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Model Studies on Pepsin-Catalyzed Peptide Synthesis in a Biphasic Aqueous- 
Organic System 

The usefulness of biphasic aqueous-organic solvent systems for pepsin- 
catalyzed synthesis of model peptides Z-X-Phe-Phe-OMe (X = Ala, Gln, Leu) 
has been demonstrated by coupling the corresponding Z~X-Phe-OH with H- 
Phe-OMe. The influence of various organic solvents on pepsin activity was 
examined. Some examples are given for the influence of nucleophile and 
enzyme concentration, buffer pH and organic solvent portion on product yield. 
Tetrachloromethane and mixtures of ethyl acetate/n-hexane proved to be 
especially useful allowing syntheses in good yields and within comparatively 
short reaction times of 2 6 hours. 

( Keywords: Enzymic synthesis in biphasic systems; Pepsin~catalyzed peptide 
bond formation; Peptide synthesis) 

Einleitung 

D~s im Mugen der Wirbeltiere vorkommende  Pepsin ist ein pro- 
teolytisehes Enzym,  dessen k~talytisehe Wirkung bei der Knfipfung 
yon Pept idbindungen schon vor n~hezu hundert  J~hren im Exper iment  
beob~ehtet  werden konnte. So erhielt im Juhre  1886 Danilevski 1 bei der 
Einwirkung eines Rohenzymextr~ktes  des M~gens ~uf Proteinp~rti~l- 
hydrolys~te unlhsliehe EiweiBprodukte, die sp/~ter ~ls Plastein be- 
zeiehnet wurden und deren Ents tehung wiederholt den Gegenst~nd 
ngherer Untersuchungen bildete 2. 

** Abkiirzungen: fiir Aminos/ture- und Peptidderivate vgl. IUPAC-IUB 
Commission on Biochemical Nomenclature, J. Biol. Chem. 247, 977 (1972); 
Ac = Acetyl-, Z = Benzyloxycarbonyl-, --OMe = Methylester. 
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Pepsin spaltet bzw. knfipft vorzugsweise Peptidbindungen zwisehen 
aromatisehen Aminos~uren. Peptidsubstrate yore Typ A - - X - - Y - - B ,  
wobei X - - Y  die zu spaltende Bindung darstellt, werden hydrolysiert, 
wenn X = Phe und Y = Phe, Tyr oder Trp sind. Wesentlieh langsamere 
Reaktionen erfolgen, wenn sich in den Positionen X und Y andere 
hydrophobe Aminos/guren (z. B. Met, Leu) befindena. 

Als proteasekatalysierte Peptidsynthesen gegen Ende der siebziger 
Jahre verstS~rktes Interesse fanden, wurde auch Pepsin zur Darstellung 
verschiedener Oligopeptidderivate herangezogen 4-9. Die I~eaktionen 
erfolgten in Citrat-, Michaelis- oder McIlvaine-Puffer (pH-Bereich 
2--5), wobei aus L6sliehkeitsgrfinden in vielen F~llen mit Wasser 
misehbare L6sungsmittel (Methanol, Ethanol, DMF, Dioxan) zu- 
gesetzt wurden. Die dadureh ebenfMls erh6hte Produktl6sliehkeit wirkt 
sieh aber einerseits infolge verminderter Produktausffi.ltung ungtinstig 
auf die Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes in Richtung Pep- 
tidsynthese aus, zum anderen begfinstigt sie die Sekund~rhydrolyse des 
gebildeten Peptids. 

ZieI der vorliegenden Arbeit war es, das ftir versehiedene protease- 
katalysierte Peptidsynthesen erfolgreich verwendete w~grig-organi- 
sehe Zweiphasensystem 10-1~ hinsiehtlich seiner Anwendbarkeit ftir die 
pepsinkatMysierte Synthese an geeigneten Modellreaktionen zu unter- 
suehen. 

