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Ab&aet-The solid phase synthesis of the pentadecapeptide H-Lys-His-Pro-Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met- 

Ala-lie-Pro-Pro-Lys-Lys-OH,? a partial peptide sequence from bovine x-casein is described. During the 

synthesis the N&-amino group of the individual amino acids was blocked by the t-butyloxycarbonyl 

residue (Boc).: the N’-amino group of Lys by the benzyloxycarbonyl residue (Z). the OH group of Ser by 

the benzyl residue and the imidazole nitrogen of His by the 2,ddinitrophenyl group. The stepwise con- 

densation of the protected amino acids on to the peptidyl resin proceeded by means of the carbodiimide 
method. 

After the separation of the peptide from the carrier resin with puritied HBr/Anisol with simultaneous 

cleavage of the benzyloxycarbonyl and benzyl protective groups impure dinitrophenyl peptide hydro- 

bromide was obtained in S9.804 yield talc. on the content of Lys in the Boc-Lys@)-polymer. The dinitro- 

phenyl groups could be eliminated quantitatively in aqueous solution at pH 8 with 2-mercaptoethanol 

within 16 h. 

After purification of the peptide by gel chromatography on Sephadex G-25 in 0.05 M acetic acid, 13.6”~ 

of pure pentadecapeptide acetate were obtained. The purity was controlled by TLC in diNerent solvent 

systems, by thin-layer electrophoresis and by quantitative amino acid analyses. The following peptides 

were synthesised by the same method for comparison: the octapeptide H-Lys-His-Pro-Pro-His-Leu-Ser- 

Phe-OH, the heptapeptide H-Met-Ala-lle-Pro-Pro-Lys-Lys-OH, the hexapeptide H-His-Leu-Ser-Phe- 

Met-Ala-OH and the pentapeptides H-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH and H-Ser-Leu-Phe-Met-Ala-OH. 

The pentadecapeptide is quantitatively split by rennin between Phe and Met at pH 4.25. The Michaelis- 

Menten constant for this reaction is 0.45 mmoles/l. The hexapeptide is also split by rennin whereas both 

pentapeptides were found to be resistant to rennin. The His residues in the peptides thus may be considered 

to be substrate specific. 

The pentadecapeptide and the hexapeptide as synthetic substrates are suitable for activity determina- 

tions and for a control of rennin preparations. 

Ztrsammenfasalmg-Die Festphasensynthese des Pentadecapeptids H-Lys-Hts-Pro-Pro-His-Leu-Ser-Phe- 

Met-Ala-lie-Pro-Pro-Lys-Lys-OH, einer Peptid-Teilsequenz aus dem Kuh-x-Casein, wird beschrieben. 

Wlhrend der Synthese wurde die N’-Aminogruppe der einzelnen Aminosiiuren durch den tert-Butyl- 

oxycarbonyl-Rest (Boc) abgeblockt, die N’-Aminogruppe des Lys durch den Benzyloxycarbonyl-Rest (2). 

die OH-Gruppe des Ser durch den Benzyl-Rest und der Imidazol-Stickstofi des His durch die 2,4-Dinitro- 

phenyl-Gruppe. Die schrittweise Ankondensation da geschiitzen Aminos%tren an das Peptidyl-Harz 

erfolgte mit Hilfe des Carbodiimid-Verfahrens. 

Nach Abli5sung des Peptids vom Kunststoff-Trilger mit gereinigtem HBr/Anisol bei gleichzeitiger 

Abspaltung der Benzyloxycarbonyl- und Benryl-Schutzgruppen erhielt man verunreinigtes Dinitrophenyl- 

l Teilweise vorgetragen beim Biochemical Meeting on Peptides and Proteins and on Antigens and 

Immunogenicity, 14-16 Jan. 1971 Ltittich (s. Lit. 1) 

t Alle Aminosiiuren bcsitzen L-Kontiguration 

$ Abkiirzungen im Text: 

Z = Bettzyloxycarbonyl-: Boc = t-Butyloxycarbonyl-: Bzl = Benzyl-: Dnp = 2,CDinitrophenyl-: 

DCCI = N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid : DMF = Dimethylformamid : TFA = Trifluoressigslure : 
Met(O) = Methioninsulfoxid: Cleland’s Reagenz = 1,4-Dithiol-2,3-dihydroxy-butan: Et,N = Tri- 

Lthylamin : R,, (-) (+) = Relation to Asp, (-) Laufrichtung zur Kathode 
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Peptidhydrobromid in 59.9 %iger Ausbeute, bzg. auf den Lys-Gehalt des Boc-Lys(Z)-Polymeren. Die 
Dinitrophenyl-Gruppen konnten in wiissriga Lijsung bei pH 8 mit 2-Mercaptoiithanol in 16 h quantitativ 

entfernt werden. 

Nach Reinigung des Peptids durch Gelchromatographie an Sephadex G-25 in 0.05 m Essigslure 

erhielt man 13.6 %reines Pentadecapeptidacetat. Die Reinheitskontrolle erfolgte durch Diinnschicht- 

chromatographie in verschiedenen Fliessmittelsystemen, durch Diinnschichtelektrophorese und durch 

quantitative Aminoslure-Analysen. 

