ANGEWANDTE

CHEMI

97. Jahrgang 1985
Heft 2
Seite 79-140

Grundprinzipien der proteasekatalysierten Kniipfung der

Peptidbindung

Von Hans-Dieter Jakubke*, Peter Kuhl und Andreas Konnecke

Die stereospezifische Kniipfung von Peptidbindungen, frei von Nebenreaktionen unter mil-
den Bedingungen verlaufend, ist immer noch ein anspruchsvolles Anliegen peptidsyntheti-
scher Bemiithungen. Der nahehegende Gedanke, den von der Natur zur Proteinbiosynthese
verwendeten Biokatalysator, die ribosomale Peptidyl-Transferase, fiir diese Zielsetzung zu
nutzen, ist nicht realisierbar. Die Tatsache jedoch, daB es auch fiir die natiirliche Spaltung
von Proteinen eigene Enzyme, die Proteasen, gibt, hat in Verbindung mit der grundsétzli-
chen Reversibilitiit solcher Spaltungsreaktionen zu einem interessanten Synthesekonzept
gefithrt. Proteasen katalysieren normalerweise den enzymatischen Abbau von Proteinen
und Peptiden durch hydrolytische Spaltung der Peptidbindung in einer exergonischen Re-
aktion. Durch Anwendung physikochemischer Prinzipien zur Beeinflussung der Gleichge-
wichtslage, der Produktkonzentration und reaktionskinetischer Parameter gelingt es aber,
die katalytische Wirkung von Proteasen fiir die Peptidsynthesereaktion zu nutzen. Ziel die-
ses Beitrages ist eine zusammenfassende Darstellung der dabei verwendeten Methoden mit
dem Versuch ihrer Systematisierung. An praktisch relevanten Wirkstoffen wie z. B. Aspar-

tam und Humaninsulin werden die Prinzipien solcher Synthesen demonstriert.

1. Einleitung

Zum bemerkenswerten Fortschritt der Peptidforschung
in den letzten drei Dezennien hat die Peptidsynthese einen
entscheidenden Beitrag geleistet!' . Neben der strukturbe-
stitigenden Totalsynthese nativer Peptidwirkstoffe sowie
der Darstellung von Analoga, die fiir das Studium der
Struktur-Wirkungs-Beziehungen notwendig sind, steht die
Semisynthese von Proteinen® ebenso im Blickpunkt des
Interesses wie chemische Verinderungen an Peptid- und
Proteinwirkstoffen zur Modifizierung physiologischer oder
pharmakologischer Effekte.

Die Bildung der Peptidbindung soll unter idealen Be-
dingungen mit hoher Geschwindigkeit ohne Racemisie-
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rung und Nebenreaktionen und in méglichst quantitativer
Ausbeute bei Einsatz dquimolarer Mengen an Carboxy-
und Aminokomponente verlaufen. Diesen Anforderungen
wird keine der mehr als 130 Varianten der chemischen Ver-
kniipfung voll gerecht. Selbst bei Einhaltung bewahrter
Synthesekonzepte und Verwendung erprobter Kupplungs-
reaktionen mit nachgewiesener Racemisierungssicherheit
in einfachen Modellsystemen kann eine absolute Aus-
schaltung der Racemisierung bei anspruchsvollen Seg-
mentverkniipfungen nicht garantiert werden. Fiir die Ver-
besserung der Peptidsynthese spielt demzufolge die Ver-
meidung unerwiinschter Nebenreaktionen eine groie Rol-
le. Dies legt den Gedanken nahe, zur Kniipfung der Pep-
tidbindung Enzyme einzusetzen, da diese stereospezifische
Reaktionen erméglichen. Bedauerlicherweise scheidet die
ribosomale Peptidyl-Transferase fiir eine praktische Nut-
zung aus, da sie als integraler Bestandteil des Ribosoms
nur im koordinierten Zusammenwirken mit weiteren am
Elongationsschritt beteiligten Faktoren voll wirksam ist'*.
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Ausgehend von Uberlegungen zum chemischen Gleich-
gewicht diskutierte van't Hoff ™! bereits 1898 die Mdglich-
keit, bei der Kniipfung der Peptidbjndung Proteasen ein-
zusetzen, die normalerweise die hydrolytische Spaltung
von Peptidbindungen katalysieren. Etwa 40 Jahre spiter
erbrachten Bergmann und Fraenkel-Conrat® den experi-
mentellen Beweis dafiir, daB die Reversibilitit proteaseka-
talysierter Reaktionen prinzipiell zur Kniipfung der Pep-
tidbindung genutzt werden kann. Bergmann und seine
Schiiler, insbesondere Fruton, leiteten aus den Erkenntnis-
sen iiber die hydrolytische Wirkung der Proteasen sowie
deren Substrat- und Stereospezifitit die richtigen SchiuB-
folgerungen fiir die enzymatische Peptidsynthese ab, die
aber mit der Aufklirung der Grundprinzipien der Protein-
synthese in vivo entscheidend an Bedeutung einbiiBte. Ab-
gesehen von weiterfiihrenden Grundlagenstudien wurde
erst Mitte der siebziger Jahre der eindeutige Nachweis er-
bracht, daB Proteasen als Biokatalysatoren fiir die Darstel-
lung von Peptiden im pridparativen Mafstab mit Erfolg an-
gewendet werden kénnen. Die Verwendung von Biokataly-
satoren bei Peptidsynthesen folgt dem allgemeinen Trend
der Nutzung von Enzymen fiir organische Synthesen),
wobei die Vielfalt der Ubersichten!!®-'*! die ungewdhnlich
starke Resonanz unterstreicht, di¢ die proteasekatalysierte
Peptidsynthese in den letzten zehn Jahren erfahren hat.

Die enzymatische Kniipfung der Peptidbindung kann
primér sowohl thermodynamisch als auch kinetisch kon-
trolliert werden, wobei aus energetischer Sicht signifikante
Unterschiede zu verzeichnen sind. Ausgehend von den
grundlegenden Prinzipien der proteasekatalysierten Kniip-
fung der Peptidbindung wird der Versuch unternommen,
die gegenwiirtigen Moglichkeiten und Grenzen dieser
neuen Synthesevariante systematisch darzulegen.

