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Synthesis of N-Protected Eledoisin (6-11)-hexapeptide Using Proteases as
Biocatalysts

Papain and a-chymotrypsin were used for the protease-catalyzed assembly
of Boc-protected eledoisin (6-11)-hexapeptide by (2 +4)- and (3 4 3)-segment
condensation, respectively, in aqueous-organic solvent systems. As C-compo-
nents, chemically synthesized Boc-protected peptide methyl esters were em-
ployed. The nucleophilic tetrapeptide amide was prepared by papain-catalyzed
(2 + 2)-segment coupling, while the Z-protected C-terminal dipeptide amide
could be obtained by a-chymotrypsin- and thermolysin-catalyzed peptide bond
formation. In addition, the influence of various reaction conditions, such as

~ solvent composition, nucleophile concentration and reaction time, on the yield
of the Boc-protected eledoisin (6-11)-hexapeptide was determined.

[ Keywords: Enzymic synthesis in biphasic systems; Peptide synthesis; o-
Chymotrypsin; Papain; Thermolysin; Protected Eledoisin (6-11)-hexapeptide]

Abkiirzungen: Es wurden die TUPAC/IUB-Regeln fiir Aminosiure- und
Peptidderivate befolgt; vgl. Eur. J. Biochem. 53, 1 (1975). Die verwendeten
Aminosduren hatten mit Ausnahme von Glycin L-Konfiguration. Boc = tert-
Butyloxycarbonyl-, Z = Benzyloxycarbonyl-, Ac = Acetyl-, —OMe =
Methylester.

Einleitung

Mit der Verwendung proteolytischer Enzyme als Biokatalysatoren
konnte das Arsenal peptidsynthetischer Methoden durch eine Variante
bereichert werden, die insbesondere wegen der Stereospezifitit des
Reaktionsverlaufs sowie einer Skonomischen und umweltfreundlichen
Verfahrensweise in der jiingsten Vergangenheit, zunehmend‘Bedeutung
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erlangt hat. Umfangreiche Untersuchungen an zahlreichen Modellreak-
tionen unter Einbeziehung verschiedener, in ausreichender Menge
zuginglicher Proteasen haben hierzu entscheidend beigetragen (fiir eine
Ubersicht siehe! ~%). Die enzymatische Synthese einer Vielzahl von
Oligopeptiden hat andererseits einen vertieften Einblick in die Substrat-
spezifitdt und den Wirkungsmechanismus von Proteasen ermog-
licht*~%. Die durch chemische Methoden nicht zu iibertreffende Stereo-
spezifitidt proteasekatalysierter Peptidsynthesen macht sie fiir die
Gewinnung biologisch aktiver Peptide besonders interessant. Erste
F‘l gebnisse 1iegen vor bei der Syntheqe von [T,eu] und [Met]-Enkepha-

~19 [Asn', Val9] Anglotensin IT", Caerulein'?, C-terminalem Chole-
Cystoklnln Octapeptldl und Dynorphln (1—8)!, wobei nur im Falle
der Enkephaline und des Dynorphins jeder Peptidkniipfungsschritt
enzymkatalysiert erfolgte. Die Darstellung geschiitzter C-terminaler
Teilsequenzen bzw. Analoga des Eledoisins durch pepsinkatalysierte
(2 4 4)- bzw. (3 +4)-Segmentverkniipfung wurde von Isowa etal. in
einem Patent mitgeteilt'®

Eledoisin gehort zu den Peptiden mit Substanz P-shnlicher Struk-
tur, die aus verschiedenen Amphibienarten bzw. Octopoden isoliert
wurden'®. Da alle diese Peptide sich durch eine schnell einsetzende
Stimulierung glattmuskuldrer Organe auszeichnen, wurden sie als
Tachykinine bezeichnet. Sie weisen eine weitgehende Ubereinstimmung
des C-terminalen Sequenzbereichs auf, woraus ein anndhernd gleiches
Wirkungsprofil resultiert. Wie Struktur-Wirkungs-Untersuchungen be-
legen, ist das C-terminale Hexapeptid des Eledoisins in Ubereinstim-
mung mit anderen Tachykininen hmsmhthch seiner glattmuskuliren
und hypotensiven Wirkung voll aktiv!?

