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Summary.  The synthesis of L-leucyl-sarcosyl-L-phenylalaninc is described. This tripeptide 
resists hydrolysis by the aminopeptidases KP I and AP I1 from Baczllus stearothermophilus. The 
peptide is a reversible inhibitor of both enzymes. The inhibition constant for A P  I is 5 x mol/l 
and 1.5 x 

In the hydrolysis of leucine p-nitroanilide we observed noncompetitive inhibition by leucyl- 
sarcosyl-phenylalanine with both enzymes. 

With dipeptide substrates however, the inhibitory effect of leucyl-sarcosyl-phenylalanine was 
drastically reduced by saturating substrate concentrations. 

mol/l for A P  11. 

A bkurzungen 
Bpoc : 2-p-Biphenylyl-iso-propyloxycarbonyl- ; DCCI : N, N‘-Dicyclohexylcarbodiimid ; LNA : 

Leucin-p-nitroanilid ; Hepes : N-(2-hydroxyathyl)piperazin-N’-2-athansulfonat; NMM : N-Methyl- 
morpholin; DCHA : Dicyclohexylammonium -. 

Enzyme 
AP I : Thermophile Aminopeptidase aus Bacillus stearothermophilus (Mo1.-Gew. 400 000). Das 

Enzym besitzt eine breite Spezifitat bezuglich Oligopeptiden. Es hydrolysiert LNA massig gut. 
AP I1 : Eine weitere Aminopeptidase &us B.  steavothevmophilus mit geringem Mo1.-Gew. Das 

Enzym besitzt eine relativ geringe Aktivitat gegeniiber Di- und Tripeptiden, dagegen eine sehr 
hohe Aktivitat gegeniiber LNA. 

Spezifische und reversible Aminopeptidaseinhibitoren sind bis heute unbekannt 

In  dieser Arbeit beschreiben wir erste Versuche, mikrobielle Aminopeptidasen 
geblieben. 

durch ein substratanaloges, jedocli nicht hydrolysierbares Tripeptid zu hemmen. 
65 
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Leucyl-sarkosyl-phenylalanin unterscheidet sich von einem guten AP I Substrat 
wie Leucyl-glycyl-phenylalanin durch die N-Methyl-Gruppe in der ersten Peptid- 
bindung. 

N-Methylierung von Peptidbindungen, mit dem Ziele, synthetisclie Peptide vor 
der Inaktivierung durch Aminopeptidasen im Zielgewebe dieser Peptide zu schutzen, 
wurde beim Oxytocin und Vasopressin versucht. Die dabei erhaltenen Derivate wiesen 
allesamt eine sehr geringe biologische Aktivitat auf. Uber ihre Yeptidaseresistenz, 
ihre mogliche Wirkung als Inhibitoren sowohl der Peptidasen als auch des Hormon- 
rezeptors wurde nichts berichtet i.11 la]. 

Mit der Synthese von Leucyl-sarkosyl-phenylalanin griffen wir ferner die Fest- 
stellung von Bergman et al. [3] auf, wonach das Dipeptid Glycyl-sarkosin durch eine 
Hefedipeptidase nicht abgebaut werden konnte. 

Wir verwendeten bei der Synthese die Bpoc-gruppe als Aminoschutzfunktion [4] 
und fuhrten die Koiidensationen nach der Methode von hlonig & Geiger (51 niit DCCI 
und 1-Hydroxybenztriazol durch. 

Versuche, das Dipeptid mit Hilfe des N-Hydroxysuccinimidesters von Boc-Leu& 
herzustellen, ergaben sehr schlechte Ausbeuten (das Dipeptid Boc-Leu-Gly-OEt 
wurde unter denselben Keaktionsbedingungen oline Nebenprodukt in uber 90proz. 
Ausbeute gewonnen) , so dass wir der DCCI-Hydroxybenztriazol-methode den Vor- 
zug gaben, obgleich unser Produkt nklit in sehr reincr Form anfiel und muhsame Rei- 
nigungsoperationen notig waren. 

Die Identitat des geschutzten Zwischenproduktes Rpoc-Leu-Sar-OMe konnte 
anhand des NMR.-Spektruins (Fig. 1) sichergestellt werclen. 
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Es gelang uns bisher nicht, eines der Zwischenprodukte zu kristallisieren, weshalb 

Das Endprodukt, freies H-Leu-Sar-Phe-OH, wurde als Lyophilisat charakterisiert. 
Die geringe Tendenz von N-Methylpeptiden zu kristallisieren, ist seit einiger Zeit 

bekannt [6] und wird durch das Verhalten von Rpoc-Leu-Sar-OMe sowie Bpoc-Leu- 
Sar-Phe-OMe, die beide stets als ole ausfielen, neuerdings illustriert. 

