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Peptid-Ligasen — Werkzeuge fiir die Peptidsynthese

Hans-Dieter Jakubke*

Seit der ersten chemischen Kniipfung einer Peptidbindung
durch Theodor Curtius 1881 im Laboratorium von Hermann
Kolbe in Leipzig bis zur Totalsynthese eines Enzyms hat die
chemische Peptidsynthese!!! eine fast neunzigjihrige Entwick-
lung durchgemacht. Die aus 124 Aminosiureresten aufgebaute
Ribonuclease A (RNase A) wurde sowohl durch Segmentkon-
densation in Losung™ als auch durch Festphasensynthese!®!
aufgebaut. Etwa zehn Jahre spiter synthetisierten Yajima und
Fujii’* die RNase A nach einer verbesserten konventionellen
Synthesestrategie in Losung und erhielten erstmals ein kristalli-
nes synthetisches Enzym mit voller enzymatischer Aktivitit.
Fiir die chemische Kniipfung der Peptidbindung gibt es nach
wie vor keine ideale, universell einsetzbare Methode. Da bei der
Chemosynthese Reaktionen an Gruppierungen ablaufen, die in
der Regel mit einem Chiralitdtszentrum verkniipft sind, existiert
ein permanentes Racemisierungsrisiko. Das gilt in Einzelféllen
selbst fiir schrittweise Kettenverlingerungen unter Verwendung
von Schutzgruppen des Urethantyps, die eigentlich Racemisie-
rung verhindern sollten; besonders gefihrdet sind chemische
Segmentverkniipfungen.

Eine unléngst erschienene Arbeit!® beschreibt eine Synthese
der RNase A, wobei fiir die Verkniipfung der durch Festphasen-
synthese erhaltenen Segmente erstmals ein Enzym erfolgreich
eingesetzt wurde. Die Idee, Enzyme zur Kniipfung von Peptid-
bindungen einzusetzen, ist etwa so alt wie die chemische Peptid-
synthese selbst. In Kenntnis der Reversibilitit chemischer Reak-
tionen hatte 1898 van’t Hoft auf die Moglichkeit aufmerksam
gemacht, fir die Katalyse der Kniipfung von Peptidbindungen
Enzyme einzusetzen. Erst 1938 wurde dieser Gedanke aufgegrif-
fen und experimentell durch Max Bergraann bestétigt.

Die Kniipfung von Peptidbindungen durch Enzyme bietet
aufgrund von deren Stereo- und Regiospezifitit ohne Zweifel
eine Reihe von Vorteilen gegeniiber chemischen Verfahren, wie
milde Reaktionsbedingungen, keine Notwendigkeit eines per-
manenten Schutzes von funktionellen Gruppen in Seitenketten,
racemisierungsfreien Syntheseverlauf und einfaches Scale-up
nach ProzeBoptimierung. Um diese Vorteile aber nutzen zu kon-
nen, benotigt man eine moglichst universell einsetzbare Peptid-
Ligase'**!, die im Prinzip bei allen theoretisch moglichen Amino-
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[**} Als Peptid-Ligase soll in Abweichung von der EC-Nomenklatur ein die Kniip-
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sdurekombinationen, d. h. spezifititsneutral ohne Beriicksichti-
gung der Seitenkettenfunktionen der an der Peptidkniipfung
beteiligten Aminosduren, eine hohe Katalyseeffizienz aufweist.
Da man auf einen so idealen Biokatalysator wie die ribosomale
Peptidyl-Transferase nicht zuriickgreifen kann und auch Mul-
tienzymkomplexe der bakteriellen Peptidsynthese nur fiir spe-
zielle Synthesezwecke genutzt werden konnen, stehen fiir die
Kniipfung der Peptidbindung nur die Proteasen zur Verfiigung;
fiir ihre Nutzung werden zwei mechanistisch unterschiedliche
Strategien unterschieden!®!,

Mehr gezielte Manipulationsmaoglichkeiten als die gleichge-
wichtskontrollierte Reaktionsfithrung bietet die kinetisch kon-
trollierte Peptidsynthese!”), fiir die bei geringem Enzymbedarf
und kurzen Reaktionszeiten aus mechanistischen Griinden nur
Serin- oder Cystein-Proteasen eingesetzt werden kénnen. Leider
sind die Proteasen keine perfekten Acyl-Transferasen, da auf-
grund ihrer begrenzten Spezifitit parallel zum Acyltransfer an-
dere, unerwiinschte Reaktionen ablaufen kénnen, wie Hydroly-
se des Acylenzyms 2, Sekundirhydrolyse des Peptidproduktes 4
und andere unerwiinschte Spaltungen, wenn in 1, 3 und 4
proteaselabile Bindungen vorliegen (Schema 1).