In der vorliegenden Arbeit mochten wir iiber unsere Ergebnisse bei
der Anwendung proteasekatalysierter Syntheseschritte zur Herstellung
des N-geschiitzten Eledoisin (6-11)-Hexapeptids in einem waBrig-
organischen Zweiphasensystem berichten.

Synthesen und Ergebnisse

Eine Ubersicht der zur Synthese von Boc-geschiitztem Eledoisin(6-11)-
Hexapeptid beschrittenen Wege gibt die Abb. 1. Zur Darstellung
geeigneter Ausgangsverbindungen fiir eine enzymatische Segmentver-
kniipfung erfolgte zunéchst der Aufbau des N-geschiitzten C-terminalen
Dipeptidamids 1 in einer a-chymotrypsinkatalysierten Reaktion von Z
Leu-O Me als C-Komponente mit H-Met-NH, in Gegenwart eines
Zweiphasensystems aus Carbonatpuffer (pH 10) und Tetrachlormethan.
Alternativ hierzu konnte 1 auch unter Verwendung von Z-Leu-OH in
einer thermolysinkatalysierten Reaktion im Losungsmittelsystem Tris-
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Maleat-Puffer (pH 7)/Essigester mit befriedigender Ausbeute — wenn-
gleich auch in wesentlich ldngerer Reaktionszeit — erhalten werden.
Nach Abspaltung der Z-Gruppe mit HBr/Eisessig und Umsetzung mit
nach dem Mischanhydrid-Verfahren hergestelltem Boc-Ile-Gly-O Me 2
in Gegenwart von Papain als Katalysator in einer Mischung von

Ala Phe e Gly Leu Met
z —L— OMe H——NH,
o-Chymotrypsin
72%
1
Z NH,
Boc 2 OMe H T NH, - HBr
z NH,
TGB%
Thermolysin
Z—1—OH H—F—NH,
Papain
171 °lo
3
4 Boc 5 NH, )
Boc OMe H NH, -HCL
Papain
{oc-Chymotrypsin)
99°%
(98°%) 8
Boc NH, .
T 83%
6 Papain 7
Boc OMe H NH; -HCL

Abb. 1. Synthese von Boc-geschiitztem Eledoisin (6-11)-Hexapeptidamid

Mcllvaine-Pufter (pH 5,5)/Tetrachlormethan wurde das Tetrapeptid
- Boc-Ile-Gly-Leu-Met-NH, 3 erhalten. Uber den EinfluBl des Verhéltnis-
ses C- zu N-Komponente und der Reaktionsdauer auf die Bildung von 8
durch papainkatalysierte (2 + 2)-Segmentkondensation haben wir an
anderer Stelle bereits berichtet!®.

Die Darstellung des N-terminalen Dipeptids Boc-Ala-Phe-O Me 4
erfolgte wiederum durch Chemosynthese nach dem Mischanhydrid-
Verfahren, sollte prinzipiell aber auch durch eine proteasekatalysierte
Reaktion moglich sein. Die acidolytische Abspaltung der Boc-Gruppe
von 3 fiihrte zum Tetrapeptidhydrochlorid H-Ile-Gly-Leu-Met-
NH, - HCI 5, das als N-Komponente fiir die (2 +4)-Verkniipfungen zu 8
diente.
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Tabelle 1. Papainkatalysierte Synthese des Boc-geschiitzten Eledoisin (6-11)-
Hexapeptids 8 aus Boc-Ala-Phe-OMe 4 und H-Ile-Gly-Leu-Met-NH,-HCl 5 in
Abhdngigkeit vom CCly-Anteil und der Nucleophilkonzentration®

CCl, (%, v/v) 20 30 40 40 40 50 60
5 (mmol) 02 04 02 03 04 04 02
Ausbeute (%)? 52 89 67 85 08 99 70

* Gesamtvolumen 2ml, 0.2 M Mcllvaine-Puffer (pH 5,5), 0,2mmol 4,
2,12 umol Papain, 4 h.
b Vor der siulenchromatographischen Reinigung.

Tabelle 2. a-Chymotrypsinkotalysierie Synthese des Boc-geschiitzten Eledoisin (6-
11)-Hexapeptids 8 aus Boc-Ala-Phe-OMe 4 und H-Ile-Gly-Leu-Met-NI, - HC1 5
in Abhdngigkeit vom CCl,-Anteil®

OCl, (%, v/v) 20 40 50 60 80
Ausbeute (%)® 22 30 37 43 (98)° 16

@ (Gesamtvolumen 2 ml, 0,2 M Carbonatpuffer (pH 10), je 0,2 mmol 4 und 5,
0,6 ymol a-Chymotrypsin, 2h.

b Vor der sdulenchromatographischen Reinigung.

