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Solubilizing Protective Groups for Enzymatic Peptide Syntheses. 
Studies with PolyoxyethyIene-Supported Substrates 

The utility of amino acids and dipeptides esterified to solubilizing polyoxy- 
ethylene supports as substrates for protease-mediated peptide bond formation was 
studied using free and immobilized e-chymotrypsin as a catalyst. Poor yields were 
obtained with N~-protected amino acid or dipeptide polyoxyethylene esters as 
carboxyl components, most probably due to a shielding of the active site of the acyl 
enzyme intermediate by the polymer favouring hydrolytic cleavage. Experiments 
with polyoxyethylene esters as nucleophiles gave good results with free chymo- 
trypsin, immobilized chymotrypsin predominantly caused hydrolysis of the ester 
carboxyl component due to unfavourable interactions between the soluble and 
insoluble polymers. 

(Keywords: Chymotrypsin," Enzymatic peptide synthesis'; Liquid phase peptide 
synthesis; Sotubilizing protective groups; Polyoxyethylene) 

Abki~rzungen: Die IUPAC/IUB-Regeln ffir Aminos/iure- und Peptidderivate 
wurden befolgt; vgl. Eur. J. Biochem. 53, 1 (1975). Die verwendeten Aminos~iuren 
hatten L-Konfiguration. BOC= tert.-Butyloxycarbonyl, Z =  Benzyloxy- 
carbonyl, Ac = Acetyl, -OMe  = Methylester, -OPOE = Polyoxyethylenester, 
POE = ~-Hydroxy-co-hydroxypoly(oxyethylen) = Polyoxyethylen, DCC = N,N'- 
Dicyclohexylcarbodiimid, NEM = N-Ethylmorpholin. 

Einleitung 

Fiir proteasekatalysierte Peptidbindungsknfipfungen ist es erforder- 
lich, die Substrate in oft hoher Konzentrat ion in w~13rigem Medium gel6st 
zur Umsetzung zu bringenl'2. Zur Verbesserung der L6slichkeit hydro- 
phober  Oligopeptidsubstrate werden in der Rege! mit Wasser mischbare 
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organische L6sungsmittel zugesetzt, wobei jedoch gleichzeitig die kataly- 
tische Aktivit~it der Protease meist negativ beeinfluBt wird 3. In Extremf~il- 
len kann ein so hoher Anteil an organischen L6sungsmittel erforderlich 
werden, der zur Inaktivierung der Protease ffihrt, z. B. bei der geplanten 
Synthese des Substanz P-(6-11)-Hexapeptids ausgehend von BOC-Gln~ 
Phe-Phe-OMe als schwerl6slicher Carboxylkomponente 4. 

Die Einbeziehung hydrophiler solubilisierender Schutzgruppen bietet 
eine generelle Alternative zur ~berwindung von L6slichkeitsproblemen in 
w~igrigem Medium 5'6. 

Die Entwicklungen der Flfissigphasen-Peptidsynthese an Polyoxye- 
thylen-Trggern haben gezeigt, dab neben anderen Vorteilen auch L6slich- 
keitsschwierigkeiten bei konventionellen Peptidsynthesen partiell fiber- 
wunden werden k6nnen 7. Aufgrund seines hydrophob-hydrophilen Cha- 
rakters verbessert der Polyoxyethylen-Trfiger ebenfalls die Wasserl6slich- 
keit der Peptidderivate, was bisher fiir physikochemische Studien 8 und fiir 
die Pepfidchemosynthese in Wasser 9 genutzt wurde. 

In dieser Mitteilung berichten wir fiber Untersuchungen zur Anwend- 
barkeit yon esterartig an Polyoxyethylen gebundenen Substraten fiir die 
chymotrypsinkatalysierte Peptidsynthese. 

Ergebnisse und Diskussion 

Ffir die Untersuchungen wurde als KompromiB Polyoxyethylen der 
nominalen Molmasse 6000 gew~hlt. Polyoxyethylene h6heren Polymeri- 
sationsgrades versprechen zwar eine bessere Wasserl6slichkeit, jedoch ist 
das hohe Molekulargewicht wiederum ungiinstig fiir die Bereitung 
hinreichend konzentrierter L6sungen fiir die enzymatischen Umsetzun- 
gen. 

Polyoxyethylenester als Carboxylkomponenten 

Der erste Teil der Untersuchungen sollte AufschluB fiber die Eignung 
yon POE-Estern anstelle der bisher erfolgreich eingesetzten niederen 
Alkylester als Carboxylkomponenten flit enzymatische Peptidbindungs- 
kniipfungen geben. Ermutigende Voraussetzung flit derartige Experimen- 
te war tier Befund, dab zwischen Aminos~iurealkyl- und -POE-Estern 
keine signifikanten Unterschiede in der Hydrolysegeschwindigkeit durch 
Chymotrypsin bestehen. Wit nutzten dies neben der dafiir konventionell 
angewandten Aminos~iureanalyse zur Bestimmung des Beladungsgrades 
der Polymere durch einfache und zeitsparende Endpunktstitration am 
pH-Stat mit Chymotrypsin als Katalysator. Beide Methoden ergaben 
unter Berficksichtigung inh~irenter Fehlerquellen vergleichbare Ergebnis- 
se (Tab. 1). 

