder autolysierte Homogenat. Sie sind 
deshalb die Endprodukte der Reaktionsfolge. Hinweise auf die Bil- 
dung hoherer Peptidester oder Peptide konnten nicht aufgefunden 
werden. 

Im obigen haben wir die Dipeptidbildung ciner Aufeinanderfolge der Reaktionen (2) 
und (3) zugeschrieben. An sich bestand auch die Moglichkeit fur eincn Mechanismus nach 
Gleichung (4) oder ( 5 )  : 

R R R R 
I I I I 

NHS-CH-CO + NHt-CH-COOR NH, -CH-CO * NH-CH-COOR’ 
I n  

__+ R 
I ! I  

(4) 

+ NH,CH-COOH NH-CH-COOH 
(Umpeptidierung) 

R R R R 
I I I I 

NHS-CH-CO . NH-CH-COOH NH,-CH-CO .NH-CH-COOR’ 
R d (5 )  R 

I + NHZ-CH-COOH + ~W-CH-COOR~ 
(Umesterung) 

In beiden Fallen ware die Ausbeute an Dipeptid von der Methionin-Konzentration 
abhangig. Entsprechende Versuche iiber die Verseifung yon synthetischem Dipeptidester 
in Leberhomogenat haben ergeben, dass ein Zusatz von o-Methionin ohne Einfluss ist. 
Die Vorglinge (4) und ( 5 )  konnen deshalb nicht oder nur in untergeordnetem Masse an der 
Entstehung des Dipeptids beteiligt sein. 
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Bei der Peptidsynthese durch Chymotrypsin haben wir seinerzeitl) noch einen wei- 

Aminosiiurecster + Aminosiiure ___+ Dipeptid + AIkohol. 

ES ist uns bisher nicht gelungen, Hinweise fur  die Existenz dieses Reaktionstypus 
zu finden. Es ist wahrscheinlicher, dass auch bei der Chymotrypsin-katalysierten Reaktion 
der Dipeptidester als Zwischenprodukt bei der Synthese des Dipeptids und der hbheren 
Peptidester bzw. Peptide auftritt. Kurzlich durchgefiihrte weitere Versuche uber den 
Verlauf jener Umsetzung haben namlich ergeben, dass der L-Methionyl-L-methionin- 
isopropylester hinsichtlich Reaktionsgeschwindigkeit und Ausbeute an hoheren Peptiden 
ein vie1 gunstigeres Ausgangsmatcrial darstellt als der L-Methionin-isopropylester. 

teren Mechanismus nach Gleichung (6) in Betracht gezogen: 

(6) 

Reihenversuche bei wechselnder Homogenat- und Substratkon- 
zentration zeigen die zu erwartende Abhangigkeit in der Reaktions- 
dauer und in der Ausbeute an Peptidester: Erstere nimmt bei kon- 
stanter Ester-Anfangskonzentration his zu 20facher Verkleinerung 
der Homogenatkonzentration stetig zu. Letztere hangt vom VerhBlt- 
nis Aminolyse zu Hydrolyse ab und wird deshalb bei zunehmender 
Verdzinnung des Methioninesters (konstante Ferment-Konzentration) 
kleirier; bei c = 0,017-m. (10fache Verdunnung des Esters gegenubcr 
Normalansate) ist sie nur noch minim. 

Die enzymatische Natur der Synthese ergibt sich im ubrigen dar- 
aus, dass in Hitze-inaktivierten Homogenaten und Autolysaten keine 
Umsetzung erfolgt. Erwghnenswert ist noch, dsss die Reaktionen 
durch Zugabe von Cyanid-Tonen nicht gehemmt werden. Schliesslich 
haben bakteriologische Untersuchungen gezeigt ”), dass die Peptid- 
bildung auch unter sterilen Bedingungen erfolgt und Bakterien somit 
nicht als Trager der Aktivitat in Frsge kommen. 

