
Proteasekatalysierte kinetisch kontrollierte Peptidsynthese ** 

Von Volker Schellenberger und Hans-Dieter Jakubke * 

Trotz des enormen Fortschritts bei der Synthese von Peptiden und Proteinen mit kommer- 
ziellen Peptidsynthesizern und der groBen biotechnologischen Moglichkeiten der DNA-Re- 
kombinationstechnik ist zur racemisierungssicheren Verknupfung von Peptidsegmenten eine 
C-N-Ligase ein wichtiges Hilfsmittel. D a  die Aktivierung der a-Carboxyfunktion eines Peptid- 
segmentes mit dem partiellen Verlust der Enantiomerenreinheit verbunden sein kann, bergen 
chemische Verknupfungen von Peptidsegmenten Racemisierungsgefahren. Die Natur hat zur 
Synthese der riesigen Sequenzvielfalt von Peptiden und Proteinen mit der Peptidyltransferase 
nur ein einzigus Enzym entwickelt, das unabhangig vom Charakter der Seitenkettenfunktionen 
der proteinogenen Aminosaurebausteine seine volle katalytische Funktion entfaltet. Jedoch ist 
die Peptidyltransferase nur als integraler Bestandteil des Ribosoms in einer koordinierten 
Interaktion mit anderen ribosomalen Faktoren wirksam, d.  h. fur die enzymatische Synthese 
nicht zu verwenden. Alternativ bieten sich fur enzymatische Peptidsynthesen, wenn man von 
den eingeschrankten Moglichkeiten der Nutzung von Multienzymkomplexen der bakteriellen 
Peptidsynthese absieht, nur noch die Proteasen an, die aber aufgrund ihrer in-vivo-Funktion 
als Hydrolasen keine idealen C-N-Ligasen sein konnen. Erst gezielte thermodynamische und 
reaktionskinetische Manipulationen ermoglichen die Umkehrung der Proteasewirkung und 
damit eine Programmierung in Richtung Ligation. Ohne Zweifel ist eine synthesebegunstigen- 
de Einf luhahme bei einer durch Serin- und Cysteinproteasen katalysierten kinetisch kontrol- 
lierten Reaktionsfuhrung variabler und effizienter zu realisieren als bei gleichgewichts- 
kontrollierten Synthesen. Dieser Beitrag beschreibt den EinfluD der Enzymspezifitat auf die 
Effizienz von kinetisch kontrollierten Synthesen. Es werden SchluBfolgerungen fur eine breite- 
re Nutzung von Serin- und Cysteinproteasen zur Katalyse von C-N-Verkniipfungen abgeleitet. 

1. Einleitung 

Die Verwendung von Enzymen zur Knupfung von Peptid- 
bindungen bietet prinzipiell eine Reihe von Vorteilen gegen- 
uber chemosynthetischen Verfahren. Durch die Regio- 
spezifitat der Enzyme kann weitgehend auf die reversible 
Blockierung bestimmter Seitenkettenfunktionen der Amino- 
saurebausteine verzichtet werden. Die fur enzymkatalysierte 
Reaktionen ublichen milden und okologisch vorteilhaften 
Reaktionsbedingungen garantieren einen racemisierungs- 
freien Syntheseverlauf; aufgrund der Stereospezifitat kon- 
nen selbst beim Einsatz von N-geschiitzten racemischen 
Aminosaurederivaten optisch einheitliche Produkte erhalten 
werden. Um diese Vorzuge nutzen zu konnen, benotigt man 
eine C-N-Ligase, die in einfacher Weise, praktisch anstelle 
eines Kupplungsreagens, zur Knupfung der Peptidbindung 
eingesetzt werden kann. Da eine solche Ligase nicht zur Ver- 
fugung steht, wird der enzymatischen, allgemein anwendba- 
ren Peptidsynthese als Alternative zur Chemosynthese selbst 
von Verfechtern dieser Strategie wenig Chancen eingeraumt. 
Dennoch sollten rnit Nachdruck weiterfuhrende Grundla- 
genstudien durchgefiihrt werden, um mit anderen, sicherlich 
nicht so idealen Enzymen, Losungswege aufzuzeigen. 

Trotz der hohen Effizienz der nahezu automatisch ablau- 
fenden Festphasen-Peptidsynthesen und der Entwicklung 
von Kupplungsreagentien, denen in Modellreaktionen prak- 
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[*'I In diesem Beitrag werden die Aminosaurereste der Peptidsubstrate P.P' 
und die Bindungsorte im Enzym S,S' mit Kursivschreibweise gekennzeich- 
net, um Verwechslungen mit S = Substrat sowie P = Produkt oder Ab- 
gangsgruppe (Schema 1) auszuschliellen. 

tische Racemisierungssicherheit bescheinigt wird, konnen 
die hohen Chiralitatsanspriiche fur die Synthesen von 
Pharmaka nicht absolut garantiert werden. Insbesondere ist 
die Gefahr der Racemisierung sehr stark von der Aminosau- 
resequenz in der unmittelbaren Umgebung der zu kniipfen- 
den Peptidbindung abhangig, die standig variiert. Deshalb 
sind Ergebnisse von Standardracemisierungstests nicht all- 
gemein gultig. Besonders leicht tritt Racemisierung bei che- 
mischen Segmentverkniipfungen['I, aber auch bei Festpha- 
sen-Synthesen unter Verwendung von Schutzgruppen des 
Urethantyps auf, was durch die zunehmende Empfindlich- 
keit der analytischen Methoden nachgewiesen werden kann. 

Der Einsatz von Enzymen ist vor allem erforderlich a) fur 
Verknupfungen von naturlichen Proteinspaltstucken bei der 
Semisynthese, b) fur die Kondensation schrittweise aufge- 
bauter Peptidsegmente bei konventionellen Peptidsynthesen 
und c) fur Modifizierungsreaktionen an gentechnisch herge- 
stellten Produkten. 

Fur  einen enzymtechnischen Einsatz ist bekanntlich die 
ribosomale Peptidyltransferase nicht geeignet, und auch die 
Multienzymkomplexe der bakteriellen Peptidsynthese lassen 
gegenwartig keine allgemeine Verwendbarkeit erkennen, so 
daR praktisch nur noch die Proteasen eingesetzt werden kon- 
nen. Deren prinzipielle Eignung fur die Peptidsynthese wur- 
de aufgrund der Reversibilitat proteasekatalysierter Reak- 
tionen schon vor mehr als 90 Jahren durch van't HO~',T[~I 
vorausgesagt und durch Bergmann und Fraenkel-C~nrat[~]  
1937 experimentell nachgewiesen. 

In der Literatur werden zwei Strategien der proteasekata- 
lysierten Peptidsynthese unterschieden (vgl. neuere Uber- 
sichtenC4- 81). Wahrend die gleichgewichtskontrollierte Syn- 
these eine einfache Umkehrung der Proteolyse ist, werden 
bei der kinetisch kontrollierten Synthese schwach aktivierte 
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Carboxykomporienten eingesetzt. Beide Verfahren werden 
in Abbildung 1 verglichen. 

a)  R-COOH + 4,N-R' b )  R-CO-X + H,N-R' 

i 
R-CO-NH-R' + HX 

I1 
R-CO-NH-R' + H,O 

R-CO-NH-R' L, t -- 
t -  

Abb. 1.  Vergleich von a) gleichgewichtskontrollierten und b) kinetisch kontrol- 
herten Peptidsynthesm Bei der kinetisch kontrollierten Reaktion entsteht 
neben dern Peptidprodukt R-CO-NH-R auch die Siure R-COOH. 
,Y = Umsatz. 

2. Grundlagen der proteasekatalysierten kinetisch 
kontrollierten Segmentverkniipfung 

Die gleichgewichtskontrollierte Peptidsynthese als direkte 
Umkehrung der proteasekatalysierten Hydrolyse einer Pep- 
tidbindung hat den Vorteil, dal3 alle Proteasen unabhlngig 
von ihrem katalytischen Mechanismus eingesetzt werden 
konnen. Nachteilig ist der hohe Enzymbedarf, die geringere 
Synthesegeschwindigkeit und die meist notwendigen, hohen 
Konzentrationeri an organischen Losungsmitteln, um die Io- 
nisierung der Edukte zuruckzudrangen. Trotz dieser Ein- 
schrankungen bewahrte sich diese Strategie bei der trypsin- 
katalysierten Seinisynthese von Humaninsulin sowie bei der 
Aspartamsynthese unter Verwendung von Thermolysin 
( ~ g l . [ ~ - ~ ] ) .  Sollim dagegen Segmente mit ungeschutzten 

Drittfunktionen in vorwiegend waBrigen Medien auf diese 
Weise verknupft werden, dann darf der spezifitatsbe- 
stimmende C-terminale Aminosaurerest der Carboxykom- 
ponente nicht nochmals Baustein in den beiden Edukten 
sein, da  es sonst zu unerwiinschten Bindungsspaltungen 
kommt. 

Nun ist schon seit langem bekannt, daR Serin- und Cyste- 
inproteasen aufgrund ihres Reaktionsmechanismus neben 
der Hydrolyse von Peptiden und Proteinen auch Acyltrans- 
fers auf Acceptoren katalysieren konnen['~ ''I. Im Verlauf 
der Katalyse bildet sich ein Acylenzymintermediat, das 
durch den nucltophilen Angriff von Wasser oder von ande- 
ren Nucleophilen gespalten werden kann. Von besonderer 
praktischer Bedeutung ist der Einsatz von Esterderivaten 
von Aminosauren oder Peptiden fur den Acyltransfer auf 
andere Peptidderivate, der in der Literatur als kinetisch kon- 
trollierte Peptidsynthese bezeichnet wird. Im Gegensatz zur 
gleichgewichtskontrollierten Synthese lassen sich, ausgehend 
von Carboxykomponenten mit C-terminalen Estergruppie- 
rungen, temporare Produktakkumulationen erreichen, die 
weit iiber der thermodynamisch determinierten Gleichge- 
wichtskonzentration liegen (siehe Abb. 1). 

