
Katalytische Aktivitat von Enzymen 
mit modifiziertem aktivem Zentrum 

Von Emil Thomas Kaiser* 

Design und Aufbau von Peptiden und Proteinen mit neuartigen Bindungseigenschaften und 
neuartigem katalytischem Verhalten sind das Ziel des Protein-Engineerings["'. Eine Mog- 
lichkeit, dieses Ziel zu erreichen, ist die Umwandlung des aktiven Zentrums natiirlicher 
Proteine, und zwar entweder durch ortsspezifische Mutagenese (,,site-directed mutagenesis") 
oder durch chemische Modifizierung. Sofern durch solche Eingriffe die Tertiarstruktur 
nicht entscheidend verandert wird, sollte das Bindungszentrum des urspriinglichen Proteins 
wenigstens teilweise erhalten bleiben, so daB das umgewandelte Enzym weiterhin Kom- 
plexe mit seinen Substraten bilden kann. Es sind viele Proteine mit Mutationen am aktiven 
Zentrum bekannt; dazu zahlt auch die von uns gewonnene Cystein-Mutante der alkalischen 
Phosphatase. Eine grundsatzliche Einschrankung der ortsspezifischen Mutagenese besteht 
darin, daB nur die zwanzig natiirlichen Aminosauren ausgetauscht werden konnen. Die al- 
ternative chemische Modifizierung ist schwierig durchzufiihren, wenn eine Aminosaure 
spezifisch durch eine andere ersetzt werden soll. Wir konnten jedoch zeigen, daB Coenzym- 
analoga auf chemischem Weg in geeignete Positionen von Proteinen eingefuhrt und kova- 
lent gebunden werden konnen. Dadurch wird die Gewinnung halbsynthetischer Enzyme 
moglich, deren katalytische Aktivitat sich grundlegend von der ihrer Vorlaufer-Proteine un- 
terscheidet. Ein weiterer Zweig des Protein-Engineerings konzentriert sich auf Systeme, bei 
denen - in erster Naherung - die Faltung vernachlassigt werden kann und der Aufbau spe- 
zieller Sekundarstrukturen angestrebt wird. Beispiele aus unseren Arbeiten fur das erfolg- 
reiche Design biologisch aktiver Peptide und Proteine auf diesem Weg sind Molekule, die 
die Eigenschaften von Apolipoproteinen, Toxinen und vielen Hormonen nachahmen. Vor 
kurzem haben wir begonnen, die beiden oben beschriebenen Moglichkeiten des Protein- 
Engineering zu kombinieren. Auf diese Weise konnten kleine Enzyme wie Ribonuclease T, 
und deren Strukturanaloga vollsynthetisch erhalten werden. 

1. Einleitung 

Ein wichtiges Ziel unserer Forschungen auf dem Gebiet 
des Protein-Engineerings ist das Design neuer enzymati- 
scher Katalysatoren - ausgehend von den Aminosauren. 
Dies ist in der Tat eine Herausforderung, besonders da  
noch keine verlaBlichen Verfahren existieren, um die Terti- 
arstruktur (die Faltung) anhand der Primarstruktur (der 
Aminosauresequenz) vorherzusagen. Zu Beginn unserer 
Arbeiten vor einigen Jahren haben wir uns deshalb ent- 
schlossen, das Ziel auf zwei Wegen anzusteuern. 

Auf dem einen Weg sind wir von natiirlich vorkommen- 
den Enzymen mit gefalteten Strukturen ausgegangen und 
haben die aktiven Zentren verandert, entweder durch che- 
mische Modifizierung"-" oder durch ortsspezifische Muta- 
genese (,,site-directed m~tagenesis")[~]. Solange solche 
Umwandlungen keine grooeren Veranderungen in der Ter- 
tiarstruktur bewirken, sollte es auf diese Weise rnoglich 
sein, das Bindungszentrum des urspriinglichen Enzyms zu- 
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mindest teilweise fur die Komplexbildung zwischen dem 
modifizierten Enzym und dessen Substraten zu nutzen. 

Unser zweiter Weg fur den Aufbau neuer Proteine kon- 
zentriert sich auf das Design von Strukturbereichen unter 
Beibehaltung der vorhandenen aktiven Zentren. Anders als 
Tertiarstrukturen scheinen Aminosauresequenzen, die de- 
finierte Sekundarstrukturen bilden, recht gut vorhersagbar 
zu sein, besonders wenn die Peptide oder Proteine an bio- 
logische Grenzflachen binden. Oberflachenaktive Peptide 
und Proteine, deren biologische Aktivitat von Apolipopro- 
teinen uber chemotaktische Agentien und Peptidtoxine bis 
hin zu Peptidhormonen reicht, durften somit bei Bindung 
an amphiphile OberflAchen wie die meisten biologischen 
Grenzflachen bereitwillig ,,amphiphile" Sekundarstruktu- 
ren annehmen (d. h. Sekundarstrukturen, die auf der einen 
Seite hydrophil, auf der anderen hydrophob sind)['-']. 

Wir haben nun Designprinzipien fur Modellpeptide und 
-proteine entwickelt, welche die biologischen und physika- 
lischen Eigenschaften der naturlich vorkommenden am- 
phiphilen Systeme simulieren. So schlugen wir zum Bei- 
spiel nach sorgfaltiger Priifung eines Kalottenmodells von 
Lachs-Calcitonin vor (Peptidhormon mit hoher hypocalca- 
mischer Aktivitat), daB die biologisch aktive Form des 
Hormons aus drei Abschnitten besteht["'] (Abb. IA). Da ist 
zunachst das aktive Zentrum, welches die Reste 1-7 um- 
fafit, die uber eine Disulfidbriicke verkniipft sind. Der 
zweite Strukturabschnitt aus den Resten 8-22 kann eine 
amphiphile a-Helix bilden (Abb. 1 B). Bei eingehender Be- 
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S 10 IS 
SCT-I H,N-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Cly-Lys-Leu-Ser-Cln-Glu-Leu- 

MCT-ll HIN-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Leu-Leu-Gln-Gln-Leu-Cln-Lys-Leu-Leu- 

MCT-Ill H1N-Cys-Ser-Asn-Leu-Ser-Thr-Cys-Leu-Leu-Cln-Cln-Leu-Gln-Lys-Glu-Leu- 

20 25 30 
His-Lys-Leu-Cln-Thr-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Cly-Ser-Cly-Thr-Pro-NH, 

Cln-Lys-Leu-Lys-Gln-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Tht-Cly-Ser-Cly-Thr-Pro-NH1 

Gin-Lys-Leu-Lys-Cln-Tyr-Pro-Arg-Thr-Asn-Thr-Gly-Ser-Cly-Thr-Pro-NH, 

SCT-I MCT-ll 

trachtung dieser Helix fallt auf, daB nur ein Rest - Glut- 
aminslure in Position 15 - die hydrophob-hydrophile Auf- 
teilung stort. Der dritte Strukturbereich aus den Resten 23- 
32 dient als eine Art hydrophiler Spacer. Der Prolinamid- 
rest am C-Terminus ist fur die biologische Aktivitat des 
Hormons entscheidend und sollte vielleicht zusatzlich zu 
den N-terminalen Resten 1-7 als Teil des aktiven Zen- 
trums angesehen werden. In unseren Modellstudien haben 
wir die Bedeutung der amphiphilen Sekundarstruktur der 
Reste 8-22 durch Synthese von Analoga untersucht. Das 
N-terminale aktive Zentrum wurde dazu konstant gehalten 
und der mutmal3lich helicale Bereich durch Aminosaurese- 
quenzen ersetzt, die vorzugsweise a-Helices bilden, sich je- 
doch grundlegend von der natiirlichen Sequenz im Ab- 
schnitt 8-22 unterscheiden. Die hydrophobe Seite der heli- 
calen Region des Lachs-Calcitonins enthalt zahlreiche 
Leucinreste, die mit ihren aliphatischen Gruppen sehr gute 
a-Helixbildner sind. Bei der Cestaltung der Ersatzhelices 
haben wir gefunden, da8 die aktivsten unserer syntheti- 
schen Analoga auf der hydrophoben Seite fast die gleiche 
Sequenz und Verteilung der Aminosauren wie Lachs-Cal- 
citonin haben, wahrend sie auf der hydrophilen Seite eine 
vollig andere Sequenz rnit erhohtem a-helicalem Potential 
aufweisen (Abb. 1 B). Bei unserem neuesten Analogon, 
MCT 111. unterscheidet sich die hydrophile Seite recht 
stark von der des naturlichen Lachs-Calcitonins; auf der 
hydrophoben Seite ist dagegen nur ein Rest des naturli- 
chen Hormons (Val) durch einen ahnlichen (Leu) ersetzt 
(Abb. I ) .  Dieses Analogon zeigt eine zweieinhalb- bis drei- 
ma1 so hohe hypocalcamische Aktivitat wie das naturliche 
Harmon""'. Mit ahnlich erhaltenen Modellverbindungen 
konnten wir zeigen, daB amphiphile Sekundarstrukturen 
fur die physikalischen und biologischen Eigenschaften vie- 
ler Hormone eine entscheidende Rolle spielen'"i. Zu die- 
sen Hormonen zahlen 0-Endorphin, Corticotropin-Relea- 
sing-Hormon, Glucagon, Wachstumshormon-Releasing- 