Es ist nun interessant, dass eine ganze Reihe weiterer Organe 
der Ratte Fermente enthalten, welche, wenn auch in wechselndem 
Masse, diesc Synthese des Methionin-dipeptid-esters katslysieren. Die 
Fahigkeit zur Dipeptidbildung aus dem Dipeptidester ist weniger ver- 
breitet. Tab. 1 enthiilt eine Zusamrrienstellung unserer diesbezuglichen 
qualitativen Beobachtungen und orientiert ausserdem uher einige 
Resultate mit Lebcrautolysat und Lebermitoehondrien. Die Tatsache, 
dass letztere ebenfalls befiihigt sind, den Dipeptidester aufzubauen, ist 
besonders hervorzuheben. Es eind Versuche im Gange, weitere Leber- 
fraktionen auf ihre Peptid-synthetisierende Wirkung zu prufen. 

Aus Tab. 1 geht hervor, da,ss in Leher- und Hodenhomogenat am 
meisten Dipeptidester entsteht. Etwas geringer ist die Ausbeute in 
Nierenhomogenat ; noch kleinere, papierchromatographisch aber im- 
mer noch gut nachweisbare Mengen werden in Pankreas-, Herz-, 
Nuskel- und Knochenmarkhomogenaten sowie in Ansatzen mit Raut- 
schnitzeln gebildet. Mile- und Hirnhomogenate sind praktisch in- 
aktiv. 

l) Helv. 33, 580 (1950). 
2 )  Wir danken Herrn Dr. H .  Reber bestens fur die Durchfiihrung dieser Versuche. 
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Tabelle I. 
Vergleich der enzymatischen Bildung von Methionin-dipeptid-ester und Methionin- 
dipeptid aus D-Methionin-isopropylester in Homogenaten verschiedener Rattenorgane. 

Ansatz: je 16 mg Ester+0,5 em3 Homogenat (1:5,5) 
(Eigen-pH dcs Reaktionsgemisches, 25O) 

Analyse: papicrchromatographisch. 

+ + +  
+ +  
+ +  
+ +  
+ +  
+ +  
+ 
+ 

Spuren 
Spuren 

I Homogcnat 
von I 

Peptid- Synthese") 

Dipeptidester nach 

3 Std. I 24 Std. 

Dipeptid naeh 

3 Std. I 24 Std. 

-- 
pH nach 
24 Std. 

Lcber . . . . . . . .  
Hoden . . . . . . . .  
Nieren . . . . . . . .  
Hautc) . . . . . . . .  
Skelett-Muskrln . . . .  
Hcrz . . . . . . . . .  
Dunndarm . . . . . .  
Pankreas . . . . . . .  
Knochenmark . . . . .  
Hirn . . . . . . . . .  
Milz . . . . . . . . .  

Lcbcr-Autolysat . . . .  

Lebermitochondrien . . 

Zum Verglcich folgen die entsprechenden Daten mit : 

(14 Tage alt, dialysiert) 

L - 
") Parallel zur Syrithese verliiuft uberall eine Vcrseifung des D-Esters Zuni freien Methio- 

nin: in Leber- und Hodenhoniogenat ist allcr Ausgangsester nach 3 Std., in Nieren- 
homogenat und Ansatzen mit Hautschnitzeln naeh 26 Std. aufgebraucht. Homogenate 
von Muskeln, Herz, Darm, Pankreav und Knochenrnark verseifcn den Ester innerhalb 
von 26 Std. nur teilweise, solche von Hirn und Milz praktisch gar nicht. 

b) + + + + ontspricht einer Ausbeute von ca. lo"/, bezogen auf'den eingesetzten D-Ester. 
c )  Da Haut nicht homogonisierbar ist, wurden Hautschnitzel verwendet (Haut epiliert, 

von subcutanem Bindegewebe befreit, mit Toluol gewaschen und fein zerschnitten.) 

hbschliessend sei nocli da,rauf hingewiesen, dass die Ester des 
Methionins a81s Substrate fur solche Untersuchnngeii in analytischer 
Bezieliung besonders geeignet sind : einerseits ist tias papierchromato- 
graphische Verhalten (R,-Wcrte) des Ausgangsniaterials und der 
Reaktionsproclukte in den verwendeten Losungsmitteln derart, dass 
die in biologischem Material iiblichen ninhydrinpositiven Substanzen 
nicht storen; anderemeits bietet die Moglichkeit einer Oxydation des 
Metliioninschwefels und die damit verbundene charakteristische An- 
derung der R,-Werte Gewiihr fur eine sichere Identifizierung der in 
den Chromatogrammen auftretenden Flecken. 