2. Thermodynamisch kontrollierte Peptidsynthesen

Die thermodynamisch kontrollierte Kniipfung der Pep-
tidbindung ist die direkte Umkehrung der proteasekataly-
sierten hydrolytischen Spaltung von Peptiden!'®-"*. Da an-
stelle von Aktivititen Konzentrationen benutzt werden,
handelt es sich nicht um eine exakte thermodynamische
Behandlung. Im Unterschied zur Hydrolyse ist die Syn-
these endergon, verlduft unter Abnahme der Entropie und
ist energetisch so ungiinstig, daB die Gleichgewichtskon-
stante K., fiir die Verkniipfung zweier ungeschiitzter Ami-
nosiuren <10~° ist. Da die ionisierten Formen beider
Substrate nicht reaktiv sind, miissen bei der thermodyna-
mischen Kontrolle zwei Gleichgewichte beriicksichtigt
werden:

R—COO® + H,N—R’ &2 R—COOH + H,N—~R’
Loy R_CO-NH-R’ + H,0

Dem ,,Umwandlungsgleichgewicht der ungeladenen
Substrate in das Produkt ist ein ,,Jonisierungsgleichge-
wicht'* vorgelagert. Unter Einbeziehung der Konzentration
von Wasser in die Gleichgewichtskonstante ergibt sich fiir
den Gesamtprozef3:

Kyn= Kion - Kinv=[R—CO-NH-R- ([R-CO0°®] . [l-l;l%—R’])'l

80

Fiir ein gegebenes Substratpaar bei einem bestimmten
pH-Wert liegen K, und K, fest. Folglich ist die im Um-
wandlungsgleichgewicht vorhandene Peptidkonzentration
abhingig von den Konzentrationen der im vorgelagerten
Tonisierungsgleichgewicht gebildeten ungeladenen Sub-
strate; deren Konzentrationen sind durch ihre pK-Werte
determiniert. Die pK-Werte von N- und C-geschiitzten
Aminosiduren sowie von lingeren Segmenten unterschei-
den sich derartig von denen freier Aminosduren, daB im
Ionisierungsgleichgewicht ausreichend hohe Konzentratio-
nen an ungeladenen Substraten vorliegen, um im Um-
wandlungsgleichgewicht meBbare Konzentrationen an
Peptid zu liefern.

Die Rolle der Protease besteht nun einzig und allein dar-
in, als Biokatalysator die Geschwindigkeit der Gleichge-
wichtseinstellung bei der Bildung der Peptide zu erhéhen.
Die Effektivitit wird um so hoher sein, je spezifischer die
Protease fiir die Substrate ist. Deshalb sollten Reaktions-
bedingungen gewéhlt werden, die eine méglichst hohe ka-
talytische Aktivitit der Protease gewihrleisten. Das pH-
Optimum der Synthese liegt dabei, wenn man von pepsin-
katalysierten Kupplungen absieht, bei pH-Werten, die zwi-
schen den pK-Werten der a-Carboxy- und der Amino-
gruppe der Substrate liegen, in der Regel zwischen pH 6
und 7. Die erforderlichen Zeiten zur vollstindigen Einstel-
lung des Umwandlungsgleichgewichts werden sowohl von
der Konzentration und der katalytischen Aktivitit der Pro-
tease als auch von der Affinitit der Protease zu den Sub-
straten bestimmt: Sie kénnen Minuten bis mehrere Tage
betragen.

Der Anwendungsbereich thermodynamisch kontrollier-
ter Peptidsynthesen erstreckt sich auf alle Proteasen in
Verbindung mit C-ungeschiitzten Carboxykomponenten.
Bei Segmentkondensationen sind bei Einsatz unspezifi-
scher Proteasen kompetitive Peptidbindungsspaltungen zu
befiirchten; auch bei hochspezifischen Proteasen kénnen
solche Nebenreaktionen auftreten, falls in der Sequenz der
Segmente zusidtzlich Aminosdurebausteine enthalten sind,
die der Substratspezifitit der Protease entsprechen.

Fur die zusitzliche Beeinflussung thermodynamisch
kontrollierter Peptidbindungskniipfungen gibt es zwei
prinzipielle Wege:

- Vergroflerung von K;,, durch Verdnderung der pK-
Werte der Substrate und

~ Erh6hung der Peptidkonzentration unter Beriicksichti-
gung des Massenwirkungsgesetzes.

Beide Maoglichkeiten kénnen wiederum unterschiedlich
realisiert werden, wobei in der Praxis meist konzertierte
Beeinflussungen des Synthesegleichgewichts bevorzugt
werden; aus didaktischen Griinden sollen sie nachfolgend
jedoch gesondert erdrtert werden.

2.1. Vergriofierung von K,

Bei gegebenen Reaktionsbedingungen gelingt es auf
zwei Wegen, die Differenz der pK-Werte zwischen Amino-
und Carboxykomponente zu verringern, wobei K, erhoht
und damit K, = K;..- K;,, effektiv vergroBert wird.
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2.1.1. Verwendung von organischen Losungsmittein,
die mit Wasser mischbar sind'>"

Mit Wasser mischbare organische Ldsungsmittel verrin-
gern die Aciditit der a-Carboxygruppe der Carboxykom-
ponente, dagegen wird der pK-Wert der Aminogruppe des
Nucleophils kaum beeinflufit. So betrigt der pK-Wert von
Acetursdure (Ac-Gly) in Wasser 3.60, in 80proz. (v/v) Di-
methylsulfoxid (DMSO) dagegen 6.93, wihrend die pK-
Werte von Gly-NH, mit 8.20 bzw. 8.10 nahezu konstant
bleiben. Da pK,,,-Werte in organischen Ldsungsmitteln
von limitierter Signifikanz sind, sollten unter gleichen Be-
dingungen gemessene pK-Werte aussagekriftiger sein. In
Wasser ist ApK fiir Acetursiure/Gly-NH, 4.60, in 80proz.
(v/v) DMSO nur 1.11. Durch andere Cosolventien lassen
sich Verinderungen der pK-Werte um ein bis zwei Einhei-
ten erreichen, womit eine signifikante Erhéhung von K,
erzielt wird. Fiir die chymotryptische Kupplung von 1 mm
Z-Trp mit 100 mm Gly-NH, bei pH 6.7 betrigt XK, 0.45
M~ in Wasser, 2.12 M~ in 60proz. (v/v) Glycerin und so-
gar 38 M~ in 85proz. (v/v) 1,4-Butandiol.

Problematisch ist, daB die katalytische Aktivitit der Pro-
tease mit steigender Konzentration an Cosolvens abnimmt
und damit die Zeit zur Einstellung des Umwandlungs-
gleichgewichts zunimmt. Mit 50proz. (v/v) Ethanol, Dime-
thylformamid (DMF), DMSO, Dioxan, Aceton und Aceto-
nitril wird Chymotrypsin inaktiviert, so da8 keine Synthese
ablduft. Nur enzymstabilisierende Polyalkohole lassen sich
in hdheren Konzentrationen verwenden, ohne dal eine
Inaktivierung eintritt?!; die katalytische Aktivitat wird
aber in jedem Falle herabgesetzt®*-?*.. Die Substratspezifi-
tit erfahrt dabei keine signifikante Verinderung®®.