MCT-Ill 

Abb. I. A) Aminosiuresequenzen des Lachs-Calci- 
tonins I (SCT-I) und der Modell-Calcitonine MCT- 
I I  und MCT-111. MCT-II untencheidet sich von 
MCT-111 nur durch einen Leucinrest anstelle eines 
Glutaminslurerestes in Position IS. Die hypocalc- 
lmische Aktivitit von MCT-I1 ist vergleichbar rnit 
der von SCT-I, wihrend MCT-111 urn einiges akti- 
ver ist. B) a-helicale Projektionen der Arninosfiure- 
reste 8-22 von SCT-I, MCT-I1 und MCT-111. Die 
Aminosaurereste in den dunklen Feldern sind hy- 
drophob, in den hellen Feldern hydrophil. Eine 
Aufteilung der Helix in hydrophobe und hydro- 
phile Bereiche ist deutlich erkennbar. 

Faktor, Neuropeptid Y sowie das vasoaktive Intestinal- 
peptid. 

In diesem Beitrag wollen wir uns auf eine der Moglich- 
keiten des Protein-Engineerings konzentrieren, und zwar 
auf die Modifizierung des aktiven Zentrums in Enzymen 
mit Tertiarstruktur. Wir werden uns jedoch nicht mehr rnit 
dem Design von Systemen mit Sekundarstruktur befassen, 
bei denen - wie bei Calcitonin - in erster Naherung die 
Tertiarstruktur vernachlassigt werden kann, sondern zu 
Fallen ubergehen, bei denen die Tertiarstruktur entschei- 
dend ist. Je mehr wir uber die Neugestaltung von Berei- 
chen mit Sekundarstruktur in solchen Molekulen lernen, 
desto eher wird es auch rnoglich sein, unser Wissen uber 
den Molekulbau in Regionen auoerhalb des aktiven Zen- 
trums rnit den Erkenntnissen aus unseren Arbeiten am ak- 
tiven Zentrum zu kombinieren, so daB wir schliel3lich die 
Konstruktion vollstandiger Enzymsysteme rnit neuen Struk- 
turen und neuen katalytischen Funktionen wagen koinnen. 

2. Auswahl der Protein-Templats fur die 
Modifizierung von katalytischen Funktionalitaten 

Bei der Auswahl der Protein-Ternplats fur die Modifizie- 
rung von katalytischen Zentren hielten wir es fur sinnvoll, 
von Systemen auszugehen, deren Tertiarstruktur durch 
Rontgenstrukturanalyse eindeutig festgelegt ist. Weitere 
wichtige Kriterien waren einfacher Zugang und problem- 
lose Reinigung der Ausgangsproteine. Da die Entwicklung 
der konzeptionellen Aspekte fur das Design aktiver Zen- 
tren im Brennpunkt unserer Arbeit stehen sollte, haben wir 
tunlichst auf Systeme verzichtet, bei denen experimentelle 
Schwierigkeiten bei der Reinigung oder Charakterisierung 
der modifizierten Enzyme auftreten konnten. Als Proteine 
verwendeten wir hauptsachlich alkalische Phosphatase aus 
E. coli 1'21, Glycerinaldehyd - 3 - phosphat - Dehydrogenase 
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(aus Kaninchenskelettrnuskeln" und aus Bacillus thernro- 
philusl"I), Hamoglobin['51 und Papain""-'*'. Bei der alkali- 
schen Phosphatase wurde das aktive Zentrum durch orts- 
spezifische Mutagenese verandert, wahrend die drei ande- 
ren Enzyme durch chemische Modifizierung in Proteine 
urngewandelt wurden, die wir als ,,halbsynthetische Enzy- 
me" bezeichnen. Zur Neugestaltung des aktiven Zentrums 
zogen wir Molekulmodelle und Computergraphik auf der 
Basis von Rontgenstrukturdaten heran. In jedem Fall ha- 
ben wir auf diesem Weg gepruft, ob das modifizierte aktive 
Zentrum potentielle Substrate binden kann. Fur die Vor- 
hersage, welche Art von Substraten fur Untersuchungen an 
den mutierten Enzymen verwendet werden konnen, haben 
sich solche Modellstudien als enorme Hilfe erwiesen. 

3. Auswahl der Reste fur die Modifizierung 

Wird das aktive Zentrum des Enzyms durch ortsspezifi- 
sche Mutagenese modifiziert, so ist man sehr flexibel bei 
der Auswahl des zu verandernden Rests. Obwohl sterische 
und elektrostatische Uberlegungen eine Rolle spielen, wird 
diese Auswahl nur  durch Schwierigkeiten bei der Expres- 
sion des mutierten Gens eingeschrankt. Bei Strukturande- 
rungen durch chernische Modifizierung sind dagegen nu- 
cleophile Gruppen irn Enzym die besten Angriffspunkte, 
da die meisten fur stochiometrische Umwandlungen be- 
nutzten Reagentien elektrophile Zentren enthalten. So ha- 
ben wir bei der Erzeugung halbsynthetischer Enzyme aus 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Hamoglobin 
und Papain jeweils eine besonders reaktive Thiolgruppe 
durch Reaktion mit Coenzymanaloga rnodifiziert"3-221. 
Wesentlich fur die Auswahl der Reste fur die Modifizie- 
rung ist natiirlich eine leichte Zuganglichkeit des verander- 
ten aktiven Zentrums fur die zu bindenden Substrate. Vor- 
aussagen daruber sind durch Studien an Molekulmodellen 
moglich. 

4. Moglichkeiten fur die Einfiihrung neuer Cruppen 
in das aktive Zentrum von Proteinen 

4.1. Chemische Methoden 

Das erste Beispiel fur die Umwandlung eines nucleophi- 
len Rests im aktiven Zentrum eines Proteins untersuchten 
unabhangig voneinander die Arbeitsgruppen von Ben- 
derI2'l und Koshland"'l. Sie setzten Subtilisin mit a-Toluol- 
sulfonylfluorid um und tauschten die dabei gebildete Sul- 
fonatgruppe durch Thiolacetat aus. Die anschlieBende Hy- 
drolyse der Acetylgruppe ergab ,,Thiolsubtilisin", ein mo- 
difiziertes Enzym mit Cystein (anstelle von Serin-221) im 
aktiven Zentrurn. Da Thiolsubtilisin einen Histidinrest in 
unmittelbarer Nahe zur neuen Cysteingruppe enthalt, 
schien es moglich, daR das Enzym in ahnlicher Weise pro- 
teolytisch aktiv wie das natiirlich vorkommende Thiolen- 
zyrn Papain sein konnte. Man fand jedoch, daB Thiolsubti- 
lisin nur eine sehr schlechte Endopeptidase ist, obwohl das 
Protein weiterhin durch aktivierte Ester oder Acylimid- 
azole an der Thiolgruppe im aktiven Zentrum acyliert wer- 
den kann. 

Im AnschluB an die Thiolsubtilisin-Arbeiten modifizier- 
ten wir Enzyme durch hochreaktive cyclische Ester und 

untersuchten, wie sich die Einfuhrung solcher potentiell 
nucleophilen Gruppen auf das aktive Zentrurn des Enzyms 
auswirkt[2s-~~l . So haben wir zum Beispiel in das Enzym 
Papain eine phenolische Hydroxygruppe eingefuhrt. Dazu 
wurde eine Thiolgruppe im aktiven Zentrum (Cys-25) 
durch das Sulton 1 modifiziert. Wir konnten zeigen, daR 
diese phenolische Hydroxygruppe als effektives intrarnole- 
kulares Nucleophil wirken kann: Das Enzym wird durch 
Wiederherstellung des cyclischen Sulfonats desulfoniert 
(k-2 in Schema 1). Natiirlich wird durch diese Reaktion 
noch kein neues katalytisch wirksarnes Nucleophil erzeugt, 
aber es wird deutlich, daB eine nucleophile Gruppe, die 
sich von der ursprunglich im Enzym vorhandenen unter- 
scheidet, in das aktive Zentrum eingefuhrt werden kann 
und im Enzymtemplat wirkungsvoll arbeitet. 