Wir danken der Rockefeller Fouwhtion in New York und der Stiftung fiir Xtipendien 
aui dem Gebiete der Chemie in Base1 fur die gcwiihrte T!nterstut,zung. 
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1. D a r s t e l l u n g  des  Substrates1)  u n d  d e r  F e r m e n t p r a p a r a t e .  
D -Methionin- isopropylester :  Das Hydr~chlor id~)  wird in wenig Wasser gelost 

und mit Essigester uberschichtet. Dann wird unter standigem Umschwenken mit 1-n. 
NaOH versetzt, bis die wasserige Phase Phenolphtaleinpapier eben schwach rot anfarbt, 
und erschopfend mit Essigester ausgeschuttelt. Man trocknet die vereinigten Essigester- 
fraktionen mit Natriumsulfat und dampft den Essigester am Vakuum (Bad 30°) ab. 
Der als 01 zuruckbleibende freie Ester wird sofort verwendet. 

Homogenate3)  : AuFgewacheene, mannliche Ratten werden durch Dekapitieren 
getotet, die gewunschten Organe herauegcnommen, gewogen und sofort nach der Methode 
von Potter4) im Verhaltnis 1 : 5  (bzw. 1 :4 fur pH-konstante Versuche) rnit Wasser homo- 
genisiert. Wasser besitzt hier gegenuber isotonischer h-aCl-Losung den Vorteil, dass bei 
der nachfolgenden papierchromatographischen Analyse keine Salzeffekte auftreten. Die 
Homogenate werden durch Gaze filtriert und die Filtrate direkt als Fermentpraparate 
verwendet. 

L e b e r a u t o l y s a t :  Leber wird wie oben rnit Wasser im Verhaltnis 1:5 homogeni- 
siert, durch Gaze filtriert, das Filtrat mit Toluol uberschichtet und gut verschlossen 
unter zeitweiligem Umschwenken bei Zimmertemperatur einige Tage bis mehrere Wochen 
stehengelassen. Fur die Fermentreaktioncn verwendet man jedoch nicht die Vollauto- 
lysate, sondern deren klare Filtrate (Filtration durch eine dunne Schicht von Standard 
Super Cels)). Diese Filtrate werden teils direkt, teils erst nach Dialyse bei 4O (Toluol) und 
nochmaligem Filtrieren verwendet. Nach 12stundigem Dialysieren in bewegter Apparatur, 
wobei das Wasser alle zwei Stunden gewechselt wird, sind die Losungen praktisch frei 
von niedermolekularen Substanzen. Papicrchromatographisch konnen keine ninhydrin- 
positiven Substanzen mehr nachgewiesen werden. Die saubersten Chromatogramme 
werden demgemtiss bei Fermentreaktionen mit solchen Losungen erhalten (vgl. dazu Fig. 1). 

Ubcr die Loslichkeit der Fermente in frischen Homogenaten kann nichts ausgesagt 
werden, wcil es nicht gelang, klare Filtrate zu erhalten. Fest steht einzig, dass Filtration 
des Homogenates nach 2-3 Tagen aktive Filtrate liefert, ferner, dass selbst 12wochige 
Autolysate noch stark aktiv sind und die synthetisierenden Fermente somit eine grosse 
Stabilitat besitzen mussen. 

Lebermi tochondr ien :  Diese werden nach der Vorschrift von Leuthardt & Miiller 
dargestellte) und als Suspension in isotonischer Mannitlosung verwendet7). 