¢ In Klammern Ausbeute bei Verwendung von 0,4 mmol 5.

Da fiir alle Segmentverkniipfungen Papain bzw. a-Chymotrypsin als
Katalysator in Frage kam, setzten wir als C-Komponenten die entspre-
chenden N-geschiitzten Peptidmethylester ein, da ihre im Vergleich zu
den freien Peptidsiuren hohere Reaktivitit bei Verwendung von
Serin - und Thiolproteasen® literaturbekannt ist. Als Losungsmittel-
system erwies sich auch fiir (2 +4)- und (3 + 3)-Segmentkondensationen
Tetrachlormethan zusammen mit einem proteasespezifischen Puffer im
Volumenverhiltnis von etwa 1:1 als vorteilhaft (Tab. 1 und 2). Die
relativ geringe Loslichkeit der synthetisierten Peptidderivate in diesem
Reaktionsmedium — es erfolgte jeweils Produktausfillung — ermog-
licht eine Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts in Richtung Syn-
these.

Eine weitere bedeutende Ausbeuteverbesserung brachte der Einsatz
der N-Komponente im UberschuB; so resultierte z.B. bei der a-
chymotrypsinkatalysierten Darstellung von 8 in Gegenwart von 607
(hier wie im folgenden stets Volumenteile) Tetrachlormethan bei
doppelter Konzentration von 5 eine nahezu quantitative Ausbeute.
Dagegen konnten mit 309 Methanol bzw. 757, TrichlorethenPetrol-
ether (2:1) unter Verwendung von Papain bzw. a-Chymotrypsin als
Katalysator nur Ausbeuten von weniger als 109, erzielt werden. Ebenso
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fiilhrte eine von 4 auf 2 h verkiirzte Reaktionszeit der papainkatalysier-
ten Umsetzung zu einer Ausbeuteverminderung von 52 auf 42%.

Entsprechend der Primérspezifitdt von Papain, wonach eine aroma-
tische Gruppe in Py-Position ein Substrat fiir eine Peptidbindungskniip-
fung besonders geeignet erscheinen 143t, bot sich die Synthese von 8
auch durch (3 + 3)-Segmentkondensation an (siehe Tab. 3). Wie wir
fanden, ist dabei in Gegenwart von 10 bis 509, Tetrachlormethan die
Ausbeute an 8 unabhingig vom Losungsmittelanteil; sie kann aber

Tabelle 3. Hinflu} verschiedener Reaktionsparameter auf die Ausbeute der
papainkatolysierten (3 + 3)-Verkniipfung zum Boc-geschiitzten Eledoisin (6-11)-
Hexapeptid 8%

Organisches %, vfv Zeit, 7 Ausbeute
Losungsmittel (h) (mmol) (%)
CcCl, 10—-50 4 0,2 46
CcCl, 30 4 . 04 83
CCl, 30 6—8 0,2 62
MeOH 50 4 0,2 17
Essigester 15 4 0,2 27

# 0,2mmol 6, iibrige Reaktionsbedingungen siehe Tab. 1.

durch Verlingerung der Reaktionszeit und insbesondere durch Ver-
dopplung der Nucleophilkonzentration noch giinstiger gestaltet werden.
Demgegeniiber fiithrt die Herabsetzung der Reaktandenkonzentration
auf die Hélfte zu einem Ausbeuteriickgang auf 30%.

Als unvorteilhaft erwies sich die (4 + 2)-Synthesekonzeption. Abge-
sehen von den in der C-Komponente auf Grund der Primér- und
Sekundarspezifitit der verwendeten Proteasen potentiell vorhandenen
Spaltstellen und der dadurch bedingten Uneinheitlichkeit des erhalte-
nen Produkts, ergaben sich vor allem Probleme durch die Schwerloslich-
keit des Tetrapeptidesters Boc-Ala-Phe-Ile-Gly-O Me. Auch die Wahl
anderer Losungsmittelsysteme, z. B. 509, Methanol oder Essigester,
fiihrte in unbefriedigender Ausbeute (unter 20 bzw. 30%,) zu Rohproduk-
ten, die zudem noch unumgesetzte Esterkomponente enthielten.

