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Papain-Catalyzed Kinetically Controlled Peptide Synthesis. The Use of Arginine Esters as Amino 
Component 

Summary. The papain-catalyzed reaction of esters of Z-alanine with various arginine esters was 
investigated. Using H - A r g - O P r  i as a nucleophile the expected dipeptide product results in high yield. 
Otherwise, reactions with arginine esters of primary alkohols provide products undergoing further 
reactions. This allows the synthesis of N-protected peptide esters containing two or more arginine 
residues in a one-step reaction. The influence of reaction conditions on the process was investigated. 
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Abkiirzungen 

Die IUPAC/IUB-Regeln fiir Aminos/iure- und Peptidderivate wurden befolgt; vgl. Eur. J. Biochem. 
53, 1 (1975). Die verwendeten Aminos/iuren hatten (L)-Konfiguration. - - G l o - G l y - O H  = Glykolyl- 
glycinester, - - O C a m  = Carboxamidomethylester, - - O B u  i = Isobutylester, - - O M e  = Methylester, 
- - O P r  i = Isopropylester, Z = Benzyloxycarbonyl. 

Einleitung 

Ungeachtet des hohen Standes der chemischen Pcptidsynthcse ist in den lctzten 
Jahren ein zunehmendes Interesse an der Verwendung von Proteasen ffir die 
Peptidsynthese zu verzeichnen. Hauptziele dieser Entwicklung sind die Verhinde- 
rung yon Racemisierung und der m6gliche Verzicht auf den Schutz von Amino- 
siiureseitenkettenfunktionen. 

In der Literatur werden die Verfahren der gleichgewichtskontrollierten und der 
kinetisch kontrollierten enzymatischen Peptidsynthese unterschieden [-1, 2]. Bei der 
kinetisch kontrollierten Reaktionsffihrung wird die Carboxykomponente in 
schwach aktivierter Form, meist als Alkylester, eingesetzt. Dieses Verfahren bietet 
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die Vortei le  kurzer  Reakt ionszei ten ,  niedrigen E n z y m b e d a r f s  und  die M6gl ichkei t  
der Synthese 16slicher hydroph i l e r  Pept ide  in h o m o g e n e r  Phase.  Letzteres  hat  
besondere  Bedeu tung  in Hinbl ick  au f  die Synthese  von  Pep t iden  mit  ungeschi i tz ten 

Se i tenke t tenfunkt ionen .  
Im R a h m e n  der  vorgestel l ten Arbe i t  ber ichten  wir fiber die M6gl ichkei t  des 

Einsatzes von  R o h p r o d u k t e n  der  Cys te inpro tease  Papa in  fiir die Synthese  arginin- 
hal t iger  Pept ide,  ausgehend  von  Z-geschf i tz ten Alan ina lky les te rn  und  seiten- 
ke t tenungescht i tz ten  Argininalkyles tern .  

Experimenteller Teil 

F fir die Synthesen wurde Papain (3.5 Anson-Einheiten/g E. Merck) ohne weitere Reinigung verwendet. 
Z-Ala-OCam [3] und Z-Ala-OGlo-Gly-OH [4] wurden nach beschriebenen Verfahren erhalten, 
w~ihrend die Synthesen von Z-Ala-OMe, H-Arg-OMe. HC1, H-Arg-OPr i. HCI und H-Arg-OBu i. HC1 
nach Standardmethoden [51 erfolgten. Alle Reagenzien waren analysenrein. 

Papainkatalysierte Reaktionen 

Die papainkatalysierten Synthesen wurden im Autotitrator TTT 1 c gekoppelt mit dem Schreiber SBR 
2 c (Radiometer) bei Raumtemperatur durchgeftihrt. Wiihrend der Reaktionen wurde der pH durch 
Zugabe von 2.3 N KOH konstant gehalten. Der dadurch bedingte Verdfinnungsfehler lag unter 5% 
und wurde bei der Auswertung vernachlfissigt. Die Reaktanten wurden in 4 ml HzO/Methanol 4:1 
(v/v) gel6st. Durch Zugabe von 100 #1 Papainl6sung (15 mg/ml, in 5 mM Cystein) wurde die Reaktion 
gestartet. Nach 32 rain wurden weitere 80 #1 einer Papainl/Ssung (75 mg/ml, in 5 mM Cystein) zugesetzt. 
Die Enzyml6sungen wurden tS.glich frisch hergestellt. 