2.1.2. Verwendung von Zweiphasen-Systemen

In Systemen aus einer wifrigen und einer mit Wasser
nichtmischbaren Phase (unpolares organisches Ldsungs-
mittel) werden die pK-Werte der Substrate ebenfalls so be-
einfluBt®”, daB K;,, ansteigt. In Abhingigkeit vom Ver-
hiltnis @ der Volumina der organischen und der wiBrigen
Phase und vom Verteilungskoeffizienten P erhoht sich der
pK-Wert der Carboxykomponente und vermindert sich der
pK-Wert der Aminokomponente jeweils um den Betrag
lg(1+a-P).

Das Enzym in der wiBrigen Phase ist nur der Sitti-
gungskonzentration des organischen L&sungsmittels in
Wasser ausgesetzt und wird in der Regel weit weniger inhi-
biert als durch mit Wasser unbegrenzt mischbare Lésungs-
mittel®*2%, Diesem Vorteil stehen langere Zeiten bis zur
Gleichgewichtseinstellung gegeniiber, wobei vermutlich
die zusitzlichen Verteilungsgleichgewichte geschwindig-
keitsbestimmend werden. Die Loslichkeit der Substrate in
der apolaren organischen Phase begrenzt die generelle An-
wendbarkeit von Zweiphasen-Systemen fiir die enzymati-
sche Peptidsynthese.

2.2. Beeinflussung der Produktbildung unter
Beriicksichtigung des Massenwirkungsgesetzes

Die ersten experimentellen Befunde iiber die Moglich-
keit, die proteasekatalysierte Peptidhydrolyse umzukehren,

Angew. Chem. 97 (1985) 79-87

basieren auf der geringen Loslichkeit der Produkte, wo-
durch sie dem Umwandlungsgleichgewicht entzogen wer-
den und sich akkumulieren kénnen!'’. Das Produkt kann
auch durch Extraktion oder spezifische Komplexierung
aus dem Gleichgewicht entfernt werden.

2.2.1. Bildung unloslicher Produkte

Werden hinreichend hohe Substratkonzentrationen ein-
gesetzt, so daB sich in dem durch K, bestimmten Gleich-
gewicht eine Peptidkonzentration bilden kann, die iiber
der maximalen Léslichkeit liegt, so kommt es infolge Pri-
zipitation zu einer Akkumulation des Produkts. Dies 148t
sich anhand des Massenwirkungsgesetzes ableiten (vgl.
auch 1); Reagieren zwei in gleicher Konzentration vorlie-
gende Substrate A und B unter Bildung eines Produkts C
miteinander, so stellt sich in der L8sung das Gleichgewicht
A+ B=2C ein, dessen Gleichgewichtskonstante durch Glei-
chung (1) beschrieben wird.

K =[CI(A]-[B) ' =[C]-[A] * M

Fillt ein Teil des Produkts C als Niederschlag aus, so
gilt Gleichung (2).

Kapo=([C]: +ICL)-[A] 2 7))

wobei [C];, die Maximalkonzentration des Produkts in der
Lésung und [C], die auf das Gesamtvolumen bezogene
Konzentration des nichtgelosten Produkts sind. Ausge-
hend von einer Anfangskonzentration [A], ergibt die Mas-
senbilanz Gleichung (3)

[Als— [A]=ICL +IC] (E)]

mit [A] als Gleichgewichtskonzentration des Substrats A in
Losung. Durch Einsetzen der Beziehung (3) in Gleichung
(2) erhilt man

Kapy= (AL —[A]-[A] 2 @

Ersetzt man hierin [A] durch den aus Gleichung (1) ge-
C 1/2
wonnenen Ausdruck [A] = (%) mit [C]=[C],, so ge-

langt man nach Umformung zu Gleichung (5).

K K 172
=i~ (i) ®

Danach ist die apparente Gleichgewichtskonstante fiir
eine Reaktion, bei der ein Teil des Produkts aufgrund sei-
ner begrenzten Loslichkeit im System ausfillt, um so gro-
Ber, je hoher die Anfangskonzentration der Substrate und
je geringer die Loslichkeit des Produkts im System ist.

Bei Einsatz einer Komponente im Uberschuf8 kann eine
fast quantitative Umsetzung des anderen Substrats erreicht
werden. Diese Variante ist in der Praxis sehr populér, weil
die Randbedingung der geringeren Loslichkeit des Pro-
dukts im Vergleich zu der der Substrate sehr oft erfiillt
1st.
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2.2.2. Extraktion der Produkte

In Zweiphasen-Systemen wird das Produkt dem Gleich-
gewicht entzogen, wenn es aufgrund giinstiger Lage des
Verteilungsgleichgewichts in eine nicht mit Wasser misch-
bare apolare Phase extrahiert und damit akkumuliert wird.
Von Martinek et al.? wurde eine Beziehung fiir eine Re-
aktion A+ B=a C+ D abgeleitet [Gl. (6)].

Koiphas=Kaq (1+aPa)-(1+a Py) N

wobei @ =V,,,/V,, und P der Verteilungskoeffizient ist. Sie
zeigten, daB die Funktion Ky;pn.s(@) bei einem bestimmten
Verhiltnis der Verteilungskoeffizienten ein Extremum auf-
zuweisen vermag. Mit anderen Worten, die effektive
Gleichgewichtskonstante kann gréBer oder kleiner sein als
diejenige, die sich fiir die Reaktion in jeder der beiden
Phasen allein ergibt.

In vielen Féllen ist jedoch das Produkt in der organi-
schen Phase wenig l6slich, es prézipitiert und wird so aus
dem Gleichgewicht entfernt?*-28. Dies kann zusatzlich
auch dadurch erreicht werden, daB man Ldsungsmittel-
kombinationen verwendet, die es ermoglichen, die Sitti-
gungskonzentration eines Substrats einzustellen, so daB3
das Produkt mit verlingerter Peptidkette im System zu-
meist eine noch geringere Loslichkeit hat%.

2.2.3. Spetzifische Komplexierung der Produkte

Gibt es Verbindungen, die das Produkt spezifisch kom-
plexieren, so kann es dem Gleichgewicht durch deren Zu-
gabe entzogen und dadurch akkumuliert werden® (vgl.
Abschnitt 4.7).