Welche ist nun die Wirkung der Aminopeptidasen auf das freie Tripeptid ? Abbau- 
versuche mit AP I und AP 11, die unter optimalen Bedingungen fur die Aktivitat 
beider Enzyme, bei hoher Enzymkonzentration (10-15 pg/ml) und bei sattigender 
Peptidkonzentration (50 mM) durchgefuhrt wurden, ergaben die vollige Amino- 
peptidaseresistenz des Tripeptides. Die Aktivitat beider Enzyme gegeniiber LNA 
wurde durch Zugabe von Leucyl-sarkosyl-phenylalanin merklich herabgesetzt, sofern 
die Konzentration dieses Inhibitors 0,5 mM oder hoher war. 

Dabei erwies sich die Hemmung von AP I als relativ schwach. Um eine 50proz. 
Hemmung der Hydrolyse einer 1 m M  LNA-Losung in 50 mM Hepes, pH 7,5, durch 
AP I zu erzielen, mussten 5 miv an Inhibitor zugesetzt werden. 

Die gleiche Antwort (50proz. Hemmung) liess sich im Falle der AP II-katalysier- 
ten Reaktion bereits rnit 1,5 mM Tripeptid erzielen. 

In  beiden Fallen war die Hemmung reversibel, was durch Prainkubation der 
Enzyme mit dem Inhibitor in hoher Konzentration (Heniinung uber 90%) und an- 
schliessendem Verdunnen gezeigt werden konnte. 

Nach dem Verdiinnen des Inhibitors sowie des Enzyms mit 1 mw Substratlosung, 
wurde die Enzymaktivitat ermittelt und mit dem Verdunnungsfaktor multipliziert. 
Die Ergebnisse zeigten, dass eine Inaktivierung der Aminopeptidasen durch das Tri- 
peptid ausgeschlossen werden konnte. 

Der geringen Loslichkeit von LNA wegen (his zu 2 miu in 50 mM Hepes-puffer, 
pH 7,5), liess sich der Einfluss des Substrates auf die Hemmung nur in einem sehr 
engen Konzentrationsbereich untersuchen. Ausserdem zeigte sich, dass sowohl AP I 
als auch AP I1 eine sehr ausgepragte Substrathemmung durch LNA erfahren, sobald 
die Substratkonzentration 1 mM uberschritten hat. 

Fig. 2 zeigt die Wirkung steigender Konzentrationen des Peptidinhibitors auf die 
AP 11-katalysierte LNA-Hydrolyse bei zwei verschiedenen Substratkonzentrationen. 
Offensichtlich vermag eine erhohte Substratkonzentration die Hemmung nicht 
wesentlich zu verandern. Dieses Ergebnis lasst eine kompetitive Hemmung aus- 
schliessen. Der Linewuever-Burk plot derselben Reaktion (Fig. 3) l a s t  neben dem 
nichtkompetitiven Fall allerdings auch den der gemischten Hemmung zu, j edoch 
sclieint uns der nichtkompetitive Fall unseren Daten am besten zu entsprechen. 

Ebenfalls mit LNA als Substrat bestimmten wir die Inhibitionskonstanten nach 
der grafischen Methode von Dixoiz [7] .  Es ergaben sich die Werte von 5 x lop3 Mol/l 
fur AP I und 1,5 x 10-3 Mol/l fiir AP 11. Beide Werte liegen in der Grossenordnung der 
Michueliskonstanten von Peptidsubstraten dieser Enzyme. Wir ermittelten fur AP I 
und das Dipeptidsubstrat Alanyl-alanin eine I<m von 4 x lop3 Mol/l und fur AP I1 
und das Dipeptid Leucyl-alanin einen Wert von 3 x Mol/l. Es blieb zu unter- 
suchen, ob die Bindung unseres Peptidinhibitors ans Enzym in analoger Weise erfolgt, 
wie diejenige der Peptidsubstrate Alanyl-alanin oder Leucyl-alanin. In diesem Falle 

wir auf eine Charakterisierung derselben vorlaufig verzichteten. 
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musste sich eine Hemmung vom kompetitiven Typ ergeben, ganz im Gegensatz znm 
Resultat mit LNA als Substrat. 

