Systeme des Klasse-II-Typs zu 1090 cm™! ergeben; die An-
nahme eines Klasse-III-Verhaltens entsprechend dem IR-
spektroskopischen Resultat liefert eine SchitzungP¥ von H g
ZU P, /2 = 2890 cm .

Wir haben hier fiir einen weitverbreiteten Typ gemischt-
valenter Verbindungen (sm-Ligand-verbriickte Diruthenium-
Komplexe)[l:>% gezeigt, dass ein groBer Metall-Metall-Ab-
stand zwar die Coulomb-bestimmte, aus elektrochemischen
Potentialdifferenzen ermittelte Komproportionierungskon-
stante K, beeinflusst, hingegen die elektronische Wechselwir-
kung starker von der Korrelation zwischen den Metallkon-
figurationen und den FEigenschaften des Briickenliganden
abhédngt. Wihrend die hervorragende Eignung Kumulen-
artiger C,-Briicken zur Vermittlung elektronischer Wechsel-
wirkungen wohletabliert ist,[) bleibt es bemerkenswert, dass
eine derartige starke Wechselwirkung durch das polare, wenig
kovalente Ru-O-Interface unter Einbeziehung des 3-Diketo-
nato-Ligandsystems in einer nicht hiufig anzutreffenden!'®l
RulV'™- (d%d*-) gemischtvalenten Konfiguration nachweisbar
ist. Offenbar kénnen C,-Spacer mit robusten Koordinations-
verbindungen des Werner-Typs kombiniert werden, wobei
eine variable, potenziell jedoch auch starke elektronische
Kopplung iiber weite Distanzen auftritt.
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logische Aktivitdt der Polypeptide, in denen sie vorkommen.
In Bakterien z.B. wirken D-Aminosduren als Schliisselbau-
steine in der Zellwand oder in antibakteriellen Wirkstoffen,!l
in Séugetieren sind sie zur Aufrechterhaltung der Aktivitét
einer Reihe von Hormonen und neuronalen Transmittern
essenziell.!). Abgesehen von diesen natiirlichen Funktionen
haben synthetische all-pD-Polypeptide eine grof3e Bedeutung
als Spiegelmere, d.h. Proteine, die fiir das Screening von
spezifisch bindenden Liganden an Nucleinsduren oder ge-
netisch kodierte Proteinbibliotheken verwendet werden.B!
Diese vielféltigen Funktionen — zusammen mit ihrer Stabilitét
gegen proteolytischen Abbau — fithrten zu einem grofien
Interesse an der Synthese von D-Aminosédure-haltigen Poly-
peptiden zur Verwendung als langwirkende Therapeutika und
als Reagentien fiir die Wirkstoffsuche.

Gegenwirtig konnen kurz- oder langkettige D-Amino-
sdure-haltige Peptide ausschlieBlich durch chemische Metho-
den erhalten werden. Gentechnologische oder enzymatische
Ansitze hingegen beschridnken sich auf die Synthese von all-
L- und L,p-Peptiden.!! Spirlich beschriebene Ausnahmen
hiervon umfassen den Einsatz von D-Aminosidure-spezifi-
schen Peptidasen, Esterasen und Acyltransferasen® sowie
Losungsmittel-modifizierten!® oder chemisch veréinderten
Enzymen.! Solche Enzyme weisen zwar modifizierte Stereo-
spezifitdten auf, ihre Anwendung beschrénkt sich aber auf die
Verkniipfung einzelner D-Aminosédurereste, wihrend die
Ligation entsprechender Peptidfragmente nicht moglich ist.