3. Kinetisch kontrollierte Synthesen

Bei der Untersuchung des Katalysemechanismus von
Serin- und Cystein-Proteasen wurde am Beispiel von Chy-
motrypsin und Papain festgestellt, daB acylierte Enzym-
zwischenstufen R—CO—E in Gegenwart von Nucleophilen
kompetitiv durch Wasser und das Nucleophil H,N—R’
desacyliert werden’-32, Wird als Nucleophil ein Amino-
sdure- oder Peptidderivat verwendet, so wird bei der
aminolytischen Desacylierung eine neue Peptidbin-
dung gekniipft (Schema 1). Ist k,»k;+ks, und
k,[H.N—R’]>k;[H,0]=kj, dann wird das Peptidprodukt
kinetisch kontrolliert akkumuliert, wobei dessen Konzen-
tration hoher wird als sie im thermodynamischen Gleich-
gewicht wire. Besonders geeignete Carboxykomponenten
fiir diesen Typ enzymkatalysierter Peptidsynthesen sind

R-CO-NH-R' + H-E

k4I H N-R*

K, k N
R-COOX + H-E == R~COOX * H—F, ———» R—CO~E

t,luzo

R-COOH + H-E

Schema 1. Durch Serin- und Cystein-Proteasen (H-E) katalysierte Peptidsyn-
these mit R—COOX als Acyldonor (Carboxykomponente) und H,N—R’ als
C-geschiitzte Aminosiure oder Peptid (Aminokomponente); X = Alkyl.
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Acylaminosiurealkylester, falls sie der Substratspezifitét
der jeweiligen Protease entsprechen, da sie in der Regel
die Randbedingung k,» k;+k, erfiillen. AuBerdem ist k,
fur Estersubstrate erheblich gréBer als k, der gebildeten
Peptide®®***), wodurch die Produktbildung ein Maximum
durchlauft (Abb. 1), ehe die langsamere Sekundirhydro-
lyse des Produkts stirker einsetzt.

1004 e
1 Ester
£\
Noenl « Peptid
50 epti
g /
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s \_\
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Abb. 1. Charakteristischer Verlauf einer kinetisch kontrollierten Peptidsyn-
these unter Verwendung eines N-geschiltzten Aminosdure- oder Peptidalkyl-
esters als Acyldonor.

Der Anwendungsbereich kinetisch kontrollierter Synthe-
sen ist auf Serin- und Cystein-Proteasen in Verbindung mit
vorzugsweise Acylaminosdureestern als Carboxykompo-
nenten begrenzt. Charakteristisch sind kurze Reaktionszei-
ten bei geringem Enzymbedarf. Im Unterschied zur ther-
modynamisch kontrollierten Aquilibrierung durchlauft das
Estersubstrat aber nur einmal die Stufe der reaktiven acy-
lierten Enzymzwischenstufe, auf der sich das Verhiltnis
zwischen Peptidbildung und hydrolytischer Spaltung ent-
scheidet.

3.1. Nucleophilspezifitit der Proteasen

Die Substratbindungsstellen der aktiven Zentren der
Proteasen haben eine unterschiedliche Spezifitit fiir die als
Nucleophile verwendeten Aminosiure- und Peptidderiva-
te, wodurch maBgeblich k, und damit der Erfolg kinetisch
kontrollierter Peptidsynthesen beeinfluBt wird!'? 343644,

Ein Acylenzym wird durch Hydrolyse und Aminolyse
zerlegt, fiir deren Geschwindigkeiten v; und v, sich aus
Schema 1

d[R—COOH])
s _ di __ K[R-CO-E] @
vs d[R—CO—NH-R] k,;[H,N-R}[R—CO—E]
dt
ergibt, was vereinfacht in
d{R—COOH]) - ks P ®)
d[R—CO—-NH—-R1 k,[H,N-R7] [H,N-R)

iibergeht. In Gleichung (8) wurde der Quotient ki/k,
durch die ,Partitionskonstante* p ersetzt, die der fiir
d[R—COOH}=d{R—CO—-NH-R’] erforderlichen Nucleo-
philkonzentration entspricht'*’!; aus dem Acylenzym ent-
stehen dann zu jeweils 50% das Peptid und die Acylamino-
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sdure. In Tabelle 1 sind einige Partitionskonstanten zusam-
mengestellt. Die Werte veranschaulichen die Eignung von
p als Effizienzparameter verschiedener Nucleophile und
lassen zugleich erkennen, dai} p keine universelle Kon-
stante ist, da sie ebenfalls vom Acylteil des Acylenzyms ab-
hingt. Zumindest 148t sich die GréBenordnung der zur
Peptidsynthese erforderlichen Nucleophilkonzentration
direkt an p ablesen. Streng giiltig ist Gleichung (8) nur fiir
den Fall, daB im interessierenden Bereich ein linearer Zu-
sammenhang zwischen Nucleophilkonzentration und p be-
steht. Dies trifft auf die Mehrzahl der untersuchten Fille
zu. Es sind aber auch Abweichungen vom linearen Zusam-
menhang gefunden worden'®'. deren exakte mathemati-
sche Behandlung erheblich komplizierter ist, da hier p zu-
sédtzlich eine Funktion der Nucleophilkonzentration wird.

Tabelle 1. Partilionskonslanten p einiger Acylchymotrypsine [a].

p |mol-L~='.107%]

Nucleophil Ac-Phe-CT [b] Ac-Tyr-CT [c} Mal-Phe-CT [40}
Gly-NH; 90.0 104.7 95.0

Ala-NH, 22.7 210 35.5

Val-NH, 21.4 733

Leu-NH; 193 20.2

Arg-NH, 0.15

[a] CT=Chymotrypsin; Mal=Maleyl-(}-Carboxy-acryloyl-}. (b] &-CT; be-
rechnet nach [32). [c] a-CT; berechnet nach [39].

3.2. EinfluB des Reaktionsmediums

Nur die nichtprotonierte Form des Nucleophils reagiert
bei der aminolytischen Desacylierung des Acylenzyms.
Deshalb ist anstelle der totalen die effektive Nucleophil-
konzentration zu beriicksichtigen, die sich aus dem pK-
Wert des Nucleophils und dem pH-Wert des Milieus er-
gibt. Da die pK-Werte der a-Aminogruppen von Amino-
siure- und Peptidderivaten bei etwa 8 liegen, empfiehlt
sich fiir die Durchfiilhrung kinctisch kontrollierter Peptid-
synthesen ein pH>8. Die Partitionskonstante p ist eben-
falls vom pH-Wert abhiingig. Fiir die Proteasen Trypsin
und Chymotrypsin ergab sich ¢ine syntheseférdernde Ver-
ringerung von p im alkalischen Medium®”., Organische L&-
sungsmittel und ionische Zusiitze sowie die Temperatur
kénnen auch Auswirkungen auf die Partitionskonstante p
haben.