Kinetisch kontrollierte enzymatische Segmentverknup- 
fungen mit ungeschutzten Seitenkettenfunktionen lassen 
sich aufgrund der entscheidend verbesserten Loslichkeit der 
Edukte in wanrigen Medien mit nur geringen Zusatzen orga- 
nischer Losungsmittel durchfuhren. Damit konnen un-  
gunstige Konformationseffekte vollgeschutzter Peptide auf 
den Syntheseverlauf vermieden werden, die bei der chemi- 
schen Kondensation von Segmenten auftreten. Ein planba- 
rer Einsatz von Proteasen fur die Synthese erfordert Kennt- 
nisse zur Kinetik von Acyltransferreaktionen. Nachfolgend 
wird gezeigt, dal3 mit wenigen kinetischen Parameter der 
Reaktionsverlauf beschrieben werden kann. Methoden zur 
Bestimmung der einzelnen Parameter werden verglichen und 
deren Bedeutung erlautert. 
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3. Ubersicht iiber proteasekatalysierte 
Acyltransferreaktionen 

Die ersten Experimente zurn proteasekatalysierten Acyl- 
transfer dienten vor allem der Aufklarung des Katalyse- 
mechanismusi" - I 3 ] ,  seit Mitte der siebziger Jahre steht da- 
gegen die praparative Nutzung dieser Reaktionen im Vor- 
dergrund (vgl. b e i s p i e l s ~ e i s e [ ' ~ - ~ ~ ~ ) .  Der EinfluB der Struk- 
tur der Reaktanten und auch der EinfluB der Reaktions- 
bedingungen auf die Ausbeute an Peptidprodukt wurde un- 
tersucht. Aufgrund der variablen Bedingungen (Art und 
Konzentration zugesetzter Losungsmittel, pH, Ionenstarke, 
Reaktantenkonzentration, Temperatur) ist die Vergleichs- 
moglichkeit der Resultate sehr begrenzt. Da in vielen Arbei- 
ten nur die Kcinzentration des Peptidprodukts zu einem be- 
stimmten Zeitpunkt angegeben ist, nicht aber das initiale 
Verhaltnis zwischen Synthese- und Hydrolyseprodukt, sind 
SchluBfolgerungen zur Spezifitat der eingesetzten Enzyme 
fur die verschiedenen Aminokomponenten kaum moglich. 

Die von Scliechrer und Berger'"] eingefiihrte Nomenkla- 
tur der Spezifitat von Proteasen wird in Abbildung 2 erllu- 
tert. Eine Charakterisierung der S'-Spezifitat der Proteasen 

Ahh. 2 Schematische Darstellung der von Schechrer und Berger [21] einge- 
fuhrten Nomenklatur der Spezifitlt von Proteasen. Die Aminosiurereste eines 
Peptidsubstrates werden mit P oder P bezeichnet. Sie treten mit den entspre- 
chenden Bindungsxten (subsites) S bzw. s' im aktiven Zentrum des Enzyms in 
Wechselwirkung. Der Pfeil kennzeichnet die Spaltstelle be1 der Proteolyse. Von 
dort aus werden P oder S nach der Sequenzabfolge numeriert 

erfordert zahlreiche Serien von Acyltransferreaktionen. de- 
ren Kinetik bei einheitlichen Reaktionsbedingungen unter- 
sucht werden muB. In Tabelle 1 sind wesentliche Arbeiten 
zum serin- uncl cysteinproteasekatalysierten Acyltransfer zu- 
sammengestellt, die diese Bedingungen erfullen. 

Eine ausfuhrliche Diskussion der Ergebnisse dieser Publi- 
kationen wiirde den Rahmen des vorliegenden Aufsatzes 
sprengen. Einige verallgemeinernde Aussagen scheinen je- 
doch zulassig ZU sein, auch wenn sich die einzelnen Arbeiten 
beziiglich der Reaktionsbedingungen und des MeRverfah- 
rens unterscheiden. 

Bei Cysteinproteasen liegt das Verhaltnis zwischen Ami- 
nolyse und Hydrolyse des Acylenzyms im allgemeinen giin- 
stiger als bei Serinproteasen. Dies ist in Einklang mit dem 
Befund, daB das Verhaltnis von Esterase- zu Amidaseaktivi- 
t i t  bei Cysteinproteasen deutlich unter dem Wert fur Serin- 
proteasen liegt[351. Von den Serinproteasen zeigen die Enzy- 
me der Trypsinfamilie eine hohere Acyltransfereffizienz als 
die Enzyme vom Subtilisintyp, die in der Regel sehr gute 
Esterasen sind [361. 

Die Hydrolyse des intermediar gebildeten Acylenzym-Nu- 
cleophil-Komplexes (EAN, siehe Schema 1) wurde relativ 
selten beobac:htetI3 '. 3 7  - 391 . Eine besondere Bedeutung 
scheint ihr bei trypsinkatalysierten Reaktionen zuzukom- 

men[281. Die meisten Informationen liegen derzeit zur Acyl- 
transfereffizienz von Chymotrypsin vor. Diese Daten wer- 
den im Abschnitt 7 diskutiert. 

Tabelk 1. Reprisentative Beispiele fur protedsekataiysierte Acyltransferreak- 
tionen, hei denen Serien verschiedener Nucleophile in ihrer Effizienz chardkte- 
risiert wurden. 

~ 

Protease Nucleophil Methode [a] Lit. 

Papain Oligoglycinamide A P21 
n-Alkohole A ~ 3 1  
Aminosaureamide A ~ 4 1  
Aminosiureamide, A ~ 5 1  

Pankreaselastase Aminosiureamide, Peptide B ~ 7 1  

Aminosaureamide. Peptide D 1291 

Aminosiureamide C [311 
i.-Chymotrypsin Aminosiureamide. Amine A [321 

Alkohole, Amine 
Leukocytenelastase Aminosaureamide A [261 

Rindertrypsin Aminosiureamide D 1281 
1-Chymotrypsin Amine. Alkohole A [111 

Aminosiureamide. Peptide B 1301 

V8-Protease Aminosaureamide. Peptide C 1331 
Endoproteinase Aminosiureamide C 1341 
Glu/Asp-C 
(Actinomyces) 

[a] Methoden Lur Analyse der Acyltransfereffizienz: A:  Beschleunigung der 
Desacylierung durch das Nucleophil; B: MeBapparatur entsprechend Ab- 
schnitt 5.2.2; C :  Produktanalyse mit HPLC, D :  photometrische Messung des 
Produktverhiltnisses (vgl. Abschnitt 5.2.1). 

4. Konkurrenzreaktionen beim Acyltransfer 

Proteasen sind keine perfekten Acyltransferasen, da  auf- 
grund ihrer begrenzten Spezifitat parallel zum Acyltransfer 
andere Reaktionen ablaufen konnen (Abb. 3). Das im Ver- 
lauf der Reaktion gebildete Acylenzym kann beispielsweise 
hydrolisiert werden, wobei die dabei entstehende Saure ein 
sehr niedriges Acylierungspotential hat und somit fur die 
Produktbildung verloren geht. Aus diesem Grund kommt 
dem Verhaltnis zwischen Aminolyse und Hydrolyse des 
Acyldonors, das primar von der S'-Spezifitit des Enzyms 
bestimmt wird, eine entscheidende Bedeutung beim Acyl- 
transfer zu. Die beim Acyltransfer gebildete Peptidbindung 
kann vom verwendeten Enzym gespalten werden, und der 
enzymatische Angriff dieser Bindung wird in der Literatur 
als Sekundarhydrolyse bezeichnet. 

Mit der Lange des zu synthetisierenden Peptids nimmt die 
Wahrscheinlichkeit zu, daR die Sequenz weitere Peptidbin- 
dungen enthalt, die der Spezifitat der verwendeten Protease 
entsprechen. Dies gilt insbesondere fur die Verkniipfung lan- 
gerer Peptidsegmente, die ja das Hauptziel der proteasekata- 
lysierten Synthese ist. Bei der in Abbildung 3 dargestellten 
Reaktion wurde vorausgesetzt, daR der Acyldonor nur noch 
eine zusatzliche Spaltstelle fur das Enzym enthalt. Dabei 
wird deutlich, daR daraus viele Reaktionsmoglichkeiten re- 
sultieren, von denen in der Abbildung nur einige aufgefuhrt 
sind. 

Fur  die Unterdriickung solcher unerwiinschter Nebenre- 
aktionen mu13 die Esterbindung des Acyldonors im Vergleich 
zu allen anderen Bindungen in den Reaktanten und im Pro- 
dukt bevorzugt vom Enzym angegriffen werden. Die fur das 
Auftreten von Nebenreaktionen entscheidenden Parameter 
der Enzymspezifitat sollen im Abschnitt 8 diskutiert werden. 

1442 Angew. Chem. 103 (1991) 1440-1452 



Abb. 3. Reaktionsweze beim proteasekatalysierten Acyltransfer. Die Synthese (1 1 des Peptidproduktes ausgehend vom Acyldonor 
und der Aminokompiinente 1st durch die Umrahmung hervorgehoben. Spaltstellen in den einzelnen Verbindungen sind durch kleine 
Pfeile gekennzeichnet Parallel zur Syntheseredktion (1) erfolgt die Hydrolyse der Esterbindung (CO-X) des Acyldonors (4). Es wurde 
angenommen. daU dei Acyldonor neben der Esterbindung noch eine zusitzliche Spdltstelle im Acylteil aufweist. Wird diese Peptidbin- 
dung des Acyldonors von der Protease angegriffen. so kann es neben der Hydrolyse (3) auch zu einem Acyltrdnsfer (2) auf die 
Arninokomponente k,xnmen Im Syntheseprodukt kann die gerdde geknupfte Bindung einer Sekundirhydrolyse (6) unterliegen oder 
die Hydrolyse einer arideren Peptidbindung (5) ist moglich. Vide der dargestellten Folgeprodukte konnen weitere protedsekatalysierte 
Umsetzung eingehen. da sic ebenfalls Spaltstellen fur das Enzym enthalten oder weil sie aufgrund einer freien a-Aminofunktion als 
nucleophiler Accept0 ~ fungieren konnen. 