Die dargestellten Ergebnisse belegen die erfolgreiche Anwendbarkeit
proteasekatalysierter Peptidbindungskniipfungen zur Synthese des
Boc-geschiitzten Eledoisin (6-11)-Hexapeptids durch Segmentkonden-
sation. Der Vorteil der papainkatalysierten Synthese im wéBrig-orga-
nischen Zweiphasensystem zeigt sich insbesondere darin, dafl bei einem
aquimolaren Reaktandenverhéltnis im Vergleich zu Umsetzungen in
methanolischer Losung deutliche Ausbeutesteigerungen erzielt werden
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konnen, wobei Tetrachlormethan ein geeignetes Cosolvens darstellt. Die
besten Ergebnisse bei der Darstellung des Hexapeptids werden durch
eine papain- oder a-chymotrypsinkatalysierte (2 + 4)-Segmentverkniip-
fung erzielt.

Experimenteller Teil

Materialien und Methoden

Fiir die proteasekatalysierten Reaktionen wurden folgende Enzyme ver-
wendet: o-Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) des VEB Berlin Chemie, Thermolysin
(EC 3.4.24.4) der Firma Boehringer (Mannheim, BRD) und Papain (EC 3.4.22.2)
der Firma Merck (Darmstadt, BRD).

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch nach Boétius bestimmt,
die optischen Drehungen am Polamat A des VEB Carl-Zeiss Jena. Fiir die
Diinnschichtchromatographie wurden Silufol-Fertigfolien (Kavalier, CSSR)
benutzt. Als Laufmittelsysteme dienten Chloroform/Methanol (9:1), n-Butanol/
Eisessig/Wasser (4 :1: 1) und n-Butanol/Eisessig/Essigester/Wasser (1:1:1:1).
Die Synthese der Boc-Aminosiuren erfolgte nach der Methode von Schnabel??
unter Verwendung von Boc-N,. Z-Leu-OMe wurde aus Z-Leu-OH durch
Veresterung mit Methanol in. Gegenwart von Sulfurylchlorid erhalten®.
Die Verbindungen 2, 4 und 6 entstanden durch Mischanhydridkupplung unter
Verwendung von Chlorameisensiure-isobutylester und N-Ethylmorpholin als
Reagentien und Tetrahydrofuran als Losungsmittel. Zur Darstellung von 7
wurde von enzymatisch synthetisiertem 1 die Z-Gruppe mit HBr/4Ac¢OH
entfernt, das Produkt mit Boc-Gly-OH nach dem Mischanhydrid-Verfahren
gekuppelt und anschlieBend die Boc-Gruppe mit HCl/AcOH abgespalten.

Enzymatische Synthesen
Z-Leu-Met-NH, 1
a) mit a-Chymotrypsin

55,9 mg (0,2 mmol) Z-Leu-O Me werden in 1 ml Tetrachlormethan gelst, mit
59,3 mg (0,4 mmol) Met-NH, in 1 ml Carbonatpuffer (0,2 M; pH 10) sowie 10 mg
o-Chymotrypsin versetzt und 2h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion
wird durch Zugabe von 2 ml 1 N HCI gestoppt und das ausgefallene Produkt auf
eine Glasfritte gebracht. Man wéscht nacheinander mit H,0, 1N HCl, H,0,
5proz. NaHCO;-Losung sowie H,O und trocknet im Vak.-Exsikkator (P,0,,). Es
werden 57mg (72); d. Th.) L erhalten, Schmp. 210 —212°C, [o]® — 12,2° (¢ =1,
DMPF).

b) mit Thermolysin

53,1 mg (0,2 mmol) Z-Leu-OH werden in Essigester gelost, mit einer Lésung
von 2mg Thermolysin in 0,2 ml Tris-Maleat-Puffer (0,2 M; pH 7) versetzt und
20 h in einem thermostatierten Reaktionsgefdl bei 37 °C geriihrt. AnschlieBend
wird das Losungsmittel im Rotationsverdampfer im Vakuum abgedampft und
der Riickstand wie oben beschrieben aufgearbeitet. Man erhilt 50 mg (63%
d.Th:) 1, Schmp. 211 —214°C, [«]® —12,8° (¢ = 1, DMF).
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Boc-1le-Gly-Leu-Met-NH, 3

