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

Papain and e-chymotrypsin were used for the protease-catalyzed assembly 
of Boc-protected eledoisin (6-11)-hexapeptide by (2 +4)- and (3 + 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 Boe-protected eledoisin (6-11)-hexapeptide was determined. 

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

Abkiirzungen: Es wurden die IUPAC/IUB-Regeln ffir Aminos//ure- und 
Peptidderivate befolgt; vgl. Eur. J. Biochem. 53, 1 (1975). Die verwendeten 
Aminos~uren hatten mit Ausnahme von Glycin L-Konflguration. Boc = tert- 
Butyloxycarbonyl-, Z = Benzyloxycarbonyl-, Ac = Acetyl-, --OMe = 
Methylester. 

Einleitung 

Mit der VeiTcendung proteolytischer Enzyme  als Biokata lysatoren 
konnte das Arsenal pept idsynthet iseher  Methoden dureh eine Variante  
bereichert werden, die insbesondere wegen der Stereospezifitgt des 
Reaktionsverlaufs  sowie einer 5konomisehen und umweltfreundliehen 
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 
zug/inglicher Proteasen haben hierzu entscheidend beigetragen (fiir eine 
Obersicht siehel-3). Die enzymatische Synthese einer Vielzahl yon 
Oligopeptiden hat andererseits einen vertieften Einblick in die Substrat- 
spezifit/~t und den Wirkungsmechanismus von Proteasen ermSg- 
licht 4-6. Die dureh ehemische Methoden nicht zu fibertreffende Stereo- 
spezifit/it proteasekatalysierter Peptidsynthesen macht sie fiir die 
Gewinnung biologisch aktiver Peptide besonders interessant. Erste 
Ergebnisse liegen vor bcider Synthese yon [Leu]- und [Met]-Enkepha- 
lin 7 - 10, [Asn 1 Val 5]_Angiotensin II 11, C aerulein I z, C - terminalem Chole- 
cyst0kinin-Octapeptid13und Dynorphin (1--8) 14, wobei nur im Falle 
der Enkephaline und des Dynorphins jeder Peptidkniiiofungsschritt 
enzymkatalysiert erfolgte. Die Darstellung gesehfitzter C-terminaler 
Teilsequenzen bzw. Analoga des Eledoisins dureh pepsinkatalysierte 
(2 + 4)- bzw. (3 +4)-Segmentverkniipfung wurde yon Isowa etal. in 
einem Patent mitgeteilt 15. 

Eledoisin gehSrt zu den Peptiden mit Substanz P-/ihnlicher Struk- 
tur, die aus verschiedenen Amphibienarten bzw. Octopoden isoliert 
wurden 16. Da alle diese Pelotide sich durch eine schnell einsetzende 
Stimulierung glattmuskul/~rer Organe auszeichnen, wurden sie als 
Tachykinine bezeichnet. Sie weisen eine weitgehende Ubereinstimmung 
des C-terminalen Sequenzbereichs auf, woraus ein anni£hernd gleiches 
Wirkungsprofil resultiert. Wie Struktur-Wirkungs-Untersuchungen be- 
legen, ist das C-terminale tIexapeptid des Eledoisins in Ubereinstim- 
mung mit anderen Tachykininen hinsichtlich seiner glattmuskul/~ren 
und hypotensiven Wirkung voll aktiv ~7. 

In der vorliegenden Arbeit mSchten wir fiber unsere Ergebnisse bei 
der Anwendung proteasekatalysierter Syntheseschritte zur Herstellung 
des N-geschfitzten Eledoisin (6-11)-Hexapelotids in einem wKl~rig- 
organischen Zweiphasensystem berichten. 