5. Konkurrenz von Aminokomponente und Wasser 
um das Acylenzym 

5.1. Definition und Bedeutung der Partitionskonstante 

Wie bereits erwahnt. ist das Verhaltnis der Bildung von 
Aminolyse- uncl Hydrolyseprodukt fur die praparative 
Peptidsynthese entscheidend und laBt Ruckschlusse auf die 
S'-Spezifitat der Protease zu. Deshalb ist es notwendig, einen 
Parameter zur Ijeschreibung der Acyltransfereffizienz der 
Protease einzufuhren. 

Die Kinetik proteasekatalysierter Acyltransferreaktionen 
1aDt sich in der Regel durch Schema 1 beschreiben. Im Laufe 
der Reaktion wird die nucleophile Aminokomponente an 
das Acylenzym gebunden, wobei der entstandene Acylen- 
zym-Nucleophil- Komplex EAN sowohl eine Aminolyse als 
auch eine Hydrcdyse eingehen k a r ~ n [ ~ ~ ] .  

Schema 1. Proteasekltalysierte Acyltransferreaktion. E = Enzym. S = Acyl- 
donorester (Carbox ykornponente), N = Nucleophil (Aminokomponente), 
P, = Abgangsgruppe des Acyldonoresters, P, = Hydrolyseprodukt. P, = 

Peptidprodukt, EA = Acylenzym, EAN = Acylenzym-Nucleophil-Komplex. 

Das Verhaltni:; der Bildung von Aminolyse- zu Hydrolyse- 
produkt, das auch als Selektivitat bezeichnet wirdE401, wird 
von der Acyltransfereffizienz der Protease fur die entspre- 
chenden Reaktanten bestimmt. 

In Anlehnung an die Definition der Michaeliskonstante 
entschieden wir uns fur die Einfiihrung der Partitionskon- 
stante p entsprechend Gleichung (I)["']. Danach entspricht 

die Partitionskonstante derjenigen Nucleophilkonzentra- 
tion, bei der Aminolyse (u,) und Hydrolyse (uH) des Acyl- 

enzyms mit gleicher Geschwindigkeit verlaufen. Diese 
Definition der Partitionskonstante hat den Vorteil, daI3 ihr 
kein bestimmter kinetischer Reaktionsablauf zugrunde liegt. 
Daruber hinaus kann die Ausbeute von Acyltransferreaktio- 
nen durch p schnell abgeschatzt werden. Nur wenn [N] > p 
gilt, kann eine hohe Ausbeute an Peptidprodukt erhalten 
werden. 

Die Partitionskonstante ist eine empirisch eingefuhrte 
Grol3e. Ihre konkrete Bedeutung ergibt sich aus dem jeweili- 
gen kinetischen Reaktionsablauf. Nimmt man ein Gleichge- 
wicht zwischen dem Acylenzym und dem Acylenzym- 
Nucleophil-Komplex an, so ergeben sich ausgehend von 
Schema 1 fur die Geschwindigkeiten von Hydrolyse und 
Aminolyse des Acylenzyms die Gleichungen (2) und (3). Die 
Kombination der Cleichungen (1)-(3) fuhrt zu Gleichung 
(4). 

k ,  
uH = [EAIk, + [EA][N]- 

KN 
k ,  

U ,  = [EA] [N] - 
K N  

[N]k, K x k ,  
P=k,+- k4 

Demnach folgt bei Giiltigkeit von Schema 1 ein h e a r e r  
Zusammenhang zwischen der Partitionskonstante und der 
Nucleophilkonzentration. Der Quotient k , /k4  entspricht 
dem Verhaltnis zwischen Hydrolyse und Aminolyse des 
EAN-Komplexes, und der Term K,k,/k,  1st ein MaD fur die 
Effizienz des Nucleophils. 

Das Konzept der Partitionskonstante wurde von einigen 
Arbei tsgruppen ii bernommen [42, I .  Von Colulubu 1.1 et al. [441 

wurde ein Parameter /3 vorgeschlagen, der sich reziprok zur 
Partitionskonstante verhalt. Einige Autoren bevorzugen 
aber auch die Charakterisierung der nucleophilen Effizienz 
mit Quotienten verschiedener Geschwindigkeitskonstan- 

2 6 ,  2 9 9  3 1 *  321. Leider konnen hier die Resultate kaum 
miteinander verglichen werden, da sie vom jeweiligen kineti- 
schen Reaktionsablauf abhangen. 
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5.2. Methoden zur Bestimmung der Partitionskonstante 

Reaktions- 
schleife = 

4OoC 
PumPe 

5.2.1. Produktverhaltnis bei einem UberschuJ an Nucleophil 

Photo- 
meter 

Entsprechend Gleichung (1) ergibt sich die Partitionskon- 
stante aus dem Verhaltnis der Geschwindigkeiten von Ami- 
nolyse und Hydrolyse des Acylenzyms. Wird die Reaktion in 
Gegenwart eines groljen Uberschusses an Nucleophil durch- 
gefuhrt (“lo b [S],), dann kann die Abnahme der Nucleo- 
philkonzentration im Verlauf der Reaktion vernachlassigt 
werden. Unter diesen Bedingungen ist das Verhaltnis 
uH/uA = [p,]/[F’,]. Diese Beziehung erlaubt eine einfache Be- 
rechnung der I’artitionskonstante entsprechend Gleichung (5 ) .  

( 5 )  

Die Bestimmung des Produktverhaltnisses erfolgt bevorzugt 
mit HPLC-analytischen Methoden (HPLC = High Pressure 
Liquid Chromatography). 

Bei Verwendung geeigneter Acyldonorester 12Dt sich das 
Verhaltnis zwischen Hydrolyse- und Aminolysereaktion aus 
der Extinktionsanderung im Reaktionsverlauf ermit- 
teln[”. 3 7 1 .  Voraussetzung dafiir ist, daD sich die Extinktions- 
anderungen fur die beiden Reaktionen unterscheiden 
(EP, + %-EN). 

5.2.2. MeJapparatur zur Bestimmung von p 

Die Bestimrnung der Partitionskonstante durch HPLC ist 
eine diskontinuierliche Methode; die Trennbedingungen 
mussen an das jeweilige Produktgemisch angepaljt werden. 
Um die Einsatzmoglichkeiten der Proteasen fur die Peptid- 

4 1 Aeagens- f PumPe 

synthese abschatzen zu konnen, sind jedoch umfangreiche 
Untersuchungen zum Acyltransfer erforderlich, wobei eine 
groRe Anzahl von Acyldonorestern und Nucleophilen in ver- 
schiedenen Kombinationen getestet werden miissen. 

Speziell fur ein breit angelegtes Screening der S’-Spezifitat 
von Proteasen wurde von uns eine MeRapparatur entwik- 
kelt[451, in der die Geschwindigkeit der Hydrolysereaktion 
durch Titration ermittelt wird. Die Geschwindigkeit der 
Aminolyse des Acylenzyms wird indirekt uber die Abnahme 
der Konzentration des Nucleophils im Ansatz bestimmt. Da- 
zu wird die Reaktion von freien Aminogruppen mit o-Phthal- 
aldehyd genutzt, die photometrisch ausgewertet werden 

Der Aufbau der Apparatur ist in Abbildung 4 schematisch 
dargestellt. Mit dieser MeRanordnung konnten umfangrei- 
che MeRserien von Acyltransferreaktionen durchgefiihrt 
werden, bei denen die S’-Spezifitat von a-Chymotrypsin oder 
Elastase aus Schweinepankreas untersucht wurde12’. 301. 

5.2.3. Beschleunigung der Desacylierung durch das 
Nucleophil 

Bei der serin- und cysteinproteasekatalysierten Hydrolyse 
spezifischer Estersubstrate ist in der Regel die Desacylierung 
des Acylenzyms der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, 
d .  h. es gilt k ,  % k ,  und kka, = k ,  (siehe Schema 1). Unter 
diesen Umstanden erhoht sich in Gegenwart eines zugesetz- 
ten Nucleophils die katalytische Konstante (k,,,),,, entspre- 
chend Gleichung (6). Wenn k ,  = k ,  oder k ,  % k ,  gilt, so laBt 
sich Gleichung (6) zu Gleichung (7) vereinfachen. 

Verwendet man einen Acyldonorester mit einer chromoge- 
nen Abgangsgruppe, so kann aus dem Zuwachs von k,,, bei 
Nucleophilzugabe auf die Effizienz des zugesetzten Nucleo- 
phils geschlossen werden. Anwendungen dieser Methode 
sind in einigen Arbeiten beschrieben[22, 24*26* 32.  3 8 1 .  Fur un- 
spezifische Estersubstrate besteht auch die Moglichkeit, das 
Acylenzym zu isolieren und die Desacylierung direkt zu ver- 
folgen[’ ’I. 

5.2.4. Bestimmung von p aus dent integrierten Zeitgesetz 

Wie in Abschnitt 5.2.1 erwahnt, wird bei der Analyse von 
Acyltransferreaktionen durch HPLC die nucleophile Ami- 
nokomponente im UberschuR zum Acyldonor zugesetzt. Bei 
der praparativen Nutzung von Acyltransferreaktionen ist 
ein groRer UberschuR an Nucleophil jedoch nicht sinnvoll, 
da ja beide Reaktanten moglichst vollstandig umgesetzt wer- 
den sollen. Aus diesem Grund entwickelten wir eine Metho- 
de, die die Bestimmung der Partitionskonstante p aus 
HPLC-Daten ermoglicht, auch wenn wahrend der Reaktion 
die Nucleophilkonzentration signifikant abnimmt[471. 
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Fur die Nucleophilkonzentration im Ansatz gilt Glei- 
chung (8) und durch Einsetzen von Gleichung (8) und (4) in 
Gleichung ( 1 )  und Integration gelangt man zu Gleichung (9). 