Synthesen und Ergebnisse 

Um Aussagen zum Einflul3 der ffir die Reaktionen im Zweiphasen- 
system vorgesehenen organisehen L6sungsmittel auf die katalytisehe 
Wirksamkeit des Pepsins zu erhalten, bestimmten wir zun/~ehst die 
zeitliehe ~nderung der hydrolytisehen Aktivit/it unter Bedingungen, 
wie sie bei der Synthese vorliegen. Pepsin wurde dazu in einer 
Konzentration yon 2,5 mg/ml in 0,1 M Citratpuffer (pH 4,5) gel6st und 
bei 40°C mit den in Tabelle 1 aufgeffihrten L6sungsmitteln intensiv 
gerfihrt. Zum Vergleieh ermittelten wir ebenfalls den Einflul] der mit 
Wasser misehbaren L6sungsmittel Methanol und Dimethylformamid 
bei einer ftir Syntheseversuehe h~tufig verwendeten Konzentration yon 
20~/o (v/v). Zu Beginn und in den angegebenen Zeitabst~nden wurden 
50txl-Proben aus der wS~Brigen Phase entnommen, und naeh Verdfin- 
nung mit 0,01N HC1 erfolgte die Aktivit/~tsbestimmung naeh der 
Methode yon Northrop 14 mit H/~moglobin als Substrat. Die naeh 
Einwirkung der versehiedenen LSsungsmittel gefundenen spezifisehen 
Aktivit/~ten des Pepsins wurden auf den in reinem Citratpuffer er- 
haltenen Anfangswert bezogen und sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 
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Tabelle 1. EinfluJ3 organischer L6sungsmittel auf die hydrolytische A]ctivitdt von 
Pepsin in 0,1 M Citratpuffer (pH 4,5) 

LSsungsmittel % (v/v) 
Zeit (h) 

Spezifische Aktiviti~t (~o) 

1 3 5 24 
Citratpuffer 100 100 98 95 90 
Tetrachlormethan 50 90 68 64 58 
Essigester 50 78 65 60 30 
Chloroform 50 68 27 12 0 
DMF 20 96 93 91 85 
Methanol 20 93 89 85 82 

W~hrend die Aktivitgt in reinem Citratpuffer nach 24 h auf 90~o des 
Anfangswertes abgefallen war, fiihrte die Einwirkung yon Gemischen 
aus Citratpuffer und den mit Wasser nicht misehbaren L6sungsmitteln 
zu einem erheblichen Aktivit£tsverlust,  der sich besonders drastiseh 
beim Chloroform manifestierte. Bereits naeh 5 h war die Aktiviti~t auf 
etwa ein Zehntel abgesunken. Tetraehlormethan und Essigester hat ten 
demgegentiber eine wesentlich weniger ungiinstige Wirkung und wur- 
den daher im folgenden als organische LSsungsmittel im w~ftrig- 
organischen Zweiphasensystem verwendet. 

Die geringsten Aktivit~tsverluste t ra ten in Gegenwart yon 20~o 
(v/v) Methanol und D M F  auf. Vergleicht man analoge Untersuehungen 
zum Einflu6 organischer L6sungsmittel  auf die Serinprotease ~- 
Chymotrypsin 15, so ergibt sieh ffir Pepsin ein anderes Bild. Unter  der 
Einschri~nkung, daft in beiden Fiillen unterschiedliche Aktivit~ts- 
bestimmungsmethoden und Reaktionsbedingungen verwendet wurden, 
kann festgestellt werden, daft Methanol und D M F  bei vergleiehbarer 
Einwirkungsdauer die Pepsinaktivit~t im Gegensatz zu den Befunden 
beim ~-Chymotrypsin nur unwesentlich herabsetzen. Von verschiede- 
nen Autoren sind mit Wasser mischbare LSsungsmitte] zur Verbesse- 
rung der LSsliehkeit der Carboxykomponente bei pepsinkatalysierten 
Peptidsynthesen eingesetzt worden 5, 7, s. Die aus der Verwendung dieser 
LSsungsmittel sich mSglieherweise ergebenden Nachteile wurden ein- 
leitend bereits erw£hnt. 

Die Untersuehung der pepsinkatalysierten Peptidsynthese erfolgte 
zun/~ehst im LSsungsmittelsystem Citratpuffer/Essigester anhand der 
Modellreaktion 

Pepsin 

Z-Ala-Phe-OH + Phe-OMe ~ Z-Ala-Phe-Phe-OMe 1 
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Tabelle 2. Pepsin~atalysierte Synthese yon 1 aus Z-Ala-Phe-OH und H-Phe-OMe 
im System 0,1 M Citratpuffer (pH 4,5)/Essigester (50%, v/v) 

Vers. Substrat Nueleophil Pepsin Zeit Ausbeute 
(mmol) (mmol) (~mol) (h) (%) 

1 0,05 0,2 0,3 6 42 
2 0,05 0,2 2 x 0,3 24 84 
3 0,05 0,1 2 x 0,3 24 55 
4 0,05 0,2 2 x 0,15 24 53 
5 0,2 0,8 2 x 0,3 24 78 
6 0,2 0,8 2 x 0,15 24 38 

a Gesamtvolumen 4 ml, Reaktionstemperatur 40 °C. 