Zur Ausschaltung oder Minimierung dieser Nachteile bietet
sich ein gezieltes Engineering des Enzyms und/oder des Reak-
tionsmediums sowie der mechanistischen ProzeBgestaltung an,
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wie es in Abbildung 1 schematisch gezeigt wird!®. Durch Me-
dium-Engineering versucht man, die unerwiinschten hydrolyti-
schen Nebenreaktionen auszuschalten. Proteasekatalysierte
Synthesen in einphasigen organischen Lsungsmitteln oder in
zweiphasigen wifrig-organischen Systemen verlaufen mit weni-
ger proteolytischen Nebenreaktionen; in organischen Medien
sind obendrein die Reaktanten besser 16slich, wodurch eine An-
passung zwischen chemischen und enzymatischen Schritten
moglich wird. Aber auch durch direkte Reduzierung des Was-
sergehaltes im Reaktionsmedium, wie bei Synthesen in gefrore-
nen wiflrigen Systemen oder Umsetzungen in hochdichten Me-
dien, lassen sich Nebenreaktionen ausschalten und Peptid-
ausbeuten signifikant steigern. Wichtigstes Ziel der Abgangs-
gruppenmanipulation bei einer kinetisch kontrollierten Reak-
tionsfithrung ist es, dafl das Enzyms vor allem mit dem Acyldo-
nor 1 und nicht mit dem Peptidprodukt 4 und in unerwiinsch-
ter Weise mit der Aminokomponente 3 reagiert, so dal auch
proteaselabile Produkte in guten Ausbeuten erhalten werden
kénnen. Einen Uberblick iiber die aktuellen Manipulations-
méglichkeiten geben zwei neuere Ubersichten.!® °!,
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Abb. 1. Moglichkeiten fiir ¢in Engineering der enzymatischen Peptidsynthese auf
unterschiedlichen Ebenen.

Enzym-Engineering!!®! (vgl. Abb. 1) erstreckt sich von einer
gezielten chemischen Modifizierung bis zum gentechnischen
Umbau eines Wildtyp-Enzyms. Jackson et al.[>! gelangen mit
der ,,Subtiligase™, einer durch Protein-Design verinderten Mu-
tante von Subtilisin BPN’, erstmals anspruchsvolle enzymatische
Segmentkondensationen im Rahmen einer weiteren Totalsyn-
these von RNase A. Diese Arbeit demonstriert in der Kombina-

tion Festphasensynthese von Segmenten und enzymatische Ver-

kniipfung dieser Segmente zur aktiven RNase A den aktuellen
Stand der Peptidsynthese und belegt eindrucksvoll das Potential
von Enzymen fiir Peptidbindungskniipfungen. Bei den Seg-
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mentverkniipfungen konnten durchschnittliche Ausbeuten von
ca. 75% erreicht werden. Die vorziigliche Abgangsgruppe des
mit Phe-NH,-modifizierten Carboxamidomethylesters, der sich
bereits in nichtmodifizierter Form bei anderen Synthesen als
sehr guter Acyldonor bewihrte!*!), und die Verwendung eines
deutlichen Uberschusses an Acyldonor garantierten die Unter-
driickung der meisten Nebenreaktionen. Nach den fiinf Seg-
mentverkniipfungen betrug die Totalausbeute 15% und nach
der Faltung des Syntheseproduktes 8 %. Ausgehend von 100 mg
Startpeptid-(98-124) kann die RNase A im 10mg-MabBstab er-
halten werden. Die Segmente (77-97, 64-76, 52—-63, 21-51,
1-20) wurden so konzipiert, daB C-terminal die Reste Tyr®’,
Tyr’%, Val®?, Leu’! und Ala®® vorlagen, die der Substratspezifi-
tdt der Subtilisinmutante am nichsten kamen. Des weiteren
wurden nach einer dhnlichen Strategie drei Varianten der
RNase A synthetisiert, in denen die beiden Histidinreste His'?
und His!!® im aktiven Zentrum einzeln und gemeinsam gegen
L-4-Fluorhistidin ausgetauscht wurden; die Auswirkungen die-
ser Substitutionen in den drei RNase-A-Analoga wurden um-
fassend studiert.

Bei proteasekatalysierten Peptidverkniipfungen spielt die
Spezifitit der Substratbindung im aktiven Zentrum!”! eine ent-
scheidende Rolle fiir den Syntheseerfolg. Leider kann eine einfa-
che C-N-Ligase nicht, z.B. durch induzierte Anpassung, diffe-
renzierte Substratbindungsregionen fiir die strukturell so
unterschiedlichen Aminosdureseitenkettenfunktionen ausbil-
den. Nach Linus Pauling hingt die Wirkung eines Enzyms von
der Komplementaritit des aktiven Zentrums zum Ubergangszu-
stand 5 einer Reaktion ab, wie in Schema 2 fiir den Peptidkniip-
fungsschritt gezeigt.