2. Versuchsanordnung.  
a )  Versuche  b c i  p H  7, 8 u n d  9: Zu 325 mg D-Ester in 2,75 em3 Wasser (pH 9) 

bzw. 2,45 cm3 Wasser +0,3 cm3 1-n. HCl (pH 8) bzw. 1,75 c1n3 Wasser +1,0 em3 1-n. 
HC1 (pH 7) gibt man 6 em3 Leberhomogenat (1:4) und unverzuglich geniigend 0,5-n. 
(pH 9 und 8) bzw. 1-n. (pH7)  NaOH, urn das Reaktionsgemisch auf das gewunschte 
Anfangs-pH zu bringen (Glaeelektrode, magnetischer Ruhrer). Die Reaktion setzt sofort 
ein, und das p H  wird nun durch weitere sorgfaltige Zugabe von Lauge konstant 

l) Uber die Darstellung von D, D-Methionin-dipeptid und D, D-Methionin-dipeptid- 
isopropylester, die zu Vcrgleichszweckcn synthetisiert wurden, vgl. die nachfolgendc Mit- 
teilung. 

z, Vgl. Helv. 33, 590 (1950). 
3, Wir danken Herrn Dr. G. V'iollier fur die Anleitung bei dcr Herstellung der 

4, 8. R. Potter & C. A.  Elvehjem, J. Biol. Cheni. 114, 495 (1936), vgl. auch: Me- 

5 ,  Produkt der Celite Corporation, erhaltlich bei der Firmaflchneider& Co., Winterthur. 
6 ,  F. Leuthardt & A. F.  Midler, Exper. 4, 478 (1948). 
') Wir danken Herrn Prof. Leuthardt fur ein Vergleichspraparat, das cr uns freund- 

Homogenate . 

thods in Medical Research I ,  323 (1948). 

licherweise fur unsere Versuche zur Verfiigung gestcllt hat. 



222 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

gehalten. Aus schon friiher angegebenen Griinden verzichten wir auf eine Wiedergabe des 
zeitlichen Laugeverbrauches'). Volumenmassig ist der Laugezusatz relativ unbedeutend ; 
die Konzentrationsverschiebungen, die or bewirkt, diirfen bei der angewandten Analysier- 
technik vernachlBssigt werden. Die Peptidbildung lasst sich sehr schon verfolgen, indem 
nach 15, 30, 60, 120,240 und 480 Min. Proben von jc 0,005 om3 entnommen, auf Filter- 
papier gcbracht, getrocknet und in Butanol-Eiseseig-Wasser bzw. Collidin-Wasser ein- 
dimensional chromatographiert werden (vgl. unten). Man erhBlt dabei Bilder von der 
Art der Fig. 1. Sic zeigen bei pH 8 und 9 hinsichblich Geschwindigkeit und Ausbeute eine 
deutliche Begiinstigung der Dipeptidcsterbildung. Der Ausgangsester ist bei pH 7 nach 
4 Std., bei pH 8 nach 1 Std. und bei pH 9 nach 1/2 Std. aufgebraucht. 

b) Versuche  ohne  p H - R e g u l i e r u n g :  Zu 16 mg D-Ester werden je 0,5 em3 einer 
Mischung von 3,6 cm3 Homogenat oder Leberautolysat bzw. Mitochondricnsuspension 
und 0,4 em3 Wasser bzw. isotonische Mannitlosung gegeben2). Man fiigt etwas Toluol 
zu und lasst bei Zimmertemperatur bis zu 48 Std. reagieren. Der Reaktionsverlauf wird 
durch periodische Probeentnahmen papierchromatographisch verfolgt. 

Fig. 1 zeigt als Beispiel die Bildung von Dipeptidester in einem Zwoehigen, dialy- 
sierten, klar filtrierten Leberautolyeat beim Eigcn-pH der Losung : 

Fig. 1. 
Zeitlicher Verlauf der Umsetzung von 16 mg D-Methionin-isopropylester in 0,5 om3 dial. 

Leberautolysat. 
Chromatographic in Butanol-Eiscssig-Wnsser (4: 1 : 5). 