Entsprechend Gleichung (9) ergibt das Auftragen von [PJ/ 
[P,] gegen In([r\r]o/([N]o - [P,]))/[P,] eine Gerade mit der 
Steigung KNk3/k4  und einem Schnittpunkt mit der y-Achse 
bei k , /k , .  Abbildung 5 zeigt eine Auftragung entsprechend 
Gleichung (9) fur Acyltransferreaktionen, katalysiert durch 
V8-Protea~e[~ ' I .  

0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 
In (lN,l/~~N,l-[P,lI) 

I ~ M - ' I  - [P,l 

Abb. 5 .  Auftragung .sntsprechend Gleichung (9) fur  den V8-proteasekataly- 
sierten Acyltransfer mil Z-Glu-OMe als Acyldonor (Z = Benzyloxycarbonyl). 
Nucleophile Aminokomponente: A H-L-Leu-NH,; H-D-Leu-NH,; H-L- 
Val-NH,. 

Mit der vorgestellten Methode kann p unter den Bedin- 
gungen der praparativen Peptidsynthesen bestimmt werden. 
Damit sollte sie bei der Optimierung der Reaktionsbedin- 
gungen besonders nutzlich sein. Ein weiterer Vorteil ist, dal3 
die Reaktionen i n  Gegenwart eines Uberschusses an Acyldo- 
nor durchgefiihrt werden konnen. Dies ermoglicht die Ana- 
lyse von Reaktionen, bei denen das Peptidprodukt weitere 
proteasekatalysierte Umsetzungen eingeht. Derartige Ver- 
haltnisse sind 2. B. fur die Thiolprotease Papain be- 
kannt[35*481. Ein UberschuI3 an Acyldonor schutzt das Pep- 
tidprodukt vor ,Sekundarhydrolyse durch das Enzym und 
erlaubt so eine evakte Bestimmung der Partitionskonstante. 

6. 5"-Spezifitat bei Acyltransfer und 
Peptidh ydrol yse 

Die Acylierung des Enzyms durch ein Peptidsubstrat 1st 
die Umkehrung der Aminolyse des Acylenzyms durch das 
entsprechende Nucleophil. Zur Verdeutlichung dieses Sach- 
verhaltes sol1 die Hydrolyse zweier Peptidsubstrate YA und 
YB verglichen werden [GI. (a) und (b)]. Beide Substrate sol- 
len sich nur in ihrer Abgangsgruppe unterscheiden. 

E + Y A  s E Y t  A e E + Y + A  

E + Y B  E Y t - B  E + Y + B  

Der Verlauf der freien Enthalpie fur beide Reaktionen ist in 
Abbildung 6 dargestellt. Bei der Hydrolyse beider Substrate 
entsteht intermediar das gleiche Acylenzym EY. Folglich ist 
die freie Enthalpie der Hydrolyse des Acylenzyms AGdeac fur 
beide Substrate gleich. 

P- 

Abb. 6. Vergleich der Reaktionskoordinaten e fur die enzymatischen Hydroly- 
sen zweier Peptidsubstrate S(YA und YB) mit gleichem Acylteil. EA = 

Acylenzym. P, = Hydrolyseprodukt. 

Fersht und R e q ~ e n a [ ~ ~ ]  fiihrten umfangreiche Untersu- 
chungen zum EinfluI3 der Struktur von Peptiden auf die 
Gleichgewichtskonstante der Hydrolyse durch. Dabei wurde 
die freie Enthalpie der Peptidhydrolyse nur wenig von der 
Struktur der beteiligten Aminosaureseitenketten beeinfluBt, 
solange sich die pK-Werte der bei der Hydrolyse freiwerden- 
den Aminogruppen nicht wesentlich unterscheiden. Deshalb 
darf auch angenommen werden, daI3 sich die freie Enthalpie 
der Hydrolyse beider Substrate AG,,, kaum unterscheidet. 

Die freie Enthalpie der Acylierung des Enzyms durch die 
Substrate ergibt sich aus Beziehung (10). Fur die beiden 

Substrate mu13 AGac gleich sein, da sich die Substrate auch in 
AG,,, und AGdeac nicht unterscheiden. Angenommen das 
Substrat YB besitzt die hohere Spezifitatskonstante kkat/KM. 
d. h. AG& < AG:A, dann mu13 die nucleophile Effizienz der 
Abgangsgruppe B um den gleichen Faktor iiber der Effizienz 
von A liegen. da bei der Aminolyse des Acylenzyms der 
gleiche Ubergangszustand durchlaufen wird wie bei der 
Peptidhydrol yse. 

Vergleicht man also nur Peptide, deren freie Enthalpie der 
Hydrolyse sich nicht wesentlich unterscheidet, so besteht ein 
strenger Zusammenhang zwischen der S-Spezifitat bei der 
Peptidhydrolyse und auch bei der Aminolyse des Acylen- 
zyms. Damit eroffnet sich die Moglichkeit, die S-Spezifitat 
von Serin- und Cysteinproteasen iiber Acyltransferreaktio- 
nen zu untersuchen. Diese Tatsache ist von groBem Wert, da 
Untersuchungen zur Spezifitat von Proteasen bei Peptidhy- 
drolysen mit einigen Problemen verbunden sind. Bei solchen 
Studien miissen umfangreiche Serien von Peptidsubstraten 
gemessen werden. Vor allem bei langeren Peptiden muI3 mit 
dem Auftreten mehrerer Spaltstellen in der Sequenz gerech- 
net werden. Zudem ist eine Peptidhydrolyse in der Regel 
nicht mit photometrisch auswertbaren Anderungen der Ab- 
sorption verbunden. Da beim Acyltransfer vergleichsweise 
reaktive Ester als Acyldonor eingesetzt werden, kann man 
die Spezifitat selbst fur Peptidsequenzen ermitteln, die von 
der entsprechenden Protease praktisch nicht hydrolysiert 
~ e r d e n ~ ~ ~ ] .  
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7. Chymotrypsinkatalysierter Acyltransfer 

r-Chymotrypsin 1st eines der am intensivsten untersuchten 
Enzyme uberhaupt[”l und seine Raumstruktur konnte 
durch Rontgenstrukturanalyse ermittelt werdenr5’- 521. a- 
Chymotrypsin ist eine Endoprotease mit einer ausgepragten 
Primarspezifitat fur Peptidsubstrate mit aromatischen Ami- 
nosauren in P , - P ~ s i t i o n [ ~ ~ ~  (vgl. Abb. 2). 

Die Spezifitat von a-Chymotrypsin fur die Abgangsgrup- 
pe der Substrate wurde intensiv untersucht, wobei substi- 
tuierte Phenylester, Anilide oder aliphatische Alkylester ver- 
schiedener Struktur eingesetzt w ~ r d e n [ ’ ~ - ’ ~ ~ .  Jedoch liegen 
kaum Informationen uber die S-Spezifitat von a-Chymo- 
trypsin bei der Hydrolyse von Peptiden vor. Derartige Un- 
tersuchungen waren auf Substrate rnit aromatischen 
Aminosauren in Pi-Position und kleinen hydrophoben 
Aminosauren in Pi-Position beschrinkt[”. 1 8 ,  59-621.  

7.1. Spezifitat der S-Bindungsorte 

In der Literatur ist eine groBe Anzahl chymotrypsinkata- 
lysierter Acyltransferreaktionen beschriebenrZ9, 30- 3 2 .  371,  

die eine Charakterisierung der 9-Spezifitat des Enzyms zum 
Ziel hatten. Entsprechend dem Endoproteasecharakter von 
Chymotrypsiri fand kein Acyltransfer auf freie Aminosauren 
~ t a t t [ ” ~ .  Auch fur H-j-Ala-Gly-OH und fur Derivate von 
D-Aminosaursn als Nucleophil konnte kaum Aminolyse des 
Acylenzyms beobachtet ~ e r d e n ‘ ~ ’ .  311. Offenbar ist der Auf- 
bau der Nucleophile aus a-Aminosauren rnit L-Konfigura- 
tion eine Voraussetzung fur ihre Effizienz beim Acyltransfer. 

Um die Spezifitat der S;-Bindungsregion des Enzyms na- 
her zu charakterisieren, wurde eine groI3e Anzahl von Ami- 
nosaureamiden in ihrer Eigenschaft als Nucleophile unter- 
sucht. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 2 
zusammengestellt. Die Werte zeigen eine Bevorzugung des 

Tabelle 2. Partitionskonstanten [mM] fur den chymotrypsinkatalysierten Acyltransfer 
auf Aminosiureamtde la] 

Ac-Tkr-OEt Ac-Phe-ONp Mal-Phe-OMe Mal-Leu-OBzl 
Nucleophil [,I] [32l [bl ~301 [301 

H-Met-NH, 3.3 4.9 
H-Tyr-NH, 8 5  
H-Trp-NH, 22 
H-Leu-NH, 19 [c] 4.2 10 
H-Val-NH, 21 Icl 6.7 15 
H-Ala-NH, 23 Ic] 23 9.3 18 
H-Ser-NH, 49 
H-Gly-NH, 104 87 44 90 
H-Arg-NH, 0.1 1 0.24 
H-u-Ala-NH, 5500 

[a] Die Acyldonorester und die Literaturquelle sind im Tdbellenkopf angegeben. Alle 
Acyltransferexperimenre wurden unter vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrt 
(25 C; pH 9.0 10.0; Losungsmittelgehalt i 5 %; Ionenstirke = 0.19-0.95). Ma1 = 
Maleyl(3-carhoxyacryloyl). [b] h-Chymotrypsin wurde verwendet. Alle anderen Reak- 
tionen wurden mil 1-Chymotrypsin durchgefuhrt. [cl Die Pdrtiiionskonstante ist abhin- 
gig von der Nucleophilkonzentration, d .  h. kJk* >0.  

S’, -Bindungsortes fur Aminosauren rnit hydrophoben Sei- 
tenketten, wcibei H-Arg-NH, eine Ausnahme bildet, da es 
deutlich effizienter als alle anderen Aminosaureamide 1st. 
Als Ursache dafiir werden elektrostatische Wechselwirkun- 
gen rnit dem Enzym angenommen, die im folgenden Ab- 
schnitt gesondert diskutiert werden. 