Folgende Peptide wurden zu Vergleichszwecken nach derselben Methode synthetisiert : Das Octapeptid 
H-Lys-His-Pro-Pro-His-Leu-Ser-Phe-OH, das Heptapeptid H-Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-OH, das 

Hexapeptid H-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH und die Pentapeptide H-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH und 

H-Ser-Leu-Phe-Met-Ala-OH. 

Das Pentadecapeptid wird von Rennin zwischen Phe und Met bei pH 4.25 quantitariv gespalten. Die 

Michaelis-Menten-Konstante fir diese Reaktion betrHgt @45mMol/l. Auch das Hexapeptid wird von 

Rennin gespalten. wogegen die beiden Pentapeptide Rennin aepeniiber resistent sind. Die His-Reste in 
den Peptiden kijnnen somit als substratspeziftsch angesehen werden. 

Das Pentadecapeptid und das Hexapeptid sind als synthetische Substrate zur AktiviCitsbestimmung 

und zur Kontrolle von Renninpriparaten geeignet. 

HEUTE wird allgemein angenomm.en, dass die “Labung” des Caseins drei Reaktions- 
stufen umfasst ? Die Abspaltung des x-Caseino-glykopeptids, die Koagulation und 
die langsame proteolytische Spaltung aller Casein-Komponenten durch das Lab. 
Als Substrat fi.ir die Primtirreaktion wird das x-Casein angesehen,3 das oft schon in 
1 min4 in para-x-Casein und x-Caseinoglykopeptid gespalten wird. Den Mechanis- 
mus dieser Renninspaltung untersuchten Jolles et al.’ und fanden, dass dabei eine 
Phe-Met-Peptidbindung gespalten wird. Die Aminosluresequenz urn diese “rennin- 
empfindliche” Stelle wurde von denselben Autoren durch tryptische Spaltung des 
x-Caseins mit nachfolgender Sequenzanalyse bestimmt :6-S 

H- . . . . . Lys-His-Pro-Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys 

(Arg) . . . . . Val-OH 

Das zentrale Pentadecapeptid mit Lys als N-terminaler Aminosiure sollte von uns 
synthetisiert werden, urn die Renninspaltung dieses Substratbruchsttickes zu unter- 
suchen. 

METHODEN UND ERGEBNISSE 

Festphasen-Peptidsynthese 
Die Peptidsynthese nach Merrifieldg~‘o wurde von uns in einigen Punkten 

geiindert : Die Kupplung wurde in einem DMF/CH,Cl,’ ‘-Gemisch ausgefiihrt, 
die Kupplungszeiten wurden verlangert und die Boc-Gruppen mit TFA/CH2C12” 
abgespalten. Folgende AminosBure-Derivate wurden zur Synthese verwendet : 
Boc-Lys(Z)-OH, Boc-His(Dnp)-0H,13 Boc-Pro, Boc-Leu, Boc-Ser(Bzl)-OH, Boc- 
Phe, Boc-Met, Boc-Ala, Boc-Ile. Alle Boc-Aminosluren wurden nach der pH-Stat- 
Reaktion14 hergestellt. Die Kupplungsrate wurde wghrend der Synthesen durch 
Aminoslure-Analyse nach Moore und Stein verfolgt. Die Abspaltung der Peptide 
vom Harz vollzogen wir mit HBr in TFA/Anisol. 

Die Abspaltung mit HBr wird fi.ir Met-haltige Peptide ofi als ungeeignet ange- 
sehen,” da als Nebenprodukte Met(O)- und S-Benzylhomocystein-Derivate 
entstehen ki5nnen. Die Bildung von Met(O)-Derivaten st6rte in unserern Falle nicht, 
da bei der reduktiven Dnp-Abspaltung mit 2-Mercaptotithanol gleichzeitig such die 
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Sulfoxid-Derivate quantitativ” reduziert werden. Bei der Synthese des Penta- 
decapeptids wurde nach der HBr-Behandlung diinnschichtchromatographisch nur 
wenig S-Benzyl-homocystein-Peptid nachgewiesen. Wir fiihren dies auf die Abschir- 
mung des Met-Restes durch die Peptidkette zuriick. WBhrend der Herstellung des 
Heptapeptides H-Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-OH wurde hingegen -2q/, von 
diesem Nebenprodukt erhalten. 

Abspaltungsversuche mit Z-Met und Z-Met(O) mit HBr/TFA unter Zusatz von 
Anisol, ;ithyl-Methylsultid,15 Cleland’s Reagenz16 und 2-Mercaptotithanol” zeigten, 
dass bei Zusatz von Anisol am wenigsten S-Benzyl-homocystein entsteht. 

Nach Reinigung der Peptide an Sephadex-Gelen wurden folgende Ausbeuten 
erziel t : 

H-Lys-His-Pro-Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-OH : 13% 
H-Lys-His-Pro-Pro-His-Leu-Ser-Phe-OH : 1 SY{> 
H-Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-OH : 13Y<\ 
H-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH : 20’:1 
H-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH : 21:c 
H-Ser-Leu-Phe-Met-Ala-OH : 54% 

Die Reinheit der Peptide wurde durch Aminosiiure-Analysen (Tab. l), Diinnschicht- 
chromatographie und Elektrophorese charakterisiert. 