Synthesen und Ergebnisse 
Eine l)bersicht der zur Synthese yon Boc-geschiitztem Eledoisin(6-11)- 

Hexapeptid beschrittenen Wege gibt die Abb. 1. Zur Darstellung 
geeigneter Ausgangsverbindungen ffir eine enzymatische Segmentver- 
kniiiofung erfolgte zun/~chst der Aufbau des N-geschfitzten C-terminalen 
Dipeptidamids 1 in einer a-chymotrypsinkatalysierten Reaktion von Z 
Leu-OMe als C-Komponente mit H-Met-NH 2 in Gegenwart eines 
Zweiphasensystems aus Carbonatpuffer (pH 10) und Tetrachlormethan. 
Alternativ hierzu konnte 1 auch unter Verwendung yon Z-Leu-OH in 
einer thermolysinkatalysierten Reaktion im LSsungsmittelsystem Tris- 
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Maleat-Puffer (pH 7)/Essigester mit befriedigender Ausbeute wenn- 
gleich auch in wesentlich l~ingerer Reaktionszeit  -- erhalten werden. 
Nach Abspaltung der Z-Gruppe mit HBr/Eisessig und Umsetzung mit 
nach dem Mischanhydrid-Verfahren hergestelltem Boc-Ile-Gly-OMe 2 
in Gegenwart yon Papain als Kata lysa tor  in einer Mischung yon 
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Abb. 1. Synthese yon Boc-geschfitztem Eledoisin (6-11)-Hexapeptidamid 

Mcllvaine-Puffer (pH5,5)/Tetrachlormethan wurde das Tetrapeptid 
Boc-Ile-Gly-Leu-Met-NH 2 3 erhalten. 1)bet den EinfluB des Verh/iltnis- 
ses C- zu N-Komponente  und der t~eaktionsdauer auf die Bildung yon 3 
durch papainkatalysierte (2 + 2)-Segmentkondensation haben wir an 
anderer Stelle bereits berichtet is. 

Die Darstellung des N-terminalen Dipeptids Boc-Ala-Phe-OMe 4 
erfolgte wiederum durch Chemosynthese nach dem Mischanhydrid- 
Verfahren, sollte prinzipiell aber auch durch eine proteasekatalysierte 
Reaktion mSglich sein. Die acidolytische Abspaltung der Boc-Gruppe 
yon 3 fiihrte zum Tetrapeptidhydrochlorid H-Ile-Gly-Leu-Met- 
NH 2 • HC1 5, das als N-Komponente  ffir die (2 + 4)-Verkniipfungen zu 8 
diente. 
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Tabelle 1. Papain~atalysierte Synthese des Boc-geschiitzten Eledoisin (6-11)- 
Hexapeptids 8 aus Boc-Ala-Phe-OMe 4 und H-Ile-Gly-Leu-Net-NH 2 • HC1 5 in 

Abh~ingigkeit vom CCl~-Anteil und der Nucleophillconzentration a 

CCl~ (%, v/v) 20 30 4=0 40 4=0 50 60 
5 (retool) 0,2 0,4= 0,2 0,3 0,4= 0,4 0,2 
Ausbeute (~)b 52 89 67 85 98 99 70 

Gesamtvolumen 2ml, 0,2M Mcllvaine-Puffer (pH 5,5), 0,2mmol 4, 
2,12pmol Papain, 4h. 

5 Vor der s//ulendhromatographischen Reinigung. 

Tabelle 2. a-Chymotrypsinlcatalysierte Synthese des Boc-geschiitzten Eledoisin ( 6- 
l l  )-Hexapeptids 8 aus Boc-Ala-Phe-OMe 4 und tI-Ile-Gly-Leu-Met-NH 2 • HC1 5 

in Abh~ingiglceit vom CC14-Anteil ~ 

cc14 (%, v/v) 20 40 50 60 80 
Ausbeute (~o) b 22 30 37 43 (98) c 16 

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

b Vor der s//ulenchromatographischen Reinigung. 
° In Klammern Ausbeute bei Verwendung v0n 0,4 mmol 5. 

Da fiir al!e Segmentverkniipfungen Papain  bzw. e-Chymotrypsin  als 
Ka ta lysa to r  in Frage kam, setzten wit Ms C-Komponenten die entspre- 
ehenden N-gesehiitzten Pept idmethyles ter  ein, da ihre im Vergleieh zu 
den freien Peptids~uren h5here Reaktivi t / / t  bei Verwendung yon 
Serin 19- und Thiolproteasen 2° l i tera turbekannt  ist. Als LSsungsmittel-  
sys tem erwies sieh aueh fiir (2 + 4)- und (3 + 3)-Segmentkondensationen 
Tet raehlormethan zusammen mit  einem proteasespezifisehen Puffer im 
Volumenverhgltnis  yon etwa 1:1 als vortei lhaft  (Tab. 1 und 2). Die 
relativ geringe LSsliehkeit der synthetisierten Pept idder ivate  in diesem 
Reakt ionsmedium -- es erfolgte jeweils Produktausf// l lung -- ermgg- 
lieht eine Versehiebung des l~eaktionsgleiehgewiehts in g i eh tung  Syn- 
these. 