HPL-Kontrolle 

Die chromatographische Kontrolle der Reaktionen erfolgte mit einem LKB-System, bestehend aus: 
Pumpe 2150, Controller 2152, Photometer Uvicord SD 2158, Siiule 7.5- 150 mm TSK CM-3 SW 10 #m 
und dem Computerintegrator SP 4100 (Spectra Physics). Der Druckabfall bei 1.5 ml/min betrug 9--  
l lbar.  Die Elution erfolgte mit einem linearen Salzgradienten yon 0--1.8M NaCI in 0.1M 
Acetatpuffer pH 4.75/Methanol 9 : 1 (v/v). Die Retentionszeiten der einzelnen Verbindungen sind in 
Tabelle 1 wiedergegeben. Die Extinktion wurde bei 258 nm verfolgt. 

Da alle interessierenden Verbindungen das gleiche chromophore System besitzen, wurden 
identische Extinktionskoeffizienten angenommen. Die Probenaufgabe erfolgte fiber einen 100-#l- 
Schleifeninjektor, der kalibriert wurde. Die Standardabweichung der so bestimmten Peakfl/ichen liegt 
bei 3%. 

Zu den Analysezeiten wurden der Reaktionsmischung 100#1 entnommen, sofort mit 400#1 
Methanol verdfinnt und in flfissigem Stickstoff bis zur HPLC-Analyse aufbewahrt. 

Aminosiiureanalysen 

Die Verbindungen wurden am Saulenauslaufgesammelt und in einem Heliumstrom eingetrocknet. Der 
Rfickstand wurde 22 h bei 120 °C in 200 pl 6 N HC1 hydrolysiert. Die Analyse erfolgte mit dem 
Aminos/iureanalysator Durrum D500. Die ermittelten Verh~iltnisse yon Alanin zu Arginin sind in 
Tabelle 1 zusammengestellt. 

Ergebnisse und Diskussion 

Arginin  wurde  in veres ter ter  F o r m  mit  dem Ziel eingesetzt,  Pept ides ter  mit  C- 
t e rmina lem Arginin  zu synthetisieren.  Derar t ige  Verb indungen  bieten die M6gl ich-  
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Tabelle 1. Retentionszeiten und Aminos~iureverh/iltnis der Argininverbin- 
dungen 

Syntheseprodukt Retentionszeit (rain) Verh/iltnis Ala/Arg 

Z-Ala-Arg-OMe 12.8 1.62 a 
Z-Ala-Arg-Arg-O Me 16.7 1.73 
Z-Ala-Arg-Arg-OH 11.7 1.78 
Z-Ala-Arg-Arg-Arg-OMe 19.3 2.77 
Z-Ala-Arg-OPr i 13.8 2.99 a 
Z-Ala-Arg-OBu i 16.4 1.06 
Z-Ala-Arg-Arg-OBu i 19.3 2.05 

a Das Aminosiiureverh/iltnis ist durch H-Arg-OMe bzw. H-Arg-OPr i 

verf~ilscht, das gleichzeitig eluiert wird, abet bei 258 nm nucht absorbiert 

keit der weiteren trypsinkatalysierten Umsetzung. Zum anderen besitzen sie als 
potentielle Proteasesubstrate eine erhebliche Bedeutung. Als Katalysator wurde ein 
Rohprodukt aus sprtihgetrocknetem Papayalatex verwendet, das sehr hohe pro- 
teolytische Aktivit/it besitzt und sich dutch seinen niedrigen Preis fiir pr/iparative 
Zielstellungen anbietet. 

Als Modellreaktion wurde die Verknfipfung von Z-Ala-OCam mit H-Arg-OMe 
ausgew/ihlt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden dem Reaktionsgemisch Proben 
entnommen und mittels HPLC an einer sauren Matrix analysiert. Abb. 1 zeigt ein 
Chromatogramm des Ansatzes nach 45 min Reaktionszeit. Offensichtlich entstehen 
verschiedene Produkte, die sich in der Anzahl der geladenen Funktionen unterschei- 
den. Naheliegende Erkl/irung fiir das Ergebnis ist der Ablauf des Prozesses in Form 
einer Kettenreaktion, wie in Schema 1 dargestellt. Aus der Reihenfolge der Elution 
bei der Chromatographie sowie aus dem Verh/iltnis zwischen Alanin und Arginin 
fiir die einzelnen Substanzen konnte eine Zuordnung der Peaks zu den einzelnen 
Reaktionsprodukten gem/iS Schema 1 erfolgen. Die Konzentration der Produkte zu 