Die Verluste an Ser bei der salzsauren Hydrolyse des Pentadecapeptids wurden 
nach Lit. 18 zu 27yd bestimmt (24 h, 6 n HCl, 1 IO’ i. Vak.). 

Spaltunyen mit Rennin 
Die Renningspaltungen wurden bei pH 4.25 durchgefiihrt.4 Die entstehenden 

Aminogruppen wurden mit Hilfe des 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsiure-Reagenzes’9 
photometrisch bestimmt. Die Michaelis-Menten-Konstante Km wurde aus einem 
Lineweaver-Burk-Diagramm ” bestimmt und betrug fiir das Pentadecapeptid 0.45 
mMol/l (Abb. 1). 

K, = 0.45 mMol. I-’ 
B 

7 

I/C, I.mMol _ ’ 

c = Substrotkonzentrotion 

v=Anfongsgeschwindigke~t 

ABE I. Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten nach Lineweaver Burk 1201 
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Dazu wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten wahrend der ersten 10min als 
Anfangsgeschwindigkeiten angenommen und fur die einzelnen Substratkonzentra- 
tionen als AEd3,, /min bestimmt. Die reziproken Werte der Anfangsgeschwindigkeiten 
(v) wurden dann gegen die reziproken Werte der entsprechenden Substratkonzentra- 
tionen (c) entsprechend folgender Gleichung aufgetragen : 

1 K 1 1 __= _rnX -+;_-- 
0 Ynax c max 

k’,,,, ist die theoretische Maximalgeschwindigkeit der Reaktion. 
Das Pentadecapeptid wurde durch Rennin zwischen Phe und Met quantitativ 

gespalten (Abb 2). Die Spaltung war nach 30 min beendet. 

ABB 2. van links nach rechts Asp. Pentadecapeptid, Pentadecapeptid + Rennin, Synth. H-Lys-His-Pro-Pro- 
His-Leu-Ser-Phe-OH, Synth. H-Met-Ala-lie-Pro-Pro-Lys-Lys-OH, Pentadecapeptid + Rennin, Pentade- 

capeptid. Asp 

Nach Angaben von Hill,“ der die Spaltung des Pentapeptids H-Ser-Leu-Phe-Met- 
Ala-OMe durch Rennin untersuchte und eine Michaelis-Konstante von K, = 4 + 
2 mMol/l fand, sol1 Ser fti die Substratspezifitat verantwortlich sein. Wir syn- 
thetisierten H-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH*, H-Ser-Leu-Phe-Met-Ala-OH und H-His- 
Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH und untersuchten die Spaltung durch Rennin. Nur das 

* Nach lolles’ liegt im K-Casein die Sequenz . . Leu-Ser.. . vor, wohingegen Hill4 die Sequenz.. 

Ser-Leu . annimmt 



T
A
B
E
L
L
E
 

I
.
 A

M
IN

C
SK

U
R

E
-A

N
A

L
Y

SE
N

 D
IR

 S
Y
N
T
H
E
T
B
I
E
R
T
E
N
 

P
E
F
T
I
D
E
 

f6
n 

H
C

I,
 

11
0°

C
. 

24
 h

) 

H
-L

ys
-H

is
-P

ro
-P

ro
-H

is
-L

ru
-S

er
-P

hc
-M

et
-A

la
-I

le
-P

ro
-P

ro
-L

ys
-L

ys
-O

H
 

12
34

56
78

 
9 

IO
 

II
 

I2
 

13
 

I4
 

I5
 

I 
I5

 
l-

8 
9 

IS
 

6-
 1

,)
 

5-
10

 
76

 
10

 
A

m
in

os
ac

re
n 

_.
.. 

.._
~_

.. 
_ 

.._
 ..

_.
. _

__
 

__
_.

._
...

 
._

 .
._

. 
_ 

._
 

G
ef

 
T

he
or

. 
G

ef
. 

T
he

or
. 

G
ef

. 
T

he
or

. 
G

ef
. 

T
he

or
. 

G
ef

. 
T

he
or

. 
G

ef
. 

T
he

or
. 

_.
 .._

_ 
^.

._
.._

 ._
 

_.
.._

...
_ 

._
...

 
L

ys
 

3.
08

 
3 

I Q
2 

1 
1.

92
 

2 
0 

0 
0 

0 
0 

0 

H
is

 
I.

98
 

2 
2x

tC
l 

2 
0 

0 
0 

0 
1.

06
 

1 
0 

0 

Pr
o 

4.
14

 
4 

2.
01

 
2 

1.
70

 
2 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

L
eu

 
I .

07
 

1 
@

94
 

I 
0 

0 
09

6 
1 

I .
08

 
I 

I.
00

 
I 

Se
r 

1.
02

 
I 

08
7 

1 
0 

0 
0.

81
 

1 
0.

