ZUSCHRIFTEN

carbodiimid eingesetzt, um die freie Carboxygruppe in NVOC-GLY zu aktivieren.
Die lichtempfindlichen Triger wurden bei — 18 °C unter Argon aufbewahrt und
innerhalb einer Woche fiir die lithographischen Versuche eingesetzt. Alle Umsetzun-
gen mit der lichtempfindlichen NVOC-Gruppe erfolgten in einer Dunkelkammer.

Photolytisches Entschiitzen von oberflichengebundenem NVOC-GLY: Die licht-
empfindlichen Triger wurden mit einer Mikrochip- oder einer makroskopischen
Maske abgedeckt und mit einer 1000-W-Wolfram-Halogenlampe etwa 40 min be-
strahlt. Um eine Schiadigung der Probe durch kurzwellige UV-Strahlung zu vermei-
den, wurde ein 340-nm-Filter verwendet. Der Erfolg der NVOC-Abspaltung konnte
durch Behandeln der freien Aminogruppen mit ATTO-TAG (Molecular Probes)
geprift werden[12]. Dazu wurden die Trdgerscheiben unter einem Reichert-Jung-
MET-Fluoreszenzmikroskop mit einer RCA-Siliciumverstarkungskamera aufge-
nommen.

Kupplung der Goldnanopartikel an die Aminogruppen der Trigeroberfliche: Die
mit 1-Dodecylamin stabilisierten Goldnanopartikel von 2.6 nm Durchmesser wur-
den entsprechend Reaktionsschema 1 in Lit. [8] hergestellt. Fiir ihre Umsetzung mit
den lithographisch gemusterten Trégern wurden sie in Toluol gel6st, wobei die
Konzentration einer optischen Dichte von 0.5 bei 0.5 cm Weglinge und 550 nm
entsprach. In dieser Lésung wurden die Trédger ca. 12 h bei Raumtemperatur belas-
sen. Um die Zahl der gebundenen Partikel zu erhéhen, wurden die Trdger mit Toluol
und Aceton gewaschen und anschlieBend 1 h in eine Lésung aus 100 pL (0.5 mmol)
1,8-Octanthiol in 5 mL Aceton getaucht. Nach dem Waschen der Tréger mit Toluol
wurden sie erneut ca. 12 h mit einer frischen Nanopartikellésung behandelt. Dieser
ProzeB konnte mehrere Male wiederholt werden. Der Anteil unspezifischer Bindung
wurde UV/Vis-spektroskopisch an einem makroskopischen Muster auf einem Glas-
pldttchen mit einem Diodenarray-Spektrophotometer 8451 A von Hewlett-Packard
ermittelt.

Aufnahmen von Proben mit selektiv gebundenen Goldnanopartikeln: Fiir die
SEM-Aufnahmen wurde ein bei 15 kV arbeitendes Cambridge-360-Rasterelektro-
nenmikroskop verwendet. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden im Refle-
xionsmodus mit einem umgebauten und mit einer CCD-Kamera ausgeriisteten Rei-
chert-Jung-Polyvar-Infrapol-Mikroskop gemacht.
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Proteasekatalysierter Peptidaufbau vom
N- zum C-Terminus: eine vorteilhafte Strategie**

Frank Bordusa, Dirk Ullmann und
Hans-Dieter Jakubke*

Mit chemischen Kupplungsmethoden ist es wegen des perma-
nenten Racemisierungsrisikos als Folge der notwendigen Akti-
vierung der Carboxykomponente nicht méglich, eine schrittwei-
se Peptidsynthese vom N- zum C-Terminus durchzufithren. Da
aber die ribosomale Polypeptidsynthese in N — C-Richtung
verlduft, sollte die Entwicklung einer addquaten Synthesestrate-
gie nicht nur von akademischem Interesse sein, zumal selbst bei
den dominierenden schrittweisen Aufbaustrategien vom C-Ter-
minus unter Verwendung von N-Schutzgruppen des Urethan-
typs, wie bei der Merrifield-Synthese, ein absoluter Ausschluf
partieller Epimerisierung nicht garantiert werden kann.t! Dar-
iiber hinaus konnte erst kiirzlich am Beispiel der Synthese eines
Tripeptides nach der Merrifield-Methode durch Kapillarelek-
trophorese eine Racemisierung von 0.3-0.4% bei jedem Syn-
theseschritt nachgewiesen werden.!?! Da die ribosomale Pepti-
dyl-Transferase nur im intakten Ribosom katalytisch aktiv ist,
ist eine In-vitro-Nutzung dieses Enzyms nicht moglich. Aller-
dings bietet sich mit dem reversen Hydrolysepotential von Pro-
teasen eine alternative enzymatische Synthesestrategie an.!’!