+ HSCH2- Papain 
1 

SO,-SCH,-- Papain 02NT OH 

NO2 

No, 
Schema 1. 

Bei einer Reihe von Enzymen, die an Acyltransferreak- 
tionen beteiligt sind, hat man nucleophile Gruppen im ak- 
tiven Zentrum modif i~ ie r t l~ . '~ -~ ' l  . Im allgemeinen fuhren 
solche Anderungen zu Enzymen, die - auRer gegeniiber 
starker aktivierten Substraten - nur schwach aktiv sind, 
wie es bereits bei Thiolsubtilisin beobachtet wurde. Der 
katalytische Verlauf der meisten Acyltransferreaktionen 
umfaBt Bildung und Zerfall tetraedrischer Zwischenstufen 
(auBer vermutlich in Gegenwart sehr guter Abgangsgrup- 
pen) und verlangt eine Reihe schneller Protoneniibertra- 
gungen. Der Austausch eines nucleophilen Rests im akti- 
ven Zentrum eines proteolytischen Enzyms konnte einige 
der Protonentransferschritte verzogern und somit einen 
EngpaB im gesamten katalytischen ProzeB verursachen. 
Falls diese Hypothese zutrifft, lassen sich moglicherweise 
nu r  dann neue wirksame Nucleophile im aktiven Zentrum 
von Acyltransferenzymen erhalten, wenn zusltzlich die 
Urngebung des aktiven Zentrums verandert wird. 

4.2. Ortsspezifische Mutagenese 

Veranderungen an nucleophilen Gruppen im aktiven 
Zentrum sollten sich moglicherweise bei solchen Enzymen 
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weniger nachteilig auswirken, die Gruppentransferreaktio- 
nen katalysieren, bei denen kein Protonenaustausch fur 
eine effektive Katalyse notwendig ist. Solche Uberlegun- 
gen haben uns zu Untersuchungen an alkalischer Phos- 
phatase aus E. coli ~eranlaBt"~."]. Wird ein Serinrest im 
aktiven Zentrum der alkalischen Phosphatase durch orts- 
spezifische 'Mutagenese in Cystein umgewandelt, so erhalt 
man ein mutiertes Enzym mit hoher katalytischer Aktivitat 
gegeniiber Substraten wie 4-Nitrophenylphosphat und 2,4- 
Dinitrophenylphosphat. Wahrend das Wildtyp-Enzym fur 
viele Substrate eine von der Abgangsgruppe unabhangige 
Geschwindigkeitskonstante k,,, zeigt, wird bei der ,,thiolal- 
kalischen Phosphatase" eine bemerkenswerte Abhangig- 
keit der Geschwindigkeitskonstante von der Abgangs- 
gruppe beobachtet. AuOerdem haben Experimente mit Tris 
als abfangendem Nucleophil ergeben, daO beim Wildtyp- 
Enzym die Abfangreaktion im allgemeinen nicht von der 
Art der Abgangsgruppe am Phosphorsauremonoester ab- 
hangt. Beim Thiolenzym dagegen zeigt die Abfangreaktion 
eine starke Abhangigkeit von der Art der Abgangsgruppe. 
Versuche, die Thiolgruppe im aktiven Zentrum der ,,thiol- 
alkalischen Phosphatase" mit Thiol-Reagentien wie 5,5'- 
Dithiobis(2-nitrobenzoesiiure), DTNB, zu titrieren, waren 
erfolglos. Dafur gibt es zwei Erklarungen: Entweder wird 
DTNB aufgrund sterischer Probleme nicht an das aktive 
Zentrum gebunden, oder die Thiolgruppe bindet an das 
Zink-Ion im aktiven Zentrum des mutierten Enzyms. Erst 
nach dem Entfernen des Metall-Ions aus dem aktiven Zen- 
trum durch Behandlung des Enzyms mit starker Saure lieB 
sich die Thiolgruppe titrieren. Wir haben versucht, rnit der 
stopped-flow-Spektrophotometrie die Bildung eines Phos- 
phorylenzyms bei der Umsetzung der ,,thiolalkalischen 
Phosphatase" mit 2,4-Dinitrophenylphosphat als Substrat 
nachzuweisen, und zwar unter Bedingungen, unter denen 
das Wildtyp-Enzym schlagartig r e a g i e ~ ~ ~ ~ ~ ] .  Das mutierte 
Enzym zeigte keine solche Reaktion'"]. Diese Ergebnisse 
lassen mehrere Interpretationen zu (Schema 2). Eine m6g- 

0 
II 
I 

\H O /  ' 0 0  OH 

e H  
ENZ-Zn-0'- j ENZ-Zn-0-P-O@ + ROH + H @  I H 

1 Michaelis-Kornplex 1 

/'".\ Zn 0 

I 

I II + H20 > ENZ-S-H 

OH 0 
It  

1 
+ ROH + HO-P-00  "-1 OH 

/'"\ 
ENZ'S </'T:: + ENZ-S-P-O@ 

\ 
H H  

Michaelis-Kornplex 

Schema 2. 

liche Erklarung ware, daD eine Koordination der Thio- 
lgruppe der ,,thiolalkalischen Phosphatase" an das Zink- 
Ion im aktiven Zentrum das Enzym soweit verandert, daO 
es nach einem neuen Schema - einem Carboanhydrase- 
Mechanismus - arbeitet; dabei greifen an Zink gebundene 
Hydroxid-Ionen oder Wassermolekule die Phosphorsaure- 
monoester-Substrate an (Schema 2A). Es erscheint aber 
auch moglich, da8 sich der Reaktionsmechanismus 

948 

nicht gelndert hat, sondern da8 nur ein anderer Reak- 
tionsschritt geschwindigkeitsbestimmend geworden ist - 
die Phosphorylierung des mutierten Enzyms (Schema 2B). 
Urn zwischen diesen Moglichkeiten unterscheiden zu kon- 
nen, haben wir ein Experiment mit 4-Nitrophenylphosphat 
2 durchgefuhrt, welches am Phosphor mit verschiedenen 
Sauerstoffisotopen markiert und deswegen chiral war. 
Falls die Reaktion uber Zinkhydroxid oder ZinkIWasser 
ablauft (Schema 2A), wiirde man erwarten, daO nur ein 
einmaliger Austausch stattfindet. Bei Ubertragung der 
Phosphorylgruppe auf einen geeigneten Acceptor sollte 
man somit stereochemische Inversion beobachten. Setzt 
sich die Thiolgruppe dagegen nach dem ublichen Reakti- 
onsmechanismus urn, d. h. nach Schema 2B iiber ein Phos- 
phorylenzym, so sollte man Retention der Konfiguration 
beobachten aufgrund einer Inversion bei der Bildung und 
einer weiteren Inversion beim Zerfall des Phosphoryl- 

I8 n 

l80 

+ HE" HS-ENZ 

L O H  .L 
H 

e n z y m ~ l ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  Wir haben die Umsetzung des Thiolenzyms 
unter Verwendung von (S)-Propan-1,2-diol als Phosphoryl- 
gruppenaccept06'~~ verfolgt, und es stellte sich heraus, da13 
die Reaktion unter Retention verlief. Die ,,thiolalkalische 
Phosphatase" setzt sich rnit Phosphorsauremonoestern so- 
rnit nach dem normalen Reaktionsschema (Schema 2B) 
urn, jedoch unter Anderung des geschwindigkeitsbestim- 
menden Schritts. Unter den von uns angewendeten Bedin- 
gungen scheint beim Thiolenzym die Phosphorylierung ge- 
schwindigkeitsbestimmend zu sein. Beim Wildtyp-Enzym 
ist dagegen - in Abhangigkeit vom pH-Wert - die Dep- 
hosphorylierung oder die Abspaltung von anorganischem 
Phosphat der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. 