91
 

1 
IO

.5
 

1 

Ph
e 

I.
00

 
1 

09
0 

1 
0 

0 
1.

00
 

I 
IW

 
I 

0.
99

 
I 

M
et

 
09

1 
I 

0 
0 

0.
74

 
1 

@
79

 
I 

0.
92

 
I 

0.
91

 
I 

A
la

 
I .

05
 

I 
0 

0 
I.

10
 

I 
0.

87
 

1 
0.

97
 

I 
09

9 
1 

Il
e 

I -
03

 
1 

0 
0 

I .
05

 
I 

0 
0 

0 
0 

0 
0 

- 
_ 

- 
_ 

_.
 -

 
- 

-.
 -

 
- 

_ 
_ 

__
 

__
 

__
 

_ 
_ 

_.
 

- 
- 

- 
- 

.-
 

-.
 

.-
 -

 
- 

- 
. 

--
. 

--
 

.-
 



860 K. P. POLZHOFER 

Am 3. von links nach rechts Asp, H-His-Leu-Sex-Phe-Met-Ala-OH, H-His-Leu-Ser-PhoMet-Ala-OH 

+ Rennin. H-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH, H-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH + Lab H-Met-Ala-OH 
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His-haltige Hexapeptid wurde zwischen Phe und Met gespalten (s. Abb 3): die 
Spaltung war nach 2 Tagen beendet. 

Zur Bestimmung der wlhrend der Renninspaltung des Pentadecapeptids ent- 
stehenden N-terminalen Amino&ire Met wurde das Reaktionsgemisch aus Rennin 
und Pentadecapeptid dansyliert und hydrolysiert. Im Hydrolysat waren durch 
Aminosaurechromatographie nur noch Spuren von Met nachzuweisen. 

DlSKUSSlON 

Das von uns synthetisierte Pentadecapeptid besitzt gegentiber Rennin eine hohe 
Substratspezilittit (K, = 0.45 mMol/l), die vorwiegend auf die Anwesenheit der His- 
Reste im Peptid zurtickzuftihren ist. Die Annahme von Hill, wonach Ser fur den 
Labangriff verantwortlich sei,4 konnte nicht bestatigt werden. Wohl besteht die 
Moglichkeit, dass Ser und His in der Sequenz----His-Leu-Se----&i der Bildung des 
Enzym-Substrat-Komplexes zusammenwirken: dies kijnnte anhand von Peptiden, 
die statt Ser bzw. His andere Aminoduren enthalten, geprtift werden. 

H-Lys-His-Pro-Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-OH und His- 
Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH werden, von Rennin gespalten, die Peptide sind in 
wassrigen Puffersystemen sehr gut loslich und die Substrat-Spaltprodukte konnen 
elektrophoretisch bestimmt werden: aufgrund dieser Eigenschaften wtirden sich die 
beiden Peptide sehr gut als synthetische Substrate zur Bestimmung der Enzymak- 
tivitat von Renninpriparaten eignen. 

EXPERIMENTELLES 

Alfyemeines. t-Butyloxycarbonyl-aminosluren wurden aus t-Butyloxycarbonylazid*’ nach der pH-Stat- 

Methode von Schnabel” hergestellt. Boc-His(Dnp)-OH wurde nach einem modilizierten Verfahrenz3 

synthetisiert. Boc-Ser(Bzl)-OH wurde von der Fa. Fluka bezogen. Alle Boc-Aminosauren waren diinn- 

schichtchromatographisch einheitlich. Das Tragerharz (Copolystyrol-T<, Divinylbenzolpolymer) Bio- 

Beads---SX-2, wurde von der Fa Bio-Rad, Mtinchen, bezogen. Das Reaktionsgefass wurde nach der 

Vorschrift von P Kuschz4 angefertigt. 

Siimtliche Liisungsmittel wurden vor ihrer Verwendung absolutiert und destilliert. Triathylamin wurde 

iiber Na-Draht am Riickfluss gekocht, i&r Na destilliert und iiber Na aufbewahrt. Dicyclohexyl- 

carbodiimid wurde im Vakuum destilliert. HBr-Gas wurde zweimal mit 10 %iger Phenollosung in 

Eisessig gewaschen, hierauf zweimal mit 10 y<,iger Resorcinliisung in TFA: Liisungsmittelreste wurden 

bei -40” in einer Ktihlfalle ausgefroren. Die optischen Drehungen wurden am Zeiss-Kreispolarimeter 

@Ol” bestimmt. 
Diinnschichtelektrophoresen wurden auf Merck-DC-Fertigplatten Kieselgel, 20 cm x 20 cm, Nr. 