Die Spezifitat der S’,-Region von Chymotrypsin lafit sich 
anhand der Struktur von Komplexen des Enzyms mit Pro- 
teininhibitoren erklaren. Solche Inhibitoren sind spezifische 
Substrate fur die Protease, wobei ihre Hydrolyse aufgrund 
der Struktur des Gesamtmolekuls reversibel v e r l a ~ f t [ ~ ~ I .  Die 
Strukturen solcher Inhibitoren und von Enzyminhibitor- 
komplexen konnen als Modell fur die Wechselwirkungen 
von Proteasen rnit ihren Peptidsubstraten dienen. 

Aus dem Modellkomplex von Rinderpankreas-Trypsin- 
inhibitor mit Chymotrypsin wurde abgeleitet, daD die Pi- 
Seitenkette des Substrates vom Enzym abgewandt i ~ t [ ~ ~ ] .  
Dementsprechend konnen naturlich auch groRe Aminosau- 
reseitenketten gebunden werden. Dasselbe Modell macht 
auch die niedrige Effizienz von H-D-AI~-NH, verstandlich. 

Untersuchungen zum Acyltransfer auf Dipeptidamide er- 
gaben, daB zusatzliche Wechselwirkungen im S;-Bindungs- 
ort die Spezifitat der S’, -Region geringfiigig beeinflussen t301. 

Serien von Dipeptidnucleophilen mit unterschiedlichen Re- 
sten in P;-Position zeigten, dal3 in dieser Region Aminosau- 
ren rnit hydrophoben Seitenketten bevorzugt werdenCz9. 651. 

7.2. Ionische Wechselwirkung in den S’-Bindungsorten 

Nucleophile mit geladenen Gruppen verhalten sich im 
Vergleich zu ungeladenen Nucleophilen in a-chymotrypsin- 
katalysierten Acyltransferreaktionen deutlich anders (vgl. 
Tabelle 3). So wurden fur H-Arg-NH, p-Werte gemessen, die 
um mehr als eine Gronenordnung unter den Werten fur die 
restlichen Aminosaureamide liegen. Ebenso auffallig sind 
die hohen Partitionskonstanten der Nucleophile rnit freien 
Carboxygruppen. Als Ursache fur den EinfluI3 geladener 
Gruppen auf die Nucleophileffizienz wird von uns ein nega- 
tives elektrostatisches Potential in der S’-Region des Enzyms 
angen~mrnen[~’J .  

Auch eine statistische Analyse von Proteolysedaten besta- 
tigte, daI3 a-Chymotrypsin spezifisch auf Peptidbindungen 
mit Arginin oder Lysin in Pi-Position reagiertr661. Ein weite- 
res Ergebnis war, daO Leu-Asp-Bindungen in Proteinen von 
a-Chymotrypsin wesentlich seltener gespalten werden, als 
man von der Haufigkeit dieser Bindungen erwarten sollte. 

Die Rontgenstrukturanalyse eines Komplexes von Chy- 
motrypsin und einem Proteaseinhibitor aus Ovomucoid er- 
gab, daB sich eine Salzbrucke zwischen dem Pi-Argininrest 
des Inhibitors und Asp64 des Enzyms bildetr6’I. 

Ein Vergleich der Oligoglycine in Tabelle 3 zeigt den Ein- 
flulj der Entfernung zwischen der nucleophilen Aminogrup- 
pe und der geladenen Carboxygruppe. Mit wachsender Lan- 

Tabelle 3. EinfluD geladener Gruppen des Nucleophils auf die Aminolyse von 
Mal-Phe-1-chymotrypsin. 

Nucleophil P ImMI Llt 

H-Arg-NH, 0 11 ~301 
H-Leu-NH, 4.2 ~301 

H-Ala-Ala-OH 5R 1301 
H-Ala-Ala-NH, 4 9  1301 
H-Gly-Gly-OH 214 ~301 
H-Gly-Gly-Gly-OH 13R 1301 
H-Gly-Gly-Gly-Gly-OH 103 [301 

H-Arg-OMe 22 [a] [37l 
H-Leu-OMe > 600 I371 

[a] Die Partitionskonstante ist abhingig von der Nucleophilkonzentration. 
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ge des Nucleophils kommt es zu weniger starken 
elektrostatischen Wechselwirkungen mit den negativ gelade- 
nen Resten in der S'-Region von a-Chymotrypsin. Gunstige 
Wechselwirkungen der Nucleophile mit den S;- und &-Bin- 
dungsorten konnen den EinfluB der Liinge des Nucleophils 
auf die p-Konstante nicht erklaren, da fur H-Gly-NH, eine 
hohere Effizienz als fur H-Gly-Gly-Gly-Gly-OH ermittelt 
wurde (vgl. Tabellen 2 und 3). 

Fur eine Reihe von Modellreaktionen konnte gezeigt wer- 
den, daB sich die nucleophile Effizienz von Dipeptiden mit 
freier Carboxygr uppe durch die Zugabe von anorganischen 
Salzen zum Reaktionsmedium um mehr als eine GroBenord- 
nung verbessern liiBt[651. Ursache dafur ist wahrscheinlich 
die Abschirmung ungunstiger elektrostatischer Wechselwir- 
kungen zwischen den negativ geladenen Carboxygruppen 
der Nucleophile und dem negativen Potential in der S'-Re- 
gion des Acylenzyms. In ahnlicher Weise lassen sich die 
Wechselwirkungtm von Argininresten im Nucleophil mit 
dem Enzym durch Zugabe verschiedener Salze beein- 
flussen'681. 

Alle hier genarinten Beispiele belegen, dal3 bei der Proteo- 
lyse, der Bindung von Inhibitoren und dem Acyltransfer die 
gleichen Einflusse wirksam sind. Sie zeigen auch, daB das 
Verstiindnis der molekularen Wechselwirkungen zwischen 
Acylenzym und Nucleophil eine gezielte Optimierung der 
Acyltransfereffizienz ermoglicht. 

7.3. EinfluR der Struktur des Acyldonors 
auf die Partitionskonstante 

Fur die Planung von proteasekatalysierten Peptidsynthe- 
sen ist es von erheblicher Bedeutung, ob die Nucleophilspezi- 
fitat der Protease von der Struktur des Acyldonors beein- 
flufit wird. Aus tliesem Grund verglichen wir den a-chymo- 
trypsinkatalysierten Acyltransfer von zwei verschiedenen 
Acyldonorestern auf eine Reihe von N u ~ l e o p h i l e n f ~ ~ ~ .  

H - A r g - U H 2  

H-Met-NH2 

H-Leu-UH2 
H - A l a - N H 2  

H-Ala-Ala-NH2 
H-Leu-Ala-NH2 

H - A l a -  Ala-OH 
H-Gly-Gly-OH 

s: M . i - P h e - O M e  
MM.iI-Leu-OBzl - 

360 160 3'0 i b  i i 0'3 011 

p lmMl c_ 

Abb. 7. Vergleich der Partitionskonstanten p fur den a-chymotrypsinkataly- 
sierten Acyltransfer intt zwei verschiedenen Acyldonorestern S [30]. 

Wie Abbildurig 7 zeigt, differieren die Partitionskonstan- 
ten fur ein bestimmtes Nucleophil um nicht mehr als eine 
GroBenordnung, wahrend fur die einzelnen Nucleophile bei 
demselben Acyldonor Unterschiede von mehr als drei 
GroDenordnungen registriert wurden. Die Art der Besetzung 
der S-Bindungsorte von a-Chymotrypsin 1st offensichtlich 

von geringem EinfluB auf die Bindung der Nucleophile in der 
S R e g i o n .  Eine umfangreiche MeBserie, bei der der Acyl- 
transfer von vierzehn Acyldonorestern auf vier verschiedene 
Nucleophile untersucht wurde, bestatigte diese SchluBfolge- 
rung 1301. 

Fur die Charakterisierung der S'-Spezifitat von a-Chymo- 
trypsin ist es demnach ausreichend, eine Serie von Nucleo- 
philen mit einem bestimmten Acyldonor umzusetzen. Die 
resultierenden Daten lassen sich mit einer fur praparative 
Belange ausreichenden Genauigkeit auf andere Acyldonor- 
ester ubertragen. 

8. Konkurrenz urn das freie Enzym 

Neben der bereits ausfuhrlich behandelten Hydrolyse des 
Acylenzyms ist als weitere Nebenreaktion der Angriff auf 
Bindungen des Peptidproduktes durch das Enzyrn praktisch 
relevant (vgl. Abb. 3). wobei es zur Sekundiirhydrolyse der 
geknupften Peptidbindung kommen kann. Mit zunehmen- 
der Lange des zu synthetisierenden Peptids nimmt aber auch 
die Wahrscheinlichkeit zu. daB andere Bindungen im Pro- 
dukt der Spezifitiit des Enzyms entsprechen und angegriffen 
werden. Akkumuliert sich im Verlauf der Reaktion ein Pro- 
dukt mit einer proteaselabilen Bindung, dann kommt es 
beim Fortschreiten der Reaktion zu einer weiteren enzymati- 
schen Umsetzung des gewunschten Produktes. Eine kineti- 
sche Analyse solcher Reaktionen ist Voraussetzung fur die 
gezielte Optimierung der Peptidausbeute. 

Sollen die GesetzmaBigkeiten von proteolytischen Folge- 
reaktionen herausgearbeitet werden, so ist es ausreichend 
anzunehmen, dal3 das Peptidprodukt neben der gerade ge- 
knupften Peptidbindung nur noch eine weitere proteaselabi- 
le Bindung hat. Der Reaktionsmechanismus fur diesen Fall 
wird in Schema 2 wiedergegeben. Ungeachtet der groBen 

Ks k 3  
E + S  ES E A  ~ P , + E  

K p ,  

Pi 

E A N  FP, e E +  P, 
k 4  

Schema 2. Proteasekatalysierter Acyltransfer und konkurrierende Urnsetrung 
des Peptidproduktes P,. Bei der Reaktion von P, zu EA' wird eine andere 
Bindung gespalten als die im oheren Teil des Schemas geknupfte Bindung. 
Buchstabensymbole siehe Schema 1. 

