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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 p 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

Das im Magen der Wirbeltiere vorkommende Pepsin ist ein pro-
teolytisches Enzym, dessen katalytische Wirkung bei der Kniipfung
von Peptidbindungen schon vor nahezu hundert Jahren im Experiment
beobachtet werden konnte. So erhielt im Jahre 1886 Danilevskil bei der
Einwirkung eines Rohenzymextraktes des Magens auf Proteinpartial-
hydrolysate unlésliche Eiweiprodukte, die spéter als Plastein be-
zeichnet wurden und deren Entstehung wiederholt den Gegenstand
naherer Untersuchungen bildete?.

*% Abkiirzungen. fiir Aminosdure- 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. kniipft vorzugsweise Peptidbindungen zwischen
aromatischen Aminoséduren. Peptidsubstrate vom Typ 4—X—Y—B5,
wobei X—Y die zu spaltende Bindung darstellt, werden hydrolysiert,
wenn X = Phe und Y = Phe, Tyr oder Trp sind. Wesentlich langsamere
Reaktionen erfolgen, wenn sich in den Positionen X und Y andere
hydrophobe Aminoséuren (z. B. Met, Leu) befinden3.

Als proteasekatalysierte Peptidsynthesen gegen Ende der siebziger
Jahre verstirktes Interesse fanden, wurde auch Pepsin zur Darstellung
verschiedener Oligopeptidderivate herangezogen4—9. Die Reaktionen
erfolgten in Citrat-, Michaelis- oder Mcllvaine-Puffer (pH-Bereich

- 2—5), wobei aus Loslichkeitsgriinden in vielen Fillen mit Wasser
mischbare Losungsmittel (Methanol, Ethanol, DMF, Dioxan) zu-
gesetzt wurden. Die dadurch ebenfalls erhéhte Produktléslichkeit wirkt
sich aber einerseits infolge verminderter Produktausfillung ungimstig
auf die Verschiebung des Reaktionsgleichgewichtes in Richtung Pep-

~ tidsynthese aus, zum anderen begiinstigt sie die Sekundarhydrolyse des
gebildeten Peptids.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das fiur verschiedene protease-
katalysierte Peptidsynthesen erfolgreich verwendete wifirig-organi-
sche Zweiphasensystem10-13 hinsichtlich seiner Anwendbarkeit fur die
pepsinkatalysierte Synthese an geeigneten Modellreaktionen zu unter-
suchen.

Synthesen und Ergebnisse

Um Aussagen zum Einfluf} der fiir die Reaktionen im Zweiphasen-
system vorgesehenen organischen Lésungsmittel auf die katalytische
Wirksamkeit des Pepsins zu erhalten, bestimmten wir zunédchst die
zeitliche Anderung der hydrolytischen Aktivitit unter Bedingungen,
wie sie bei der Synthese vorliegen. Pepsin wurde dazu in einer
Konzentration von 2,5 mg/ml in 0,1 M Citratpuffer (pH 4,5) gelost und
bei 40 °C mit den in Tabelle 1 aufgefithrten Losungsmitteln intensiv
gerithrt. Zum Vergleich ermittelten wir ebenfalls den Einflul} der mit
Wasser mischbaren Lésungsmittel Methanol und Dimethylformamid
bei einer fiir Syntheseversuche haufig verwendeten Konzentration von
20% (vfv). Zu Beginn und in den angegebenen Zeitabsténden wurden
50 ul-Proben aus der wélirigen Phase entnommen, und nach Verdiin-
nung mit 0,01 N HCI erfolgte die Aktivitatsbestimmung nach der
Methode von Northropl4 mit Hémoglobin als Substrat. Die nach
Einwirkung der verschiedenen Losungsmittel gefundenen spezifischen
Aktivitaten des Pepsins wurden auf den in reinem Citratpuffer er-
haltenen Anfangswert bezogen und sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
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Tabelle 1. Einfluf organischer Losungsmittel auf die hydrolytische Aktivitit von
Pepsin in 0,1 M Citratpuffer (pH 4,5 )

Zeit (h)

Losungsmittel % (v/v)

Spezifische Aktivitat (%)

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

Wihrend die Aktivitit in reinem Citratpuffer nach 24 h auf 90% des
Anfangswertes abgefallen war, fithrte die Einwirkung von Gemischen
aus Citratpuffer und den mit Wasser nicht mischbaren Losungsmitteln
zu einem erheblichen Aktivitdtsverlust, der sich besonders drastisch
beim Chloroform manifestierte. Bereits nach 5h war die Aktivitat auf
etwa ein Zehntel abgesunken. Tetrachlormethan und Essigester hatten
demgegeniiber eine wesentlich weniger ungiinstige Wirkung und wur-
den daher im folgenden als organische Losungsmittel im waBrig-
organischen Zweiphasensystem verwendet.