4.3. Halbsynthetische Enzyme durch kovalente 
Modifizierung aktiver Zentren mit Coenzymanaloga 

Die Arbeiten an proteolytischen Enzymen haben ge- 
zeigt, da8 der Austausch von Nucleophilen im aktiven 
Zentrum kein einfacher Weg zur Gewinnung hochaktiver 
mutierter Enzyme ist. Vor einigen Jahren haben wir uns 
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daher entschlossen, uns auf den Aufbau modifizierter En- 
zyme (,,halbsynthetischer Enzyme") zu konzentrieren, bei 
denen fur eine effektive Katalyse keine aufeinanderfol- 
genden schnellen Protonentransferschritte erforderlich 

geeigneten Proteintemplats rnit einem reaktiven Coenzym- 
analogon chemisch modifiziert. Bei sinnvollem Design 
sollte man annehmen, daO in den Hybridspezies die allge- 
meinen Bindungseigenschaften des Proteintemplats rnit 
der katalytischen Aktivitat des kovalent gebundenen Coen- 
zyms kombiniert sein konnten. Als besonders gute prosthe- 
tische Gruppen haben sich bei unseren Arbeiten Flavin- 
Cofaktoren erwiesen; es bleibt aber noch eine Vielzahl an- 
derer Cofaktoren zu untersuchen. Die Isoalloxazin-Deri- 
vate haben folgende Vorteile: Sie sind einfach zu syntheti- 
sieren, sind gute Modellverbindungen fur die biologischen 
Cofaktoren FAD und FMN und katalysieren in LBsung 
viele der von naturlich vorkommenden Flavoproteinen ge- 
steuerten Reaktionen, allerdings langsamer und weniger 
selektiv. Bisher haben wir rnit Isoalloxazinen drei Tem- 
plats erfolgreich modifiziert: die Enzyme Papain, Glyce- 
rinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase und Hamoglobin, 
die alle als wirksame Flavin-abhangige Oxidoreduktasen 
arbeiten. Diese Systeme sollen nun nacheinander disku- 
tiert werden. 

sindll.3. 13-22] . D azu haben wir einen Aminosaurerest eines 

4.3.1. Untersuchungen rnit FIavopapain 

Das hydrolytische Enzym Papain ziihlt zu den erfolg- 
reichsten Ausgangsmolekulen fur die Gewinnung halbsyn- 
thetischer Enzyme nach unserer Methode. Aus Rontgen- 
strukturunters~chungen[~~~~~~ und Untersuchungen in Lo- 
sung ist bekannt, daD sich in der NBhe des Aminosiiure- 
rests Cys-25 im aktiven Zentrum eine ausgedehnte, etwa 
25 A lange Furche erstreckt. AuDerdem 18Bt sich Cys-25 
sehr leicht durch Reagentien mit elektrophilen Zentren 
modifizieren, und diese Umsetzung kann durch viele Tech- 
niken, z. B. durch Titration der Thiolgruppen oder den Ab- 
fall der proteolytischen Aktivitat, ohne Schwierigkeiten 
verfolgt werden. Anhand der Rontgenstrukturdaten er- 
stellte Modelle lassen vermuten, daD bei Modifizierung der 
Cys-25-Thiolgruppe durch Flavin-Coenzymanaloga die 
ausgedehnte Bindungsfurche in der Nlhe  des Cysteinrests 
fur potentielle, rnit der Flavineinheit reagierende Substrate 
weiterhin zuganglich bleibt. Wir haben die Flavine beson- 
ders deshalb als Coenzymanaloga fiir unsere Modifizie- 
rungsexperimente gewihlt, da diese Verbindungen auch in 
Abwesenheit eines Enzyms verschiedene Oxidations-Re- 
duktions-Reaktionen recht wirksam kataly~ieren["~. Daher 
nahmen wir an, da8  es ausreichen konnte, ein potentielles 
Substrat geometrisch gunstig in die NBhe des Enzym-ge- 
bundenen Flavins zu bringen, um eine hohe Reaktionsge- 
schwindigkeit zu erzielen. Mit anderen Worten: Im Gegen- 
satz zu den Hydrolysereaktionen, bei denen die Beschleu- 
nigung des Protonentransfers wahrscheinlich eine be- 
stimmte Anordnung der funktionellen Gruppen des En- 
zyms voraussetzt, ist fur die Flavinreaktionen am Enzym 
nur die Bindungstasche des Enzyms erforderlich, ohne daR 
eine spezifische Beteiligung Enzym-gebundener funktio- 
neller Gruppen notwendig ist[1"3.16-20.36.371. Da unsere alte- 
ren Arbeiten uber Flavoproteine schon recht ausfuhrlich 

referiert worden ~ i n d ~ ' . ~ ~ ] ,  wollen wir uns an dieser Stelle 
auf die Beschreibung neuerer Untersuchungen beschran- 
ken. 

Das bisher wirksamste Flavopapain 3 wurde durch Al- 
kylierung von Papain rnit 8-Bromacetyl- 10-methylisoall- 
oxazin 4 erhalten. Das modifizierte Enzym reagiert schnell 
rnit einer Vielzahl von hydrophoben N-Alkyl- 1,4-dihydro- 
nicotinamiden. Fur die Oxidation von N-Hexyl-1,4-dihy- 
dronicotinamid, des besten bisher untersuchten Substrats, 
wurde in Luft-geslttigtem Puffer bei pH 7.5 und 25°C ein 
k,,,/K,-Wert in der GroDenordnung von lob M - '  s - '  ge- 
messen120.211. Vergleicht man diesen Wert rnit der Ge- 

n CH3 

3, X = Papain-S- 

NH 4, X = Br 

0 

schwindigkeitskonstante zweiter Ordnung fur die entspre- 
chende Oxidationsreaktion, die durch die einfache Mo- 
dellverbindung 8-Acetyl-10-methylisoalloxazin katalysiert 
wird, so zeigt sich, daB das enzymatische System die Reak- 
tion um das 10'fache beschleunigt. Mit der ,,stopped- 
flow"-Technik haben wir unter anaeroben Bedingungen 
die einzelnen Schritte der katalytischen Oxidation von N- 
Alkyl-l,4-dihydronicotinamid rnit Flavopapain 3 unter- 
sucht. Die so erhaltenen Ergebnisse sind rnit Schema 3 ver- 
einbar. 

E,, + NRNH 

Schema 3. E,, = oxidierte Form des Flavopapains 3: EHI = reduzierte Form 
des Flavopapains 3; €,..NRNH = Michaelis-Komplex: N R N H  = N-Alkyl- 
1,4-dihydronicotinamid; N R N  = N-Alkylnicotinamid. 

E,..NRNH A EH2 + NRN 

Bei drei Dihydronicotinamiden - N-Hexyl-, N-Benzyl- 
und N-Propyl-1,4-dihydronicotinamid - wurden sehr hohe 
Werte fur die Geschwindigkeitskonstante k2 gemessen, 
d. h. fur die Umsetzung des Michaelis-Komplexes zu den 
reduzierten Dihydroflavopapain-Spezies (370f  70 s-  ', 
2 9 f 5 . 5  s-I  bzw. 3 1 f l l  s-I). Fur die N-Hexylverbindung 
lag k 2  mit =400 s - '  so hoch, daR der Wert selbst rnit ei- 
nem sehr leistungsfahigen ,,stopped-flow"-Gerlt nur abge- 
schatzt werden konnte. 

Sauerstoff ist unter den angewendeten ,,turnover"-Be- 
dingungen ein ziemlich schlechtes Oxidationsmittel fur die 
Dihydroform des Flavopapains 3, so daD die Oxidation 
des Dihydroflavopapains bei allen gepriiften Substrat- 
konzentrationen weitgehend geschwindigkeitsbestimmend 
ist12'l. Um Bedingungen zu erreichen, bei denen nicht die 
Oxidation des Dihydroflavopapains, sondern der Reduk- 
tionsschritt geschwindigkeitsbestimmend ist, mu13 man ei- 
nen Acceptor verwenden, der besser als molekularer Sau- 
erstoff reagiert. Wir haben gefunden, daD 3-(4,5-Dimethyl- 
thiazol-2-yl)-2,4-diphenyltetrazoliumbromid (MIT)  ein be- 
sonders effektiver Acceptor ist, um hohe Reaktionsge- 
schwindigkeiten rnit dem Flavopapain 3 zu erzielen. Mit 
etwa 400 PM M?T haben wir fur die Oxidation von N-Ben- 
zyl- und N-Propyl-1,4-dihydronicotinamid k,,-Werte von 

Angew. Chem. 100 (1988) 945-955 949 



31.5 t 1.0 s - '  bzw. 62.5 k9.5 s - '  gemessen. Diese Werte 
stimmen recht gut mit den Geschwindigkeitskonstanten k, 
(Schema 3) uberein, die rnit diesen Substraten bei der Re- 
duktion des Flavopapains 3 unter anaeroben Bedingungen 
erhalten wurden. Diese Arbeit demonstriert, daB sich rnit 
dem aktiven Zentrum und dem Bindungszentrum des hy- 
drolytischen Enzyms Papain ein Flavoenzym aufbauen 
IaBt, das sowohl bezuglich des k,.,/K,-Werts als auch be- 
ziiglich der Cyclenzahl eine hohe katalytische Wirksamkeit 
aufweist. Das naturlich vorkommende Coenzym NADH 
ist ein relativ schlechtes Substrat fur das Flavopapain 3. 
Dieser Befund ist uber die Struktur von Papain zu verste- 
hen, dessen Bindungsregion recht hydrophob ist und da- 
her besser mit N-Alkyl- 1,4-dihydronicotinamiden wechsel- 
wirkt als rnit NADH. 