Anzahl von Geschwindigkeits- und Gleichgewichts- 
konstanten in Schema 2 lassen sich die kinetischen Verhalt- 
nisse in einer relativ einfachen Weise diskutieren, wenn man 
neben der bereits verwendeten Partitionskonstante weitere 
Parameter fur die Enzymspezifitat einfuhrt. Alle verwende- 
ten kinetischen Parameter und ihre Bedeutung sind in Tabel- 
le 4 zusammengestellt. 
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Tabelle 4. Kinetische Parameter zur Beschreibung proteasekatalysierter Acyl- 
trdnsferreaktionen. Die Parameter charakterisieren jeweils die Konkurrenz zwi- 
schen den zwei Reaktionswegen in Schema 2. Die Quotienten k, / t i , ,  kJKs. 
k JKp, und k ’  +!KF> entsprechen den Gleichgewichtskonstanten fur die Reak- 
tionen 2 .  Ordnung. die in den beiden letrten Spalten der Tabelle angegeben sind. 
Ste sind damit gleich den Spezifititskonstanten k k J t i M  dieser Reaktionen 

Parameter Gleichung [a] Konkurrierende Reaktionen 

[a] Die Gleichung gibt den Parameter entsprechend Schema 2 .  

8.1. Parameter a der Sekundarhydrolyse 

Der Angriff der neu gekniipften Peptidbindung durch das 
Enzym ist die Umkehrung der Aminolyse des Acylenzyms, 
d. h. bei jeder enzymatischen Peptidsynthese mu13 mit diesen 
Nebenreaktionen gerechnet werden. Fur das Verstandnis der 
Kinetik ist entscheidend, daR der eingesetzte Acyldonor und 
das entstehentle Peptidprodukt um das freie Enzym konkur- 
rieren. Dementsprechend bestimmen die Konzentrationsver- 
haltnisse und die Spezifitatskonstanten k,,,/k,, welche Sub- 
stanz bevorzugt umgesetzt wird. 

Die Tendenz zur Sekundarhydrolyse bei kinetisch kontrol- 
lierten Synthesen wird durch den Parameter a charakteri- 
~ i e r t [ ~ ~ ]  (siehe Tabelle 4). Ein kleiner a-Wert bedeutet, daB 
die Sekundirhydrolyse kaum auftritt. 

Werden Serinproteasen bei der Synthese verwendet, so 
mu13 in der Regel nicht mit der Sekundarhydrolyse des Pro- 
duktes gerechnet werden, solange noch etwas Acyldonor- 
ester im Ansiitz vorhanden ist. Fur Enzyme dieser Klasse 
bilden Ester meist wesentlich bessere Substrate als Peptide 
mit dem gleichen Acylteil. Bei Cysteinproteasen ist die Be- 
vorzugung von Estersubstraten deutlich g e r i r ~ g e r ‘ ~ ~ ]  und 
proteolytische Nebenreaktionen wurden b e ~ b a c h t e t [ ~ ’ ~ .  

8.2. Parameter a, der Spezifitat 

Vergleicht man die Vielfalt der zu synthetisierenden Pep- 
tidsequenzen mit der begrenzten Anzahl der fur praparative 
Zwecke verfiigbaren Proteasen. so wird deutlich, da13 man 
vor allem bei der Verkniipfung lingerer Peptidsegmente kei- 
ne absolute Spezifitat der Enzyme fur die zu synthetisierende 
Bindung voraussetzen kann. Sol1 die proteasekatalysierte 
Peptidsynthese nicht von vornherein auf wenige Spezialfdle 
beschrankt bleiben. dann mu13 die Segmentverkniipfung 
auch dann moglich sein, wenn das Peptidprodukt mehrere 
Spaltstellen fur das Enzym enthalt. 

Fur die in Schema 2 dargestellte Reaktion wurde ange- 
nommen, dall das Peptidprodukt P3 neben der unmittelbar 
gekniipften Bindung noch eine weitere proteaselabile Bin- 
dung enthalt Zur Beschreibung der Konkurrenz zwischen 
dieser Bindung und dem Acyldonor um das freie Enzym 

fiihrten wir den Parameter a I  einL4’’, wie in Tabelle 4 be- 
schrieben. 

8.3. Berechnung des Reaktionsverlaufs 

Unter Anwendung des Steady-state-Prinzips IaBt sich auf 
der Basis der in Tabelle 4 enthaltenen Parameter aus Schema 
2 das folgende Gleichungssystem (1 1)-( 16) ableiten. Die nu- 

d [Pi] k, [PJ + a’[P;] 
-= 

dl  ,“I 1 + [N]/p’ 

( 1  4) 

merische Losung dieses Gleichungssystems ermoglicht die 
Berechnung der Ausbeute an Peptidprodukt ausgehend VQn 
den vorgegebenen Anfangsbedingungen (Konzentration an 
Nucleophil und Acyldonor). 

Der Term [E]k, /Ks tritt in allen vier Differentialgleichun- 
gen auf und hat dementsprechend keinen EinfluD auf die 
Konzentrationsverhaltnisse der einzelnen Produkte. Die En- 
zymkonzentration beeinflunt lediglich die Geschwindigkeit 
der Reaktion, nicht jedoch ihren Verlauf oder die Ausbeute 
an P,. 

Um die Bedeutung der einzelnen Parameter zu erlautern 
ist es niitzlich, die Bedingungen im Produktmaximum zu 
betrachten. Es 1st erreicht, wenn d[P,]/d t = 0 gilt. Bezeichnet 
man die Konzentrationen an Acyldonor und Nucleophil 
zum Zeitpunkt maximaler Produktkonzentration mit [S]* 
bzw. [N]*, so ergibt sich aus Gleichung (12) Gleichung (17). 

Um hohe Produktausbeuten zu erhalten, miissen demnach 
[N] > p ,  a < 1 und a I  < 1 sein. 

Das hier beschriebene Verfahren entspricht dem Ansatz 
von Gololobov et al.[441. der um die Erfassung der Folgereak- 
tionen des Produktes erweitert wurde. Ein modifizierter An- 
satz zur Abschltzung der Produktkonzentration wurde von 
Bratovanova et al.[691 vorgeschlagen. 

8.4. Bestimmung der a-Parameter 

Der formal einfachste Weg zur Bestimmung der einzelnen 
a-Parameter ergibt sich aus den in Tabelle 4 angegebenen 
Gleichungen. Dazu miissen die Hydrolyse des Acyldonor- 
esters und der Peptidprodukte P, und P i  kinetisch unter- 

1448 Angew. Chem. 103 (1991) 1440-1452 



sucht werden. Bei der Hydrolyse des Peptidproduktes mu0 
beachtet werden, daB es mehrere Spaltstellen enthalten 
kann. Die einzelnen Spaltstellen konnen als konkurrierende 
Substrate behandelt werden, d. h. die Umsetzung erfolgt pro- 
portional zu den Spezifitatskonstanten des Enzyms fur die 
einzelnen Bindungen. 

Einfacher ist die Analyse des Produktgemisches zum Zeit- 
punkt maximaler Ausbeute zu realisieren. Aus den Konzen- 
trationsverhaltnrssen konnen die a-Parameter rnit Gleichung 
(1 7) errechnet werden. Fur eine separate Bestimmung von c i  
und a,  miissen mehrere Reaktionen rnit verschiedenen 
Nucleophilkonzmtrationen untersucht werden. 

8.5. Moglichkeiten zur Unterdriickung von 
Konkurrenzreaktionen 

Beobachtet man bei einer kinetisch kontrollierten prote- 
asekatalysierten Synthesereaktion unerwiinschte Folgereak- 
tionen, dann ist es zunachst unwesentlich. welche Bindung 
vom Enzym gespalten wird. Es zeigt lediglich, da0 die Spezi- 
fitat des Enzyms zum Acyldonor nicht entscheidend iiber der 
Spezifitat zum Peptidprodukt liegt. Da strukturelle Verande- 
rungen in den Aminosaurebausteinen der Reaktanten nicht 
moglich sind. bleibt als einzige Variable die Abgangsgruppe 
des Acyldonors. Das veriindern der Abgangsgruppen an der 
Carboxykomponente ist daher sehr wichtig. um uner- 
wiinschten Nebinreaktionen entgegenzuwirken. So konnte 
fur Synthesen mit Carboxypeptidase Y1701 und Papain["I 
durch die Wahl geeigneter Abgangsgruppen die Folgereak- 
tionen am Produkt unterdriickt werden. 

Am Beispiel tier chymotrypsinkatalysierten Synthese des 
chromogenen Chymotrypsinsubstrates Ma1 -LeuLPheT 
pNA (der Pfeil von oben zeigt die neu gekniipfte Peptidbin- 
dung), das wir als Modell fur Peptidprodukte mit einer hoch- 
sensitiven Spaltstelle wahlten, lassen sich chymotryptische 
Folgereaktionen (Pfeil von unten) in einfacher Weise photo- 
metrisch n a c h w ~ i s e n [ ~ ~ ] .  Tabelle 5 zeigt deutlich den Zusam- 
menhang zwischen der Spezifitat des Acyldonoresters und 
der erzielten Syntheseausbeute. Wahrend bei Verwendung 

Tahelle 5 .  EinfluB dcr Spezifitit des Acyldonors aufdie a-chymotrypsinkataly- 
sierte Synthese von fvlal-Leu-Phe-pNA [72]. 