Die chymotryptischen Kupplungsversuche yon BOC- bzw. Z-Phe- 
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Tabelle 1. Beladungsgrade der BOC- und Z-Phenylalanin-Polyoxyethylenester 

Beladungsgrad  BOC-Phe-OPOE Z-Phe-OPOE 
a b a b 

mmol/g Polymer 0,295 0,317 0,341 
% d. Th. c 89 95 102 

Bestimmt durch Aminos~iureanalyse. 
b Bestimmt durch chymotryptische Hydrolyse am pH-Stat. 

Bezogen auf MW 6000 (0,333 mmol OH-Gruppen/g POE). 

0,312 
94 

Tabelle 2. Polyoxyethylenester als Carboxylkomponenten fiir chymotryptische 
Pep t i db indun g s kni~pf un g e n ~ 

Carboxyl- Nucleophi l  Chymotrypsin Ausbeute 
komponente (raM) (raM) (/~M) (% d. Th.) 

Z-Phe-OPOE H-Leu-NH 2 40 42 
(10) (20) 

Z-Phe-OPOE H-Leu-NH 2 40 48 
(10) (100) 

BO C-Phe-OPOE H-Leu-NH 2 40 10 
(20) (40) 

BOC-Phe-O POE H-Leu-NH 2 40 37 
(20) (200) 

BOC-Phe-O POE H-Leu-Ala-NH 2 40 14 
(20) (30) 

Ac-Leu-Phe-OPOE H-Leu-NH 2 50 < 3 
(10) (25) 

A c-Leu-Phe-OPOE H-Leu-NH 2 50 < 3 
(20) (250) 

a In 0,2M Phosphatpuffer pH8, bei Ac-Leu-Phe-OPOE in 0,05 M Puffer. 

O P O E  und Ac-Leu-Phe -OPOE mit H - L e u - N H  2 als Aminokomponente 
wurden bei p H  8 in 0,2 M Phosphatpuffer durchgefiihrt, da bei p H  10, fiir 
Chymotrypsin empfohlen und bew~ihrt 1, eine signifikante alkalikataly- 
sierte Hydrolyse gemessen wurde. Die Versuche waren so konzipiert, dab 
die Reaktionsprodukte als im Ansatz schwer16slich ausfallen sollten. 
Trotz neunfachen Nucleophiliiberschul3 blieben die Kupplungsausbeuten 
unbefriedigend (Tab. 2). Auch das Dipeptidamid H-Leu-Ala-NH2 als 
Nucleophil lieferte lediglich 14% d. Th. BOC-Phe-Leu-A la -NH 2. Beson- 
ders iiberraschte die unter 3 % d. Th. liegende Ausbeute bei der Kupplung 
von Ac-Leu-Phe -OPOE mit H-Leu-NH2,  da diese Sequenz der Spezifit/it 
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des Chymotrypsins optimal angepaBt ist 1° und der entsprechende 
Methylester gute Ums/itze liefert. 

Polyoxyethylen liegt auf Grund seiner Ffihigkeit Wasserstoffbri.icken- 
bindungen auszubilden in wiiBrigem Medium stark hydratisiert vor. 
M6glicherweise wird nach dem Ubergang vom tetrahedralen Intermediat 
zum Acylenzym durch das Polymer eine hohe effektive Wasserkonzentra- 
tion in direkter Nfihe des hydrophoben aktiven Zentrums lokalisiert, 
wodurch dessen hydrolytische Spaltung begiinstigt und es f6rmlich vor 
dem nucleophilen Angriff der Aminokomponente abgeschirmt wird. 

Polyoxyethylenester als Aminokomponente 

Im zweiten Teil der Untersuchungen wurde am Beispiel einer 2 + 2- 
Segmentverkniipfung zum Tetrapeptid Z-Pro-Phe-Leu-Gly-OH gepriift, 
ob sich Proteasen unter kinetischer Reaktionskontrolle fiir die Fliissig- 
phasen-Peptidsynthese in w~iBrigem Medium eignen. Dazu wurde Z-Pro- 
Phe-OMe mit H-Leu-Gly-OPOE in Phosphatpuffer chymotryptisch ge- 
kuppelt und der Reaktionsverlauf analytisch mittels HPLC verfolgt. Die 
in Tabelle 3 zusammengestellten Resultate zeigen, dab in Abh~ingigkeit 
vom Substratverh/iltnis befriedigende bis sehr gute Umsiitze zu erzielen 
sind. 