In dieser Zuschrift wird ein enzymatisches Verfahren unter
Einbeziehung der Cystein-Protease Clostripain vorgestellt, wel-
ches das Prinzip des schrittweisen Peptidaufbaus in N — C-
Richtung am Beispiel eines einfachen Modellpeptides demon-
striert. Zur Verdeutlichung der Vorteile enzymkatalysierter
Peptidsynthesen, die unter milden, 6kologisch vorteilhaften Be-
dingungen ablaufen und aufgrund der Stereo- und Regiospezifi-
tit der Enzyme Racemisierungssicherheit garantieren und
keinen zusdtzlichen Seitenkettenschutz erfordern, wurde als
Modellpeptid das ausschlieBlich aus trifunktionellen Amino-
sduren bestehende Tetrapeptid H-Lys-Tyr-Arg-Ser-OH 8 ausge-
wahlt. Die schrittweise enzymatische Synthese dieses Peptides
wird durch das Syntheseschema in Abbildung 1 illustriert.

Lys Tyr Arg Ser
‘ !
z--1, $Bzl H—;—OEt
1 a) 2
| Ausb.:BI%
4 -~ OEt H——O0FPr
3 6) 4
Ausb.: 84%
4 OPr H- -- OBzl
5 o 6
|
: b.: 83%
Z 1 R SR OBzl
7 : d)
| Ausb. 100%
H — - — o OH
8 |
Lys Tyr Afg Ser

Abb. 1. Schema der proteasekatalysierten Synthese des Tetrapeptides H-Lys-Tyr-
Arg-Ser-OH 8. a) und c¢): Clostripain, 0.025M Boratpuffer, pH 8.0, 25°C,
1=8mM, 2 =24mM, 5=10mM, 6 = 50 mMm; b): Chymotrypsin, 0.025 M Borat-
puffer, pH 9.0, — 25°C, 3 =10 mMm, 4 =70 mMm; d): katalytische Hydrierung mit
10% Pd/C.
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Der Syntheseverlauf ist durch den nucleophilen Angriff der
ungeschiitzten Aminosdureester 2, 4 und 6 auf die C-terminale
Estergruppierung des entsprechenden Acyldonors 1, 3 bzw. §
gekennzeichnet, wobei die Peptidesterprodukte 3 und S als Acyl-
donor fiir den folgenden Syntheseschritt fungieren. Bei der Wahl
des jeweiligen Enzyms fiir die zu kniipfende Bindung ist dessen
Substratspezifitit entscheidend, die durch enzymologische Stu-
dien zur S- und S’-Bindungsortspezifitit leicht erhalten werden
kann.'*) Dabei werden die zu erwartenden Ausbeuten insbeson-
dere von der S'-subsite-Spezifitit (Nucleophilspezifitit) der ein-
gesetzten Protease bestimmt. Da bei den untersuchten Pro-
teasen die Nucleophilspezifitat fir Aminosaureester signifikant
geringer ist als flir analoge Amid- und Peptidderivate, lassen
sich allerdings solche nucleophilen Aminokomponenten bei
Raumtemperatur hiufig nur in priaparativ unbefriedigenden
Ausbeuten verkniipfen.!®! Eine drastische Ausbeuteerhdhung
ermoglicht in diesem Fall die enzymatische Synthese in gefrore-
nen wiiBrigen Systemen.[®! So konnte dieser Vorteil neben der
hier verwendeten Serin-Protease Chymotrypsin auch schon fiir
die Cystein-Protease Papain und die Serin-Protease Trypsin de-
monstriert werden.!”! Clostripain hingegen ist bereits unter Nor-
malbedingungen ein auBlergewdhnlich effizienter Katalysator
fir Aminosiureester als Nucleophile. Aus diesem Grunde lieen
sich die Clostripain-katalysierten Syntheseschritte a) und c¢)
(Abb. 1) in wiBriger Losung bei Raumtemperatur durchfithren,
wihrend der Schritt b) unter Chymotrypsin-Katalyse im gefro-
ren-wilrigen System bei — 25°C in hohen Ausbeuten verlief.
Der doppelte Einsatz von Clostripain ist aufgrund seiner re-
striktiven Substratspezifitit fiir Arg-Xaa-Bindungen méglich,!®!
wobei die unter kinetischer Reaktionskontrolle im ersten Syn-
theseschritt gebildete Lys-Tyr-Bindung nicht hydrolysiert wird.
In Verbindung mit der hohen katalytischen Effizienz gegeniiber
nucleophilen Aminosiureestern liBt sich diese Protease daher
besonders effektiv fiir den schrittweisen enzymatischen Aufbau
von Peptiden einsetzen, zumal dieses Enzym fiir seine auBBerge-
wohnlich breite Nucleophilspezifitit nicht nur fiir proteinogene
L-Aminosiuren bekannt ist.'®]

