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Enzymatisch katalysierte Reaktionen und Synthesen von
Aminen sind essenziell in den Bereichen Biologie, Chemie,
Biotechnologie und Nanotechnologie. Unter den Transfor-
mationen der Amide wurden die Amidsynthese aus Carbon-
sduren, Aktiv-Estern oder Amiden durch Transacylierung
weitgehend untersucht (Schema 1b). Dagegen ist der enzy-
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Schema 1. Gegeniiberstellung von Amin-Acyl-Austausch (a) und
Transacylierungen (b).

matisch katalysierte Amin-Acyl-Austausch von nichtakti-
vierten Amiden mit Carbonsduren (Schema 1a) wenig un-
tersucht. Eine kiirzlich beschriebene,'! elegante chemische
Methode, unter Verwendung von perfluorierten Anhydriden,
erfordert die Aktivierung des Amides sowie der Carbonsiure
und ist begrenzt auf sekundidre Amide mit mangelnder Che-
moselektivitdt. Der Einsatz von Enzymen konnte eventuell
zu einem selektiveren und biokompatiblen Amin-Acyl-Aus-
tausch fiithren, ohne dass die Aktivierung der Carbonséduren
notig wire. Hinzu kédme eine hohe Stereo- und Chemose-
lektivitat.

Alle untersuchten Enzym-katalysierten Umwandlungen
der Amide konnen als Transacylierung von Carboxylaten
klassifiziert werden (Schema 1b), zum Beispiel die durch
Transglutaminase, Sortase,” diverse Proteasen™ und Lipa-
sen wie CalBP vermittelten Prozesse. Es gibt einige wichtige
mechanistische Unterschiede zwischen den beiden Reakti-
onstypen: Der Amin-Acyl-Austausch beinhaltet eine rever-
sible Umwandlung von Aminen und freien Carbonsduren,
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wohingegen die Transacylierung von Carboxylaten {iber ein
Acyl-Enzym-Intermediat verlduft, das selektiv reagiert.
Zudem kann durch kinetische Kontrolle der Reaktion in
Schema 1b die Hydrolyse verhindert werden, beispielsweise
durch Umleiten der Reaktionsfithrung iiber ein Katalysator-
Acyl-Intermediate, um freie stabile Carboxylate zu vermei-
den. Die groBlere Herausforderung liegt in dem Amin-Acyl-
Austausch, da dieser auf Gleichgewichten beruht und stabi-
lere Carboxylate als Substrate verwendet. Unseres Wissens
wurde dieser Enzym-katalysierte Acylaustausch nur in sehr
eingeschrinkten Aminen wie Harnstoff beschrieben.

Transacylierungen in biologischen Systemen, zum Bei-
spiel wihrend des Protein-Spleien oder im Proteasom,
wurden bislang stets dem Reaktionstyp in Schema 1b zuge-
ordnet.”! Es wire spannend zu untersuchen, inwieweit der
Amin-Acyl-Austausch durch Proteasen, der nicht iiber ein
Acyl-Enzym-Intermediat verlduft, unter physiologischeren
Reaktionsbedingungen katalysiert werden und daher im
Peptid-Spleilen zur Anwendungen kommen konnten. Diese
Reaktionen wiirden iiber stabile Zwischenstufen verlaufen
und wéren toleranter gegeniiber der zeitlichen und réaumli-
chen Verfiigbarkeit der Reaktionspartner. Deshalb haben wie
nach Reaktionssystemen gesucht, die einen Enzym-kataly-
sierten Amin-Acyl-Austausch in wissriger Umgebung er-
moglichen.

Wir haben bereits sowohl Hydrolyse als auch die Synthese
von Amiden mit Proteasen beschrieben (erster und zweiter
Schritt der Reaktion in Schema 1a), wobei die Substrate tiber
den Aminanteil an ein Festphasensystem (R) gekuppelt
waren.”®! Dabei konnte gezeigt werden, dass funktionalisierte
selbstorganisierte Monoschichten (SAMs) auf Goldoberfla-
chen vollstdndig kompatibel mit chemischen und biochemi-
schen Reaktionen sind, sodass wir Protease-katalysierte Re-
aktionen untersuchen konnten. Zur markierungsfreien Re-
aktionsmessung des Systems ist In-situ-MALDI-Tof-Mas-
senspektrometrie bestens geeignet. Aufgrund unserer Erfolge
mit der Protease-katalysierten Peptidsynthese auf diesen
Oberflichen® wurde diese Plattform verwendet, um zu un-
tersuchen, ob ein Amin-Acyl-Austausch méglich ist.