Wir berichten hier iiber den ersten biokatalytischen
Ansatz zur Synthese von D-Aminosdure-haltigen Peptiden
durch die Ligation von all-D-Peptidfragmenten. Die Syn-
thesemethode ist weder durch die Kettenldnge noch durch die
Aminoséduresequenz des Acyldonors oder -acceptors be-
schriankt. Weitere Vorteile sind milde Reaktionsbedingungen,
die einfache Durchfiihrbarkeit, die Verwendung von Reak-
tanten mit ungeschiitzten Seitenketten sowie die prinzipielle
Vermeidung von organischen Losungsmitteln und kiinstlich
modifizierten Enzymen, anstelle derer eine normale Pepti-
dase, die Cysteinprotease Clostripain, eingesetzt wird. Die
Verwendung von Wasser als Reaktionsmedium gewéhrleistet
eine hohe Enzymaktivitidt und -stabilitdt wihrend der Syn-
these. Die Affinitéit der all-pD-Peptid-Donorkomponenten zur
inhdrent L-Arg-spezifischen Protease wird mithilfe der Sub-
stratmimetika-Strategie erzwungen.! Diese Strategie in Ver-
bindung mit der Anwendung von Clostripain, das nur eine
geringe Stereosperzifitdt fiir den Acylacceptor aufweist, er-
moglicht die Synthese eines breiten
Spektrums von all-pD-Peptiden, Ver-

ren ausgefiihrt. Die OGps wurden wegen ihrer bekannten
spezifitdtsvermittelnden Eigenschaft ausgewéhlt, die Affini-
tdt von inhdrent unspezifischen Acylresten zu Clostripain
erzwingen zu koénnen.’) Des Weiteren wurde ein analoger
Glycinester umgesetzt, der wegen der Achiralitit des Glycins
und der damit verbundenen Moglichkeit, sowohl in all-L- als
auch in all-p-Peptiden aufzutreten, von speziellem Interesse
war.

Die enzymatischen Reaktionen wurden in wiéssrigen
Pufferlosungen beim pH- und Temperaturoptimum des
Enzyms ausgefiihrt.l'”) Die Konzentrationen der Acyldonor-
und Acylacceptorkomponenten betrugen 2 mm bzw. 10 mm
(sieche Hintergrundinformationen). In einigen Fillen wurde
2.5% DMF zugesetzt, um die Reaktanten vollstindig zu
l16sen. Kontrollreaktionen ohne Enzym wurden parallel aus-
gefiihrt. Bei einer Enzymkonzentration von 5 um (Bz-Gly-
OGp) oder 20 uM (D-Aminosdureester) geniigten laut HPLC
Inkubationszeiten von weniger als 60 min zur kompletten
Umsetzung des Eduktesters. Eine spontane, nichtenzymati-
sche Synthese wurde in diesem Zeitraum nicht beobachtet,
und der Anteil der spontanen chemischen Esterhydrolyse
betrug weniger als 5%. Die Ergebnisse der enzymatischen
Reaktionen sind in Tabelle 1 zusammengefasst; sie bestéti-
gen, dass Clostripain nicht nur die Verkniipfung des achiralen
Glycinesters, sondern auch die der analogen D-Aminoséure-
abgeleiteten Ester katalysiert. Wie in fritheren Untersuchun-
gen unter Verwendung von L-Arg-Estern bereits festgestellt
wurde,'' kann das Enzym D-Aminosidureamide und sogar all-
D-Peptide acylieren. Bemerkenswerterweise katalysiert das
Enzym auch die Umsetzung von H-p-Pro-NH,, das in Unter-
suchungen mit L-Arg-Estern als unreaktiv beschrieben wur-
de.l""! Dieses iiberraschende Ergebnis weist darauf hin, dass
Substratmimetika nicht nur die Spezifitit des Enzyms gegen
die Carboxykomponente, sondern auch gegen die Amino-
komponente erweitern, ein Befund, der iiber die Verwendung
von D-Aminosdure-haltigen Reaktanten und Clostripain hin-
aus von allgemeiner Bedeutung sein konnte. Wie sich aus
Tabelle 1 weiter ablesen ldsst, hingt die Produktausbeute von
den Eigenschaften der Acyldonoren und -acceptoren ab. Im
Allgemeinen verlaufen die Umsetzungen der pD-Aminosédu-
reamide und des Tripeptids H-(b-Ala),-OH mit hoheren
Ausbeuten als die der Dipeptide. Ahnlich geringe Ausbeuten
wurden auch bei den analogen all-L-Peptiden beobachtet und
auf ungiinstige Wechselwirkungen der negativ geladenen
Carboxylatgruppe am C-Terminus der Dipeptide zuriickge-