4. Ausgewiihite Anwendungsbeispiele

Im Vergleich zu den erprobten chemischen Kupplungs-
methoden stecken aus verstindlichen Griinden proteaseka-
talysierte Synthesestrategien noch in den Kinderschuhen.
Der iiberwiegende Teil der Untersuchungen zur Eignung
proteolytischer Enzyme fiir die Kniipfung der Peptidbin-
dung wurde anfangs anhand von Modellreaktionen durch-
gefilhrt, wobei in der Regel der methodische Aspekt gegen-
iiber dem Gesichtspunkt der praktischen Nutzung domi-
nierte und die Substrate meist so gewihlt wurden, daB sie
der Spezifitiit der Protease entsprachen. In jingster Zeit
mehren sich die Beispiele von Synthesen von Peptidwirk-
stoffen unter ausschlieBlicher oder partieller Nutzung pro-
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teasekatalysierter Kupplungsschritte. Auf dem Sektor der
Semisynthese sind durch die Einbeziehung von Proteasen
beispielhafte Fortschritte méglich gewordent**4,

Einige ausgewihlte Beispiele sollen die Strategie und
Taktik sowie die gegenwirtigen Maoglichkeiten der Ver-
wendung proteolytischer Enzyme fiir die Synthese von
Peptid- und Proteinwirkstoffen illustrieren.

4.1. Aspartam

Die Vorstufe fiir den PeptidsiiBstoff Aspartam (Asp-
Phe-OMe), Z-Asp-Phe-OMe, 148t sich durch thermolysin-
katalysierte Verkniipfung von Z-Asp mit Phe-OMe ther-
modynamisch kontrolliert erhalten. Es bildet sich ein un-
16sliches Salz mit dem Enantiomer der Aminokomponente,
Z-Asp-Phe-OMe- Phe-OMe, und dadurch resultiert eine
Gleichgewichtsverschiebung fast quantitativ in Richtung
Synthese®®, Hierbei findet die Strategie des Minimalschut-
zes eine gliickliche Ergdnzung durch die mogliche Salzbil-
dung. Die enzymatische Synthese ist damit chemischen
Methoden, die den Einsatz B-geschiitzter Asparaginsdure-
derivate erfordern, iiberlegen.

4.2, Leucin-Enkephalin

Die kinetisch kontrollierte Synthese von Leu-Enkepha-
lin, Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, wurde durch schrittweise C-ter-
minale Verlingerung des Peptids unter Katalyse durch die
Serin-Exoprotease Carboxy-Peptidase Y (CPD-Y) reali-
siert. Dabei wurden Aminosdureamide als Nucleo-
phile eingesetzt, da freie Aminosiduren geringe Ausbeuten
liefern und Aminosiureester schwer kontrollierbare Folge-
reaktionen eingehen!’. Daraus folgt der umstindlich er-
scheinende Weg, die C-terminale Amidgruppe mit CPD-Y
selektiv zu entfernen und anschlieBend das Peptid zu ver-
estern, bevor es erneut als Substrat im nichsten Kupp-
lungsschritt eingesetzt werden kann. Als ,,Schutzgruppe**
fiir die a-Aminofunktion wurde das mit Trypsin leicht ent-
fernbare Bz-Arg verwendet!!”-44)

4.3. Dynorphin(1-8)

Dynorphin(1-8), Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle, for-
mal ein C-terminal verldngertes Leu-Enkephalin, wurde
durch Kombination thermodynamisch und kinetisch kon-
trollierter Kupplungen mit Papain, Chymotrypsin und
Trypsin als Biokatalysatoren synthetisiert*”). Zu diesem
Zweck wurden vier Dipeptide enzymatisch aufgebaut, die
danach zu zwei Tetrapeptidsegmenten kondensiert wur-
den. AnschlieBende Segmentverkniipfung der Tetrapeptide
Boc-Tyr(Bzl)-Gly-Gly-Phe-OEt und Leu-Arg-Arg-lle-NH-
NH-C4Hs durch Chymotrypsin fiihrte zum teilgeschiitzten
Octapeptid, das nach Deblockierung biologisch aktives
Dynorphin(1-8) ergab (Abb. 2). Als Carboxyschutz fand
durchweg die Phenylhydrazidgruppe Anwendung, die pa-
painkatalysiert in Boc-Aminosiuren eingefithrt werden
kann™® ynd leicht oxidativ entfernbar oder in einen Ester
tiberfithrbar*” ist.

Dieses Beispiel demonstriert zwei wesentliche Vorteile
der enzymatischen Peptidsynthese: Segmente kénnen ohne
Racemisierungsrisiko zwischen beliebigen Aminosduren
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Tyr Gly Gly Phe Leu Arg Arg lle

BR"F‘E' N'(h“z?h Boc4-0H H-NaKPh  Boc4-0Et K=+NH,Ph

soed—CT W HoPh Boc P NotoPh Bo €T MoHoPh BoctOMe  NTNHPh
ek P Wohh B e B T AP
20l 0Et  Boc T NaHzPh
Boc 5 cr AzH2Ph
] OH

Abb. 2. Proteasekatalysierte Synthese von Dynorphin(i-8) [47]; CT=Chy-
motrypsin, P=Papain, T=Trypsin; Bzl=Benzyl, Boc=tert-Butoxycarbo-
nyl.

kondensiert werden, und ein N-Schutz des Arginins ist
nicht erforderlich.

4.4. Bz|Gly*'(Acm)Cys*'JEGF(21-31)NHEt

Die Vorziige der zweckmiBigen Kombination von che-
mischen und enzymatischen Methoden werden am Bei-
spiel der Synthese von Segmenten des epidermalen Wachs-
tumsfaktors (epidermal growth factor, EGF) der Maus
deutlich®. Alle proteasekatalysierten Verkniipfungen
(Abb. 3) wurden kinetisch kontrolliert durchgefiihrt, da so
auch bei geringen Enzymkonzentrationen die Reaktions-
zeiten kurz sind. Als enzymlabile Schutzgruppen fanden
Bz-Arg und Bz-Phe!'”“® Anwendung, durch deren Einsatz
zugleich die Hydrophobie und Hydrophilie der Teilse-
quenzen reguliert werden kann.

Gly His lle Glu Ser Leu Asp  Ser Tyr Thr Cys

H4-CEt B ‘ﬁﬁ’“
BzArgOE! i BzPhalEt o
om
BrAIg-0Et  H-3-NH, H4-06t ue:-mn
0821 CT

4okt Boc{0H  BzArg Y NH, BaPhe-4-0t n--’lmn

ngrgnEt . A
icm
Boct0Su HA4GH  BzArg4-0Et  H-ON Boc ‘nm B2Arg 00 BzPhe: cP El

092! Y o821 cT Aem
Boc DB Bzérg OH  H-fOMe BzArg M 1 NHEL

08zl 0Bzl Aem
Brosu  H-OMe Boc Me Bzdrg DCC L% satrg cT o
0821 T Acm
Bz IMe H OMs BzArg M ¥ NRE!
06zl Acm
82 i OMe BzArg ve NHEL
T Acm
[ oM [ NHE

N v8

Abb. 3. Synthese von BzGly?'(Acm)Cys®'JEGF(21-31)NHEt [50]; CP=Chy-
mopapain, V8 = Staphylococcus-aureus-Protease V8, Y = Carboxy-Peptidase
Y, DCC=Dicyclohexylcarbodiimid;: Bz=Benzoyl, Su=Succinimido,
Acm = Acetamidomethyl.