0 0,2mM LNA 
1 .0mM LNA 

80 c 
0.5 1.0 2.0 3,O 4,0 5.0 

mM ( 1 )  

50mM 

E 60 
E 
2 40 

s 20 

Leu - A l a  
Leu- A l a  

lo 9 I P 

- 4 - 3 - 2 - 1  1 1  2 3 4 5 

1. M - 1 .  10-3 1.0 2,O 3,O 4,0 5,O 6,O 
mM ( 1 )  ( 5 )  

Fig. 2. Hemrnung der A P II-katalysievten Hydrolyse 
v o n  L N A  (oben) u n d  Leucyl-alunin (unten),duvch 
steigende Konseiztvatzonen u o n  LeuL:?Z-savkosyZ--phe- 

Izylalanin. 

Fig. 3.  Lineweavci--Burl< plot dev A P 11-ka- 
talysicrtei% Hydrolyse von LAVA . 

(0) ungehemmte Rcaktion, ( A )  1 1 x 1 ~  Leu- 
Swr-Phe, (0) 3 i n h i  Leu-Sar-€'he 

Wir verfolgten die Hydrolyse der beiden Dipeptide durch AP I bzw. AP I1 in 
An- und Abwesenheit des Inhibitors auf dem Elutionschroniatogramm eines auto- 
matischen Aminosaureanalysators. Es zeigte sich, dass die Hemmung der Hydrolyse 
von Alanyl-alanin durch AP I bei 40 und bei 50", in Hepes-puffer, pH 7,5, durch liolie 
Substratkonzentra tionen (20-40 mM) weitgehend aufgehoben wurde. 

In ahnlicher Weise wurde die Hemmung der AP 11-katalysierten Hydrolyse von 
Leucyl-alanin durch sattigende Substratkonzcntration deutIicli lierabgesetzt, wenn- 
gleich niclit aufgelioben (Fig. 2). 

Die automatisclie Aminosaureaiialyse als Mittel zur enzymkinetischen Analyse 
ist ein Notbehelf. Die erforderliche Genauigkeit, die fur aussagekraftige Linewenver- 
Rurk plots notig ist, wurde in diesem Fall nicht erreicht. 

Obwohl Hinweise dafiir bestehen, muss es doch vorlaufig dahingestellt bleiben, 
ob Leucyl-sarkosyl-phenylalanin den Peptidabbau durch AP I und AP I1 auf kom- 
petitive Weise hernmt. 
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Unterstutzt durch den Schweizerischen Nationalfonds, Projekt Nr. 3.379.70. Die Mikroanalysc 
verdanken wir Herrn Dr. H .  Frohofev, Chcmisches Institut der Univcrsitat Zurich. Wir danken 
Herrn Prof. R. Schwyzer fur seine Unterstutzung im peptidsynthetischen Tcil dcr Arbeit. Hcrrn 
Dr. G. Tesser danken wir fur wertvolle praktische Winke bei der Synthese. 

R. J .  vcrdankt der Berner Forschungskommission des Schweizerischen Nationaljonds cin Aus- 
bildungsstipendium. Er  dankt im Besonderen Herrn Prof. J .  Rudinger fur stimuliercnde Diskus- 
sionen und kritische Sichtung diescr Arbeit. 

Experimenteller Teil 
AP I wurde gercinigt, wie von Roncari & Zuber bercits beschrieben [8]. Die Isolierung von 

AP I1 sol1 spater beschrieben wcrden. Die enzymkatalysiertc Hydrolyse von LNA wurde im 
Zeiss-P.M.Q.-11-Spektrophotometer bei 405 nm mcssend verfolgt. Alle Enzymrcaktionen wurden 
in 50 mM Hepcs-puffer, pH 7,5 und in Anwesenheit von 1 I ~ M  CoC1, durchgefuhrt. Die eingesetzte 
Enzymmenge betrug im Falle von AP I stets 0,2 bis 0,s pg/nil. Heniniversuche wurden mit diesem 
Enzym sowohl bci 40 als auch bei 55" durchgefiihrt. Fur die A P  11-katalysiertc Hydrolyse von 
LNA wurden 0,1 bis 0,3 ,ug/ml Enzymprotcin benotigt, wogegen wir fur die Peptidhydrolyse 1 
bis 2 /.cg/ml einsetzten. 

Fur die Hcmmversuche erstclltcn wir cine 100 mM-Losung des Inhibitorpeptides in Hepes- 
puffer, deren pH anschlicssend auf 7,5 gebracht wurde. Enzym und Inhibitor wurdcn in die im 
Eisbad befindlichen Testrohrchen pipettiert und danach mit 1,0 ml Substratlosung versetzt. Nach 
dcr Inkubation im Wasscrbad von 40 bzw. 55" wurden die Rohrchen schncll im Eisbad gekuhlt 
und anschliessend die Extinktionen bei 405 nm bestimmt. 