Den in Abbildung 1 illustrierten praparativen Syntheseschrit-
ten gingen jeweils Optimierungsversuche voraus. Diese wurden
sowohl hinsichtlich Enzymkonzentration und pH-Wert als auch
EinfluB der Esterart vor allem aber hinsichtlich eines 6kono-
misch giinstigen Acyldonor/Acceptor-Verhiltnisses analysiert
und sind exemplarisch in Abbildung 2 fir den Syntheseschritt
a) dargestellt. Dabei wird deutlich, daB die in Abbildung 1 ange-
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Abb. 2. EinfluB der Nucleophilkonzentration und des pH-Wertes auf die Produkt-
ausbeute x der Clostripain-katalysierten Synthese von 3. - V- pH8.0; --O--
pH 9.0: 1 = 8 mm, 0.025 M Boratpuffer, 25 °C.

1126 & VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-69451 Weinheim, 1997

gebenen Produktausbeuten nicht mit den jeweils mdglichen Ma-
ximalausbeuten identisch sind. sondern vielmehr einen Kom-
promif zwischen NucleophiliiberschuBl und resultierender Aus-
beute widerspiegeln, wobei fiir jeden individuellen Reaktions-
schritt eine Ausbeute groBer 80% angestrebt wurde. Die Be-
rechnung selbst basiert auf HPLC-Analysen ebenso wie die pri-
parative Separierung der jeweiligen Peptidprodukte.l'®! Die in
Abbildung 2 angegebenen Fehlerwerte sind hierbei das Resultat
unterschiedlicher chromophorer Gruppen dieses Ansatzes, de-
nen durch spezifische Analysenmethoden Rechnung getragen
wurde.!''] Die Analyse aller weiteren Syntheseschritte ist pro-
blemlos bei einer Detektorwellenlidnge von 280 nm mdéglich. Im
AnschluBl an die nach Schritt ¢ durchgefiihrte Finalreinigung
erfolgte die Deblockierung von 7, die sehr leicht und vollsténdig
durch katalytische Hydrierung gelingt. Die Charakterisierung
und Identifizierung des in Abbildung 3 chromatographisch ana-
lysierten Endproduktes 8 erfolgte nach den {iblichen Metho-
den.[!?)
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Abb. 3. HPLC-Analyse des Endproduktes 8. Bedingungen siehe Lit. [10]; A4, =
Absorbanz bei 280 nm.

Es wurde ein enzymatisches Verfahren unter besonderer Be-
riicksichtigung der Cystein-Protease Clostripain zum schrittwei-
sen Peptidaufbau vom N- zum C-Terminus vorgestellt und seine
Vorteile gegeniiber konventionellen chemischen Methoden am
Beispiel der Synthese eines ausschlieBlich aus trifunktionellen
Aminosduren bestehenden Tetrapeptides 8 in einer praparativen
Gesamtausbeute von 62 % demonstriert. Der geschiitzte Peptid-
ester 7 kdnnte beispielsweise unter Einsatz von Elastase und
einem weiteren Aminosdureester im gefrorenen wifBrigen Sy-
stem zu einem Pentapeptidderivat umgesetzt werden, das dann
schrittweise weiter verldngert werden konnte. Prinzipiell ermdg-
licht die vorgestellte enzymatische Strategie ausgehend von ge-
eigneten Esterderivaten auch Proteine mit chiralen Amino-
sdurebausteinen am C-Terminus zu modifizieren, wofiir chemi-
sche Methoden wegen der partiellen Epimerisierungsgefahr
nicht eingesetzt werden kénnen.

Die Grenzen der enzymatischen Peptidsynthese sind in der
restriktiven Proteasespezifitit und der bei Nichteinhaltung
exakter Bedingungen gegebenen potentiellen Gefahr proteolyti-
scher Spaltungen in Edukten und Produkt zu suchen. Durch
Einsatz von Substratmimetica, die bei Trypsin-katalysierten
Peptidsynthesen als ,,inverse Substrate**!!3! bezeichnet wurden,
sowie von proteolytisch inaktiven Zymogenen'® kdnnten, auf-
bauend auf den hier dargelegten Ergebnissen, effiziente enzyma-
tische Strategien entwickelt werden.