Eine weitere bedeutende Ausbeuteverbesserung braehte  der Einsatz 
der N-Komponen te  im tJbersehuB; so resultierte z.B. bei der ~- 
ehymotrypsinkatMysier ten Darstellung yon 8 in Gegenwart  von 60~o 
(hier wie im folgenden stets Volumenteile) Tet raehlormethan  bei 
doppelter Konzentra t ion yon 5 eine nahezu quant i ta t ive  Ausbeute.  
Dagegen konnten mit  30~o Methanol bzw. 75~o Tr ichlore then/Pet ro l -  
ether (2:1) unter Verwendung yon Papain bzw. a-Chymotrypsin als 
Ka ta lysa to r  nut  Ausbeuten yon weniger als 10~ erzielt werden. Ebenso 
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ffihrte eine yon 4 auf  2 h verkfirzte Reaktionszeit  der papainkatalysier- 
ten Umsetzung zu einer Ausbeuteverminderung yon 52 auf 42~o. 

Entsprechend der Prim£rspezifit~t yon Papain, wonach eine aroma- 
tische Gruppe in P2-Position ein Substrat  fiir eine Peptidbindungskniip- 
fung besonders geeignet erscheinen l~l~t, bot sich die Synthese yon 8 
auch durch (3 + 3)-Segmentkondensation an (siehe Tab. 3). Wie wir 
fanden, ist dabei in Gegenwart yon 10 bis 50~o Tetrachlormethan die 
Ausbeute an 8 unabh~ngig vom L5sungsmittelanteil; sie kann aber 

Tabelle 3. Einflufi verschiedener Reaktionsparameter auf die Ausbeute der 
papainkatalysierten (3 + 3)- Verkni~pfung zum Boc-geschiitzten Eledoisin (6-11)- 

Hexapeptid 8 ~ 

Organisches °flo, v/v Zeit 7 Ausbeute 
L6sungsmittel (h) (retool) (~o) 

CC14 10--50 4 0,2 46 
CC14 30 4 0~4 83 
CC14 30 6 --8 0,2 62 
MeOH 50 4 0,2 17 
Essigester 15 4 0,2 27 

0,2 mmol 6, iibrige l~eaktionsbedingungen siehe Tab. 1. 

durch Verl/ingerung der Reaktionszeit  und insbesondere durch Ver- 
dopplung der Nucleophilkonzentration noch giinstiger gestaltet werden. 
Demgegeniiber fiihrt die Herabsetzung der Reaktandenkonzentrat ion 
auf die H//lfte zu einem Ausbeuteriickgang auf 30~o. 

Als unvortei lhaft  erwies sich die (4 + 2)-Synthesekonzeption. Abge- 
sehen von den in der C-Komponente auf Grund der Prim/ir- und 
Sekundgrspezifit/it der verwendeten Proteasen potentiell vorhandenen 
Spaltstellen und der dadurch bedingten Uneinheitlichkeit des erhalte- 
hen Produkts,  ergaben sich vor allem Probleme durch die SchwerlSslieh- 
keit des Tetrapeptidesters Boc-Ala-Phe-Ile-Gly-OMe. Auch die Wahl 
anderer LSsungsmittelsysteme, z.B. 50~  Methanol oder Essigester, 
fiihrte in unbefriedigender Ausbeute (unter 20 bzw. 30~o) 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 wgftrig-orga- 
nischen Zweiphasensystem zeigt sich insbesondere darin, dab bei einem 
/~quimolaren Reaktandenverh/il tnis im Vergleich zu Umsetzungen in 
methanolischer L5sung deutliche Ausbeutesteigerungen erzielt werden 
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kSnnen, wobei Te t r ach lo rme than  ein geeignetes Cosolvens darstell t .  Die 
besten Ergebnisse bei der Dars te l lung des Hexapep t ids  werden durch  
eine papain-  oder ~-chymotryps inka ta lys ie r te  (2 + 4)-Segmentverknfip-  
lung erzielt. 