4.5. Eledoisin(6-11)-hexapeptid

Das Hexapeptid wurde durch kinetisch kontrollierte
Kupplungen mit Papain und Chymotrypsin im Zweipha-
sen-System CCl,/Puffer erhalten® (Abb. 4). Das Zwei-
phasen-System diente hier nicht primir der Beeinflussung
des Gleichgewichts, sondern garantierte eine hohe katalyti-
sche Aktivitit der in der Pufferphase befindlichen Protease
sowie eine gute Loslichkeit der Edukte in der organischen
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Phase, wodurch das Gesamtvolumen gering gehalten wer-
den konnte. Dadurch sind Ausbeuten erzielbar, die oft ho-
her als bei Verwendung von mit Wasser mischbaren Cosol-
ventien als Losungsvermittler sind®?,

Ala Phe lle Gly Leu Met
Boc—+OH Hd-OMe  Z4-OMe H-‘kNHZ
Boc+OH  H+OMe Bac MA_ Lowe 24— CT Ly,
Boc MA__ Lome Boc P NHy
Boc PCT N

2

Abb. 4. Synthese des Eledoisin(6-11)-hexapeptids [51]; MA=Mischanhy-
drid-Methode; Z = Benzyloxycarbonyl.

Das C-terminale Dipeptid lieB sich auch thermolysinka-
talysiert erhalten, wobei das Gleichgewicht der thermody-
namisch kontrollierten Kondensation durch Extraktion
des Produkts Z-Leu-Met-NH, in die organische Phase in
Richtung Synthese verschoben wurde.

4.6. Humaninsulin

Ausgehend von Schweineinsulin, das aus natiirlichen
Ressourcen verfiigbar ist, lassen sich unter thermodynami-
scher Kontrolle auf verschiedenen Wegen semisyntheti-
sches Humaninsulin und bestimmte Analoga gewinnen
(Abb. 5). Die sekundire Kontrolle des thermodynamischen
Gleichgewichts erfolgt dabei stets durch hohe Konzentra-
tionen der nucleophilen Aminokomponente, oftmals auch
zusitzlich durch hohe Volumenanteile mit Wasser misch-
barer organischer Cosolventien. Am einfachsten kann Hu-
maninsulinester in einer Eintopfreaktion durch enzymka-
talysierten Austausch des C-terminalen Alanin-B30 des
Schweineinsulins gegen einen Threoninester hergestellt
werden®>-*"L Unter den genannten Reaktionsbedingungen
wird dabei die zu befiirchtende Spaltung der Arg®®-
Gly®**-Bindung bei Verwendung von Trypsin nahezu vél-

A
Sl

ArgU—Ly529—Ala3°

VAT

T _
DOI:t[A’gH A || hre-x DA'j:____[A,gzz_Lyszs

\ T.A
GlyBm—Lys? -:N Thr=x

Hl
Arg22——Lys?9 —Thr ¥

Abb. 5. Semisynthetische Umwandlungen von Schweineinsulin in Human-
insulin; SI=Schweineinsulin, HI=Humaninsulin, DAI= Des-Ala*’-In-
sulin, DOI=Des-Octapeptid®**®*.Insulin, A = Achromobacter-Protease,
CPA = Carboxy-Peptidase A.
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lig unterdriickt. Derartige Verfahren werden kommerziell
zur Produktion von Humaninsulin genutzt.

Als Substrate kdnnen auch Des-Ala®°-54%8.5 gder Des-
Octapeptid®*-™°-Insulin®"*! dienen, wobei Verkniipfun-
gen mit synthetischen Peptiden einen einfachen Zugang zu
Insulinanaloga®®"! erdffnen. Als Enzyme wurden neben
Trypsin die lysinspezifische Achromobacter-Protea-
sel**3839 ynd CPD-Y™ verwendet. Die Vorteile der enzy-
matischen Semisynthese gegeniiber chemischen Methoden
werden an diesen Beispielen offenkundig, da fast alle mit
Blockierung und Deblockierung verbundenen Probleme
bei Verwendung von Proteasen entfallen.

4.7. Ribonuclease-S-Peptid(1-15)

Ein Beispiel fir die spezifische Komplexierung des ge-
bildeten Peptids, wodurch es aus dem Synthesegleichge-
wicht entfernt wird, ist die clostripainkatalysierte Verkniip-
fung der synthetischen Ribonuclease-S-Peptidsegmente 1-
10 und 11-15. Das gebildete Peptid 1-15 wird durch nati-
ves Ribonuclease(21-124)-S-Protein komplexiert™®,

S. Anwendung immobilisierter Proteasen

Fiir kiinftige Anwendungen der enzymatischen Peptid-
synthese diirfte der Einsatz immobilisierter Proteasen von
technisch-6konomischer Bedeutung sein. Grundlegende
Studien zur Anwendbarkeit immobilisierter Proteasen wur-
den mit kovalent gebundenem Chymotrypsin, Trypsin,
Thermolysin und Papain sowohl kinetisch als auch ther-
modynamisch kontrolliert durchgefiihrt’®2-5%, Dabei zeigte
sich, daB die immobilisierten Biokatalysatoren nahezu die
gleiche Effizienz wie die nativen Enzyme aufweisen. Im
Gegensatz zu ersten Befunden!®* ist auch immobilisiertes
Papain ausgezeichnet fiir kinetisch kontrollierte Synthesen
bei hohen pH-Werten geeignet”.,

Der fiir die Immobilisierung notwendige Aufwand kann
durch die mehrfache Verwendung der immobilisierten En-
zyme kompensiert werden; diese wird in Abhingigkeit von
der Stabilitéit der immobilisierten Protease besonders bei
kurzen Reaktionszeiten, die fiir kinetisch kontrollierte Re-
aktionen charakteristisch sind, garantiert. In Modellstudi-
enP”** konnte die mehrfache Verwendbarkeit unter ver-
schiedenen Reaktionsbedingungen nachgewiesen werden.
Ein weiterer bedeutender Vorteil immobilisierter Enzyme
ist, daB die Produkte nicht mit proteolytisch aktivem oder
denaturiertem Enzym verunreinigt sind. Dariiber hinaus
riicken kontinuierliche Verfahren in den Bereich der Mag-
lichkeiten.