Tabelle 1: Produktausbeuten bei der Clostripain-katalysierten Synthese von all-p-Peptiden.t!

bindungen also, fiir die das Enzym

an sich vollig unspezifisch ist. Acylacceptor

Acyldonor

. Bz-Gly-OG Bz-p-Ala-OG Bz-p-Leu-OGp™ Bz-D-Phe-OGp!!

Zunichst wurde allgemein die youp P P P
Reaktivitidt von Clostripain gegen H-b-Pro-NH, 72.6 60.7 46.2 44.0
D-Aminosédure-abgeleitete Acyldo- H-o-Leu-NH, 9.1 89.7 65.7 61.9
] d Acvlaceeptorkomponen- H-p-Phe-NH, 98.4 90.5 66.3 67.4
for- un ylaccep P H-(p-Met),-OH 436 43.1 373 38.1
ten untersucht. Dazu wurden Mo- H-(o-Leu),-OH 45.8 552 419 16
dellreaktionen mit einfachen D-  H-(p-Ala),-OH 62.4 64.8 45.8 46.6

Aminosiure-4-guanidinophenyles-
tern (OGps) als Acyldonoren und
D-konfigurierten Aminosdureami-
den und Peptiden als Acylaccepto- DMF.
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[a] Synthesebedingungen: 0.1 M HEPES-Puffer (4-(2-Hydroxyethyl) piperazin-1-ethansulfonsiure), 0.1 m
NaCl, 0.01 m CaCl,, pH 8.0, 25°C. Konzentrationen: [Donor]=2 mm, [Acceptor] =10 mm, [Clostri-
pain]=5 pm (Bz-Gly-OGp) oder 20 um (Bz-D-Xaa-OGp). [b] Reaktionsansitze enthielten 2.5 Vol.-%
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Schema 1. Synthese des all-D-Hexadecapeptids 1 und der all-p-Form der WW-Domine von hPin1 (2) unter Anwendung eines kombinierten Ansat-
zes aus Substratmimetika-Strategie und Safety-Catch-Festphasenpeptidsynthese (SPPS). Fmoc = 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl.

fithrt."”! Der Einfluss des Acylacceptors auf die Syntheseaus-
beute korreliert mit dem Platzbedarf der Aminosdureseiten-
kette. Demnach bevorzugt das Enzym Aminosduren ohne
oder mit kleinen Seitenketten, sodass die Reaktionen mit den
sterisch anspruchsvolleren Estern Bz-pD-Leu-OGp und Bz-p-
Phe-OGp mit niedrigeren Ausbeuten verlaufen. Aber selbst
in diesen Fillen wird nur eine geringfiigig kleinere Ausbeute
erhalten als in Reaktionen mit spezifischen L-Arg-Estern und
H-p-Leu-NH, oder H-pD-Phe-NH,.['!]

Des Weiteren untersuchten wir die Anwendbarkeit des
Syntheseansatzes fiir die Ligation von ldngeren all-p-Peptid-
fragmenten. Als Targets wihlten wir das Modellpeptid 1 und
die all-pD-Form der trifunktionellen, aus 34 Aminosiduren
aufgebauten WW-Domine der humanen Peptidyl-Prolyl-cis/
trans-Isomerase hPinl (2; Schema 1). Die biologische Rele-
vanz von hPinl beruht auf dem Befund, dass WW-Doménen-
haltige Proteine u.a. eine Rolle bei der Alzheimerkrankheit,
bei Chorea Huntington und dem Liddle-Syndrom spielen.['3 1
und 2 wurden durch eine einstufige Enzymligation der N- und
C-terminalen Fragmente synthetisiert. Die C-terminalen
Fragmente waren durch Festphasenpeptidsynthese am
Wang-Harz, die N-terminalen Fragmente am 4-Sulfamylbu-
tyrylaminomethyl-Safety-Catch-Harz erhalten worden (Sche-