Aus einem Reaktionsansatz mit ~iquimolarem Reaktandenverhfiltnis 
wurden nach 60 rain durch Extraktion und anschlieBende Kristallisation 
70% d. Th. Polymerpeptide isoliert. In sehr guter Ubereinstimmung mit 
dem analytisch ermittelten Umsatz lag der Anteil an Tetrapeptid laut 
Aminosiiureanalyse bei 52%. 

Als Voraussetzung fiir den Einsatz von Proteasen fiir die Flfissigpha- 
sen-Methode muB erfiillt sein, dab der Polyoxyethylenester nicht w~ihrend 
der Reaktion enzymatisch gespalten wird, wobei sowohl die Substratspe- 
zifit~it der eingesetzten Protease als auch die zu synthetisierende Sequenz 

Tabelle 3. Chymotryptische 2 + 2-Segmentkondensation mit Polyoxyethylen-ge- 
bundener Aminokomponente a 

Z-Pro-Phe-OMe H-Leu-Gly-OPOE Reaktionszeit (min) 
(mM) (mM) 5 10 15 20 25 40 60 

Ausbeute (% d. Th.) 

71,4 35,7 44 60 - 82 91 87 
35,7 35,7 60 64 65 62 62 58 
17,9 35,7 47 54 63 59 - 52 
a Enzymkonzentration 36gM, Phosphatpuffer 0,2MpH8 mit 11% (Uv) 

Methanol, umZ-Pro-Phe-OMe zu 16sen. 

m 

51 
38 
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zu beriicksichtigen sind. Auf  Grund der Substratspezifit~it von Chymo- 
trypsin war eine Spaltung hinter Glyzin nicht zu erwarten und vor den 
Kupplungsexperimenten wurde nachgewiesen, dab unter den angewand- 
ten Reaktionsbedingungen BOC-Leu-Gly-OPOE durch Chymotrypsin 
nicht hydrolytisch gespalten wird. 

Da bei den obigen Experimenten die Reaktionsprodukte in L6sung 
bleiben, war der Einsatz des Biokatalysators in immobilisierter Form im 
Hinblick auf m6gliche kontinuierliche Prozel3ffihrungen von Interesse 1~. 

Versuche unter den als optimal ermittelten Reaktionsbedingungen 
ergaben jedoch nur Ausbeuten unter 3% d. Th. und es dominierte die 
hydrolytische Spaltung von Z-Pro-Phe-OMe zu Z-Pro-Phe-OH. Often- 
sichtlich sind fiir dieses Verha!ten wiederum ungtinstige Wechselwirkun- 
gen zwischen festem und 16slichem Polymer 12 verantwortlich zu machen. 
Hinweise darauf  sind auch den unterschiedlichen Hydrolysegeschwindig- 
keiten yon Z-Phe-OPOE durch 16sliches und irnmobflisiertes Chymo- 
trypsin zu entnehmen, mit dem 16slichen Biokatalysator liegt die Hydroly- 
segeschwindigkeit um zwei Zehnerpotenzen h6her. 

Experimenteller Teil 

Materialien und Methoden 

~-Chymotrypsin (EC 3.4.21.1, 45 U/rag) (Worthington, Freehold, U.S.A.), 
Polyoxyethylen 6000 (Merck, BRD), Fluram und tert.-Butyloxycarbonylhydrazid 
(Fluka, Schweiz), Aminos[iuren (Reanal, Ungarn) sowie anatysenreine L6sungs- 
mittel und Reagenzien verschiedenen Ursprungs wurden ohne weitere Reinigung 
eingesetzt. 

Diinnschichtchromatographische Untersuchungen wurden auf Silufol-Fertig- 
folien (Kavalier, CSSR) mit den Laufmitteln CHC13/MeOH 9" lund n-BuOH/A- 
cOH/H20/Pyridin 30 : 6 : 24 : 20 ausgefiihrt. Als Spriihreagenzien fanden Fluram, 
Ninhydrin, Kaliumiodid/St/irke und Dragendorff-Bfirger-Reagenz Anwendung. 
Ffir titrimetrische Analysen wurde ein Autotitrator TTT 1 d (Radiometer, 
D/inemark) eingesetzt. Die analytische HPLC wurde an einem Liquochrom 307 
(Labor MIM, Ungarn) mit stopped-flow-Injektion und variabler UV-Detektion 
in Kombination mit einer Hewlett-Packard-Fertigsfiule 200 x 4,6 ram, gepackt 
mit Lichrosorb RP-18, 10#m, ausgeffihrt. Als Elutionsmittel diente MeOH- 
/MeCN/O,I% H3PO 4 67,5+2,5+30 (v+v+v). Mit MeOH als t0-Marker 
betrugen die k'-Werte ffir Z-Pro-Phe-OH 1,23 und fiir Z-Pro-Phe-Leu-Gly-OH 
1,89. Die Aminosiiureanalysen fiihrte Herr Dr. P. Klossek an einem Analysator 
Kd-1200E (ZNSP, (~SSR) aus. Z-Pro-Phe-OMe und immobilisiertes Chymo- 
trypsin (Hydroxysuccinimidester-Methode, makropor6ses Glas mit 20 nm Poren- 
durchmesser als Tr~iger, 20rag Protein/g Trfiger) wurden wie beschrieben 
dargestellt 13. 