BeIadung je 0,005 em3, entsprechend 150 y Ausgangsester. 
al = D-Methionin-isopropyester. 
a2 = Autoxydationsprodukt von D-Methionin-isopropylester. 
b, = D, D-Methionin-dipeptid-isopropylester. 
bz = Autoxydationsprodukt von D, n-Methionin-dipeptid-isopropylester. 
c1 = D-Methionin. 
c2 = D-Methionin-sulfoxyd. 

l) Helv. 33, 580 (1950). 
2, Dieser Wasser- bzw. Mannitzusatz ermoglicht unter speziellen Versuchsbedin- 

gungen den ZusQtz geloster Puffer, Aktivatoren, Inhibitoren usw., ohne dass dabei die 
Gesamtkonzentration verkndert wird. 

.~ 
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Man kann in Fig. 1 deutlich den innerhalb von 4 Stunden erfolgenden a e r g a n g  
von Ausgangsester in Dipeptidester und freies Methionin verfolgen. Die schwach sicht- 
baren zusatzlichen Flecken entsprechen verschiedenen Oxydationsproduktenl). 

Ein Abbau des Dipeptidesters zum Dipeptid findet hier, wie cine Analyse nach 
48stiindiger Rpaktionsdauer zeigte. nur in beschranktem Ausmasse statt. Dies liess sich 
jedoch in einem Butanol-Eisessig-Wasser-Chromatogramm nicht feststellen, weil sich 
dort Dipeptid und oxydierter Dipeptidester uberlagern. Es war dazu ein zusatzliches 
Chromatogramm in Collidin-Wasser notig. Dieser Fall stellt ein praktisches Beispiel fur  
die Anwendung der untcn beschriebenen Analysiertechnik dar. 

Aus Intensitat uud Grosse des Dipeptidesterfleckens lasst sich durch Vergleich mit 
Kontrollflecken abschatzen, dass die Ausbeute an Dipeptidester, bezogen auf den Aus- 
gangsester, etwa 10% betragt. Entsprechend ist die Ausbeute a n  Dipeptid bei Versucheii 
mit frischem Homogenat nach vollstandigem Abbau des Dipeptidesters ebenfalls zu rund 
10 yo bestimmt worden. 

3. D i e  papierchromatographische Analys ie r technik .  
a) Methodik :  Samtliche Chromatogramme wurden wie bereits beschrieben2) nach 

der ,,ascending method" mit Whatman-Papier Nr. 1 durchgefuhrt. Als mobile Phase wurde 
wiederum Collidin-Wassers) und neu n-Butanol-Eisessig-Wasser (4 : 1 : 5) verwendet. Die 
Laufzeit des letzteren betriigt fur  eine Hohe von 27 cm bei 22O ungefahr 13 Std. 

b) An a1 y s ie r  t e c h n i  k u n d  F l e  c k e n  k a r  t en : Fur serienmksige papierchromato- 
graphische Untersuchungen (vgl. Fig. 1) ist die eindimensionale Chromatographiertechnik 
mit 15-20 Analysen pro Blatt vie1 speditiver als das zweidimensionale Verfahren mit 
einer einzigen Analyse pro Blatt. Es war deshalb wichtig, eine Variante zu finden, die 
es erlaubte, trotz der komplexen Zusammensetzung der Ferment-Reaktionsgemische mit 
dem eindimensionalen Verfahren auszukommen. 

Versuche rnit kiinstlichen Gemischen aus D,D-Methionin-dipeptid-isopropylester, 
D-Methionin-isopropylester, D, D-Methionindipeptid und D-Methionin haben ergeben, dass 
dicsc vier Substanzen durch eindimensionale Chromatographie in Butanol-Eisessig- 
Wasser sauber voneinander getrennt werden (vgl. Fig. 2). Sie sind auf dime Weisc auch in 
Fermentreaktionsgemischcn leicht nebeneinander nachweisbar. Die Identifizierung der je- 
wcils vorhandenen Komponenten und ihre halbquantitative Bestimmung kann durch 
direktcn Vergleich mit entsprechenden Kontrollchromatogrammen erfolgen. Wegen dcr 
leichten Oxydierbarkoit des Methioninschwefels ergeben sich abcr gcwisse Unsicherheiten, 
indem in den Chromatogrammen gelegentlich mehr oder weniger intensive Flecken von 
Oxydationsprodukten auftreten. Diese Schwierigkeit hat sich jedoch durch ein sorgfaltiges 
papierchromatisches Studium der Oxydationsprodukte (Fig. 2 und 3) beheben lassen. Es 
zeigte sich namlich, dass diejenigen Flecken, welche von Oxydationsprodukten herruhren 
und leicht verwechselt werden, sich mit Sicherheit identifizieren lassen, wenn ausser 
in Butanol-Eisessig-Wasser zusatzlich eindimensional in Collidin-Wasser chromato- 
graphiert wird . 