Wie wir ebenfalls gezeigt haben, konnen uber Flavopa- 
paine auch Thiole zu Disulfiden oxidiert werden1'2.401. Das 
Flavopapain 3 hat sich auch fur diese Reaktionen als ef- 
fektiver Katalysator erwiesen. Unter anaeroben Bedingun- 
gen wird fur die Reduktion des Flavopapains durch D,L- 
Dihydroliponamid und D,L-Dihydroliponsaure ein k2/K,- 
Wert (vgl. dazu Schema 3) von 4400 bzw. 3400 M-' s - '  
gemessen. Diese Geschwindigkeitsparameter sind 126- 
bzw. 200mal groBer als die Geschwindigkeitskonstanten 
zweiter Ordnung fur die entsprechenden Reaktionen von 
D,L-Dihydroliponamid und D,L-Dihydroliponsaure mit 
der Modellverbindung 8-Acetyl-10-methylisoalloxazin. Mit 
dem Farbstoff M?T als Elektronenacceptor haben wir fur 
die Oxidation von Dihydroliponamid durch das Flavopa- 
pain 3 kcal- und K,-Werte bestimmt, die annahernd rnit 
den unter anaeroben Bedingungen gemessenen k2- und K,- 
Werten ubereinstimmten. Damit wird deutlich, daB fur den 
katalytischen Cyclus die Substratoxidation und nicht die 
Oxidation des Dihydroflavins geschwindigkeitsbestim- 
mend 

4.3.2. Untersuchungen mit 
Raw- Clycerinaldehyd-3-phosphat- Dehydrogenase 
(Havo-CA P D  H) 

In letzter Zeit haben wir intensiv an einem neuen En- 
zymtemplat, GAPDH, gearbeitet. Dieses tetramere Enzym 
ist leicht zuglnglich und in seiner Primar- und Tertiar- 
struktur a~fgeklar t [~ ' ] .  Das aktive Zentrum enthalt eine 
Bindungsstelle fur NAD@/NADH in der Nahe des Ami- 
nosaurerests Cys-149 und des katalytischen Bereichs, in 
dem Glycerinaldehyd-3-phosphat gebunden wird. Die fur 
die Katalyse notwendige Thiolgruppe kann - auch durch 
sterisch anspruchsvolle Gruppen - alkyliert werden, ohne 
daB die Nicotinamid-Bindung verhindert ~ i r d [ ~ ~ . ~ ~ ~ .  Com- 
putergraphische Studien (Evans and Sutherland PS-300) 
anhand der RBntgenstrukturdaten des thermophilen En- 
zyms aus Bacillus stearotherrnophilus["] legten die Vermu- 
tung nahe, daB GAPDH ein gutes Templat fur das Design 
Flavin-abhangiger Oxidoreduktasen sein kannte, die selek- 
t iv  mit NADH und nicht mit den hydrophoben N-Alkyl- 
1,4-dihydronicotinamiden reagieren, welche bevorzugt 
durch das Flavopapain 3 oxidiert werden. Zunachst haben 
wir GAPDH aus Kaninchenmuskelgewebe verwendetl"'; 
die meisten unserer neueren Arbeiten sind jedoch mit dem 

thermophilen Enzym aus Bacillus s tearo therm~phi lus~ '~~ 
durchgefuhrt worden, da dieses vie1 stabiler als das Mus- 
kelprotein ist. Bei der Modifizierung von apo-GAPDH aus 
den beiden Spezies rnit 7-Bromacetyl-10-methylisoallox- 
azin 5 wurde pro Untereinheit dieser tetrameren Enzyme 
jeweils nur ein Flavinmolekul inkorporiert. 

5 ,  X = Br 
X-H2C 6 ,  X = GAPDH 

0 0 

HPLC- und Gelfiltrationsuntersuchungen zeigen, daB 
zunachst tetrameres Flavo-GAPDH 6 gebildet wird. In ei- 
nem offensichtlich irreversiblen ProzeB dissoziiert das bak- 
terielle halbsynthetische Enzym jedoch langsam zu den Di- 
meren (in etwa einem Tag bei 4°C). Beim thermophilen 
Enzym haben wir grundsatzlich das Dimer untersucht. Das 
Flavoenzym aus Kaninchenmuskelprotein ist weit weniger 
stabil und verliert in etwa 12 h 40-60% seiner Aktivitatl"], 
so daB wir in diesem Fall nur das Tetramer untersucht ha- 
ben. Bei Reaktivitatsstudien mit verschiedenen Dihydroni- 
cotinamiden erwies sich NADH, wie erwartet, fur beide 
Proteine als bestes Substrat. Das tetramere Enzym aus Ka- 
ninchenmuskel reagiert nach einer normalen Michaelis- 
Menten-Kinetik, wahrend fur das bakterielle Dimer eine 
ausgepragte negative Kooperativitat beobachtet wird. Der- 
zeit konnen wir triviale Erklarungen fur diese vermeintli- 
che Kooperativitat (z. B. eine Anzahl heterogener aktiver 
Zentren) nicht eindeutig ausschliel3en. Da jedoch Reaktivi- 
tat an der Halfte der Zentren (,,half-of-the-sites reactivity") 
fur GAPDH selbst eindeutig nachgewiesen ist, ist eine 
kooperative Katalyse fur das bakterielle Flavoenzym 6 
durchaus vorstellbar. 

Fur die Oxidation von NADH mit 7-Acetyl-10-methyl- 
isoalloxazin betragt die Geschwindigkeitskonstante k2 in 
Luft-geslttigtem Puffer bei 25°C nur 12.9 M-' s-I. Unter 
denselben Bedingungen wird die Reaktionsgeschwindig- 
keit des Enzyms aus Kaninchenmuskel auf das 83fache 
(bestimmt uber die Geschwindigkeitskonstante kCJK,,,) 
und die des bakteriellen Flavoproteins beinahe auf das 
6000fache erhoht (unter Bedingungen, bei denen die nega- 
tive Kooperativitat minimal i ~ t ) ~ ' ~ ~ .  Verstandlichenveise lie- 
gen die k,,/K,-Werte fur Flavo-GAPDH 6 bei niedrigen 
Substratkonzentrationen in der gleichen GroBenordnung 
wie die k,,,/K,-Werte von naturlich vorkommenden, 
NADH-oxidierenden Flavoenzymen. Unseren Beobach- 
tungen fur das Flavopapain 3 entsprechend ist die Cy- 
clenzahl von Flavo-GAPDH 6 unter aeroben Bedingungen 
durch die Reoxidationsgeschwindigkeit des im katalyti- 
schen Cyclus erzeugten Dihydroflavins begrenzt. Aus die- 
sem Grund hangt der gemessene k,,,/K,-Wert eindeutig 
von der Sauerstoffkonzentration a b  und gibt somit nicht 
die eigentliche Wirksarnkeit des Hydddubertragungs- 
schritts wieder. Um die Geschwindigkeit fur die Reduktion 
des Flavins im Enzym-Substrat-Komplex zu bestimmen, 
haben wir deshalb Techniken zur schnellen Mischung un- 
ter anaeroben Bedingungen angewendet. Wahrend sich 
Flavo-GAPDH 6 aus Kaninchenmuskel als zu instabil fur 
die ,,stopped-flow"-Experimente erwies, konnte mit dieser 
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Methode die Entfarbung des Enzym-gebundenen Flavin- 
Cofaktors in bakteriellem 6 ohne Schwierigkeiten beob- 
achtet werden. In Gegenwart von NADH im UberschuB 
folgt diese Reduktion einer Zweiphasenkinetik. Etwa die 
Halfte der Isoalloxazin-Molekule wird sehr schnell redu- 
ziert, wahrend sich der Rest nur langsam umsetzt. Dieses 
Verhalten ist typisch fur negativ kooperative Enzyme rnit 
Aktivitat an der Halfte der Z e n t ~ e n [ ~ ’ ~ .  Die Geschwindig- 
keitsdaten fur den schnellen Reduktionsschritt des bakte- 
riellen Flavoenzyms 6 entsprechen einer Slttigungskinetik. 
Durch kinetische Messungen des schnellen Reduktions- 
schritts wurde fur die Reduktion der schnell reagieren- 
den Untereinheit, die aus dem entsprechenden Micha- 
elis-Komplex entsteht, eine Geschwindigkeitskonstante 
k ,  = 1.14 s - ’  und eine Dissoziationskonstante fur den Mi- 
chaelis-Komplex von 12.4 FM erhalten. So betrlgt die 
scheinbare Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung 
fur die Reduktion der schnell reagierenden Untereinheit 
des Enzyms 91 900 M - ’  s - ’ .  Dieser Wert liegt nur wenig 
hoher als der Wert von k,,,/K, (75600 M - ’  s-I), der rnit 
NADH fur dieses Enzym im stationlren Zustand bestimmt 
wurde, und ist etwa ebenso groB wie k,,/K, von naturlich 
vorkommenden NADH-oxidierenden Enzymen. Falls ein 
geeigneter Elektronenacceptor gefunden werden konnte, 
der die Dihydroflavo-GAPDH sehr vie1 schneller reoxi- 
diert als Sauerstoff, so konnte die Cyclenzahl fur das bak- 
terielle Flavoenzym an 1 s - ’  heranreichen - einen Wert, 
der rnit dem einiger naturlicher Systeme vergleichbar ist. 
Die bisher erhaltenen Befunde machen hinreichend deut- 
lich, daB GAPDH ein exzellentes Templat fur den Aufbau 
kunstlicher Enzyme ist. 