2 

Abb. 1. HPLC-Chromatogramm der Reaktion von Z- 
Ala-OCam und H-Arg-OMe nach 45min; Trennbedingun- 
gen wie im experimentellen Tell beschrieben; Elutionsfolge: 
(1) Z-Ala-Arg-Arg-OH, (2) Z-Ala-Arg-Arg-OMe, (3) Z-Ala- 
Arg-Arg-Arg-OMe 
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Tahelle 2. Zeitlicher Verlauf der papainkatalysierten Umsetzung von Z-Ala-OCam mit verschiedenen 
Argininestern bei pH 8.0 

Nucleophil Produkt Gehalt (%) nach 

2min 10min 30min 45min 

H-Arg-OMe Z-Ala-Arg-OMe 68 40 26 0 
Z-Ala-Arg-Arg-OMe 8.5 26 36 29 
Z-Ala-Arg-Arg-OH 0 0 1 11 
Z-Ala-Arg-Arg-Arg-OMe 0 0 2 7 

H-Arg-OP/ Z-Ala-Arg-OPr i 87 87 87 87 

H-Arg-OBu i Z-Ala-Arg-OBu i 72 53 29 3 
Z-Ala-Arg-Arg-OBu ~ 7 24 39.5 29 
Z-Ala-Arg-Arg-OH 0 0 0 6.5 
Z-Ala-Arg-Arg-Arg-OBu ~ 0 0 0 4 

H20 
Z-Ala-OCam , Z-Ala-OH 

[ +  H-Arg-OMe 

Z-Ala-Arg-OMe 
H20 

, Z-Ala-Arg-OH 

+ H-Arg-OMe 

Z-Ala-Arg-Arg-OMe 
H20 

, Z-Ala-Arg-Arg-OH 

[ +  H-Arg-OMe 

Z-Ala-Arg-Arg-Arg-O Me 

Schema 1. Ablauf der papa_inkatalysierten Umsetzung von Z-Ala-OCam mit H-Arg-OMe 

den verschiedenen Zeitpunkten ist in Tabelle 2 zusammengefal3t. Danach wird Z- 
Ala-OCam schnell und in guter Ausbeute zum Z-Ala-Arg-OMe umgesetzt, der 
deutlich langsamer weiter reagiert. Dies steht im Einklang mit vorhandenen Daten 
zur Spezifit/it von Papain, wonach hydrophobe Reste in P2-Position des Substrates, 
wie die Z-Gruppe bei Z-Ala-OCam, besonders gfinstig sind [6, 7]. Aul3erdem 
werden Carboxamidomethylester von Papain wesentlich schneller umgesetzt als die 
entsprechenden Methylester [8]. 

Gem/iB Schema 1 entsteht im Verlauf der Reaktion eine Reihe von Substraten 
S x. Die Konzentrationen dieser einzelnen Peptidestersubstrate durchlaufen Ma- 
xima, die durch gleiche Geschwindigkeit von Bildung und Umsetzung des Peptid- 
esters charakterisiert sind. Im Maximum gilt ffir das VerhNtnis der Konzentratio- 
nen der Substrate: 

[-S.+,] _ IN] (k~.JKM). (1) 
[Sn] P (kcat/KM)n+ 1 
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Abb. 2. Konzentration yon Z-Ala- 
Arg-Arg-OMe ffir die Reaktionen von 
H-Arg-OMe mit (O) Z-Ala-OCam, (11) 
Z-Ala-Glo-Gly-OH, (A) Z-Ala-OMe 

Dabei entspricht die Partitionskonstante p der Nukleophilkonzentration, bei der 
Aminolyse und Hydrolyse des Acylenzyms in gleicher Geschwindigkeit erfolgen 
[-11]. Die Theorie kinetisch kontrollierter Peptidsynthesen ist unter [-9, 10] erl~iutert. 

Gem~il3 G1. (1) lassen sich die Ausbeuteverhiiltnisse der einzelnen Peptidester 
fiber die Nucleophilkonzentration [-N], die Nucleophileffizienz p und fiber die 
Spezifit~itskonstanten kca]KM der einzelnen Peptidester beeinflussen. 