Im ubrigen wurde die schon friiher4) verwendete ,,Wasserstoffperoxyd-Technik" 
verfeinert und in Zweifelsfallen als unabhangige zwcidimensionalo Methode zur Sicher- 
stellung der Resultate herangezopen. 

Eindimens iona les  Verfahren:  In Fig. 2 und 3 sind die R,-Werte und relativen 
Fleckengrossen zusammengestellt, wclche beobachtet werden, wenn man in aquivalenten 
Mengen 

die Reinsubstanzen Methionin-dipeptid-isopropylester, Mcthionin-isopropylestcr, 
Methionin-dipeptid und Methionin, 

l) Vgl. die Fleckenlrarte (Fig. 2) auf S. 224. 
2, Helv. 33, 582 (1950). 
3, ,,Collidin" der Schweiz. Teerindustrie AG., Pratteln, Kp. 164-171°. 
4, Helv. 33, 583 (1950) 
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I I I 
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die Reinsubstanzen nach langerer Einwirkung von Luft (-4utoxydation) und 
die Reinsubstanzen nach Behandlung mit steigenden Mengen Wasserstoffperoxyd 

im System Collidin-Wasser bzw. Butanol-Eisessig-Wasser aufsteigend auf Whatman- 
Papier Nr. 1 chromatographiert: 

Fig. 2. 
Eleckcnkarte fur  das System n-Butanol-Eisessig-Wasser (4: 1 : 6). 

I 

0 . 0  I 

I 
I 
I 
I 

..a; 
I 
I 
I 
I 
I 

Legende zu Fig. 2 und 3 : 
I .  D, D-M~thionin-dipeptid-isopropylester (30 y )  
2. n, D-Methionin-dipeptid-isopropylester (30 y )  teilweise autoxydiert 
3. D, D-Methionin-dipeptid-isopropylcstcr (30 y )  + 0,006 om3 33/,-proz. H,O,-Losungl) 
4. D, D-Methionin-dipeptid-isopropylester (30 y )  + 0,005 em3 7l/,-proz. H,O,-Losung 
5. D, D-Methionin-dipoptid-isopropylester (30 y )  + 0,005 em3 15-proz. H,O,-Losung 
6. n-Methionin-isopropylcster (17 y )  
7. n-Methionin-isopropylester (17 y )  teilweise autoxydiert 

Die H,O,-Behandlung erfolgte, abgesehcn von der angesandten Peroxydmcnge, 
nach den Angaben in Helv. 33,583, Fussnote 2, (1960). Dort wurde mit 30-proz. H,O, oxy- 
diert ; die niedereri Oxydationsstufen wurden dadurch zum Teil dcm Nachweis entzogen. 
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8. u-Met,hionin-isopropyleSter (17 y )  
9. n-Methionin-isopropylester (17 y )  

+ 0,005 em3 33/,-proz. H,O,-Msung 
+ 0,005 em3 7l/,-proz. H,O,-Losung 

10. D-Methionin-isopropylester (17 y )  + 0,005 em3 15-proz. H,O,-Losung 
11. ~,~-Methionin-dipeptid (20 y )  
12. ~,~-Methionin-dipcptid (20 y )  teilweise autoxydiert 
13. D,D-Meth~onin-dipeptid (20 y )  + 0,005 cm3 33/,-proz. H,O,-Losung 
14. D,D-B.Iethionin-dipcptid (20 y )  + 0,005 cm3 7l/,-proz. H,O,-Losung 
15. ~,D-n~ethionin-dipeltid (20 y )  + 0,005 em3 15-proz. H,O,-Losung 
16. D-Methionin (10 y )  
17. D-hfethionin (10 ; J )  teilweise autoxydiert (Sulfoxyd) 
18. D-Methionin (10 y )  + 0,005 em3 33/,-proz. H,O,-Losung 
19. D-Methionin (10 y )  + 0,005 em3 71/,-proz. H,O,-Liisung 
20. D-Methionin (10 y )  + 0,005 em3 15-proz. H,O,-LGsung 