Acyldonor k,,,/& [ M - l S - ' ]  Ausbeute ["A] 

Mal-Leu-OMe 4.1 x 10 3 
Mal-Leu-OBzl 3.2  103 65 
Mal-Leu-ONb 1.5 x lo4 80 5 

von Mal-Leu-OMe die Geschwindigkeit der Produktspal- 
tung nach kurzer Zeit die Geschwindigkeit seiner Bildung 
erreicht, fiihrt der Einsatz der spezifischeren Acyldonorester 
zu einer deutlichen Produktakkumulation. Erst nachdem 
Mal-Leu-ONb fast vollstandig verbraucht war, konnte die 
Umsetzung des Produktes registriert werden. Dies zeigt, daB 
durch die Wahl spezifischer Abgangsgruppen des Acyldo- 
nors auch proteaselabile Produkte in guter Ausbeute erhal- 
ten werden konnen. 

Werden inverse Substrate bei trypsinkatalysierten Peptid- 
synthesen eingesetzt, erfolgt eine noch wirksamere Unter- 

driickung von Folgereaktionen. Bei inversen Trypsinsub- 
~ t r a t e n [ ~ ~ ~  befindet sich die fur die Trypsinkatalyse 
erforderliche positive Ladung nicht in der Pi-Position, son- 
dern in der Abgangsgruppe, woraus ein sehr interessantes 
Synthesekonzept fur eine praktisch irreversible trypsinkata- 
lysierte Peptidsynthese entwickelt w ~ r d e [ ' ~ ] .  Von den bisher 
synthetisierten Acylaminosaureestern mit positiv geladenen 
Abgangsgruppen erwiesen sich die p-Guanidinophenylester 
als besonders giinstig. Die extrem niedrige Spezifitat von 
Trypsin fur den Acylteil solcher inverser Substrate ermog- 
licht sogar die Kniipfung von Peptidbindungen nach Prolin. 
die normalerweise proteasekatalysiert nicht einfach zu reali- 
sieren sind. Mit diesem Konzept der inversen Substrate kon- 
nen somit trypsinkatalysierte Synthesen von Peptiden unab- 
hangig vom Seitenkettenrest in der PI-Position durchgefiihrt 
werden. Desweiteren ist die neugekniipfte Peptidbindung na- 
hezu resistent gegeniiber der Sekundarhydrolyse, sieht man 
von trypsinlabilen -Arg(Lys)-Xaa-Bindungen ab. Von einer 
weiteren Syntheseoptimierung der inversen Substrate wird es 
abhangen, ob sich diese Strategie zu einer Standardmethode 
entwickeln kann. 

Auch die Reaktionsbedingungen beeinflussen den Verlauf 
kinetisch kontrollierter Synthesen in unterschiedlicher Wei- 
se. Hohere pH-Werte begiinstigen die Zunahme der nicht- 
protonierten Form der Aminokomponente und damit die 
Effizienz der aminolytischen Desacylierung des Acylenzyms. 
Gleichzeitig bewirkt eine pH-Wert-Erhohung bei einigen En- 
zymen die Proteolysestabilitlt gekniipfter Bindungen. Bei 
der papainkatalysierten Synthesen fiihrte beispielsweise eine 
Temperaturerniedrigung von 40 "C auf 5 "C zu einer deutli- 
chen Verringerung unerwiinschter Folgerea k t i~nen[~ ' I .  

Vollig neue Moglichkeiten eroffnet die proteasekatalysier- 
te Synthese von Peptiden in gefrorenem Medium[751. Bei 
Temperdturen bis - 25 "C verbesserte sich das Verhaltnis 
zwischen Aminolyse und Hydrolyse des Acylenzyms dra- 
stisch, vermutlich durch eine stark lokale Konzentrierung 
des Nucleophils. Mit diesem Verfahren war z. B. die chymo- 
trypsinkatalysierte Ankniipfung von freien Aminosluren 
moglich, die bei 25 "C keine detektierbaren Produktmengen 
liefert. 

Sehr umfassend wurde die Moglichkeit der proteasekata- 
lysierten Peptidsynthesen in organischen Losungsmitteln un- 
t e r s u ~ h t ' ~ ~ ] ,  unter anderem chymotrypsinkatalysierte Acyl- 
transferreaktionen in unpolaren Losungsmitteln in Gegen- 
wart von S a l ~ h y d r a t e n ~ ~ ~ .  781. Neben einer Minimierung un- 
erwiinschter proteolytischer Produktschidigungen sowie ei- 
ner Verbesserung der Reaktantenloslichkeit bieten protease- 
katalysierte Synthesen in monophasischen organischen 
Losungsmitteln giinstige Voraussetzungen fur die Anpas- 
sung der Reaktionsmedien zwischen enzymatischen und che- 
mischen Syntheseschritten im Sinne der anzustrebenden en- 
zymochemischen Synthesestrategie. Enzymatische Syn- 
thesen in monophasischen organischen Losungsmitteln wer- 
den vielfach schon als Reaktionen rnit losungsmittelmodi- 
fizierten Enzymen bezeichnet. Neben einer solchen Modifi- 
zierung konnen aber Proteasen auch chemisch so verandert 
werden, daB sie sich in organischen Losungsmitteln selbst 
losen, wie beispielsweise Polyethylenglycol(PEG)-modi- 
fiziertes C h y m ~ t r y p s i n [ ~ ~ .  oder Papain["]. Unter diesen 
Bedingungen konnen proteolytische Reaktionen meist voll- 
standig unterdriickt werden. Reaktionen in monophasischen 
organischen Systemen haben aber auch Nachteile, wie die 
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drastische Verminderung der Geschwindigkeit der kataly- 
sierten Reaktion, den weitgehenden Verlust der Regiospezifi- 
tat und damit notwendigen Schutz von Seitenkettenfunktio- 
nen, die Verinderungen der Substratspezifitat sowie die 
notwendige Entsorgung organischer Losungsmittel. 

Chemisch und gentechnisch modifizierte Proteasen wur- 
den aufgrund der erhohten Losungsmitteltoleranz und auch 
aufgrund der verminderten Amidase- und Peptidaseaktivitat 
erfolgreich fur Synthesen eingesetzt. Unter Verwendung von 
Cyanmethylestern erwies sich Methylchymotrypsin[s2] als 
ein vorteilhafter Biokatalysator, der durch die abgeschwach- 
te esterolytische Aktivitat ebenfalls eine Verknupfung von 
Aminokomponenten mit C-terminalen Alkylestergruppie- 
rungen ermoglicht. T h i o l s ~ b t i l i s i n [ ~ ~ ~  1st gegenuber spezifi- 
schen Estersubstraten aktiv, zeigt aber keine Amidase- und 
Peptidaseaktivitat. Es bewihrte sich bei Synthesen von Leu- 
Enkephalin und einer Partialsegmentsynthese von Ribonu- 
clease T I .  Cute Einsatzmoglichkeiten zeigen auch das 
[Met(0)192]Chymotrypsin bei der Synthese von Lp-Dipepti- 
den[841. Von Wong et al.[”l wurde durch multiple ortsgerich- 
tete Mutagenese Subtilisin BPN’ in die als Subtilisin 8350 
bezeichnete h4utante uberfuhrt, mit der kinetisch kontrol- 
lierte Synthescn in Gegenwart hoher Konzentrationen an 
Dimethylformamid durchgefuhrt werden konnen. Diese von 
Wong et al. initierte Entwicklung ebnet sicherlich den Weg 
fur eine neue Phase der proteasekatalysierten Peptidsynthe- 
se . 

Nichtproteasen sollten eigentlich gunstig fur enzymatische 
Peptidsynthesen sein, da unerwunschte proteolytische Spal- 
tungen in Reaktanten und Produkt ausgeschlossen werden 
konnen. Als Alternativen zu den Proteasen bieten sich neben 
anderen Hydrolasen auch Synthetasen an. Lipasen, die die 
fur Serinproteasen typische katalytische Triade enthal- 
ten[86. 871,  scheinen besonders geeignet. So wurden auch mit 
einigen Lipasen und mit Schweineleberesterase verschiedene 
Peptidderivate synthetisiert[” - 901. Anstelle einfacher Alky- 
lester sind nach Untersuchungen der Arbeitsgruppe um 
Wong[8s, 891 Acyldonorester mit langerkettigen Abgangs- 
gruppen wie Glycerol oder n-Octanol besser geeignet. Von 
Lipase werden auch D-Aminosaurederivate als Substrate ak- 
zeptiert. So w urde lipasekatalysiert das Dipeptid Nu-Phen- 
aCetyl-L-CyStelnyl-D-Valin synthe t i~ ie r t [~~I ,  das durch eine 
Cyclase in Penicillin G umgewandelt werden kann[”]. 

Die Verwendung von Synthetasen fur die Peptidsynthese 
ist durch die praktische Irreversibilitat des Peptidbindungs- 
schrittes sehr vorteilhaft. Neben dem Aminoacyl-tRNA- 
Synthetase-Aniinoadenylat-K~mplex[~~*~~~ und der Argi- 
nyl-t RNA : Prc~tein-Arginyltransferase[~~~ wurden weitere 
Synthetase-K~mplexe[~~] fur spezielle C-N-Kniipfungen er- 
probt, insbesondere fur die Synthese mikrobieller bioaktiver 
Peptide. Enzymatische Synthesen von Cyclosporin und Ana- 
logs, Gramicitiin S, spezieller p-Lactamantibiotica etc. un- 
terstreichen die zunehmende Bedeutung des Einsatzes sol- 
cher Multienzymkomplexe. 

9. Planung und Optimierung proteasekatalysierter 
Synthesen 

Enzyme konnen bei der Synthese von Peptiden nur dann 
einen sinnvollen Beitrag zu einer Synthesestrategie leisten, 
wenn die Vorteile enzymatischer Reaktionen dabei voll wirk- 

sam werden. Der schrittweise, enzymatische Aufbau einer 
Peptidkette in Konkurrenz zur Festphasen-Peptidsynthese 
ist a priori ein falscher Ansatz und vollig unrealistisch. 
Nichts spricht aber dagegen, Di- und Tripeptide im groBen 
MaBstab herzustellen, was sogar in einer kontinuierlichen 
ProzeRfuhrung moglich i ~ t [ ~ ~ ,  971. Fur den Aufbau von 
bioaktiven Peptidwirkstoffen mittlerer Kettenlange ist von 
Fall zu Fall zu priifen, o b  besonders racemisierungsgefahr- 
dete Peptidbindungen besser unter Enzymkatalyse geknupft 
werden sollten. Handelt es sich um die MalJstabsvergroDe- 
rung eines vorliegenden Peptids, dann sind auch aus okologi- 
schen Erwagungen nach Moglichkeit enzymatische Schritte 
zu integrieren. Durch vorgelagerte Proteolysestudien lassen 
sich Hinweise uber die Spezifitat der einzusetzenden Enzyme 
erhalten. 