Die Aktivitat von A P  I gegenuber 1 miu LNA betrug bei 55' 6,5 pMol/Min./mg, diejcnige von 
A P  I1  bei 40" 30 pMol/Min./mg. 

Die Bcstimmung dcr Enzymaktivitat gegenuber Dipeptiden erfolgte durch automatischc 
Aminosaureanalyse auf dcni Beckmann Analysator, Model1 121. U'ir benutztcn zu diesem Zweck 
eine 15 cm lange Kolonne mit Domex-50 als Kationenaustauschcr, die mit 0 , 3 8 ~  Natriumzitrat- 
puffer (pH 4,26) eluiert wurde. 

Wir pruften die Rcsistenz von Leucyl-sarkosyl-phenylalanin gegenuber A P  I und AP I1 auf 
folgende Weise: 15 ,ug AP I wurden mit 100 pl Leucyl-sarkosyl-phcnylalanin (100 mM in Hepes- 
puffer, p H  7,5) in Anwcsenheit von 1 mM CoC1, bei 55' inkubiert. 

Zur Kontrolle der Enzymaktivitat fiihrten wir eine cntsprechende Probe mit dcr gleichen 
Konzeutration des Substratpeptides Glycyl-leucyl-tyrosin mit. 

Auf gleiche Weise wurden 15 pg AP I1 mit dem Inhibitorpeptid bei 40" inkubiert und auch 
hier wurde eine Kontrollreaktion mit Glycyl-leucyl-tyrosin als Substrat mitgefiihrt. Zu verschie- 
denen Zcitpunkten vou 5 Min. bis 2 Std. wurden 3 pl-Probcn entnommen und durch Dunnschicht- 
chromatographie in C (s. weiter unten) auf freie Aminosauren gepruft. Nach 2 Std. wurde die 
gcsamte Probc auf den .4minosaurcanalysator gegeben und analysiert. AP I bewcrlrstelligte untcr 
diesen Bedingungen den vollstandigen Abbau von Glycyl-lcucyl-tyrosin in etwa 10 Min., wogegen 
A P  I1 die volle Zeit d a m  benotigtc. 

Keines der beidcn Enzyme sctzte jedoch Leucin, Sarkosin oder Phenylalanin in nachweisbarer 
Mcnge aus dem Tripeptid Leucyl-sarkosyl-phcnylalanin frei. 

Smp. sind unkorrigiert und wurden im Gerat dcr Firma Biichi, Flawil (Apparat nach Dr. 
Tottoli) bcstimmt. Diinnschichtchromatographie fiihrten wir auf kiinstlichen Kicselgclplatten 
Merck F 254 (mit Fluoreszenzindikator) durch. Die Flccken wurden im UV. bei 254 nm (Bpoc- 
dcrivate absorbicreu hier sehr stark) lokalisicrt und mit Reindel-Hofipe- sowie Ninhydrinrcagens 
sichtbar gemacht. Wir verwendeten folgende Fliessniittel (Verhaltnis in Volumenteilen) : 

A. Chloroform/Methanol/Essigsaure 95 : 3 : 2 
B. Chloroform/Mcthanol/Ammoniak 50 : 47 : 3 
C. n-Butanol/Essigsaure/Wasscr 40: 10: 10 
D. t-Butanol/88proz Ameisensaurc/Wasser 70 : 15 : 15 

Bpoc-Leucin war von dcr Firma Fluha, Buchs. 
Als Losungsmittel bci den Kupplungcn dicntc lXmethylformaniid. Diescs wurdc nach Ablauf 

dcr Reaktionen am Hochvakuum cntfernt. Das Produkt, gelost in wenig Essigestcr, wurdc durch 
Zusatz von wenigen Tropfen Essigsaure und nach Stehen bei 4" von auskristallisiertem Dicyclo- 
hexylbarnstoff befreit und aufgearbcitet. Die saure Extraktion nahmen wir nach einem Vorschlag 



1030 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 55, Fasc. 3 (1972) - Nr. 104 

von Spangenberg e t  aZ. [9] mittelst IizSO,/I<HSO, 2 :  1 vor. Uic allialische Extraktion wurde durch 
Schiitteln mit einer gesattigten wasserigen Losung von NaHCO, ausgefuhrt. 

Danach wurde die Essigesterphase neutral gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das 
Losungsmittel im Vakuum abgedampft. 

Die oligen Riickstande wurden aus verschiedenen Losungsmitteln umgelost und schlicsslich 
durch Chromatographie an MN-Kieselgel (Macherey und Nagel) in Chloroform gereinigt. Alle 
Vcrsuche, die ciiinnschichtchromatographisch in zwei Laufmitteln und aus 5proz. Losungen auf- 
getragenen und rein befundenen Produkte zu kristallisieren, blieben erfolglos. 