Experimenteller Teil 

Materialien und Methoden 

Fiir die proteasekatalysierten l~eaktionen wurden folgende Enzyme ver- 
wendet: a-Chymotrypsin (EC 3A.21.1) des VEB Berlin Chemie, Thermolysin 
(EC 3.4.24.4) der Firma Boehringer (Mannheim, Bt~D) und Papain (EC 3.4.22.2) 
der Firma Merck (Darmstadt, BRD). 

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch naeh Bogtius bestimmt, 
die optischen Drehungen am Polamat A des VEB Carl-Zeiss Jena. Ffir die 
Diinnschiehtchromatographie wurden Silufol-Fertigfolien (Kavalier, ~SSR) 
benutzt. Als Laufmittelsysteme dienten Chloroform/Methanol (9: 1), n-Butanol/ 
Eisessig/Wasser (4:1 : 1) und n-Bu~anol/Eisessig/Essigester/Wasser (1 : 1 : 1 : 1). 
Die Synthese der Boc-Aminos£uren erfolgte nach der Methode yon Schnabel zl 
unter Verwendung von Boc-N a. Z-Leu-OMe wurde aus Z-Leu-0H durch 
Veresterung mit Methanol in Gegenwart yon Sulfurylchlorid erhalten ~2. 
Die Verbi~dungen 2, 4 und 6 entstanden dutch Mischanhydridkupplung unter 
Verwendung yon Chlorameisens~ure-isobutylester und N-Ethylmorpholin als 
Reagentien und Tetrahydrofuran als L5sungsmittel. Zur Darstellung von 7 
wurde yon enzymatisch synthetisiertem 1 die Z-Gruppe mit HBr/AcOH 
entfernt, das Produkt mit Boc-Gly-OH nach dem Mischanhydrid-Verfahren 
gekuppelt und anschliel~end die Boc-Gruppe mit HC1/AcOH abgespalten. 

Enzymatische Synthesen 

Z-Leu-Met-Ntt 2 1 

a) mit a-Chymotrypsin 

55,9 mg (0,2 retool) Z-Leu-OMe werden in 1 ml Tetrachlormethan gel5st, mit 
59,3 mg (0,4 retool) Met-NH 2 in 1 ml Carbonatpuffer (0,2 M; pH 10) sowie 10 mg 
~-Chymotrypsin versetzt und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion 
wird durch Zugabe yon 2 ml 1 N HC1 gestoppt und das ausgefallene Produkt auf 
eine Glasfritte gebracht. Man w~scht nacheinander mit HeO, 1 _N HC1, H20 , 
5proz.~NaHCQ-LSsung sowie H20 und trocknet im Vak.-Exsikkator (P4010). Es 
werden 57 mg (72~ d. Th.) 1 erhalten, Sehmp. 210--212 °C, [a]~0 _ 12,2 ° (c = l, 
DMF). 

b) mit Thermolysin 

53,1 mg (0,2 retool) Z-Leu-OH werden in Essigester gelSst, mit einer LSsung 
yon 2 mg Thermolysin in 0,2 ml Tris-Maleat-Puffer (0,2 M; pH 7) versetzt und 
20 h in einem thermostatierten Reaktionsgef~ bei 37 °C gerfihrt. Anschlie~end 
wird das LSsungsmittel im Rotationsverdampfer im Vakuum abgedumpft und 
der Rfiekstand wie oben besehrieben aufgearbeitet. Man erh£1t 50rag (63~ 
d. Th.) 1, Schmp. 211--214°C, [~]~ --12,8 ° (c = 1, DMF). 
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Boc-Ile-Gly-Leu-Met-NH 2 3 

60 mg (0,2 mmol) 2 werden in 0,5 m] Tetrachlormethan gelSst und mit 0,1 ml 
2-Mereaptoethanol versetzt. Nach Zugabe von 136,9 mg (0,4 mmol) HBr" Leu- 
Met-NH 2 in i ml McIlvaine-Puffer (0,2 M; pH 5,5), 0,2 ml 2 N NaOH und 0,2 ml 
einer LSsung yon Papain (10,6 mM) im Puffer riihrt man 4 h bei Raumtempera-  
tur, arbeitet naeh Zugabe yon 2 ml 1 N HC1 wie oben beschrieben auf, w/~seht das 
Produkt  mit Tetrachlormethan und wenig Essigester und kristallisiert aus 
EtOH/H20 urn. Man erh/~lt 69rag (65~o d. Th.) 3 vom Schmp. 214--215°C, 
[~]25 _ 35  ° (c = 1, A c O H ) .  