Die Autoxydationsflecken treten auf, wcnn die Reinsubstanzen in Losung oder 
auf Filterpapier aufgetropft langere Zeit der Luft oder fliichtigen oxydierenden Stoffen 
ausgesetzt sind. Man findet sie auch rcgelmassig in den Ansatzen mit Organpraparaten. 
Inwiefern letztere direkt an dieser Oxydation bcteiligt sind, ist nicht untersucht worden. 
Wie aus Fig. 2 und 3 ersichtlich ist, entsprechen die durch Autoxydation gebildeten Pro- 
dukte der jeweils mit der niedersten Wasserstoffperoxyd-Konzentration erhaltenen Oxy- 
dationsstufe. Ihre R,w-Werte Ziegcn zum Teil so, dass die Chromatogramme leicht falsch 
interpretiert werden kiinnen. Man sieht aber wiederum aus Fig. 2 und 3, dass Verwechs- 
lungen auegeschlossen sind, wenn man gleichzeitig in Butanol-Eisessig-Wasser u n d  in 
Collidin-Wasser eindimensional chromatographiert. 

Im speziellen sei darauf hingewiesen, dass sich das Autoxydationsprodukt des Aus- 
gangsesters nur in Butanol-Eisessig-Wasser vom Dipeptid trennt, dasselbe gilt vom Aus- 
gangsester und Dipeptidester. Umgekehrt wandert das Aut’oxydationsprodukt des Dipep- 
tidesters in Bntanol-Eisessig-Wasser ungefahr auf gleiche Hohe wie das Dipeptid und ist 
nur in Collidin-Wasser von diesem zu unterscheiden. 

Zweidimensionales Verfahren (H,O,-Z’ecli?~ik) : Das Realrtionsgemisch wird zwei- 
dimensional chromatographiert, und zwar beide Male in Collidin-Wasser. Nach den1 ersten 
Collidinlauf entwickelt man das zuvor abgetrennte Leitchromatogramm mit Xinhydrin, 
wodurch die rnit Peroxyd zu bchandelnden Stellcn bei I und I1 auf dem Hauptblatt er- 
mittelt wcrden konnen (Fig. 4). Nach der Oxydation chromatographiert man in der 
zweiten Dimension erneut in Collidin-Wasser. 

Zur sicheren Unterscheidung von Dipeptidest,er und Methioninester kann vor dem 
zweiten Collidinlauf auf die nlit einem Krcuz ( x ) bczeichnete leerc Stelle bei I V  etwas 
Methioninester aufgetropft und dieser ebenfalls mit Wasscrstoffperoxyd oxydiert werden. 
Das Methionin bei I11 wird vorteilhaft nicht niit Peroxyd behandeltl). 

c )  B e l a d u n g  u n d  Sa lzef fek te :  Bei Reaktionsabbruch konnen Homogenat- und 
Mitochondrienansatze direkt auf das Filterpapier aufgetropft werden, wenn die Volumina 
0,005 bis 0,01 em3 und die Beladungen 150 bis 300 y (bcrechnet als Ausgangsester) nicht 
ubersteigen. Oft aber ist es auf diese Art nicht zu vermeidcn, dass die Chromatogramme 
unsauber werden. Es empfiehlt sich deshalb, dic Reaktionsgcmische vor dem Auftropfen 
durch Standard Super Cel zu filtriercn oder wenigstens die sedimentierbaren Komponentcrl 
ahzuzentrifugiercn. Vergleichende Vcrsuche ergaben, dass die Verluste durch Adsorption 
an Super Cel klcin sind. 