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengefagt .  Der sich 
bildende Pept idester  1 16ste sieh gut in der organischen Phase, so dal3 
w~thrend der gesamten Reakt ion keine Ausfgllung erfolgte. Zur Er- 
zielung einer guten Ausbeute war bei einem Substrat-Nucleophil-  
Verh/tltnis yon 1:4 eine ReaktionszeR nStig, die den aus der Literagur 
bekannten Angaben far  Reakt ionen in homogener Phase entsprieht s. 
Eine Verringerung der Nucleophil- bzw. Enzymmenge  auf die H~lfte 
bewirkte erwartungsgemS~g eine deutliehe Ausbeuteverminderung.  Da 
die Pepsinakt ivi t~t  in Gegenwart  yon Essigester bei l~ngeren Reak- 
tionszeiten betrgehtlieh abn immt  (vgl. Tab.  1), wurde nach 6 h noch- 
reals die gleiehe Menge Pepsin wie zu Beginn hinzugegeben. 

Unter  den in Tabelle 2, Vers. 2 genannten Reaktionsbedingungen 
ffihrte bei Verwendung yon nur 0,3 ~zmol Pepsin die Reakt ion yon Z- 
Gln-Phe-OH mit  H-Phe-OMe zu Z-Gln-Phe-Phe-OMe 2 in einer Aus- 
beute yon 66~o. 

Untersuchungen der pH-Abh~ngigkei t  der pepsinkatalysierten 
Synthese von 1 besg/~tigten, dab der optimale Wef t  in einem relativ 
engen Bereich um p H  4,5 liegt (vgl. Tab.  3). Dies steht in I)ber-  
e inst immung mit  Ergebnissen, die yon Morihara und 0/ca bei der 
pepsinkatalysier ten Synthese yon Z-Gly-Phe-Leu-NHC6H 5 in einem 
homogenen LSsungsmigtelsystem erhalten wurdenS. Wie orientierende 
Versuehe zeigten, n immt  die LSslichkeit yon Z-Ala-Phe-OH in Citrat- 
puffer unterhalb pH4,5  deutlich ab, so dal~ die Reaktionsgeschwindig- 
keit in einem ftir die Pepsinaktivi~/it gtinstigen pH-Bereieh durch die 
geringe Subst ra tkonzentra t ion in der w~iftrigen Phase begrenzt wird. 

Tabelle 4 zeigt den Einflul3 der L6sungsmit te lzusammensetzung auf 
die Ausbeute an 1. Optimale Ergebnisse wurden in Gegenwart  yon 50~  
(v/v) Essigester erreieht. Wghrend geringere Mengen organisches LS- 
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Tabelle 3. Abh~ingigkeit der Ausbeute an 1 yore pH-Wert  des Puffers a 

p H  3,0 4,0 4,5 5,3 5,8 
Ausbeute (~o) 38 55 83 60 27 

a ~brige Reaktionsbedingungen entspreehend Tab. 2, Vers. 2. 

Tabelle 4. Abh~ngigiceit der Ausbeute an 1 vom Volumenanteil des organischen 
Ldsungsmittels ~ 

Essigester (~o, v/v) 20 40 50 80 95 
Ausbeute (~o) 77 80 84 51 0 

a Ubrige Reaktionsbedingungen entspreehend Tab. 2, Vers. 2. 

sungsmittel bis zu 20~o die Ausbeute nicht wesentlich verschlechterten, 
erwies sieh eine weitere Erh6hung der Essigestermenge als ungfinstig. 
MSgliehe Erkl~rungen hierffir sind einmM in der komplexen Abh~ngig- 
keit der Gleichgewichtskonstanten einer Peptidsynthesereaktion in 
einem biphasisehen w/~grig-organischen System yon den Verteilungs- 
koeffizienten der Reaktionspartner in den beiden Phasen, dem Volu- 
menverhSJtnis zwischen organischer und w/tgriger Phase und yon 
vorgelagerten ionisehen Gleiehgewichten zu suchen!6, zum anderen ist 
mit einem zunehmenden ungiinstigen Einflug des organischen L6sungs- 
mittels auf die Enzymkonformation zu rechnen. 