Von praktischem Interesse scheint bisher die Synthese
der Aspartam-Vorstufe durch ionisch gebundenes Thermo-
lysin in einer Reaktionsmischung aus iiber 99% (v/v)
Ethylacetat zu sein, wofiir jedoch lange Reaktionszeiten
erforderlich sind'®*],

Die thermodynamisch kontrollierte Verknipfung von
Des-Ala®*-Insulin mit Thr-OtBu in Gegenwart hoher
Konzentrationen mit Wasser mischbarer organischer Lo-
sungsmitte] wird ebenfalls effektiv durch kovalent gebun-
dene Achromobacter-Protease®® und auch durch Tryp-
sin'®” katalysiert.
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6. Kriterien fiir die Syntheseplanung

Im Gegensatz zur Synthese von Di- und Tripeptiden er-
fordert der Aufbau léngerkettiger Peptidsequenzen eine
exakte Syntheseplanung, wobei die Art der Verkniipfungs-
methode zunichst eine untergeordnete Rolle spielt. Unter
der Strategie der Peptidsynthese wird gew6hnlich die Rei-
henfolge der Verkniipfung der Aminosiurebausteine
verstanden, die entweder durch schrittweisen Aufbau vom
C- oder N-Terminus oder durch Kondensation vorgefertig-
ter Blocke (Segmentkondensation) erreicht werden kann.
Ein schrittweiser Aufbau vom N-Terminus ausgehend, wie
bei der ribosomalen Proteinbiosynthese, verbietet sich we-
gen der permanenten Racemisierungsgefahr bei der Che-
mosynthese. Neben den gravierenden Loslichkeitsproble-
men beim Aufbau von Polypeptiden mit globalem Seiten-
kettenschutz ist die Racemisierungsgefahr die Hauptursa-
che fiir die Vielfalt an unterschiedlichen Synthesestrate-
gien bei der chemischen Peptidsynthese.

Enzymkatalysierte Kupplungsreaktionen verlaufen zwar
stereospezifisch (racemisierungsfrei) und erfordern nur ei-
nen minimalen Seitenkettenschutz, womit die beiden oben-
genannten Probleme geldst sind, doch erweist sich. die
Substratspezifitit als ein neues Hemmnis fiir eine univer-
sell anwendbare Aufbaustrategie. Eine Protease ist in ih-
rem Anwendungsbereich im Vergleich zu einer chemischen
Verkniipfungsmethode erheblich limitiert, denn deren ge-
nerelle Verwendbarkeit wird hochstens durch sterische
Faktoren der zu verkniipfenden Komponenten beeinfluBt.
Dieser Nachteil wird aber durch andere Vorteile kompen-
siert. Hierzu zdhlen nicht nur die beiden obengenannten
Faktoren (stereospezifischer Reaktionsverlauf und weitge-
hender Verzicht auf den Schutz von Seitenkettenfunktio-
nen trifunktioneller Aminosiurebausteine), sondern auch
milde und &kologisch vorteilhafte Reaktionsbedingungen.
Betrachtet man das Potential der prinzipiell fiir die Kniip-
fung der Peptidbindung geeigneten proteolytischen Enzy-
me, so sollten Exopeptidasen fiir die schrittweise Synthese
von kiirzeren Peptiden und Segmenten vorzugsweise Ver-
wendung finden, wahrend die Kondensation zu gréBeren
Blocken unter der Katalyse von Endopeptidasen angepal3-
ter Substratspezifitit sinnvoll erscheint. Exopeptidasen ha-
ben den groBlen Vorteil, daB beim schrittweisen Aufbau so-
wohl vom C-Terminus (Amino-Peptidasen) als auch vom
N-Terminus (Carboxy-Peptidasen) die innenstindigen
Peptidbindungen der wachsenden Ketten nicht mehr pro-
teolytisch durch die Biokatalysatoren gespalten werden.
Fir priparative Zielsetzungen diirften Amino-Peptidasen
weniger gut geeignet sein, da Substrat und Produkt freie a-
Aminofunktionen tragen, was die Produktisolierung er-
schwert; bei nicht stark ausgeprigter Substratspezifitiit
konnen unerwiinschte Verkniipfungen stattfinden. Weitaus
giinstigere Eigenschaften weisen Carboxy-Peptidasen auf,
insbesondere die Serin-Protease Carboxy-Peptidase Y (vgl.
Abschnitt 4.2). Da aber auch beim Einsatz von CPD-Y ver-
schiedene préparative Einschrinkungen deutlich wurden,
ist es sehr giinstig, daB fir die Synthese kurzkettiger Pep-
tide Endopeptidasen ebenfalls geeignet sind, zumal durch
eine sinnvolle Schutzgruppenkombination solche Enzyme
selbst fiir die Synthese von Dipeptiden Verwendung finden
konnen. Dariiber hinaus erméglichen Endopeptidasen ge-
ringerer Spezifitit auch, wie am Beispiel papainkatalysier-
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ter Oligopeptidsynthesen demonstriert®®, den schrittwei-
sen Aufbau.

Komplikationsfreie Segmentverkniipfungen erfordern
Endopeptidasen hoher Substratspezifitit und die Ab-
wesenheit der die Spezifitit determinierenden Amino-
sdurebausteine in den zu vereinigenden Segmenten in an-
deren Positionen als der Verkniipfungsstelle. Neben der ly-
sinspezifischen Achromobacter-Protease katalysiert Tryp-
sin die Kniipfung von Peptidbindungen nach Lysin- und
Argininresten, wodurch Segmentverkniipfungen unter den
genannten Voraussetzungen nur an Carboxykomponenten
mit einem der genannten basischen Aminos&urereste in C-
terminaler Position vollzogen werden konnen. Diese Ein-
schrinkung fiihrt zwangsldufig zu der SchluBifolgerung,
auch mit weniger spezifischen Proteasen Segmentkupplun-
gen zu Kkatalysieren, wobei zwecks Vermeidung uner-
wiinschter Kettenspaltungen bestimmte synthesebegiinsti-
gende Manipulationen, wie bereits in den Abschnitten 2
und 3 besprochen, erforderlich sind. Beispiele fiir den Auf-
bau biologisch aktiver Oligopeptide unter ausschlieBlicher
Nutzung proteasekatalysierter Kupplungsschritte (vgl. Ab-
schnitt 4.2 und 4.3) sind bekannt. Ohne dieses anspruchs-
volle Synthesekonzept abwerten zu wollen, ist in naher Zu-
kunft nicht damit zu rechnen, daB chemosynthetische
Kupplungsmethoden generell durch enzymkatalysierte Va-
rianten ersetzt werden; vielmehr werden die enzymkataly-
sierten Kupplungen zu einer erheblichen Bereicherung des
Methodenarsenals des Peptidsynthetikers fiihren.