a) b)

w

Az

ma 1; Details siche Hintergrundinformationen). Die nach
Peptidabspaltung, Entschiitzung und Reinigung erhaltenen
Peptidfragmente wurden zur enzymatischen Ligation unter
den oben beschriebenen Bedingungen und Konzentrationen
eingesetzt (mit Ausnahme der Synthese von 2, bei der aus
Griinden der Synthese6konomie die Esterkonzentration von
2mM auf 5 mm erhoht wurde; um zu untersuchen, ob die
Synthese von 2 auch mit niedrigeren Reaktantenkonzentra-
tionen gelingt, wurde eine analoge Umsetzung mit 2.5 mMm
Acyldonor und 5 mm Acylacceptor ausgefiihrt). Nach 1 h und
vollstindigem Esterumsatz wurden die Reaktionen angehal-
ten und die Produkte mit HPLC und Massenspektrometrie
analysiert (siche z. B. Abbildung 1). Die Ausbeuten betrugen
58% (1) und ca. 50% (2) und waren unabhingig von der
Reaktantenkonzentration. Mit Ausnahme der hydrolysierten
Peptidester wurden keine Nebenprodukte gefunden, was
darauf schlieBen lédsst, dass konkurrierende proteolytische
Spaltungen nicht auftreten.

Ein neuer und vielversprechender Ansatz zur Semisyn-
these von D-Aminosdure-haltigen Peptiden wurde entwickelt,
der auf der Ligation von all-pD-Peptidfragmenten beruht.
Vorteile dieser Methode sind die breite Akzeptanz von
unterschiedlich langen und sequenziell unterschiedlichen
Acyldonor- und Acylacceptorkomponenten,
milde Reaktionsbedingungen, die Vermei-
dung organischer Losungsmittel sowie die
Verwendung hochaktiver Wildtyp-Enzyme
als Katalysatoren und ungeschiitzter Peptide
als Reaktanten. Anders als bei der Verwen-
dung von Proteasen zur Synthese von kon-
ventionellen L-Peptiden treten keine pro-
teolytischen Nebenreaktionen auf. Der da-
raus resultierende irreversible Synthesever-
lauf fithrt kurioserweise dazu, dass all-D-
Peptide bessere Synthesetargets sind als die
all-L-Analoga, obwohl die eingesetzten Pro-

4063.527

I,

T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
t/min ——

T
3500

Abbildung 1. Analyse der Produkte der Clostripain-katalysierten Synthese (0.1 M HEPES-
Puffer, 0.1 m NacCl, 0.01 m CaCl,, pH 8.0, 2.5Vol.-% DMF, 25°C, [Donor]=5 mwm, [Accep-
tor]=10 mwm, [Clostripain] =20 um) der WW-Domine von hPin1 durch HPLC (a) und MAL-

milz —>

teasen in der Natur selektiv fiir all-L-Peptide
sind. Dieser Befund lisst hoffen, dass der
hier vorgestellte Ansatz auch zur Herstel-
lung von noch léngeren all-pD-Proteindoma-
nen eingesetzt werden kann.

T T
4000 4500

DI-TOF-MS (b). al) Vor der Enzymzugabe, all) nach 60 min Inkubationszeit; 1: abgespalte-

nes OGp, 2: Ac-klppgwekrmsrssg-OGp, 3: Ac-klppgwekrmsrssg-OH, 4: H-rvyyfnhitnasq-
werpsg-NH,, 5: Ac-klppgwekrmsrssgrvyyfnhitnasqwerpsg-NH,; A,s,=Absorbanz bei

254 nm. b) Ber. Molekulargewicht: 4062.02.
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