Bei der pepsinkatMysierten Synthese yon 1 im biphasischen System 
sollte der gebildete Peptidester infolge Extrakt ion in die organisehe 
Phase einer Riickspaltung dureh Sekund£rhydrolyse weitgehend ent- 
zogen sein, da diese nur unter der katalytischen Wirkung des in der 
w~Brigen Phase befindlichen Pepsins erfolgen kann. Um dies zu 
iiberpriifen, bestimmten wir das Ausmaft der pepsinkatalysierten Hy- 
drolyse yon 1 sowohl in Citratpuffer/Essigester als aueh in reinem 
Citratpuffer naeh 24h (Tab. 5). Nieht hydrolysiertes 1 wurde isoliert 
und dm'eh AuswS, gen bestimmt. Die Identifizierung der Spalt- 
produkte erfolgte dfinnsehiehtehromatographisch. Wie wir fanden, 
betrS~gt das Ausmag der Hydrolyse im System Citratpuffer/Essigester 
im Vergleieh zu demjenigen in reinem Puffer weniger als ein Viertel. 

Dureh Verwendung von Tetrachlormethan anstelle yon Essigester 
konnte eine betr/~ehtliehe Verkfirzung der Reaktionszeit erreieht wer- 
den. Unter  vergleiehbaren Bedingungen wurde 1 bereits naeh 1 h in 
einer Ausbeute yon 88~o erhMten (Tab. 6). Demgegeniiber ben6tigen 

39* 
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Tabelle 5. Pepsinkatalysierte Hydrolyse yon 1 in AbMingiglceit vom L6sungs- 
mittelsystem a 

LSsungsmittel- Gesamt - 1 Hydrolys. 
system volumen Pepsin eingesetzt wiedergef. Anteil 

(ml) (~mol) (mg) (%) 

0,1 M Citratpuffer 
(pH4,5) 4 0,3 20 11 45 
0,1 M Citratpuffer 
(pH 4,5)/Essigester 4 0,3 20 18 10 
(5o%, v/v) 

a geaktionstemperatur 40 °C, Zeit 24h. 

Tabelle 6. Pepsinkatalysierte Synthese im System 0,1 M Citratpuffer 
(pH 4,5) /Tetrachlormethan (50%, v/v) a 

Verb. Substrat Nucleophil Pepsin Zeit Ausbeute 
(mmol) (mmol) (~mol) (h) (%) 

1 0,05 0,2 0,3 0,5 59 
0,05 0,2 0,3 1 88 
0,05 0,2 0,3 2 88 
0,05 0,2 0,15 2 89 
0,05 0,2 0,07 2 67 
0,05 0,1 0,3 2 88 
0,05 0,055 0,3 2 70 

2 0,05 0,2 0,3 2 52 

a Gesamtvolumen 4 ml, Reaktionstemperatur 40 °C. 

bisher in der Literatur beschriebene pepsinkatalysierte Synthesen 
vielfach Re~ktionszeiten yon 24h und mehr. Ebenso war es mSglich, 
eine geringere Enzymmenge einzusetzen oder den NucleophiliiberschuB 
bedeutend zu reduzieren. Tetrachlormethan besitzt im Vergleich zu 
Essigester ein geringeres, aber ausreichendes LSseverm6gen fiir Z-Ala- 
Phe-OH, so dal~ eine giinstigere Verteilung des Substrats zwischen 
wgl~riger und org~nischer Phase gegeben ist. Da Verbindung 1 in dem 
verwendeten L6sungsmittelsystem ausfgllt, ergibt sich zusgtzlich ein 
synthesef6rdernder Effekt. 

Nach den in Tabelle 6 angegebenen Bedingungen wurde much 
Verbindung 2 bereits in 2 h mit einer Ausbeut, e von 52~o hergestellt. 
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Tabelle 7. Pepsinkatalysierte Synthese im System 0,1 M Citratpuffer 
(pH 4,5)/Essigester/n~Hexan a 
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Verb. Gesamt - Essigester/ 
Substrat Nucleophil volumen Puffer n-Hexan Zeit 
(mmol) (mmol) (ml) (%, v/v) (%, v/v) (h) 

Ausbeute 
(%) 

0,2 0,8 6 33 67 (1 : 1) 2 
0,1 0,4 16 12 88 (1:6) 6 

Unter Verwendung yon 0,3 ~xmol Pepsin, I~eaktionstemperatur 40 °C. 