60 mg (0,2 mmol) 2 werden in 0,5 ml Tetrachlormethan gelést und mit 0,1 ml
2-Mercaptoethanol versetzt. Nach Zugabe von 136,9mg (0,4 mmol) HBr- Leu-
Met-NH, in 1 ml Mcllvaine-Puffer (0,2 M; pH 5,5),0,2ml 2 N NaOH und 0,2 ml
einer Losung von Papain (10,6 mM) im Puffer riihrt man 4 h bei Raumtempera-
tur, arbeitet nach Zugabe von 2 ml 1 N HCl wie oben beschrieben auf, wischt das
Produkt mit Tetrachlormethan und wenig Essigester und kristallisiert aus
EtOH/HQO um. Man erhilt 69mg (65% d.Th.) 3 vom Schmp. 214—215°C,
[«]% —35° (¢ =1, AcOH).

CyeH, N,0,S (531,70). Ber. C54,17 H8,55 N13,17.
Gef. (54,16 H 8,52 N 12,57.

Boc-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-Met-NH,;, 8 durch (2 + 4)-Segmentverkniipfung
a) mit Papain

70,1mg (0,2mmol) 4 werden in 1ml Tetrachlormethan und 0,1 ml 2-
Mercaptoethanol geldst. Nach Zugabe von 187,2mg (0,4 mmol) HCl- Tle-Gly-
Leu-Met-NH, 5, 0,5 ml Mcllvaine-Puffer (0,2 M, pH 5,5),0,2ml 2 N NaOH und
0,2ml einer 10,6 mM Losung von Papain im Puffer riihrt man 4h bei
Raumtemperatur. Nach oben beschriebener Aufarbeitung und Waschen mit
wenig Essigester erhdlt man 149mg (99% d.Th.) Rohprodukt. Dieses wird in
DMF/AcOH (1:1) aufgenommen, auf eine Sephadex LH 20-Siule aufgetragen
und mit einem kontinuierlichen Butanol/4c¢OH-Gradienten eluiert. Anschlie-
Bend erfolgt eine zweite sdulenchromatographische Reinigung an Kieselgel 60
sowie Umkristallisation aus 4cOH/Ether. Das so erhaltene 8 ist diinnnschicht-
chromatographisch einheitlich, Schmp. 230—240°C, [«]¥ —28° (¢ = 0,25,
DMF). Lit.": Schmp. 231 — 238°C, [«]% —26,6° (¢ = 0,5, DMF)

b) mit a-Chymotrypsin

70,1mg (0,2mmol) 4 werden in 1,2ml Tetrachlormethan geldst. Nach
Zugabe einer Losung von 187,2 mg (0,4 mmol) HCl- Ile-Gly-Leu-Met-NH, 5 in
0,2ml 2N NaOH und 0,6 ml Carbonatpuffer (0,2 M; pH 10) sowie von 15mg a-
Chymotrypsin rithrt man 2 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend wird mit 2 ml
1N HCI versetzt. Nach oben beschriebener Aufarbeitung erhélt man 148 mg
(98% d.Th.) Rohprodukt, das nach siulenchromatographischer Reinigung
identisch mit dem unter a) charakterisierten 8 ist.

Boc-Ala-Phe-Tle-Gly-Leu-Met-NH, 8 durch (3 + 3)-Segmentverkniipfung

92,7 mg (0,2 mmol) Boc-Ala-Phe-Ile-O Me 6 werden in 0,6 ml Tetrachlorme-
than geldost und mit 0,1 ml 2-Mercaptoethanol versetzt. Nach Zugabe von
142mg (0,4 mmol) HCl- Gly-Leu-Met-NH, 7 in 0,9 ml Mcllvaine-Puffer (0,2 M;
pH5,5), 0,2ml 2 N NaOH und 0,2ml einer Lisung von Papain (10,6 mM) im
Puffer rithrt man 4 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend versetzt man mit 2 ml
1 N HCl und arbeitet nach obigen Angaben auf. Man erhilt 125 mg (83% d. Th.)
Rohprodukt, das der oben beschriebenen siulenchromatographischen Reini-
gung unterworfen wird und danach iibereinstimmende analytische Daten (siehe
oben) zeigt.
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