H ©
Q/N*T)J\O/R 1‘{
R Q O, g 2
H e R H H © R H
+ - J§~N-—C~N N NN N
ey |k B TREE
NNy s
o
R
Gl
g O\P/O R
~N. N
pray S
6
Schema 2.

Selbst wenn das Enzym das Substrat nur verhiltnismdBig
schwach binden darf, aber den Ubergangszustand deutlich sta-
bilisieren muB, ist es wenig wahrscheinlich, daB ein relativ einfa-
ches Enzym als universelle Peptid-Ligase wirken kann. Das
bestatigten auch zwei kiirzlich erschienene Arbeiten von Hirsch-
mann et al."2) sowie Jacobsen und Schultz!*3! {iber die Kniip-
fung von Peptidbindungen mit Hilfe katalytischer Antikoérper
(Abzyme). Um Antikdrper mit der richtigen Anordnung der
katalytischen Gruppen zu erzeugen, werden als Haptene Analo-
ga des Ubergangszustandes verwendet; exemplarisch fiir beide
Strategien ist in Schema 2 das von Hirschmann et al.'*? synthe-
tisierte Ubergangszustandsanalogon 6 gezeigt. Man injiziert
diese Haptene anschlieBend einem Tier, dessen Immunsystem
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Antikorper dagegen erzeugt. Da die Struktur des tetraedrischen
Intermediats 5 auch entscheidend durch die Aminosdureseiten-
kettenreste R und R? bestimmt wird, ist fraglich, ob universell
einsetzbare katalytische Antikorper fiir die Peptidbindungs-
kniipfung erzeugt werden kénnen. Durch gezielte Anderungen
der Struktur der Ubergangszustandsanaloga 7, 8a und 8b fiir
die Bildung von Abzymen, die die Umsetzung von 9 mit 10
katalysieren, konnte durch den Einbau des Cyclohexylrestes in
7, 8a und 8b eine verbreiterte Substratspezifitdt dieses Abzyms
realisiert werden (Schema 3).
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N PXYNE,
0o 0o

7 X=NH, R= -(CH,),COOH
8a X=0, R=-(CH,),COOH
8b X=0, R-Me

Ab
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9 10 HONp 11
(Xaa = Val, Leu, Phe)

Schema 3.

Bei diesen abzymkatalysierten Dipeptidsynthesen konnten al-
le moglichen Stereoisomere in Ausbeuten zwischen 44 und 94 %
erhalten werden. Die Abzyme katalysierten weder die Hy-
drolyse der Dipeptidprodukte noch der cingesetzten aktivierten
Ester. Jacobsen und Schultz!* ¥ erzeugten Antikorper gegen ein
neutrales Phosphonatdiester-Ubergangszustandsanalogon, die
die Verkniipfung eines N®-Acylalaninazids mit einem Pheny!-
alaninderivat im Vergleich zur unkatalysierten Reaktion signifi-
kant beschleunigten. Bei der Bildung katalytischer Antikrper
wird die grundlegende Eigenschaft des Immunsystems ausge-
nutzt, in den Faltungen der Antikdrper Bindungsstellen analog
den aktiven Zentren in den Enzymen zu generieren. Einen Be-

weis dafiir lieferte die Aufkldrung der dreidimensionalen Struk-
tur eines fiir die Peptidspaltung entwickelten katalytischen Anti-
korpers!!4], dessen aktives Zentrum eine Ser-His-Diade enthilt
und deshalb Ahnlichkeiten mit den katalytischen Ser-His-Asp-
Triaden in den aktiven Zentren von Serin-Proteasen aufweist.
Diese aufsehenerregenden Ergebnisse leiten mit Sicherheit eine
neue Ara der Konstruktion von Peptid-Ligasen ein. Der Beginn
der Entwicklung katalytischer Antikérper fiir die Peptidsynthe-
se verbreitert das Methodenarsenal und bietet hoffnungsvolle
Perspektiven fiir die Zukunft. Es ist aber noch weit bis zur
routinemiBigen Anwendungsreife, die bei der enzymatischen
Peptidsynthese erreicht ist, was die eindrucksvolle chemoenzy-
matische Segmentsynthese der RNase A belegt.

Stichworte: Katalytische Antikdrper - Ligasen - Peptidsynthe-
sen - RNase A - Subtilisin
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