Die geringsten Aktivititsverluste traten in Gegenwart von 20%
{(vjv) Methanol und DM F auf. Vergleicht man analoge Untersuchungen
zum Einflufl organischer Losungsmittel auf die Serinprotease «-
Chymotrypsinls, so ergibt sich fiir Pepsin ein anderes Bild. Unter der
Einschrankung, dall in beiden Fallen unterschiedliche Aktivitéts-
bestimmungsmethoden und Reaktionsbedingungen verwendet wurden,
kann festgestellt werden, dafl Methanol und DMF bei vergleichbarer
Einwirkungsdauer die Pepsinaktivitat im Gegensatz zu den Befunden
beim «-Chymotrypsin nur unwesentlich herabsetzen. Von verschiede-
nen Autoren sind mit Wasser mischbare Losungsmittel zur Verbesse-
rung der Loslichkeit der Carboxykomponente bei pepsinkatalysierten
Peptidsynthesen eingesetzt worden®:7-8. Die aus der Verwendung dieser
Losungsmittel sich moglicherweise ergebenden Nachteile wurden ein-
leitend bereits erwahnt.

Die Untersuchung der pepsinkatalysierten Peptidsynthese erfolgte
zunichst im Losungsmittelsystem Citratputfer/Essigester anhand der
Modellreaktion

Pepsin
Z-Ala-Phe-OH + Phe-OMe—— Z-Ala-Phe-Phe-OMe 1
39 Monatshefte fir Chemie, Vol. 114/5
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Tabelle 2. Pepsinkatalysierte Synthese von 1 aqus Z- Ala-Phe-OH und H-Phe-OMe
wm System 0,1 M Citratpuffer (pH 4.,5)|Essigester (50%, vjv)?

Vers. Substrat ~ Nucleophil Pepsin Zeit Ausbeute

(mmol) (mmol) (pmol) (h) (%)
i 0,05 0,2 0,3 6 42
2 0,05 0,2 2x 0,3 24 84
3 0,05 0,1 2x 0,3 24 55
4 0,05 0,2 2x 0,15 24 53
5 0,2 0.8 2x 0,3 24 78
6 0,2 0.8 2x 0,15 24 38

a Gesamtvolumen 4 ml, Reaktionstemperatur 40 °C.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengefalit. Der sich
bildende Peptidester 1 l6ste sich gut in der organischen Phase, so dal}
wihrend der gesamten Reaktion keine Ausféllung erfolgte. Zur Er-
zielung einer guten Ausbeute war bei einem Substrat-Nucleophil-
Verhaltnis von 1:4 eine Reaktionszeit nétig, die den aus der Literatur
bekannten Angaben fiir Reaktionen in homogener Phase entsprichts.
Eine Verringerung der Nucleophil- bzw. Enzymmenge auf die Hélfte
bewirkte erwartungsgemal eine deutliche Ausbeuteverminderung. Da
die Pepsinaktivitidt in Gegenwart von Essigester bei lingeren Reak-
tionszeiten betrdchtlich abnimmt (vgl. Tab. 1), wurde nach 6 h noch-
mals die gleiche Menge Pepsin wie zu Beginn hinzugegeben.

Unter den in Tabelle 2, Vers. 2 genannten Reaktionsbedingungen
fihrte bei Verwendung von nur 0,3 umol Pepsin die Reaktion von Z-
GIn-Phe-OH mit H-Phe-OMe zu Z-Gln-Phe-Phe-OMe 2 in einer Aus-
beute von 66%,.

Untersuchungen der pH-Abhingigkeit der pepsinkatalysierten
Synthese von 1 bestdtigten, dal der optimale Wert in einem relativ
engen Bereich um pH 4,5 liegt (vgl. Tab. 3). Dies steht in Uber-
einstimmung mit Ergebnissen, die von Morihara und Oka bei der
pepsinkatalysierten Synthese von Z-Gly-Phe-Leu-NHCzH; in einem
homogenen Losungsmittelsystem erhalten wurdens. Wie orientierende
Versuche zeigten, nimmt die Léslichkeit von Z-Ala-Phe-OH in Citrat-
puffer unterhalb pH 4,5 deutlich ab, so dafl die Reaktionsgeschwindig-
keit in einem fiir die Pepsinaktivitit giinstigen pH-Bereich durch die
geringe Substratkonzentration in der wifirigen Phase begrenzt wird.