68 
73 

Die Verwendung yon L6sungsmittelkombinationen erlaubt es, bei 
untersehiedlicher LSslichkeit der Peptidsubstrate in einem bestimmten 
organischen LSsungsmittel (z.B. Trichlorethen) durch Zugabe einer 
sehleeht 16senden Komponente  (z. B. Petrolether) die jeweilige S~tti- 
gungskonzentration einzustellenlL Bei der pepsinkatalysierten Syn- 
these yon 1 und yon Z-Leu-Phe-Phe-OMe 3 aus Z-Leu-Phe-OH und H- 
Phe-OMe erbraehte die Kombinat ion Essigester/n-Hexan gute Resul- 
tate (Tab. 7). W~ihrend fiir die Darstellung yon 1 Katalysatormenge 
und Reaktionsdauer im Vergleich zu Vers. 5, Tabelle 2 erheblieh 
gesenkt werden konnten, war die Synthese von 3 erst bei Verwendung 
eines Essigester/n-Hexan-Gemisehes mSglich. 

Zusammenfassend 15~gt sieh feststellen, dab ein w~l~rig-organisehes 
Zweiphasensystem ffir die pepsinkatalysierte Synthese yon Peptid- 
derivaten des Typs Z-X-Phe-Phe-OMe (X = Ala, Gln, Leu) ein 
geeignetes t~eaktionsmedium darstellt. Eine Versehiebung des Reak- 
tionsgleiehgewiehts in l~iehtung des gewiinsehten Peptidprodukts  kann 
dabei entweder dureh dessen Extrakt ion in die organisehe Phase (z. B. 
X = Ala, organisehes L6sungsmittel Essigester) erfolgen oder dureh die 
Verwendung yon LSsungsmitteln bzw. deren Kombinationen, in denen 
der gebildete Peptidester ausfgllt. In letzterem Falle lassen sieh bei 
verminderter  Nueleophil- und Enzymkonzentrat ion sowie wesentlieh 
verkfirzter P~eaktionszeit gleiehbleibend gute Ausbeuten erzielen. 

Experimenteller Teil 

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch nach Bo~tius bestimmt, 
die optischen Drehungen am Polamat A des VEB Cart Zeiss Jena. Spektro- 
skopisehe Messungen wurden am Spektralphotometer VSU 2 vom VEB Carl 
Zeiss Jena durchgefiihrt. Fiir die Diinnschichtchromatographie wurden Silufol- 
Fertigplatten (Kavalier, ~SSR) benutzt. Als Laufmittelsysteme dienten A: 
Chloroform/MeOH (9: 1), B: Chloroform/MeOH (3: 1), C: Chloroform/Aeeton/ 
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Tabelle 8. Physikalische Daten der enzymatischen Syntheseprodukte 

Verb. Schmp. ~ [~]~2 (in DMF) RF-Werte 
(°C) A B C D 

1 184--186 - -21 ,0  (c = 1) 0,76 0,90 0,74 0,86 
2 224--226 - - 9 , 4  (e = 0,5) 0,53 0,81 0,41 0,81 
3 129--132 - -40,1  (c = 0,5) 0,83 0,91 0,81 0,88 

a Naeh Kristal]isation aus Essigester/n-Hexan. 

MeOH (7:2:1)~ D: n-Butanol/AcOH/H.~O (3: 1: 1). Pepsin (EC 3.4.23.1) (3 × 
krist., vom Rind, 3420AA2s0-Einheiten/mg) der Firma Serva (Heidelberg, 
B~D) wurde ohne weitere Reinigung verwendet. Die Bestimmung der hydroly- 
tisehen AktivitAt erfolgte nach der Methode von Northrop 14 mit H£mog]obin 
als Substrat. Der Proteingehalt wurde auf der Grundlage yon E21sV~ = 14,8 und 
einem Molekulargewicht yon 35 000 bestimmt 18. 

Allgemeine Vorschrift fiir die pepsin]~atalysierte Peptidsynthese 

Carboxy- und Aminokomponente werden entsprechend den Angaben in den 
Tabellen mit dem organischen LSsungsmittel und einer LSsung yon Pepsin in 
0,1M Citratpuffer (pH 4,5) versetzt und wiihrend der angegebenen Zeit in 
einem thermostatierten Reaktionsgef~i~ bei 40 °C gerfihrt. Anschlie~end wird 
mit 1N NaOH neutralisiert, das organische L6sungsmittel im Rotations- 
verdampfer im Vak. entfernt und das ausgefallene Produkt  auf eine Glasfritte 
gebracht. Man wi~scht nacheinander mit 1 N HC1, H20, 5~  NaHCO3-L6sung 
sowie H.~O und trocknet das erhaltene Produkt  im Vak.-Exsikkator P4010. 
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