Am zweekmLssigsten erwies sich bei der iiblichcn Substrat- und Homogenatkonzen- 
tration (Ester 0,17-m., Homogenat 1 : 5) fur  Butanol-Eisessig-Wasser eine Beladung von 

1) Methionin und alle seine Derivate gebcn nach der Oxydation mit Wasserstoff- 
peroxyd verhaltnismassig diffuse Flecken. Oxydiert man nun das hier in grosser Menge 
anwesende Methionin, so wird der Flecken des gebildcten Methioninsulfoxyds manchmal 
derart diffus, dass er den benachbarten, wichtigen Flecken des Dipeptid-Oxydations- 
produktes teilweise uberdeckt (vgl. Ry-Wertc in Fig. 3). 

15 
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0,005 cm3, fur Collidin-Wasscr eine solche von 0,Ol em3. In beiden Fallen sind auch, sofern 
vorgangig filtriert und zentriftigiert wird, hohere Beladungen (viermal0,Ol cm3) moglich, 
aber nicht notwendig. 

Fig. 4. 
S c h e rn a d e s Me t h i o n i n - d i p c p t i d - un d Me t h io n i n  - d i p  e p t i d - is  o p r o p y 1 e s t e r - 

N a c h we i s e s. 

8 

e 

B l a t t  n a c h  dern e r s t e n  Coll idinlauf:  
I = Me-isopr. ester + Me-dip.isopr.cster 
I1 = Me-dipeptid 

I11 = Methionill 
IV = nachtraglich aufgetropfter Me-iso- 

pr.ester (Vergleichssubstanz) 

Kreise bei I und I1 und Kreuz bei IV: mit 
H,O, (15%) zu behandelnde Stellen. 
Schraffierte Flache: mit Ninhydrin ent- 

wickeltes Leitchromatogramm. 

B I a t t  n a c h  d e m  zwei ten  
Coll idinlauf:  

Oxydationsprodukte von : 

. . . . Me-dip.isopr.ester + Me-isopr.ester 

. . . . Me-isopr.ester (Vergleichssubstanz) 

. . . .Me-dipeptitl 

. .Methionin (nicht oxydiert) 

Filtricrte oder zentrifugicrte Reaktionsgemische geben beim Chromatographieren 
trotz ihres natiirlichen Gehaltes an Salzen, zahlreichen ninhydrinpositiven und anderen 
loslichen Substanzen sehr schone Bildcr. Eine Entsalzung oder eine Ausfallung der Eiweiss- 
korper mit Trichloressigsiiure ist nicht notig. Letzteres ist besonders wichtig, denn tri- 
chloressig~aurehaltigo Filtrate lassen sich zwar in Collidin-Wasser, nicht aber in Butanol- 
Eisessig-Wasser chromatographieren. Aus diesem Grunde wurde auch bei der zeitlichen 
Verfolgung der Reaktion darauf verzichtct, die Fermenteinwirkung mit Trichloressigsiiure 
zu unterbrechen ; statt dessen wurden die auf das Filterpapier aufgetropften Prohen mog- 
lichst rasch getrocknet. Dieses Vorgehen ist allerdings weniger exakt, verrnag aber gleich- 
wohl ein gutes Bild uber den Reaktionsablauf zu liefern (vgl. Fig. I). Was den Salzeffekt 
anbetrifft, so vcrmindert selbst ein Salzzusatz (0,l-m.) von NaCl, Soda-Hydrogencarbonat- 
Puffer oder KCN kaum die Qualitat der Bilder ; phosphatpufferhaltige Losungen dagegen 
lassen sich schlecht chrornatographieren. Der Mannitzasatz in den Mitochondriensuspen- 
sionen beeintriichtigt die Chromatogramme nicht. 
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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. 

Orga,nisch-chemische Anstalt der Vniversitat Base1 
und Eiweisslaboratorium der Medizinischen 

Universit at sklinik , B asel. 

29. Enzymatische Peptidsynthese. 

Inkubation von D -Methionin-isopropylester mit autolysiertern und 
frischem Leberhomogenat : Isolierung von D -Methionyl-D-me- 

thionin-isopropylester und D-Methionyl-D-methionin 
von M. Brenner, H. R. Miiller und A. Vetterli. 

(14. XII. 51.) 

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). 