Tabelle 4 zeigt den Einfluf der Lésungsmittelzusammensetzung auf
die Ausbeute an 1. Optimale Ergebnisse wurden in Gegenwart von 50%,
(v/v) Essigester erreicht. Wihrend geringere Mengen organisches Lo-
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Tabelle 3. Abhdngigkeit der Ausbeute an 1 vom pH-Wert des Puffers?

pH 3,0 4,0 4,5 5,3 58
Ausbeute (%) 38 55 83 60 27

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

Tabelle 4. Abhdngigkeit der Ausbeute an 1 vom Volumenanteil des organischen

Lésungsmittels®
Essigester (%, v/v) 20 40 50 80 95
Ausbeute (%) 71 80 84 51 0

2 Ubrige Reaktionsbedingungen entsprechend Tab. 2, Vers. 2.

sungsmittel bis zu 209, die Ausbeute nicht wesentlich verschlechterten,
erwies sich eine weitere Erh6hung der Essigestermenge als ungiinstig.
Mogliche Erklirungen hierfir sind einmal in der komplexen Abhéngig-
keit der Gleichgewichtskonstanten einer Peptidsynthesereaktion in
einem biphasischen walrig-organischen System von den Verteilungs-
koeffizienten der Reaktionspartner in den beiden Phasen, dem Volu-
menverhiltnis zwischen organischer und walriger Phase und von
vorgelagerten ionischen Gleichgewichten zu suchen!$, zum anderen ist
mit einem zunehmenden ungiinstigen Einfluf} des organischen Losungs-
mittels auf die Enzymkonformation zu rechnen.

Bei der pepsinkatalysierten Synthese von 1 im biphasischen System
sollte der gebildete Peptidester infolge Extraktion in die organische
Phase einer Riickspaltung durch Sekundirhydrolyse weitgehend ent-
zogen sein, da diese nur unter der katalytischen Wirkung des in der
whlBrigen Phase befindlichen Pepsins erfolgen kann. Um dies zu
iberprifen, bestimmten wir das Ausmal der pepsinkatalysierten Hy-
drolyse von 1 sowohl in Citratpuffer/Essigester als auch in reinem
Citratpuffer nach 24 h (Tab. 5). Nicht hydrolysiertes 1 wurde isoliert
und durch Auswigen bestimmt. Die Identifizierung der Spalt-
produkte erfolgte diinnschichtchromatographisch. Wie wir fanden,
betrigt das Ausmal} der Hydrolyse im System Citratpuffer/Essigester
im Vergleich zu demjenigen in reinem Puffer weniger als ein Viertel.

Durch Verwendung von Tetrachlormethan anstelle von Essigester
konnte eine betriachtliche Verkiirzung der Reaktionszeit erreicht wer-
den. Unter vergleichbaren Bedingungen wurde 1 bereits nach 1h in
einer Ausbeute von 88% erhalten (Tab. 6). Demgegeniiber benétigen

39%
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Tabelle 5. Pepsinkatalysierte Hydrolyse von 1 in Abhdngigkeit vom Lisungs-

mittelsystem®

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

(ml) (pmol) (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

(60%. v/v)

2 Reaktionstemperatur 40 °C, Zeit 24 h.

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

Verb. Substrat Nucleophil Pepsin Zeit Ausbeute
(mmol) (mmol) (wmol) (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 03 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 Reaktionszeiten von 24 h und mehr. Ebenso war es méglich,
eine geringere Enzymmenge einzusetzen oder den Nucleophiliiberschuf3
bedeutend zu reduzieren. Tetrachlormethan besitzt im Vergleich zu
KEssigester ein geringeres, aber ausreichendes Losevermogen fir Z-Ala-
Phe-OH, so daf} eine giinstigere Verteilung des Substrats zwischen
wélriger und organischer Phase gegeben ist. Da Verbindung 1 in dem
verwendeten Losungsmittelsystem ausfillt, ergibt sich zusédtzlich ein
synthesefordernder Effekt.

Nach den in Tabelle 6 angegebenen Bedingungen wurde auch
Verbindung 2 bereits in 2h mit einer Ausbeute von 529 hergestellt.
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Tabelle 7. Pepsinkatalysierte Synthese im System 0,1 M Citratpuffer
(pH 4,5)]Essigester|n-Hexan?