5721/0025 in der Camag-Elektrophorese-Kammer nach Pastuska durchgefiihrt. Aminosiiure-Analysen 

wurden am Aminosiiure-Analysator BC- 200 der Fa. Bio-Cal, Miinchen, durchgefuhrt. 
Fiir die Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel-G-Platten verwendeten wir folgende Fliessmittel- 

Systeme : 
BPEW = n-Butanol: Pyridin:Eisessig: Wasser = 30:20:6:24 (v/v) 

BEW = n-Butanol : Eisessig: Wasser = 4: 1: 1 (vjv) 
PEW = Pyridin : Eisessig: Wasser = 50: 30: 15 (v/v) 
2-Bu”“EW = 2-Butanon :E.sessig:Wasser = 10:30:25 (v/v) 

EtOAcPEW = Athylacetat : Pyridin: Eisessig: Wasser = 5: 5: 1: 3 (v/v) 
BIMW = n-Butanol : lsopropanol : Monochloressigsiiure: Wasser = 65 : 15 : 3: 20 (v/v/w/v) 
SIMW = set.-Butanol: Isopropanol: Monochloressigsiiure: Wasser = 70: 10: 3:40 (v/v/w/v) 

CME = Chloroform: Methanol : Eisessig = 90: IO: 5 (v/v) 

Die Substanzen wurden mit Ninhydrin- und Chlorreagem? angefarbt : His-haltige Peptide ausserdem 
mit Pauly’s -Reagenz.z5 
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Fiir die Dtinnschichtelektrophoresen verwendeten wir folgenden Puffer (pH 1.9): Ameisenslure (88 %ig): 

Eisessig: Wasser = 15: IO:27 (v/v). 

Synrhese son Boc-Lys(Z)-OH 
H-LysfZ)-OH 90.35 g (@5 Mol) Lysinhydrochlorid wurden in 1 I eines Athanol-Wasser-Gemisches 

(3: 1, v/v) geliist und bei 20‘ mit 5@5 g (0.5 Mol) Et,N versetzt. Nach kraftigem Umschiitteln gab man 

1500 g (066 Mol) Phenylbenzylkohlensiureester z6 hinzu und schiittelte nach Zugabe von weiteren @5 I 

Xthanol: Wasser = 3: I dre-i Tage auf der Schiittelmaschine. Die ausgefallenen Kristalle wurden abgesaugt, 

i. Vak. bei 40” iiber P,O,/KOH getrocknet und aus Dioxan/Wasser (1: I, v/v) umkristallisiert. Ausbeute: 

79.4 g (583% d. Th.) : Schmp. : 254 --256” : Rfssew = C-57. 

Boc-Lys(Z)-OH. 79,Og (0.28 Mol) H-Lys(Z)-OH wurden in 300 ml Dioxan/Wasser (I : I, v/v) suspendiert 

und tropfenweise mit 4n NaOH versetzt, bii alles gel&t war. Nach Zugabe von 44.3g (0.31 Mol) Boc- 
Azid*r erwlrmte man die Losung auf 45” und hielt das Gemisch unter Zugabe von 4n NaOH unter 

krlftigem Riihren auf einem pH von 102. Nach 5 h war die Reaktion beendet (Laugenverbrauch: 

_ 148 ml 4n NaOH). Dioxan wurde i. Vak. abgezogen, iiberschiissiges Boc-Azid durch dreimaliges 

Au&hem entfernt und die w&r& Losung unter Eisktihlung mit fester Citronens&ne auf pH 2-3 

eingestellt. Die angesluerte Liisung extrahierte man dreimal mit Athylacetat, wusch die vereinigten 

organ. Extrakte mit ges NaCI-Losung neutral und trocknete iiber Na,SO,. Nach Abziehen des LBsungs- 

mittels i. Vak. erhielt man 93.0 g (89.4:< d. Th.) eines farblosen c)ls, das diinnschichtchromatographisch 

einheitlich war. R,,,, = 0.68. 

Chlormethylierung der Bio-Beads S----X2 (200400 Mesh). IoOg mit n NaOH, Wasser, 2 n HCI und 

Methanol gewaschene Bio-Beads S X2 (200400 Mesh)* wurden in 4OOml Methoxychlormethar? 

suspendiert, 1 h bei 25’ gequollen, auf 0” abgekiihlt und mit einer vorgektihlten Losung von 7.52 ml 

SnCI, in 200 ml Methoxychlormethan versetzt. Die Suspension wurde unter Feuchtigkeitsausschluss 

30 min bei 0’ geriihrt, abtiltriert und auf der Nutsche mit folgenden Losungsmitteln griindlich gewaschen: 

Dioxan/Wasser = 3: 1 (2 I), Dioxan/3n HCI = 3: I (2 I), Wasser (2 I), Wasser/Dioxan = 2: I (1 I), I : 1 (I I), 

1 :2 (I I), Dioxan (1 I), Dioxan/Methanol = 2: I (1 I), 1: 1 (I I), 1:2 (1 I). Methanol (1 I). Das Harz wurde 
iiber Nacht i. Vak. bei 100” getrocknet, es enthielt I.32 mMol Cl/g. 

’ Boc-Lys(Z)-Polymeres. 10 g (13.2 mMol Cl) Polymeres wurden in 50 ml abs. Athanol suspendiert, mit 

5.12g (13.2 mMol) Boc-Lys(Z)-OH und 12.Og (11.9 mMol) Et,N versetzt und wiihrend 24 h im t)lbad 

unter Feuchtigkeitsausschluss am Riicktluss gekocht. Das Boc-Lys(Z)-Harz wurde abtiltriert und mit 

folgenden Losungsmitteln je dreimal gewaschen: Athanol, Athanol/Wasser 2: 1. 1: 1, Wasser, Methanol, 

&her, Man trocknete i. Vak. iiber P,O,/KOH und bestimmte von 20mg des Produktes durch Lys- 

Abspaltung mittels TFA/HBr den Substitutionsgrad des Aminosiure-Harzes, Lysin-Gehalt des Harms: 

0.37 mMol/g. 