4.3.3. Untersuchungen mit Flavohamoglobin 

Kurzlich haben wir Flavohamoglobin entwickelt, ein 
neuartiges halbsynthetisches Enzym, bei dem die Ham- 
gruppe im Protein erhalten bleibt, aber durch kovalente 
Modifizierung ein Flavinmolekul eingefugt wird1’’]. Ty- 
pisch fur Hamproteine wie Cytochrom P-450, die Redoxre- 
aktionen katalysieren, sind Ein-Elektronen-Ubertragungs- 
schritte[&! Wenn solche Enzyme sich mit einem der ubli- 
chen biologischen Elektronendonoren wie NADPH umset- 
Zen, der uber Zwei-Elektronen-ubergange arbeitet, ist ein 
Elektronentransportsystem erforderlich. In einem fur P- 
450 typischen Elektronentransportsystem aus NADPH, O2 
und NADPH-Cytochrom-P-450-Reduktase - einern der 
wichtigsten Flavoproteine des mikrosomalen Elektronen- 
transport system^^^" - katalysiert Hamoglobin eine Vielzahl 
von Monoo~ygenasereaktionen~~~-’~~. Wir stellten uns die 
Frage, ob Himoglobin so modifiziert werden kann, daB es 
direkt, d. h. ohne Mitwirkung eines vollstandigen Elektro- 
nentransportsystems, rnit Zwei-Elektronen-Donoren rea- 
giert. Zu diesem Zweck haben wir Hamoglobin in der 
Nahe des Hams rnit einem kovalent gebundenen Isoall- 
oxazinrest versehen. Wir hofften, daB die Flavineinheit 
den Elektronentransfer vermitteln wiirde und die P-450- 
Reduktase uberflussig ware (EC 1.6.2.4). Es stellte sich 
heraus, daB die Flavohamoglobin-Spezies tatsachlich in 
Abwesenheit des Reduktaseproteins als Hydroxylase fur 
Anilin verwendet werden konnte[”’. Zur chemischen Mo- 

difizierung diente ein Derivat des 7-Cyanisoalloxazins 7, 
dessen reaktive Disulfidgruppe uber eine Kette an N-3 des 
Isoalloxazins gebunden ist. Diese Disulfidgruppe setzt sich 
rnit der Thiolgruppe des Cysteinrests p-93 im Kohlenmon- 
oxid-Hamoglobin (COHb2@) um. Durch Oxidation rnit 
Kaliumhexacyanoferrat wurde die so erhaltene kovalent 
modifizierte Spezies FI-COHb’” anschlieRend in das Ei- 
sen(irr)-flavohamoglobin FI-Hb3@ 8 ubergefuhrt. 

y 3  

7 ,  R = - S q  

NC n N < T L S - - R  N 8 ,  R = -S-Hamoglobin 

0 

Kinetische Messungen fur die Anilin-Hydroxylase-Akti- 
vitat von FI-Hb3’ bei pH 7.5 ergaben, daO die K,-Werte 
fur Anilin mit den Werten ubereinstimmten, die fur Ei- 
sen(iri)-Hamoglobin Hb3@ in Anwesenheit und Abwesen- 
heit von NADPH-Cytochrom-P-450-Reduktase gefunden 
wurden. Der k,.,-Wert fur Hb3@ erhbhte sich bei Rekonsti- 
tution des Systems mit P-450-Reduktase erheblich, war je- 
doch selbst im rekonstituierten System kleiner als k,,, fur 
FI-Hb3@ ohne R e d ~ k t a s e ~ ~ ~ - ’ ~ ~ .  Dieses Ergebnis macht 
deutlich, da0  der kovalent an Hamoglobin gebundene Fla- 
vinrest in FI-Hb3@ die Reduktase ersetzen kann, wobei der 
Elektronenaustausch zwischen den benachbarten prosthe- 
tischen Gruppen im FI-Hb3@ sogar wirkungsvoller ablauft 
als im Hb3@-Reduktase-System. 

Da ein ungebundenes Flavinmolekul die p-Hydroxylie- 
rung von Anilin in Abwesenheit von Hamoglobin nicht ka- 
talysieren kann, muB die Hamgruppe direkt an der Reak- 
tion des Flavohlmoglobins rnit Anilin beteiligt sein. Die 
Bevorzugung der p-Hydroxylierung vor der o-Hydroxylie- 
rung @/o>4/1) laBt auch vermuten, daB die aktive Sauer- 
stoff-Spezies an Ham gebunden ist und somit nicht frei 
diffundieren kann wie bei der Anilin-Hydroxylierung rnit 
Fentons Reagens, bei der o-Aminophenol als Hauptpro- 
dukt entsteht. Es konnte also sein, daB Flavohamoglobin 
analog zum Cytochrom-P-450-System arbeitet (mikroso- 
male ,,mixed-function“-Oxidase). Uber den genauen Me- 
chanismus der Sauerstoff-Aktivierung durch Flavohamo- 
globin bestehen jedoch noch Unklarheiten, mit denen wir 
uns gegenwartig befassen. 

5. Anwendung von Enzymen mit modifiziertem 
aktivem Zentrum fur Synthesen 

Vor kurzem haben wir rnit Untersuchungen zur Anwen- 
dung halbsynthetischer Enzyme in der Synthese begon- 

Wie im folgenden kurz beschrieben wird, haben wir 
uns rnit der Totalsynthese kleiner Proteine wie Ribonu- 
clease TI und ihrer Strukturanaloga beschaftigt. Prinzipiell 
konnte dieses Enzym auch durch Gentechnologie herge- 
stellt werden, und zwar entweder rnit dem naturlich vor- 
kommenden Gen oder mit einem synthetischen Gen[”], 
und die Strukturanaloga konnte man durch ortsspezifische 
Mutagenese am natcrlichen Gen oder durch Veranderun- 
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gen bei der Synthese des Gens aufbauen. Wir haben uns 
jedoch entschlossen, das Enzym durch Synthese von Pep- 
tidsegmenten und deren Kondensation herzustellen["]. 
Diesen Weg haben wir aus mehreren Grunden den geneti- 
schen Methoden vorgezogen. Zunlchst vermeiden wir auf 
diese Weise das Problem der Expression. Es ist bereits be- 
kannt, daB bei einigen Mutanten von Ribonuclease TI die 
Expression sehr gering ist, da  die Mutanten die Bakterien 
schadigen, in denen sie produziert ~ e r d e n ~ ~ " ] .  Ein weiterer 
Vorteil der chemischen Synthese besteht darin, daB mar- 
kierte oder unnaturliche Aminosauren gezielt in spezifi- 
sche Positionen eingefuhrt werden konnen. Die Moglich- 
keit der Markierung ist besonders im Hinblick auf die Ver- 
wendung fur Fluoreszenz- und NMR-Untersuchungen von 
groBem Vorteil. Weiterhin konnen wir bei der Synthese 
nicht nur unnaturliche Aminosauren an verschiedene Stel- 
len des Proteins bringen, sondern es ist auch moglich, 
nicht-peptidische Bindungen einzufugen. Dies konnte be- 
deuten, daB wir modifizierte Proteine produzieren konn- 
ten, die nicht-peptidische Segrnente enthalten. Diese Re- 
gionen konnten den normalen Abbau durch Proteolyse im 
biologischen Milieu verhindern. Bei Arbeiten uber Modell- 
verbindungen des Peptid-Hormons B - E n d ~ r p h i n ' ~ ~ ]  ist uns 
eine derartige Substitution bereits gelungen. Dort wurde 
der Abschnitt zwischen den Resten 6-13, der als hydrophi- 
ler Linker fungieren durfte, durch eine sich wiederholen- 
de Einheit von vier y-Hydroxymethyl-y-aminobuttersaure- 
resten ersetzt, die uber Amidbindungen miteinander ver- 
knupft sind. Dieser neugestaltete Bereich enthalt zwar 
Amidbindungen, doch sind es nicht die ublichen Peptid- 
bindungen. Dennoch zeigt diese p-Endorphin-Modellver- 
bindung hohe analgetische Wirkung. 