Eingegangen am 20. November 1996 [Z 9796]
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sin - Enzymkatalyse - Peptide
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In den letzten zwei Jahrzehnten sind eine Reihe von methodi-
schen Ansitzen entwickelt worden, um eindimensional leitende
Materialien wie Platin-Kettenverbindungen, Salze mit organi-
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schen Donor-Acceptor-Einheiten und Ubergangsmetallchalko-
genide zu synthetisieren'!). Viele dieser Verbindungen beruhen
auf der Stapelung molekularer Einheiten. Wir haben kiirzlich
damit begonnen, Moglichkeiten auszuloten, iiber geeignete
Strukturmodifikationen oder Elementsubstitutionen die ge-
schlossenen Elektronenschalen in niedrigdimensionalen Zintl-
Phasen aufzubrechen, um auf diese Weise die elektrische Leit-
fihigkeit zu erhOhen. In mehreren Fillen weisen die Verbin-
dungen nach positionsspezifischer Elementsubstitution (z.B.
K,GelnySb,, 1) oder nach Bildung duBerst komplexer Struktu-
ren (z. B. KIn Ge As, , oder K ;InGe;As, ,1*)) eine Konfigura-
tion mit abgeschlossenen Elektronenschalen auf. Ebenso haben
viele bindre und ternire, eindimensionale Zintl-Anionen wie In-
GeTe;, HgSnTe2~, Hg,Te2™, Hg,Te?™, Hg,TeZ ", As,Te”
und InTe; ! Strukturen, die mit einer geschlossenschaligen
Elektronenkonfiguration in Einklang sind.

Ein besonders attraktiver Typ eines eindimensional leitenden
Feststoffs wire das molekulare Analogon zu einer makroskopi-
schen, von einem organischen, polymeren Isolator umgebenen
Kupferdraht. Es sollte aus Ketten von kovalent verkniipften
Metallatomen bestehen, die von isolierenden, organischen Be-
reichen umgeben wiren, die eine elektronische Kopplung zwi-
schen den molekularen Drihten verhindern. Wir beschreiben
hier die Darstellung einer halbleitenden, 8 A breiten, eindimen-
sionalen Kette, die aus vier verschiedenen Elementen besteht
und die von einem isolierenden organischen Material umgeben
ist. Diskutiert werden die Synthese, die Kristallstruktur, die
physikalischen Eigenschaften und die elektronische Struktur
von (Et,N),[Au(Ag, _,Au,),Sn,Te,] (x = 0.32), der ersten Ver-
bindung mit einem quaternéren Zintl-Anion, deren Bandstruk-
tur den eindimensionalen Charakter der Verbindung belegt.

Die Titelverbindung wird durch Extraktion einer pentanéren
Legierung der Zusammensetzung K ,AuAg,Sn, Te, mit Ethylen-
diamin (en) dargestellt. Legierungen mit anderen Zusammen-
setzungen, einschlieBlich K,AuAg,Sn,Te,, wurden ebenfalls
eingesetzt, sie ergaben aber entweder kein Produkt oder das
Produkt nur in deutlich geringeren Ausbeuten. Nach der Ex-
traktion der Legierung und der Zugabe von Et,N*-Ionen (als
Iodidsalz) zum Filtrat, dauert e¢s in der Regel Monate, bis die
ersten Kristalle erscheinen. Daran schlieBt sich eine Periode von
schnellerem Kristallwachstum an. Die Kristallqualitit, und in
geringerem Ausmal die Ausbeute, variieren von Reaktion zu
Reaktion. Es werden jedoch keine anderen Produkte beobach-
tet, und alle untersuchten Kristalle enthalten die vier Elemente
Au, Ag, Sn und Te.

In Kristallen von (Et,N),[Au(Ag, _ Au,),Sn,Te,y] liegen un-
erwartete, lineare, eindimensionale Ketten der Zusammenset-
zung Au(Ag, _,Au,),Sn,Tei ™ vor (Abb. 1), die durch Et,N*-
Ionen getrennt sind.’® Der kiirzeste Te - - - Te-Abstand zwischen
den Ketten betrigt 7.0 A. Das Au-Atom ist verzerrt quadra-

Abb. 1. Struktur der eindimensionalen Au(Ag, - ,Au,),Sn,Tes ~-Kette im Kristall (Auslenkungsparame-
ter fiir eine Aufenthaltswahrscheinlichkeit von 50%). In diesem anfdnglichen Modell wurde Te2 auf einer
einzigen vollbesetzten Position verfeinert; die Agl- und Ag2-Positionen wurden mit ausschlieBlicher
Besetzung durch Silber verfeinert. Ausgewéhlte Bindungslédngen {Al: Aul-Te2 2.970(6), Te2-Te5 3.187(6)
und Winkel [°] Te2-Te5-Te2 154.7(4).
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