Von besonderem Interesse ist auch die proteasekatalysier- 
te Modifikation gentechnisch hergestellter Peptidketten 
durch Acyltransferreaktionen. So konnen beispielsweise, 
durch die Kenntnisse zur S’-Spezifitat von a-Chymotrypsin, 
fur dieses Enzym spezifische Spaltstellen in eine Peptidkette 
eingefugt werden. Am Beispiel eines Modellpeptids mit einer 
chymotrypsinlabilen Sequenz lie0 sich experimentell zeigen, 
daB die chymotrypsinkatalysierte Modifikation des C-Ter- 
minus durch Transpeptidierung moglich i~ t [~’ I .  

Neben der Enzymspezifitat beeinflufit auch die Eduktlos- 
lichkeit in gravierender Weise die Einsatzmoglichkeiten von 
Enzymen, wenn auch prinzipiell viele Losungsmittel vom 
Idealmedium Wasser bis zu monophasischen organischen 
Losungsmitteln eingesetzt werden konnen. Stets bestimmt 
der Charakter der Peptidedukte sowie der Schutzgruppen 
den einzugehenden KompromiB in der Frage des Losungs- 
mi ttels. 

Im Normalfall sind die fur den Verlauf von enzymatischen 
Synthesen wesentlichen kinetischen Parameter im voraus 
nicht bekannt. Bestenfalls wird man diese Parameter ausge- 
hend von Daten fur ahnliche Substrate oder Nucleophile 
abschatzen konnen. Solche Schatzungen sind meist fur die 
Festlegung einer optimalen Synthesestrategie ausreichend. 
Die Grofien, die fur die Optimierung der Peptidproduktaus- 
beute notwendig sind, erhalt man durch die Analyse des 
Verlaufs der Acyltransferreaktion. Die Konzentrationsver- 
haltnisse der Reaktanten und der Produkte liefern die ent- 
scheidende Information, welcher Parameter die Ausbeute an 
Produkt limitiert. D a m  sollten die folgenden Punkte beach- 
tet werden : 
a) In der Initialphase der Reaktion 1st die Produktkonzen- 
tration niedrig. Dementsprechend konnen Folgereaktionen 
des Produktes vernachlassigt werden und man kann aus dem 
Verhaltnis zwischen Peptidprodukt P, und Hydrolysepro- 
dukt Pz die Partitionskonstante errechnen. Wird p > [N],, 
d. h. ein groBer Teil des Acyldonors hydrolysiert, so muB die 
Konzentration an Nucleophil erhoht oder die Reaktionsbe- 
dingungen (Temperatur, Zusatz von Losungsmitteln oder 
anorganischen Salzen) optimiert werden. 
b) Informationen uber das Auftreten von Folgereaktionen 
werden aus der Analyse des Reaktionsansatzes im Ausbeute- 
maximum fur P, erhalten. 1st zu diesem Zeitpunkt der Acyl- 
donorester noch hoch konzentriert, so ist die Spezifitatskon- 
stante kka,/KM fur den Acyldonor zu klein. In diesem Fall ist 
eine Ausbeutesteigerung uber eine Erhohung der Konzentra- 
tion an Acyldonor oder gunstiger uber die Wahl einer spezifi- 
scheren Abgangsgruppe des Acyldonoresters zu erreichen. 
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c) In der Regel 1st es giinstig, den Acyldonor bei enzymati- 
schen Synthesen im UberschuB einzusetzen, denn in Gegen- 
wart des Acyldonors ist das Peptidprodukt vor einem An- 
griff des Enzyms weitgehend geschiitzt. AuBerdem ist ein 
gewisser Verlust an Acyldonor durch Hydrolyse nicht ver- 
meidbar. 

Die Anwendung dieser Strategie ermoglichte die schnel- 
le Optimierung tier Synthese von ~-phe(6)-GnRH in einer 
chymotrypsinkatalysierten (3 + 7)-Segmentkonden~ation'~~~. 
Bei geringerem Substanzbedarf fur die ProzeBoptimierung 
gelang es, geeignete Reaktionsbedingungen zu finden, um 
eine Ausbeute von iiber 97 % zu erhalten. 

Wird eine Reaktion im groBen MaBstab durchgefiihrt, so 
sollten die wesentlichen kinetischen Parameter im voraus 
bestimmt werderi. Um eine Abschatzung der zu erwartenden 
Ausbeute auf der Grundlage dieser Parameter zu erleichtern, 
haben wir das iri Abbildung 8 dargestellten Diagramm be- 
rechnet. Werden die Parameter a t  undp sowie die eingesetzte 

0 1  

0 2  

d 
0 1  1 2 1 6 10 20 1 0  100 

"lo p-' - 
Abb. 8. ZusammenhLng zwischen den kinetischen Pardmetern der Reaktion 
und den fur die priiparative Peptidsynthese erforderlichen Reaktantenkonzen- 
trationen. Sind xI, [N],, und p gegeben, so IaBt sich aus dem Diagramm das 
Verhlltnis [S],/[Nl0 atslesen. fur das eine Ausbeute an Peptidprodukt von 90 'A 
erhalten wird. Die Werte wurden ausgehend von dem Gleichungssystem ( I  1)- 
(16) in Abschnitt X.3 (lurch numerische Integration errechnet. Dazu wurde ein 
iteratives Verfahren n x h  Runge-Kuttu benutzt [loo]. Die weiteren in Tabelle 4 
enthaltenen kinetischen Parameter wurden wie folgt behandelt: Fur a wurde ein 
Wert von 0 001 angenxnmen. Dies entspricht der Erfabrung, daB bei den mei- 
sten kinetisch kontrollierten Peptidsynthesen die Sekundlrhydrolyse der ge- 
kniipften Bindung n u i  sehr langsam erfolgt. (1st diese Bedingung nicht erfullt, 
so kann in guter Nlhrung an Stelle von a ,  der Wert a s ~ p  = (a  + u ,  + a,[N],/p) 
eingesetzt werden). Wciterhin wurde p = p' angenommen. Wie in Abschnitt 7.3 
gezeigt wurde. ist die Partitionskonstante in der Regel wenig von der Struktur 
des LU iibertragenden 4cylteils abhangig. Es wurde a' = 1 gesetzt, da es sich bei 
diesem Parameter um den Quotienten der Spenfititskonstanten zweier Peptid- 
substrate mil gleichem Acylteil handelt. Die Werte der Parameter a' und p' sind 
von geringem EinfluD iuf das Ergebnis der Rechnung. Variation dieser Parame- 
ter um eine GroBenordnung ergab vernachlassigbare Anderungen der berech- 
neten Ausbeute an Peptidprodukt. Dies ist verstandlich. da beide Parameter die 
Folgereaktion des Peptidproduktes bescbreiben. Wird eine Ausbeute von 90 % 
angestrebt, so muD das Auftreten von Folgereaktionen aber auf ein Minimum 
reduziert sein Die Zahlen 1,3,5,7,10,20.50 an den Kurven geben das Verhalt- 
nis [S],/[N]o an, bei dem eine Peptidausbeute von 90% erhalten wird. 

Konzentration an Aminokomponente vorgegeben, so kann 
aus der Grafik abgelesen werden, welche Konzentration an 
Acyldonor erfortierlich ist, um eine Ausbeute an Peptidpro- 
dukt von 90 % bezogen auf die eingesetzte Aminokompo- 
nente zu erhalteri. 

10. Ausblick 

Proteasekatalysierte kinetisch kontrollierte Peptidsynthe- 
sen haben eine Reihe von Vorteilen, die ihren Einsatz in der 
Peptid- und Proteinchemie attraktiv machen. Insbesondere 

die Stereo- und Regiospezifitat der Proteasen, die eine race- 
misierungsfreie Verkniipfung von Segmenten mit unge- 
schiitzten Seitenkettenfunktionen ermoglicht, ist fur die pra- 
parative Zielsetzung von groBer Bedeutung. 

Zur Zeit dominieren Modelluntersuchungen an kleinen 
Peptiden, die die Charakterisierung der Spezifitat der Enzy- 
me und der den Reaktionsverlauf bestimmenden Parameter 
zum Ziel haben. Weitere MeBserien insbesondere zur Spezifi- 
tiit der S'-Bindungsorte der kostengiinstig verfiigbaren Pro- 
teasen sind erforderlich, um die Planung ennymochemischer 
Synthesen zu erleichtern. Fur die Zukunft erscheint es durch- 
aus moglich, mit ortsgerichteter Mutagenese die Spezifitat 
der Proteasen an die praktischen Erfordernisse der Synthese 
anzupassen. Es ist auch an der Nutzung katalytischer Anti- 
korper zu denken, deren Spezifitat dem Syntheseobjekt an- 
gepaRt werden konnte. 

Ein weiteres breites Anwendungsgebiet fur proteasekata- 
lysierte Reaktionen ergibt sich aus der raschen Entwicklung 
der DNA-Rekombinationstechniken. Diese Methoden lie- 
fern nahezu beliebig lange Peptidsequenzen, sind jedoch auf 
die 20 proteinogenen Aminosauren beschrgnkt. Eine selekti- 
ve chemische Modifikation genetisch hergestellter Peptide 1st 
durch die Vielzahl ungeschiitzter Seitenkettenfunktionen 
kaum moglich. Eine Kombination von DNA-Rekombina- 
tionstechniken mit einem sich anschlieBenden proteasekata- 
lysierten Processing konnte in Zukunft ein wichtiger Zugang 
zu liingerkettigen bioaktiven Peptiden sein. 
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