Boc-Lys(Z)-Hi~Dnp)-Pro-Pro-His~np)-Leu-Ser(Brl)-Phe-Met-Ala-lle-Pro-Pr~Lys(Z)-Ly~~-Harz. 
Fiir die Synthese wurden 1.56g (@57 mMol Lys) Boc-Lys(Z)-Hatz eingesetzt. Das in CH,CI, gequollene 

Hatz enthielt 4.2 ml CH,Cl,/g. Diem Ldsungsmittelmenge muss bei der Herstellung des TFA/CH,CI,- 

Gemisches, des DMF/CH,CI,-Gemisches und der Et,N-Losung beriicksichtigt werden. 

Boc-Deblockierungsmittel: TFA:CH,CI, = 77:23 v/v), TFA-Endkonzentration = 50 %ig bei Zugabe 
von 11.7 ml TFA/CH,CI,-Losung. 

Et, N/CHCl,-Gemisch : I6 %ige Et,N-Losung in CHCI,: Et,N-Endkonzentration 10 %ig bei 

Zugabe von IO ml 16 Xiger Et,N-Losung 
DMF/CH,Cl,-Gem&h: DMF:CH,CI, = 54: 16 (v/v): DMF-Endkonzentration 33 %,ig bei Zugabe 

von 7 ml DMF/CH,CI,-Gem&h. 

DCCI-LBsung: 2 m DCCI in CH*CI,. 

Die einzelnen Boc-Aminosiiuren wurden in IO-fachem molarem Uberschuss (je. 6 mMol) mit der 

Cquivalenten Menge DCCI gekuppelt. 
Ein Zyklus fur den Einbau einer Aminoslure in die Peptidkette beinhaltet folgende Wasch- und 

Reaktionsschritte (3 min Schtittelzeit/Schritt): 1) 3-ma1 waschen mit CH,CI,/EtOH (1 : 1): 2) 3-ma1 

waschen mit EtOH: 3) 3-mal waschen mit AcOH : 4) 3-mal waschen mit CHzCI,: 5) TFA/CHzCl,, 20 min : 
6) 3-mat waschen mit CH,CI,: 7) 3-mal waschen mit CHCI,: 8) Et,N/CHCI,, I5 mm: 9) 3-mal waschen 

mit CHCl,: 10) 3-mal waschen mit CH,Cl,: 11) Boc-Aminoslure, in DMF/CH,CI,, 15 min: 12) DCCl/ 

CH,Cl,, 16-18 h. 

l Fa. Bio-Rad, Miinchen 
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Nach Einbau des letzten Boc-Lys(Z)-OH wurde bis einschliesslich Schritt 6) wcitergearbeitet. Pro 

Waschschritt wurden, wenn nicht anders angegeben (s. 0.) 10 ml Losungsmittel verwendet. Nach Schritt 7) 

wurden die Probeo fiir die Amino&ire Kontrollanalysen zur Ermittlung der Kupplungsrate entnommen. 

Die Peptid-Harze wurden in Dioxan :conz HCI = 1 : 1 (v/v) 24 h bei 1 IO” i. Vak. hydrolysiert. 

H-Lys-His(Dnp)-Pro-Pro-Hi~Dnp)-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-lle-Pro-Pro-Lys-Lys-OH. 4 HBr (MW = 
2383.7). Das CH,Cl,-feuchte Peptid-Harz wurde im ReaktionsgelXss mit einem Gemisch aus 20 ml TFA 

und 3 ml Anisol iibergossen und durchgeschtittelt. In diese Suspension wurde I4 h gereinigtes HBr-Gas 

eingeleitet. Nach dieser Zeit werden jedoch nur 26.8 mg Hydrobromid vom Trlger abgespalten: die 

Abspaltung mit HBr in reiner TFA wurde deshalb wiederholt. Nach weiteren 2 h wurde die Hauptmenge 

des Peptidhydrobromids abgelost (795.3 mg). 

Nach Abtiltrieren des Polymeren wurden die TFA-Filtrate i. Vak. eingedampft und die iiligen Riick- 

stlnde mit Ather durchgerieben. Der gelbe pulverige Ntederschlag wurde abgesaugt, dreimal mit Ather 

gewaschen und i. Vak. ilber P,O, getrocknet. 

Gesamtausbeute an Dnp-Peptidhydrobromid (MW = 2383.7): 822 mg (59.8x” bzg. auf Boc-Lys(Z)- 

Harz). 

Aminoslure-Analyse (24 h, I IO’, 6n HCI): 

Ser 0.92 (I), Pro 4.04 (4). Ala (I.00 (lb Met 0.36 (I), Be 0,92(l), Leu 1.16 (I), Phe 1.03 (I), Lys 2.93 (3) His 

1.92 (2). 