Bei einem vorgegebenen Syntheseziel mull zunichst ge-
priift werden, ob fiir die Unterteilung in Segmente giinstige
Kombinationen von Aminosiurebausteinen vorhanden
sind, die proteasekatalysierte Segmentverkniipfungen er-
mdoglichen. Der Segmentaufbau sollte am vorteilhaftesten
in Kombination mit bewihrten chemischen Kupplungsme-
thoden vorgenommen werden. So sind chemisch einfach
durchzufiihrende Verkniipfungen ohne Racemisierungsri-
siko enzymatischen Varianten durchaus vorzuziehen; Seg-
mente mit einer Haufung von Aminos3urebausteinen ohne
schutzbediirftige Drittfunktionen erscheinen dafiir beson-
ders geeignet. Hingegen erfordern Segmente mit iiberwie-
gend trifunktionellen Aminosédureresten bei weitgehendem
Verzicht auf semipermanenten Seitenkettenschutz den Ein-
satz von Proteasen mit angepaBter Substratspezifitat. Auf
diese Weise resultieren Segmente mit einer fiir proteaseka-
talysierte Blockverkniipfungen ausreichenden Léslichkeit.

Bei Verwendung von Serin- und Cystein-Proteasen er-
gibt sich ein weiterer Entscheidungszwang: Soll die Carb-
oxykomponente als Acylaminos3ure oder soll ein die Acy-
lierung begiinstigendes Derivat (z. B. Alkylester) verwendet
werden? Wenngleich einer kinetisch kontrollierten Reak-
tion mit geringem Enzymbedarf und kurzen Reaktionszei-
ten der Vorzug gegeben werden sollte, wird die Entschei-
dung im Einzelfall durch die libergeordnete Gesamtsyn-
thesekonzeption bestimmt. Einer ungiinstigen Nucleophil-
spezifitit 148t sich unter Umstédnden durch thermodynami-
sche Kontrolle, verbunden mit entsprechenden Synthese-
bedingungen, besser begegnen als es die Erfordernisse ei-
ner kinetisch kontrollierten Reaktion zulassen.

Fiir Synthesen von biologisch aktiven Peptiden und von
Segmenten mit iiberwiegend hydrophoben Aminosiure-
bausteinen ist es oftmals angebracht, die resultierende
schlechte Loslichkeit der Edukte durch Einsatz solubilisie-
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render Schutzgruppen zu umgehen®., Die Einfiihrung l6s-
lichkeitsvermittelnder Reste in die klassischen N*- und C*-
Schutzgruppen kann nicht als Losung des Problems ange-
sehen werden: fiir enzymkatalysierte Peptidsynthesen ist
ein vollig andersartiger Schutzgruppentyp erforderlich.
Selbst Polyoxyethylenester, die sich fiir Chemosynthesen
im wiBrigen Medium bewihrten, sind als Carboxykom-
ponenten weniger gut geeignet, wihrend so blockierte
Aminokomponenten problemlos umgesetzt werden konn-
ten”'. Generell sind unter milden Bedingungen abspalt-
bare Gruppierungen gefragt, wie es beispielsweise bei Ver-
wendung von Bz-Arg- oder Bz-Phe-Resten als a-Amino-
schutzgruppen, die tryptisch bzw. chymotryptisch abge-
spalten werden kénnen, moglich ist!'”* 72, Solubilisie-
rende Estergruppierungen an Carboxykomponenten be-
giinstigen die Loslichkeit der Edukte bei kinetisch kontrol-
lierten Reaktionen. Nach der Umsetzung geht der 13slich-
keitsvermittelnde Effekt zwangsliufig verloren. Méglicher-
weise sind nichtionische solubilisierende Estergruppierun-
gen geladenen Resten vorzuziehen.

Die Verbesserung der Léslichkeit von Edukten und Pro-
dukten hat unmittelbare Bedeutung fiir kontinuierliche
ProzeBfithrungen mit immobilisierten Proteasen, deren
Einsatz immer dann gerechtfertigt erscheint, wenn der fiir
die Immobilisierung erforderliche Aufwand durch die
mehrfache Verwendung des Biokatalysators kompensiert
wird.

SchlieBlich erhebt sich die Frage, ob Proteasen auch als
Katalysatoren fiir die Kniipfung von Peptidbindungen bei
Synthesen an einer zweiten Phase geeignet sind. Einfache
Modellstudien mit einer polymergebundenen Aminokom-
ponente zeigten, dalB Polyoxyethylen als 16sliches Polymer
gut geeignet ist”'. Bei Silicagel als unléslicher Polymer-
matrix ergeben sich Einschrinkungen durch die geringere
Mobilitit des fixierten Nucleophils sowie durch sterische
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Polymer.
Durch Verwendung von Spacern sowie von Polymeren mit
einer hohen Nucleophilbeladungskapazitit sollte diesen
Limitationen erfolgreich begegnet werden kénnen.

7. SchluBbetrachtungen und Ausblick

Ausgehend von den klassischen Studien zur Reversibili-
tit proteasekatalysierter Reaktionen konnte in den letzten
zehn Jahren der Uberzeugende Nachweis erbracht werden,
daB proteolytische Enzyme prinzipiell als Biokatalysatoren
fir die Kniipfung der Peptidbindung im priparativen
Mafistab eingesetzt werden konnen und somit fiir die bio-
technologische Synthese von Peptid- und Proteinwirkstof-
fen praktische Bedeutung haben. Die Stereospezifitit der
Proteasen garantiert stereochemisch einheitliche Produkte
und erfordert nur minimalen semipermanenten Schutz von
Seitenkettenfunktionen trifunktioneller Aminosidurebau-
stetne. Es ist jedoch nicht méglich, Proteasen bei der Syn-
these jedes beliebigen Peptids oder Proteins einzusetzen.
Deshalb ist es eine wichtige Aufgabe, Proteasen abgestuf-
ter Substratspezifitdt strategisch-taktisch entsprechend der
jeweiligen Produktsequenz auszuwihlen, wobei die Vor-
ziige sowohl der thermodynamisch als auch der kinetisch
kontrollierten Reaktionen optimal zu nutzen sind. Die fiir
biotechnologische Verfahren charakteristischen umwelt-
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freundlichen Reaktionsbedingungen, gekoppelt mit dem
Vorteil einer kontinuierlichen ProzeBfiihrung beim Einsatz
immobilisierter Proteasen, sollten ein wichtiger Anreiz
sein, die enzymkatalysierte Peptidsynthese methodisch
weiter zu vervollkommnen, um auf diese Weise das Riist-
zeug des Peptidsynthetikers zu verbessern und zu vermeh-
ren.
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