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1.  Allgemeines

➔ Um  die  kinetischen  Parameter  einer  von

Proteasen  katalysierten  Reaktion  zu

bestim men,  wird  eine  Substanz  benötigt,

deren  UV- Absorptionss pek t ru m  sich

während  der  enzymatischen  Hydrolyse

verschiebt.   Für  diesen  Zweck  war  ein  sog.

Chromogenes  Substrat  zu  synthe tisieren,

dessen  Spaltung  der  Leucin- p-

Nitroanilid - Peptidbindu ng  photomet risch

z.B. bei  405  nm  verfolgt  werden  kann.   Für

den  Verdau  wurde  Papain  eingesetz t.   In

diesem  Protokoll  soll  die  Darstellung  des

chromogenen  Substrates  besprochen

werden.

➔ Dargestell t  wurde  Succinyl - Glycyl-

Phenylalanyl - Leucyl- p- Nitro- Anilid.  Die

Herstellung  erfolgte  durch  eine  lineare

Peptidsynthese  in  flüssiger  Phase  mittels

Boc  (tert - Butyloxycarbonyl - )  Strategie.

Seitenket tensch ut zg ru p pe n  wurden  für

die  verwendeten  Aminosäuren  nicht

benötigt.

➔ Im  folgenden  werden  die

zugrundeliegenden  Reaktionen  sowie  der

Ablauf  der  Synthese  teils  schematisch

dargestellt,  teils  tabellarisch  bezüglich

aller  eingesetz ten  Substanz me ngen  und

Ausbeuten  aufgeliste t.   Auffälligkeiten

während  des  Versuchs  werden  ebenso

diskutier t  wie  die  durchgeführ ten

Kontrollschrit te.
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2. Reaktionsmechanismen
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3. Ablauf  der  Synthese

wasserfrei     arbeiten

Lösungsmit tel  abziehen                                        

5x  mit  ges.  Citronensä urelösung  ausschüt teln  (Hilfsbase  protonieren  und  auswaschen)

1x  mit  Aqua  dest.  ausschü t teln

3x  mit  ges.  NaHCO3  -  Lsg. ausschüt teln  (überschüssige  AS auswaschen)

Esterphase  (oben)  mit  NaSO4  trocknen  und  abnutschen

Dünnschichtchrom atographische  Kontrolle

Schutzgrup pe n

abspalten

durch  Fritte  absaugen

langsam  eintropfen

Eiskühlung,   ggf.  Rühren  um

Verklumpen  zu  vermeiden

TFA abziehen

in  Tetrahydrofuran  lösen

(bei  hydroph.  AS mehr  Petrolether)

abfritten,  im  Exsikkator  trocknen,

wiegen,  Ausbeute  berechnen

NitrophenylisocyanatBoc- Leucin Triethylam in

in  30 m l DMF über Nach t  rü hren

In  Essigsäu reethyles ter  lösen

in  10m l Triflou ress igsäu re 1h  rü hren

Diethylether  /  Petrolether  1:2

*
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Verfahren  für  jede  neue  AS wiederholen

Reaktionsverlauf  mittels  DC im  

Abstand  von  10  min  kontrollieren

erneute  Triethylamin  Zugabe,  um  frei

werdene  Protonen  abzufangen  und  die

Reaktion  zu  ziehen

in  30 m l DMF  lösen
+  N- Methylm orp holin , u m  d as

gefällte TFA Salz  z u  lösen

nächste AS akt ivieren :

Boc- AS in  Dich lorm ethan
Chloram eisensäu reisobu tyles ter

30 m in  bei - 10°C Kältem ischung

*

in  30 m l DMF lösen

Bernstein säu reanhyd rid Triethylam in
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Tabelle: Physikalische  Eigenschaften  verwendeter  Reagenzien

Reagenz Molekulargewicht Dichte

Boc- Leu 231,0  g/mol

Boc- Phe 265,3  g/mol

Boc- Gly 175,2  g/mol

p- Nitrophenylisocyanat 164,0  g/mol

Chlorameisensäure -
isobutylester

136,6  g/mol 1,0449  g/ml

Bernsteinsäureanhydrid 100,07  g/mol

Triethylamin 101,0  g/mol 0,726  g/ml

N- Methylmorp holin 101,1  g/mol 0,920  g/ml

Abbildung: Stab-  und  Oberflächenmodell  von  Succ- Gly- Phe- Leu- p- Nitroanilid
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Tabelle: Eingesetzte  Substanzmengen  und  Ausbeuten

Kopplung Aminosäure Hilfsbase Sonstiges Lösungsmittel Ausbeute

1 (Leucin) 2,5  mmol

 Boc- Leu

577,5  mg

2,5  mmol

Triethylamin

696  µl

5  mmol

p- Nitrophenyl -

isocyanat

410  mg

DMF

30  ml

MW 252g/m ol

Angenommen

(2,5  mmol)

100  %

2 (Phenyl -

    alanin)

2,5  mmol

Boc- Phe

663,3  mg

2,5  mmol

N- Methyl -

morpholin

274,7  µl

2,5  mmol

Chlorameisensäure

isobutylester

327,1  µl

Dichlor -

methan,

DMF

je  30  ml

MW 399  g/mol

593  mg

(1,48  mmol)

60  %

3 (Glycin) 1,5  mmol

Boc- Gly

262,8  mg

1,5  mmol

N- Methyl -

morpholin

164,8  µl

1,5  mmol

Chlorameisensäure

isobutylester

196,3  µl

Dichlor -

methan,

DMF

je  30  ml

MW 456  g/mol

452  mg

(1 mmol)

40  %

4 (Succinat)   - - - 2x  1,0  mmol

Triethylamin

je  139,1  µl

1,75  mmol

Bernsteinsäure -

anhydrid

175,1  mg

DMF

30  ml

MW 555g/m ol

268  mg

(482  µmol)

19  %
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    Boc- L        L- pNA  Boc- F         F- L- pNA    Boc- G   G- F- L- pNA  vor               nach  
Bernsteinsäurekop pl.