Das erste Problem, das wir bei der Synthese kleiner Pro- 
teine zu losen hatten, war der Aufbau von Peptidsegmen- 
ten mit intakten Schutzgruppen, um die Segmente nach 
Reinigung ohne Schwierigkeiten miteinander verknupfen 

zu konnen. Die Peptidsegmente haben wir an einem von 
uns entwickelten Oximpolymer ~ynthet is ier t l~ ' -~~ ' .  Dieses 
Verfahren ist in Schema 4 wiedergegeben und sol1 kurz er- 
lautert werden. Das Polymer wird durch Umsetzung eines 
Polystyrol-1%-Divinylbenzol-Copolymers mit p-Nitroben- 
zoylchlorid erzeugt. Dabei entsteht ein Keton, das mit Hy- 
droxylamin zum Oxim reagiert. AnschlieOend wird die er- 
ste Aminosaure mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) als 
Kupplungsreagens an das Harz gebunden, wobei Schutz- 
gruppen wie Boc fur die a-Aminofunktion und fur mogli- 
che reaktive Seitenketten verwendet werden. Nachdem die 
erste Aminosaure gebunden ist, wird durch sukzessive 
Freisetzungs- und Kupplungsreaktionen ein geschutztes 
Peptidderivat erzeugt, welches als Oximester an das Poly- 
mer gebunden ist. Die Bindung als Oximester ist weniger 
stabil als beispielsweise die Bindung als Benzylester bei 
der schrittweisen Merrifield-Synthese. Peptide mit wesent- 
lich mehr als zehn Aminosaureresten werden normaler- 
weise nicht am Oxim-Harz aufgebaut, da Verluste durch 
Ablosung vom Harz mit wachsender Kettenlange des Pep- 
tids zunehmen. Ein groBer Vorteil des Oxim-Polymers be- 
steht darin, daB die wachsende Peptidkette durch eine 
Vielzahl von Methoden freigesetzt werden kann. Das resul- 
tierende geschutzte Peptidsegment enthiilt entweder eine 
freie C-terminale Carboxygruppe oder eine C-terminale 
Esterfunktion. Wir wollen an dieser Stelle keine ausfuhrli- 
che Ubersicht uber Freisetzungsmethoden geben, sondern 
nur darauf hinweisen, daO die Peptidkette durch Einwir- 
kung von N-Hydroxypiperidin, einem a-Nucleophil, abge- 
spalten werden kann; dabei bildet sich der geschutzte Pep- 
tidester von N-Hydroxypiperidin. Dieser Ester kann durch 
Zink/Eisessig in die freie Carbonsaure ubergefuhrt werden 
- ein Verfahren, das allgemein anwendbar ist, auOer bei 
Peptiden mit Schwefelfunktionen wie Methionin. Alterna- 
tiv kann das geschutzte Peptid mit dem Tetrabutylammoni- 
umsalz einer Aminosiiure[601 oder rnit einem Aminosaure- 

0 
I I  

XNH-CH-C-OH 

\ 
OH 

H~N-CH-C-OR" 
0 
II 

XN H - Pep t id - C - N H - CH - C -0 R" 
I I  I HOAc 
0 R' N 

\ 
0-C-Peptid-NHX 

II  
0 

a) C N - O H ,  

b) Zn. HOAc 
HOAc 

J -+oo 0 

R' 

0 

Schema 4. Die drei senkrechlen Pfeile symbolisie- 
ren sukzessive Schutzgruppenabspaltungen und 
Kupplungen. X =Schutzgruppe. 

II 
XNH-Peptid-C-NH-CH-C-Oo 

II  I 
0 R' 

0 
I 1  

XNH-Peptid-C-OO 
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ester mit freier Aminogruppe aus dem Harz freigesetzt 
werden. Als Katalysator werden dem Reaktionsgemisch ei- 
nige Aquivalente Essigsaure zugesetzt. Bei diesem Verfah- 
ren wird das Peptid am C-Terminus urn die zur Freiset- 
zung verwendete Aminosaure oder den verwendeten Ami- 
nosaureester verlangert. 

Bei unserer Strategie zur Synthese der Ribonuclease 
teilten wir das Molekul in drei Hauptsegmente, die 

zum einen nach ihrer praparativen Zuganglichkeit und 
zum anderen nach strukturellen Gesichtspunkten ausge- 
wahlt wurden. So weil3 man beispielsweise aus der Ront- 
genstrukturanalyse des Enzyms, daB das Segment rnit den 
Aminoslureresten 1-34 einen helicalen Bereich enthalt, 
der sich uber die Reste 12-29 erstreckt und arnphiphilen 
Charakter aufweist1611. Eines unserer derzeitigen Ziele ist 
die Synthese einer Ersatzhelix, die den amphiphilen Cha- 
rakter des naturlichen Systems beibehalt, aber aus anderen 
Aminosauren aufgebaut ist. Dadurch wollen wir nachwei- 
sen, ob sich das Enzym, das diese umgestaltete Helix ent- 
halt, weiterhin richtig faltet und als Katalysator wirkt. 

Die drei Hauptsegmente der Ribonuclease TI haben wir 
aus Peptidsegmenten aufgebaut, die am Oxim-Polymer 
hergestellt, sodann gereinigt und durch die ublichen Me- 
thoden wie NMR-Spektroskopie, Massenspektrometrie 
oder Aminosaureanalyse vollstandig charakterisiert wur- 
den. Fur den Aufbau der Hauptsegmente wurden diese 
kleineren Segmente am polymeren Trager nacheinander 
gekuppelt, beispielsweise unter Verwendung von Dicyclo- 
hexylcarbodiimid und N-Hydroxybenzotriazol, das die Ra- 
cemisierung verhindert. Wir haben so weit wie moglich 
versucht, Segmentkupplungen zu vermeiden, bei denen die 
Racemisierung zu einem groBeren Problem werden konn- 
te, doch lie13 sich die Moglichkeit der Racemisierung bei 
unserem Vorgehen nicht vollstandig ausschlienen. Nach 
der Kupplung wurden die erhaltenen Hauptsegmente aus 
dem Harz freigesetzt und griindlich gereinigt. Die endgul- 
tige Kupplung der drei Hauptsegmente wurde in Liisung 
durchgefuhrt (Schema 5) .  

Z-1-34-OH BOC-35-71 -OH H2N-72-1 04-OBn 

1 
Boc-35-104-OBn I I 
H2N-35-104-OBn k Z-1-104-OBn 

Schema 5 .  Synrhese von Ribonuclease TI 

Obwohl kleine Proteine wie Ribonuclease TI uber die 
Synthese von Segmenten und deren anschlieBende Kupp- 
lung hergestellt werden konnen, schneidet diese Methode 
beim Vergleich mit der Totalsynthese von DNA-Moleku- 