Einflufl der Art des Substratesters 

Carboxamidomethylester wurden von Martinez et al. [3, 12] als Carboxylschutz- 
gruppen vorgeschlagen. Aufgrund ihrer glycinamid~ihnlichen Struktur werden sie 
yon Serin- und Cysteinproteasen besser hydrolysiert als die entsprechenden 
Methylester [-8, 13] und sind daher vorzfigliche Substrate ftir die enzymatische 
Peptidsynthese [-8]. Die Eignung der Glykolylglycinester f/Jr die kinetisch kontrol- 
lierte Peptidsynthese, die gleichfalls aus ihrer peptidiihnlichen Struktur resultiert, 
wurde von Mitin et al. [-4] gezeigt. Um den EinfluB der Abgangsgruppe der C- 
Komponente auf den Reaktionsverlauf zu untersuchen, wurde Z-Alanin in Form 
seines Methyl-, Carboxamidomethyl- und Glykolylglycinesters mit H-Arg-OMe 
umgesetzt. Der zeitliche Verlauf der Konzentration an Z-Ala-Arg-Arg-OMe ftir die 
drei Reaktionen ist in Abb. 2 dargestellt. Z-Ala-OGlo-Gly-OH wird am schnellsten 
umgesetzt, so dal3 bereits nach 2 rain die Konzentration an Z-Ala-Arg-OMe ihr 
Maximum deutlich fiberschritten hat und bei 44~ liegt. Infolgedessen wird auch die 
maximale Konzentration an Z-Ala-Arg-Arg-OMe schneller und auf dem h6chsten 
Niveau erreicht. Z-Ala-OMe ist die schlechteste der drei C-Komponenten. 

Um den Einflul3 der Art des Argininesters zu untersuchen, wurde Z-Ala-OCam 
auch mit H-Arg-OP/und  H-Arg-OBu i umgesetzt. Die Ergebnisse dieser Reaktio- 
hen sind ebenfalls in Tabelle 2 dargestellt. Es zeigt sich, dab Papain Ester sekund/irer 
Alkohole im untersuchten Zeitraum nicht angreift, so dab sich Z-Ala-Arg-OP/in 
hoher Konzentration akkumuliert. Der Reaktionsverlauf mit H-Arg-OBd unter- 
scheidet sich nur geringffigig vonder  Reaktion des entsprechenden Methylesters. 

EinfluJ3 yon pH und Nucleophilkonzentration 

Unter sonst gleichen Bedingungen wurde die Reaktion yon Z-Ala-OCam mit H- 
Arg-OMe bei pH 7.0, 8.0 und 9.0 durchgeffihrt. Bei pH 7.0 wurden deutlich 
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Tabelle 3. Papainkatalysierte Umsetzung von 0.03 M Z-Ala-OCam mit unterschiedlichen Konzentra- 
tionen an H-Arg-OMe bei pH 9.0 

H-Arg-OMe Produkt Gehalt (%) nach 

2 rain 30 min 35 rain 45 min 

100mM 

300mM 

Z-Ala-Arg-OMe 76 14 3 2 
Z-Ala-Arg-Arg-OMe 6 48 45 30 
Z-Ala-Arg-Arg-OH 0 3 7 16 
Z-Ala-Arg-Arg-Arg-O Me 0 4 7 11 

Z-Ala-Arg-OMe 80 53 23 4 
Z-Ala-Arg-Arg-OMe 6 30 48 53 
Z-Ala-Arg-Arg-OH 0 0 2 4 
Z-Ala-Arg-Arg-Arg-O Me 0 0 6 16 

schlechtere Ausbeuten erreicht, w/ihrend die Reaktionsffihrung bei p H  9.0 zu einer 
leichten Verbesserung fiihrt. Diese Ergebnisse liegen in fJbereinstimmung mit 
Befunden zum pH-EinfluB auf  kinetisch kontrollierte Synthesen, ausgehend von 
Edukten mit ungeladenen Seitenketten 1-14]. Danach ist der pH-Effekt  auf  den 
Reaktionsverlauf im wesentlichen mit einer Verschiebung des Protonierungsgleich- 
gewichts der e-Aminogruppe des Nucleophils zu erkl/iren. 

Bei p H  9.0 wurde eine Synthese ausgehend von der dreifachen Nucleophilkon- 
zentration durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefal3t. Die 
Resultate zeigen, dab H-Arg-OMe die papainkatalysierte Umsetzung schwach 
hemmt. Das VerhS.ltnis von Synthese zu Hydrolyse wird ffir die Einzelreaktionen 
gtinstiger. Dementsprechend lassen sich h6here Konzentrat ionen der verschiedenen 
Peptidester erreichen. Die erh6hte Nucleophilkonzentration verz6gert den Abbruch 
der Kettenreaktion, und nach 45 min liegen noch 73% des eingesetzten Z-Ala- 
OCam als Verbindung der allgemeinen Formel Z-Ala-(Arg)n-OMe vor. 

Die vorgestellten Ergebnisse belegen die Eignung von Papayalatex-Pr/iparaten 
ffir die kinetisch kontrollierte Synthese von Argininpeptiden. Der Reaktionsverlauf 
liil3t sich durch geeignete Kombinat ionen von Alkoholteil der C-Komponente  und 
des Nucleophils sowie fiber die Reaktionsbedingungen in weiten Grenzen manipu- 
lieren. 
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