Abbildung:  Dünnschichtchromatographische  Kontrolle  der  Kopplungsreaktionen

Erläuterung:

Auf  den  DC- Platten  1- 3  findet  sich  folgendes
Auftragsschema  :

➔ links  jeweils  die  als  letztes  gekoppel te  Boc-
AS

➔ rechts  das  erhaltene  Peptid

➔ Laufmittel:   CHCL3 : MeOH : Benzol  : H20  

=  4  : 4  : 4  : 0,5

Beobachtungen:   

Die  DC- Platten  1&2 zeigen  mit  der  gelben
Bande  ein  Harnstoffderivat - Nebenproduk t  der
ersten  Kopplung.   

(NO2- Phenyl - NH- CO- NH- Phenyl- NO2)

Die  DC- Platte  3  zeigt  neben  dem  zugeset z te n
Boc- Gly, auch  ein  Gly- Gly- Dipeptid,  das  zu
unerwünschten  Nebenreaktionen  und
Verunreinigungen  führen  kann.

Auf  der  DC- Platte  4  wurde  der  Verlauf  der

Succinatkop plung  darges tellt.   

Links  erscheint  das  Peptid  ohne  Succinyl-

Rest,  das  aufgrund  seiner  freien

Aminofunktion  mit  Ninhydrin  anfärbbar  ist.

Rechts  ist  keine  gefärbte  Bande  mehr  zu

sehen.   Der  Succinylrest  verhinder t  (im

Gegensatz  zu  den  Boc- Schutzgru p pe n)  auch

unter  Wärmeeinwirkung  eine

Ninhydrinreaktion.

Die  noch  sichtbare  diffuse  Färbung  ist

vermutlich  auf  das  zugeset z te  Triethylamin

zurückzufü hre n.
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4. Beobachtungen  und  Anmerkungen

➔ Wie  in  der  Auswertung  der  Dünnschicht -

chromatograp hien  beschrieben,  enthiel t

das  ausgegebene  Boc- Glycin  Anteile  eines

Boc- Glycyl- Glycin- Dipeptids.  Zum

Zeitpunkt  der  Synthese  muss te  davon

ausgegangen  werden,  dass  dieses

ebenfalls  in  das  chromogene  Substrat

eingebaut  wurde.   Nach  der

abschliessende n  massen -

spektromet rischen  Analyse  traten  jedoch

keine  Peaks  auf,  die  auf  eine  solche

unerwünschte  Kupplung  hindeute te n.

➔ Im  Verlauf  des  Versuchs  traten

zuneh me n d  DC- Banden  auf,  die  auf

Verunreinigungen  schliessen  lassen.

Tatsächlich  konnte  das  dargestellte

chromogene  Substrat  bei  Praktikumse nde

nicht  mehr  rückstand sf rei  in  Methanol

gelöst  werden.   Der  unlösliche

Niederschlag  wurde  deshalb

abzent rifugiert  und  in  THF aufgenom men.

Beide  Fraktionen  wurden  erneut  auf  eine

DC- Platte  aufgetragen,  wobei  die  in  THF

gelöste  Substanz  auch  im  Laufmittel

unlöslich  blieb  und  entsprechend  nicht

aufgetrenn t  wurde.   Ferner  zeigte  sie  keine

UV- Aktivität.

➔ Die  zum  letzten  Waschschri t t  nach  der

Kopplung  des  Succinylrestes  notwendige

Zugabe  von  Citronensäurelösung  erfolgte

versehentlich  direkt  in  die  TFA- Lösung,

und  nicht  - wie  vorgesehen -  in  die

Essigsäuree thyllösung.

Dies  war  insbeson dere  deshalb

problematisch,  da  die  wässrige  Phase  sich  in

TFA  vollständig  löst  und  keine

Phasentrennu ng  stat tfindet.

In  der  Folge  musste  der  pH- Wert  durch

Zugabe  von  Bicarbonat  angehoben  werden,

um  danach  die  gesamte  Flüssigkeit  am

Rotationsverda mpfe r  abzuziehen.

Erst  durch  Zugabe  grösserer  Mengen  von

Essigsäuree thyles ter  und  Wasser  konnte  das

Produkt  wieder  in  Lösung  gebracht  werden.

➔ Um  das  chromogene  Substrat  als  trockene

Substanz  zu  erhalten,  wurde  es  in  10  ml

Acetonitril  (Methylcyanid,  CH3- CN)  und

20  ml  Wasser  eingefroren  und

anschliessend  über  Nacht  lyophylisier t,

wobei  das  Lösungsmit tel  durch

Sublimation  entfernt  wurde.

➔ Das  Massenspekt ru m  zeigt  bei  einem

Molekulargewicht  von  556,3  einen  Peak,

der  dem  chromogenen  Substrat

(MW:  553  g/mol)  eindeutig  zugeordne t

werden  kann.
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Abbildung:  Massenspektrogram m