Verb. Gesamt- Essigester/
Substrat  Nucleophil volumen Puffer n-Hexan  Zeit Ausbeute
(mmol) (mmol) (ml) (%o, v/v) (76, vfv) (h) (%)
1 0,2 0,8 6 33 67 (1:1) 2 68
3 0,1 0.4 16 12 88 (1:6) 6 73

2 Unter Verwendung von 0,3 pmol Pepsin, Reaktionstemperatur 40 °C.

Die Verwendung von Loésungsmittelkombinationen erlaubt es, bei
unterschiedlicher Loslichkeit der Peptidsubstrate in einem bestimmten
organischen Losungsmittel (z. B. Trichlorethen) durch Zugabe einer
schlecht 16senden Komponente (z. B. Petrolether) die jeweilige S&tti-
gungskonzentration einzustellen?. Bei der pepsinkatalysierten Syn-
these von 1 und von Z-Leu-Phe-Phe-OMe 3 aus Z-Leu-Phe-OH und H-
Phe-OMe erbrachte die Kombination Essigester/n-Hexan gute Resul-
tate (Tab. 7). Wahrend fur die Darstellung von 1 Katalysatormenge
und Reaktionsdauer im Vergleich zu Vers. 5, Tabelle 2 erheblich
gesenkt werden konnten, war die Synthese von 3 erst bei Verwendung
eines Essigester/n-Hexan-Gemisches moglich.

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dafi ein wifirig-organisches
Zweiphasensystem fiir die pepsinkatalysierte Synthese von Peptid-
derivaten des Typs Z-X-Phe-Phe-OMe (X = Ala, Gln, Leu) ein
geeignetes Reaktionsmedium darstellt. Eine Verschiebung des Reak-
tionsgleichgewichts in Richtung des gewiinschten Peptidprodukts kann
dabei entweder durch dessen Extraktion in die organische Phase (z. B.
X = Ala, organisches Losungsmittel Essigester) erfolgen oder durch die
Verwendung von Losungsmitteln bzw. deren Kombinationen, in denen
der gebildete Peptidester ausfillt. In letzterem Falle lassen sich bei
verminderter Nucleophil- und Enzymkonzentration sowie wesentlich
verkurzter Reaktionszeit gleichbleibend gute Ausbeuten erzielen.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch nach Boétius bestimmt,
die optischen Drehungen am Polamat A des VEB Carl Zeiss Jena. Spektro-
skopische Messungen wurden am Spektralphotometer VSU2 vom VEB Garl
Zeiss Jena durchgefithrt. Far die Dunnschichtchromatographie wurden Silufol-
Fertigplatten (Kavalier, CSSR) benutzt. Als Laufmittelsysteme dienten A:
Chloroform/MeOH (9:1), B: Chloroform/MeOH (3:1), C: Chloroform/Aceton/
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Tabelle 8. Physikalische Daten der enzymatischen Syntheseprodukte

Verb. Schmp.» [«]% (in DMF) Rp-Werte

°C) A B ¢ D
1 184—186 —210 (c=1) 0,76 0,90 0,74 0,86
2 294226 —94 (c =0,5) 0,53 0,81 041 08t
3 129132 40,1 (¢ = 0,5) 0,83 091 081 088

a Nach Kristallisation aus Essigester/n-Hexan.

MeOH (7:2:1), D: n-Butanol/4cOH/H,0 (3:1:1). Pepsin (EC 3.4.23.1) (3%
krist., vom Rind, 3420A Ayg-Einheiten/mg) der Firma Serva (Heidelberg,
BRD) wurde ohne weitere Reinigung verwendet. Die Bestimmung der hydroly-
tischen Aktivitit erfolgte nach der Methode von Northrop4 mit Hamoglobin
als Substrat. Der Proteingehalt wurde auf der Grundlage von E'28/{’) =14,8 und
einem Molekulargewicht von 35000 bestimmt18.

Allgemeine Vorschrift fiir die pepsinkatalysierte Peptidsynthese

Carboxy- und Aminokomponente werden entsprechend den Angaben in den
Tabellen mit dem organischen Lésungsmittel und einer Loésung von Pepsin in
0,1 M Citratpuffer (pH 4,5) versetzt und wéhrend der angegebenen Zeit in
einem thermostatierten Reaktionsgefi bei 40 °C geriihrt. AnschlieBend wird
mit 1 N NaOH neutralisiert, das organische Loésungsmittel im Rotations-
verdampfer im Vak. entfernt und das ausgefallene Produkt auf eine Glasfritte
gebracht. Man wischt nacheinander mit 1 N HCI, H,0, 5% NaHCO;-Losung
sowie H,0 und trocknet das erhaltene Produkt im Vak.-Exsikkator P,0,.
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