len schlecht ab. Zwar sind die geschutzten Peptidsegmente 
mit der Oximester-Methode recht einfach zu synthetisie- 
ren, doch bestehen bei der Kondensation der Segmente 
noch erhebliche Schwierigkeiten. Die Ausbeuten sind 
nicht immer zufriedenstellend, die Moglichkeit der Race- 
misierung muB bedacht werden, und manchmal kannen 
bei den geschutzten Peptiden auch Loslichkeitsprobleme 
auftreten. Ein entscheidender Unterschied zwischen der 
Synthese kleiner Proteine nach der hier beschriebenen Me- 
thode und der Synthese von Genen nach der DNA-Me- 
thode besteht darin, daB die DNA-Segmente mit Ligasen 
verknupft werden konnen. Es ist zwar in vielen Fallen ge- 
lungen, auch Peptide durch enzymatische Katalyse zu kup- 
peln162-691 , normalerweise mit Endopeptidasen und Exo- 
peptidasen, doch setzen diese Reaktionen Bedingungen 
voraus, bei denen das Gleichgewicht zwischen Peptidsyn- 
these und Peptidhydrolyse auf seiten der Synthese liegt. In 
einigen Fallen wird das Gleichgewicht durch die geringe 
Loslichkeit zu den Kupplungsprodukten verschoben, in 
anderen Fallen kann die Peptidsynthese durch gut ge- 
wahlte Bedingungen wie Ldsungsmittelzusammensetzung 
und pH-Wert bevorzugt werden. Die Schwierigkeit bei der 
Verwendung proteolytischer Enzyme besteht jedoch darin, 
da13 die Bedingungen fur jeden einzelnen Kupplungspro- 
zeB optimiert werden mussen. Mit anderen Worten: Die 
Peptidsynthese uber Enzyme erfordert fur jede einzelne 
Reaktion die Suche nach spezifischen Reaktionsbedingun- 
gen. Es ware somit ideal, Peptid-Ligasen zu finden, mit de- 
nen Peptidsegmente unter allgerneingultigen Bedingungen 
gekuppelt werden konnten. An diesem Punkt stellt sich die 
Frage, ob es realistisch ist, nach solchen Ligasen zu suchen 
oder sie zu entwickeln. Die Ergebnisse unserer Arbeit mit 
dem halbsynthetischen Enzym Thiolsubtilisin legen nahe, 
daB wir einen Ansatz zur Losung dieses Problems gefun- 
den haben. Wie in Abschnitt 4.1 erwahnt wurde, fanden 
Bender et al.[231 und Koshland et al.1241, da13 Thiolsubtilisin 
nur eine geringe Endopeptidase-Aktivitat aufweist, wah- 
rend die nucleophile SH-Gruppe im aktiven Zentrum des 
Enzyrns weiterhin mit Acylgruppen aktivierter Derivate 
wie aktiver Ester oder Acylimidazole reagiert. Wir haben 
nun erkannt, daI3 gerade diese Eigenschaften gunstig fur 
die Verwendung eines Enzyms als Peptid-Ligase sind. Ge- 
nauer gesagt, Thiolsubtilisin kann an der Thiolgruppe im 
aktiven Zentrum durch ein N-geschutztes Peptidsegment 
acyliert werden, das am C-Terminus durch eine p-Chlor- 
phenyl-Estergruppe aktiviert ist. Als Thiolester reagiert das 
so erzeugte Acylderivat bereitwillig mit geeigneten Amin- 
komponenten unter Aminolyse. Auf diese Weise konnte 
Thiolsubtilisin die Bildung der Amidbindung zwischen 
dem aktivierten Ester eines N-geschutzten Peptids und der 
freien N-terminalen Aminogruppe einer anderen Peptid- 
kette katalysieren. Die treibende Kraft fur die Knupfung 
der Peptidbindung ist die Reaktion eines aktivierten Esters 
mit einer Aminkomponente; die Ruckreaktion, die Hydro- 
lyse des Peptids, ist wegen der schlechten Endopeptidase- 
Eigenschaften des Thiolsubtilisins nicht zu befurchten. 
Diese Methode der Enzymkatalyse haben wir bei zahlrei- 
chen Peptidsynthesen angewendet. Zwei Beispiele sind die 
Synthese von (Leu)’-Enkephalinamid (Schema 6A) sowie 
die Herstellung des Ribonuclease-TI-Segments 12-23 
(Schema 6B). 
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A )  Z-Tyr-Gly,-Phe-OR + L e u - N H ,  - 
67tu Ausbeute an reinern Produkt 

Z-Tyr-Gly?-Phe-Leu-NH~ + HOR 

B) Fmoc-Ser;-Asp-Val-Ser-Thr-Ala-OR + Gln-Ala2-Gly -t 
Frnoc-Ser,-Asp-Val-Ser-Thr-Ala-Gln-Alaz-Gly + H O R  

47'h Ausbeute an reinern Produkt 
R = C6HdCI-p 

Schema 6. A)  Synthese von (Leu)'-Enkephalinamid; Bedingungen: pH 8.0, 
0 I M Phosphatpuffer/DMF (50150. v/v). Raumtemperatur. 5 h .  B) Synthese 
des Ribonuclease-T,-Segments 12-23: Bedingungen: pH 7.0. 0.01 M Phos- 
phatpuffer/DMF (50/50. v/v), Raumlemperatur. 30 min. Als Katalysator fur 
A und B dient Thiolsubtilisin. 

Naturlich lassen sich mit Thiolsubtilisin nur solche Pep- 
tidsegmente kuppeln, deren spezifischen Eigenschaften 
der Bindungstasche des Enzyms entsprechen. Um den An- 
wendungsbereich der Enzym-katalysierten Peptidbildung 
auszudehnen, wird es notwendig sein, weitere Enzyme mit 
anderen spezifischen Eigenschaften auf ahnliche Weise zu 
verwenden. Auch wenn die Cystein-Mutanten anderer Se- 
rin-Proteasen als geeignete Zielmolekule fur zukunftige 
Arbeiten uber Peptid-Ligasen erscheinen, sollte man den- 
noch bedenken, daI3 andere Mutanten gefunden werden 
konnten, die ebenfalls nur die Bildung der Peptidbindung 
mit aktiven Estern katalysieren und nicht mit Peptiden rea- 
gieren. AuDerdem erscheint es aussichtsreich, nach Reakti- 
onsbedingungen zu suchen, unter denen sich unveranderte 
Endopeptidasen mit Peptidestern umsetzen und die Ruck- 
reaktion durch Hydrolyse nur sehr langsam ablauft. 

der wir uns zur Zeit befassen. Um die Flexibilitat der che- 
mischen Modifizierung zu erhohen, erwagen wir eine 
Kombination mit der ortsspezifischen Mutagenese. Insbe- 
sondere beginnen wir mit Forschungsarbeiten, bei denen 
durch ortsspezifische Mutagenese geeignete ,,Henkel" in 
Positionen des Proteins gebracht werden, deren chemische 
Modifizierung durch Coenzymanaloga aussichtsreich zur 
Herstellung von Spezies rnit gewiinschten Bindungseigen- 
schaften fur Substrate erscheint. Die Methode zum Aufbau 
halbsynthetischer Enzyme wird noch bei weitem leistungs- 
fahiger, wenn wir fur die chemische Modifizierung nicht 
mehr nur auf geeignete Bindungsstellen in natiirlich vor- 
kommenden Proteinen angewiesen sind, sondern wenn wir 
solche Bindungsstellen vorher durch gentechnologische 
Methoden einfuhren konnen. Zum SchluO sei noch er- 
wahnt, daB durch Erzeugung katalytisch wirksamer Anti- 
korper(70-721 sehr interessante Effekte erzielt worden sind 
und daD ein vielversprechender Weg zur Weiterfuhrung 
des ,,halbsynthetischen Konzepts" darin besteht, es auch 
auf die Modifizierung von Antikorpern anzuwenden. 

Meinen Mitarbeitern. deren Namen in den Literaturzita- 
ten aufgefuhrt sind, danke ich sehr fur ihre experimentellen 
und konzeptionellen Beitrage. Diese Arbeit wurde zum Teil 
durch die National Science Foundation (CHE-8418878) 1;- 
nanziert. 

Eingegangen am 21. Dezember 1987 [A 6771 
ubersetzt von Dr. Sobine Toreberg-Koulen, Bergisch Gladbach 

6. Ausblick 

Wie wir zu Beginn dieses Beitrags gesehen haben, schie- 
nen die Eigenschaften des ersten halbsynthetischen En- 
zyms, des Thiolsubtilisins, kein gunstiges Vorzeichen fur 
weitere Entwicklungen auf diesem Gebiet zu sein.,Die ge- 
ringe Aktivitiit dieses mutierten Enzyms kdnnte jedoch wi- 
derspiegeln, wie wichtig es ist, in rnehreren Stufen des ka- 
talytischen Prozesses einen schnellen Protonenaustausch 
zu erzielen, namlich in den Stufen, die durch die Aciditlts- 
unterschiede zwischen dem urspriinglichen Nucleophil 
(der OH-Gruppe im naturlichen Enzym) und dem veran- 
derten Nucleophil (der SH-Gruppe im mutierten Protein) 
beeinflu& werden konnten. Durch die Bindung von Fla- 
vinanaloga an geeignete Positionen mehrerer Proteine 
konnten wir zeigen, daB sich hochwirksame, halbsyntheti- 
sche Enzyme darstellen lassen, die Oxidations-Reduk- 
tions-Reaktionen oder Hydroxylierungen katalysieren. Bei 
diesen Reaktionen ist eine exakte Anordnung der Enzym- 
gebundenen funktionellen Gruppen, die an Protonentrans- 
ferreaktionen beteiligt sind, wahrscheinlich nicht erforder- 
lich. Vielmehr durfte die Wirksamkeit dieser halbsyntheti- 
schen Enzyme darauf zuriickzufuhren sein, daD sie Sub- 
strate in unmittelbarer Nahe der reaktiven Coenzymfunk- 
tion binden konnen. Fur weitere Untersuchungen ist es 
wichtig, die Bandbreite der venvendeten Coenzym-Spezies 
zu erweitern. AuDerdem ist die katalytische Vielseitigkeit 
halbsynthetischer Enzyme wie Flavohamoglobin noch 
nicht vollstandig untersucht - eine wichtige Aufgabe. mit 
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