Synthese der Polyoxyethylenester 

BOC-Phe-OPOE, Z-Phe-OPOE und BOC-Gly-OPOE wurden analog BOC- 
Ala-OPOE durch pyridinkataIysierte Umsetzung der symmetrischen Anhydride 
der N-geschtitzten Aminos/iuren mit POE in Dichlormethan dargestellt 14, zwei- 
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mal aus Dichlormethan mit Ether gef'~illt und aus Ethanol kristallisiert. BOC-Gly- 
OPOE enthielt laut Aminosgureanalyse 0,267 mmol Gly/g entsprechend 80% 
Beladung (vgl. Tab. 1). 

H-Leu-Gly-OPOE: Von BOC-Gly-OPOE wurde die Schutzgruppe mit 1,2 N 
HC1 in AcOH entfernt (7,5 ml/g Polymer, 0,5 h) und das Produkt nach Einengen 
im Vak. mit Ether gef~illt und aus Ethanol kristallisiert. 1,69 g (7,32mmol) BOC- 
Leu-OH wurden in 20ml Dichlormethan bei 0°C mit 3,7retool DCC 0,5h 
voraktiviert und zu einer mit NEM neutralisierten L6sung von 4,6 g (1,23 mmol) 
H-GIy-OPOE. HC1 in 30 ml Dichlormethan filtriert. Nach 2,5 h blieb der Fluram- 
test negativ und es wurde eingeengt, mit Ether gef~illt, aus Ethanol kristallisiert 
und die BOC-Gruppe entfernt; 3,9g H-Leu-Gly-OPOE.HC1 mit 0,260retool 
Leu/g entsprechend 78% Beladung. 

Ae-Leu-Phe-OPOE: BOC-Phe-OPOE wurde deblockiert und wie oben be- 
schrieben mit BOC-Leu-OH bis zur negativen Fluramreaktion gekuppelt (3 h). 
Nach erneuter Entfernung der Schutzgruppe und Reinigung wurden 740 mg H- 
Leu-Phe-OPOE. HC1 in 2 ml Essigs~iureanhydrid gel6st und mit 0,5 ml Pyridin 
versetzt, nach 1 h im Vak. eingeengt, zweimal umgef~,llt und kristallisiert; 700 nag 
Ac-Leu-Phe-OPOE mit 95% Beladung (titrimetrisch), Fluram-negativ. 

Chymotryptische Kupplungsversuche 

Atle Experimente wurden im 2 - 5  ml-Mal3stab durchgeffihrt, die Reaktan- 
denkonzentrationen sind Tabelle 2 und 3 zu entnehmen. 

Bei den Versuchen in Tabelle 2 betrug die Reaktionszeit 20 rain, wonach die 
Polymerester verbraucht waren. Die ausgefallenen Produkte wurden abgesaugt, 
alternierend mit 1 N HCI und ges~itt. NaHCO3-L/Ssung sowie mit Wasser 
gewaschen, im Vak. getrocknet und die Ausbeute gravimetrisch bestimmt. 

Der zeitliche Verlauf der Versuche mit H-Leu-Gly-OPOE als Aminokompo- 
nente wurde analytisch mittels HPLC verfolgt. Zu bestimmten Zeiten wurden den 
ReaktionsansS, tzen 20/~l-Proben entnommen, mit 15 #1 0,5 N NaOH versetzt und 
1 h bei 80 °C verseift, mit 15 #10,5 N HC1 neutralisiert und mit Methanol verdiinnt, 
um ausgefallenes Produkt zu 16sen. Nach Filtration zur Entfernung denaturierten 
Proteins wurde ein Aliquot analysiert, wobei chemosynthetisches Z-Pro-Phe-Leu- 
Gly-OH als Referenz diente. 

Die nicht optimierte Isolierung der Polymerpeptide aus den Reaktionsans/it- 
zen erfolgte nach SS.ttigen mit NaC1 dutch wiederholte Extraktion mit Dichlorme- 
than. Nach dem Trocknen der vereinigten Extrakte fiber Na2SO 4 wurde im Vak. 
eingeengt, der Rfickstand zweimal aus Ethanol kristallisiert und im Vak. bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 
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