C24H45Ns06S(531,70). Ber. C54,17 H8,55 N13,17. 
Gel. C54,16 H8,52 N12,57. 

Boc-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-Met-NHe 8 dutch (2 + 4)-Segmentverkni~pfung 

a) mit Papain 

70,1mg (0,2retool) 4 werden in l ml Tetrachlormethan und 0,1ml 2- 
Mercaptoethanol gel5st. Naeh Zugabe von 187,2 mg (0,4 mmol) HCl-Ile-Gly- 
Leu-Met-NHe 5, 0,5 ml McIlvaine-Puffer (0,2 M, pH 5,5), 0,2 m] 2 N NaOH und 
0,2ml einer 10,6mM L5sung yon Papain im Puffer rfihrt man 4h  bei 
l~aumtemperatur.  Nach oben beschriebener Aufarbeitung und Wasehen mit 
wenig Essigester erh/~lt man 149 mg (99~ d. Th.) l~ohprodukt. Dieses wird in 
DMF/AcOH (1:1) aufgenommen, auf eine Sephadex LH 20-S/~ule aufgetragen 
und mit einem kontinuierlichen Butanol/AcOH-Gradienten eluiert. Ansehlie- 
l~end erfolgt eine zweite s/£ulenchromatographisehe l~einigung an Kieselgel 60 
sowie Umkristallisation aus AcOH/Ether. Das so erhaltene 8 ist diinnnschieht- 
ehromatographisch einheitlieh, Schmp. 230--240°C, [~]~)5_ 28 ° (c =0,25,  
DMF). Lit.15: Schmp. 231--238 °C, [a]~ 5 -- 26,6 ° (c = 0,5, DMF). 

b) mit ~-Chymotrypsin 

70, l ing (0,2retool) 4 werden in 1,2ml Tetrachlormethan gelSst. Nach 
Zugabe einer LSsung yon 187,2 mg (0,4 retool) HCl.I le-Gly-Leu-Met-NH 2 5 in 
0,2 ml 2 N N a 0 H  und 0,6 ml Carbonatpuffer (0,2 M; pH 10) sowie yon 15 mg a- 
Chymotrypsin riihrt man 2 h bei Raumtemperatur .  Anschliel~end wird mit 2 ml 
1 N HC1 versetzt. Nach oben beschriebener Aufarbeitung erhi~lt man 148 mg 
(98~ d. Th.) l~ohprodukt, das nach s~ulenchromatographischer Reinigung 
identisch mit dem unter a) charakterisierten 8 ist. 

Boc-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-Met-NH 2 8 durch (3 + 3)-Segmentverkni~pfung 

92,7 mg (0,2 mmol) Boc-Ala-Phe-Ile-O Me 6 werden in 0,6 ml Tetrachlorme- 
than gelSst und mit 0,1 ml 2-Mercaptoethanol versetzt. Nach Zugabe von 
142 mg (0,4 retool) HCI" Gly-Leu-Met-NH 2 7 in 0,9 ml Mcllvaine-Puffer (0,2 M; 
pH 5,5), 0,2 ml 2 N  NaOH und 0,2 ml einer LSsung yon Papain (10,6raM) im 
Puffer riihrt man 4 h bei Raumtemperatur .  Anschliel~end versetzt man mit 2 ml 
1 N HC1 und arbeitet  nach obigen Angaben auf. Man erh~lt 125 mg (83~ d. Th.) 
l~ohprodukt, das der oben beschriebenen s£ulenchromatographischen Reini- 
gung unterworfen wird und danach iibereinstimmende analytische Daten (siehe 
oben) zeigt. 
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