Die beiden Estcrhydrochloride HC1.H-Sar-OMe und I-IC1.H-Phe-OMe wurden nach der 
Mcthode von Bremner & Hubev [lo] erhalten. Smp. nach zweimaligem Umkristallisieren aus 
Methanol HC1.H-Sar-OMe: 124-12.5". Rf in 13 0,70 
HC1.H-Phe-OMe : 162--164 in Ubereinstinimung mit Lit. 

Bpoc-Leu-Sar-OMe; 5 g Bpoc-Leucin DCHA-salz (9 mMol) umrden mit 1,27 g (9 mMol) 
HC1.H-Sar-OMe in DMF gelost. Nach kurzer Zcit wurden 1,2 g (9 tnMol) LHydroxybenztriazol 
und 2,04 g (9,9 mMol) DCCI zugcsctzt. 

Das Gemisch wurde 12 Std. im Eisbad geruhrt und dann aufgearbeitet: 2,4 g (etwa 70%) 
eines oles, das nach Ausfallung a u s  Essigcster mittels Petrolather und nach mehreren saulcn- 
chromatographischen Reinigungcn dunnschichtcliromatographisch einheitlich war. Rf in A = 
0,65, in I3 = 0,85. NMR.-Spcktrum sichc Fig. 1. 

2,4 g Rpoc-Leu-Sar-OMc wurden in 1 Std. bei Zimmertemperatur mit 6,5 niMo1 I N  NaOH 
in Dioxan/Vl'asscr 1 : 3. verseift. Rf-Wert des Produktes: 0,35 (in A). Nach dem Abdampfen des 
Dioxans wurcle das pll der wasserigen Losung mit 5~ H,SO, im Eisbad sorgfaltig herabgesetzt, 
bis das Peptid als gallertige Masse ausficl und in Essigester transferiert werden konnte. Nach dem 
Neutralwaschen und Trockncn dcr organischen Phase wurden durch Abdampfen des Losnngs- 
mittels 1,8 g oligcs Bpoc-Leu-Sar-OH gewonnen (etwa 4 mXol), das sofort mit 860 mg (4 mMol) 
HC1.H-Phe-OMe, 440 m g  (4 mMol) 1- Hydroxybenztriazol und 906 mg (4,4 niMol) DCCI in D M F  
zum geschutzten 'Tripeptid Bpoc-Leu-Sar-Phe-OMe umgcsetzt wurde. Nach der Aufarbeitung 
und saulenchromatographischcn Reinigung erhielten wir 2 , l  g (etwa 3,s niMol) eines 01s. Rf in 
A = 0 5 ,  in B = 0,8. 

2, l  g oliges Bpoc-Leu-Sar-Phe-OMe wurden in dcr bcschriebenen Weise verseift und nach der 
Aufarbeitung in S M  HC1 in trockenem Essigester gclost. Dicsc Lijsung wurde 10 Min. geruhrt und 
hierauf rriit kaltcni und trockenem 1)iathylathcr vcrsctzt. Das gefkllte Tripeptidhydrochlorid 
wurde mit IXiithylathcr gcwaschcn und irn Vakuum uber XaOH getrocknet: 1,l g (3 mMol). 

H-Leu-Sar-Phe-OH.7 H,O: 768 mg (2 mMol) HC1.H-Leu-Sar-Phc-OH wurden in 0 , l ~  Essig- 
saure gelijst und durch eine kleine Saule mit schwach basischcm Anionenaustauscher (Merck 11, 
5 meq./g) iiltriert. 

Das Filtrat wurde lyophilisicrt. Wir erhielten 670 mg (1,8 mMol) feinflockiges, glanzend 
weisses Lyophilisat. Dicscs Matcrial schmilzt unscharf bei 102-106". Rf in C = 0,45, in D = 0,65. 

Aminosaureanalyse nach Hydrolyse mit 6~ IHCI (24 Std. bci 110"), wobei das Ergebnis auf  
Phenylalanin = 1,0 bezogen wird: Phc = 1,00, Leu = O,96, Sar = 0.92. 

Aufgrund dcr Elementaranalyse nehinen wir eincn Wassergehalt von 1 an. 
C,,H,,0,N3 Ker. C 58,81 H 7,92 N 11,41% Gef. C 59,23 H 8,03 N 11,277; 

[,la5 ,580 - - + 32,3" ( I -  = 1 in Wasscr). 
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