Dtinnschichtchromatographisch konnten neben dem Hauptprodukt 3 Substanzen in geringer Konzen- 
tration nachgewiesen werden : 

R,,,, Hauptprodukt = 0.44: R*,, = -0.22 pH 1.9.20 V/cm, 2 h: Verunr. 1 = 0.35: Verunr. 2 = 050: 
Verunr. 3 = 057. 

H-Lys-His-Pro-Pro-His-Leu-Ser-Phe-Mer-Ala-lle-Pro-Pro-Lys-Lys-OH (MW = 1727.9). 402.5 mg 

Dnp-Peptidhydrobromid wurden in IOml Wasser gelijst und mit ges. Na,CO,-Losung auf pH 8.0 

eingestellt. Man gab 2 ml 2-Mercaptoiithanol hinzu und riihrte 16 h. 

Die gelbgefirbte Losung wurde danach mit Eisessig auf pH 5.0 eingestellt und auf eine mit 0.05 m 

Essigsaure lquilibrierte Sephadex G-25 superfine-S&de (2.5 cm x 80 cm) aufgegeben. Man eluierte mit 

0.05 m Essigsaure bei einer Fliessgeschwindigkeit von 18 ml/h x cm*. Es wurden Fraktionen N je 4.0 ml 

gesammelt. Das Pentadecapeptid wurde nach 358 ml Vorlauf eluiert und im Eluat mittels DC nach- 

gewiesen. Die ninhydrinpositiven Fraktionen wurdec vereinigt und mehrmals gefriergetrocknet. 

Ausbeuten: Fraktion 1 : 66.5 mg (22.89,.) 

Fraktion 2: 88.7 mg (3@4q,.l 

1 

bzg. auf Dnp- 

Fraktion 3: 79.2 mg (27.1:<.) Peptidhydrobromid 

Fraktion 4: 26.5 mg (9.6:(,) 

Die Fraktionen 24 waren verunreinigt, Fraktion I war DC-einheitlich und stellt das reine Penta- 

decapeptid dar. Das Peptid liegt als Tetraacetat vor* und wurde in einer Gesamtausbeute von 13.6:,:, (bzg. 

auf Boc-Lys(Z)-Harz erhalten. 

Aminoslure-Analysen von Fraktion 1 (6n HCI, I IO”, 24 h): 

SerLorr = I.02 (I), Pro 4.14 (4) Ala I.05 (1) Met 0.91, Ile 193 (I), Leu I.07 (I), Phe 1X10, His I.98 (2), 

Lys 3.08 (31 RmpEw = 0.32: R,, = -0.36. pH 1.9.20 V/cm, 130 min: R,,_,,on,w = 0.67: R,srMw = @14: 

[xl:: = - 121.6’ (c 063. 50%ige HCOOH). 
H-Lys-His-Pro-Pro-His-Leu-Ser-Phe-OH. Ansatz: IO g (364 mMol Phe) Boc-Phe-Harz. 

Ausbeute an Dnp-Peptidhydrobromid : 3.50 g (66.0::,). 

Ausbcute an gereinigtem Peptid: 525.4mg (IS.WA bzg. auf Boc-Phe-Harz): RlepEw = O-65: RA,, = 

-080: pH 1.9, 20 V/cm, 130 min: [z]i’ = - 54.0’ (c 0.2, 50 Xige HCOOH). 

Aminosilure-Analyse s. Tab. I. 

H-Met-Ala-lie-Pro-Pro-Lys-Lys-OH. Ansatz: log (3.51 mMol Lys) Boc-Lys(Z)-Harz. 
Ausbeute an Peptidhydrobromid : 3.2 g (88.8;~). 

Ausbeute an gereinigtem Peptid: 357.7 mg (13.q{, bzg auf Boc-Lys(Z)-Harz Rm,,, = 0.32: R,,, = 
- 07 1: pH 1.9.20 V/cm, 130 min. [a];’ = - 59.6” (c 1.50 %ige HCOOH). 

Amino&ire-Analyse s. Tab. I. 

H-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH. Ansatz: 5 g (1.95 mMol) Boc-Ala-Harz, Ausbeute an Peptidhydrobromid: 

1.01 g (80%). Aminoslure-Analyse des Peptidhydrobromids (6 n HCI, IlO”, 24 h): Leu 1.05 (I), Ser 089 (I), 

l Fiir die gaschromatographische und NMR-spektroskopiscbe Acetatbestimmung danken wir den 
Herren Dr I. P. G. Wirotama und Dr R. Moser 
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Phe 1gO (I), Met 0.69 (I), Ala 093 (I): Ausbeute an gereingtem Peptid: 236.1 mg (21.6;,& bzg. auf Boc-Ala- 
Harz). RlspEW = 0.67: R,, = -@Sz pH 1.9.20 V/cm, 2 h: RIBIMW = 0.62: R,,,, = @23: Rfl,, = 092: 

[u]: = - 19.36” (c 1. 50 y(,ige HCOOH). 

Aminosame-Analyse des gereinigten Peptids s. Tab. 1. 

H-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-OH. Ansatz: 5 g (1.95 mMol Ala) Boc-Ala-Harz, Ausbeute an Dnp- 

Peptidhydrobromid: 1.67 g (9L 1”). Aminosame-Analyse des Dnp-Peptidhydrobromids (6n HCI, 1 lo’, 

24h): His(Dnp) 1.25 (I), Leu 1.0’ (I), Ser 0.85 (I), Phe lm (I), Met 0.56 (l), Ala @91 (I), Ausbeute an 

gereuugtem Peptid: 274 mg (20:& bzg. auf Boc-Ala-Harz): R/,,,, = @55: R,, = -0.72 pH 1.9, 
20 V/cm, 2 h: RlelMw = 0.40: RI,,, = 0.12: R,,,, = 0.69: [a];’ = - 29.3’ (c 1, 50 %ige HCOOH). 

Aminoslure-Analyse des gereinigten Peptids s. Tab. 1. 

H-Ser-Leu-Phe-Met-Ala-OH. Ansatz- 10 g (4.61 mMol Ala) Boc-Ala-Harz Ausbeute an Peptidhydro- 

bromid : 1.93 g (64?.). Aminoslure-Analyse des Peptidhydrobromids (6n HCl, 110”. 24 h): Ser 0.67 (1). 

Ala 180 (1). Met 097 (1). Leu I.12 (I), Phe 1.12 (1). Ausbeute an gereinigtem Peptid: 1.422g (54:~ bzg. 

auf Boc-Ala-Harz): RJSPEW = 0.52: R,, = -@50, pH 1.9, 20 V/cm, 2 h: RrjlMW = 0.55: R,,,,,, = 0.52: 
R,,_,,onti, = 0.80: [%]A’=- 27.8 (c 1.50”‘<ige HCOOH). Aminosaure-Analyse des gereinigten Peptids s. 
Tab. 1. 

Rennin-Spaltung des Pentadecapepfids. Peptid-Stammlosung: 326.1 mg (0.1886 mMot) Pentadecapeptid 
und 120.6 mg 2,4,6-Trinitrobenzol-sulfons&ire wurden in 100 ml 02 n wbsrigen Citratpuffer vom pH 4.25 

gellist. Die StammlBsung besitzt eine Peptidkonzentration von 18.867 x IO-* Mel/l. Durch Verdunnung 

mif 02 n Citratpufher (pH 4.25) werden Losungen folgender Konzentrationen hergestellt : c 1 18.867 = IO-“ 

Mel/l (Stamml6sung): c II 9.434 x lo-“ Mol,l: c 111 6.289 x IO-“ Molt: c IV 3.773 x 10e4 Mohl. 

Je 1 ml dieser Losungen wurden mit 1 ml wassriger Renninlosung* (z IO-.“ Mel/l versetzt und bei 30 
inkubiert. 

Nach 20 s, 5, 10, 15, 20, 30 min wurden die Reaktionen durch Zugabe von je 1 ml 1.6 “,“iger Na,CO,- 

Lbsung gestoppt (End-pH der Losung: 9.8). Nach 30 min wurden die Losungen bei 430 nm vermessen. 

Die Extinktionen werden zur Ermittlung der Anfangsgeschwindigkeit v der Reaktion gegen die Zeit 

aufgetragen. Die Steigung der Tangenten vom Ursprung an diese Kurven ergibt die Anfangsgeschwindig- 

keiten v. 

Zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante wurden die reziproken Werte von v gegen die 

entsprechenden reziproken Werte der Substrat-Konzentration aufgetragen (Abb. 1). 

v, = 0441 E x mitt-’ c, = 0.9434 mMol :I 

vr = 0,344E x min-’ C~ = 0.4717 mMol:l 

vs = 0293 E x min-’ cJ = 0.3145 mMol:l 

vq = 0201 E x mm’ c+ = 01887 mMol,q 

Dansylierung des Spaltgemisches. Ein Gemisch aus 2 ml Peptidlosung (12 uMol Pentadecapeptid) und 2 ml 

Renninlijsung (-10m4 Mol:l) wurden bci 30“ 5h inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde mit 16 ml 
0.1 m NaHCOs-Losung, und dann mit einer Losung aus 113.8 mg (422 pMo1) Dansylchlorid in 16 ml 

Aceton versetzt. Der pH lag bei 8.65 und sank nach 23 h auf pH 8.05. Das Reaktionsgemisch wurde i. Vak. 

eingedampfl und der Rtickstand in 6 n HCI wlhrend 24 h hydrolysiert. 

Bei der Aminoslure-Analyse konnten nur Spuren von Met nachgewiesen werden: Ser 086 (1X Ala 

094 (1). Met 0.15 (Ok Be I.01 (l), Leu 180 (I), Phe 054 (l), His 2.47 (2), Lys 041 (3): Pro konnte nicht 

ausgewertet werden. 

Danksagung- Frau. B. Goebel, Herrn J. Fleischer, Herm P. J. v.d. Hoek und Frl. A. Weiss danken wir 
fur ausgezeichnete Mitarbeit. 
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