Dazu wurden ,,Spot Surfaces” in einem 64-Felder-Gold-
Array (geeignet fiir MALDI-Tof-Messungen) mit DMSO-
Losungen funktionalisierter Alkanthiole inkubiert, um ein
SAMs-Array zu erhalten.'! Die Dichte der funktionellen
Gruppen wurde iiber das Verhéltnis der eingesetzten Thiole
[HS(CH,),,(OCH,CH,);OCH,COOH] (1) und [HS(CH,) ;-
(OCH,CH,);0H] (2) eingestellt. N-Fmoc-Diaminobutan (3)
wurde an 1 iiber N-Succinimid-Aktivierung gekuppelt, bevor
die Fmoc-Gruppe abgespalten wurde. Mithilfe von Standard-
Peptidkupplungsreaktionen wurden neun verschiedene
Fmoc-geschiitzte Dipeptide an den funktionellen Linker ge-
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koppelt,”) um die Dipeptid-Oberflichen 4-11 (Schema 2) zu
erhalten. Dieser Prozess wurde mit MALDI-Tof-Massen-
spektrometrie iiberwacht (Abbildung 1a).
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Schema 2. Thermolysin-katalysierter reversibler Amin-Acyl-Austausch
auf einem Gold-Array.
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Abbildung 1. MALDI-Tof-Spektren des Acyl-Austausches von 9. a) Aus-
gangsmaterial 9 (m/z 1588) als Disulfid-Dimer-Natrium-Addukt.

b) Nach dem ersten Austausch mit Thermolysin und Fmoc-Leu: 9
scheint vollstindig zu 13 (m/z 1570) und dem Hydrolyseprodukt 22
(m/z 1235) umgesetzt zu sein. c) Ein zweiter Acyl-Austausch des Pro-
duktes aus Reaktion (b) mit Fmoc-Met wandelt 13 wieder in 9

(m/z 1588) um.

Die oberflaichengebundenen Dipeptide 4-11 wurden dann
mit der Protease Thermolysin aus B. Thermoproteolyticus
rocco in Gegenwart eines Uberschusses Fmoc-Leucin (12;
Schema 2) inkubiert, da Leucin als gutes Substrat fiir Ther-
molysin in P;-Position bekannt ist."!! Eine Reihe von Reak-
tionsbedingungen wurde getestet, wobei 4m NaCl in Tris-
Puffer (100 mm, pH 7.5) mit gesteigerten Ausbeuten gefun-
den wurde.!"” Abbildung 1b zeigt die Massenspektren fiir die
Umsetzung von 9 zu 13 (m/z 1570)."! Es scheint, als wiire 9
vollstandig zu 13 und dem Hydrolyseprodukt 22 (m/z 1235)
umgesetzt. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die Dipeptide 4-
7 und 9-11 erhalten. Lediglich das Prolin-Derivat 8 fiihrte zu
einer Mischung aus Startmaterial 8 und Produkt 13, wahr-
scheinlich wegen der bekannten geringen Aktivitit der Pro-
tease Thermolysin gegeniiber Prolin an P;-Position.!< !
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Die Reversibilitdit des Amin-Acyl-Austausches wurde
weiterhin untersucht, indem die oberflichengebundenen
Produkte mit frischer Protease-Losung versetzt wurden,
diesmal jedoch mit verschiedenen Fmoc-geschiitzte Amino-
sduren 14-21 anstelle von Fmoc-Leucin (12; d.h. die Reak-
tion verlduft nach dem unteren Reaktionspfeil in Schema 2).

Abbildung 1¢ zeigt die Massenspektren der Probe aus
Abbildung 1b nach Behandlung mit einem Uberschuss an
Fmoc-Methionin (19), was zu einer Oberfléche fiihrt, die frei
von Startmaterial 13 (erwartet bei m/z 1570) zu sein scheint
und dafiir 9 (m/z 1588) als einziges detektierbares Dipeptid
enthilt. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die Umsetzung von
13 mit Fmoc-Alanin (17) und Fmoc-Tyrosin (21) erhalten,
wohingegen Fmoc-Serin (15), Fmoc-Tryptophan (16) und
Fmoc-Prolin (18) zu Gemischen mit 13 fiihrten, was wahr-
scheinlich wieder der Substratspezifitit des Enzyms geschul-
det ist. Die Reaktion mit Fmoc-Glycin (14) und Fmoc-Phe-
nylalanin (20) zeigte keine Umsetzung.

Wegen der groen Zahl verschiedener Protease-Klassen
mit verschiedenen Katalysemechanismen war es interessant
zu sehen, ob der Amin-Acyl-Austausch auf Thermolysin (eine
Zink-abhingige Protease) begrenzt ist, oder ob beispielsweise
auch Serinproteasen wie o-Chymotrypsin funktionieren.
Obwohl a-Chymotrypsin ein anderes Substratspektrum hat
als Thermolysin, sollten einige der Verbindungen aus
Schema 2 als Substrate fiir beide Proteasen dienen konnen
und deswegen hilfreich fiir direkt vergleichende Studien zu
der Amin-Acyl-Austauschaktivitit beider Proteasen sein.
Somit wurden die immobilisierten Dipeptide Fmoc-Tyr-Leu-
RS (11, wobei RS die Festphase ist) und Fmoc-Tyr-Phe-RS (23)
mit Fmoc-Leu (12) und Fmoc-Phe (20) inkubiert, um die
Produkte Fmoc-Leu-Leu-R® (13), Fmoc-Phe-Leu-R® (10) und
Fmoc-Phe-Phe-R% (24) neben den Hyrdolyseprodukten Leu-
R® (22) und Phe-R? (25) zu erhalten. Diese Ergebnisse zeigen,
dass ein Amin-Acyl-Austausch mit verschiedenen Protease-
klassen unabhéngig von dem zugrundeliegenden Mechanis-
mus moglich ist, was nahelegt, dass die Reaktion einer ther-
modynamischen statt einer kinetischen Kontrolle unterliegt.

Ein groBler Vorteil der enzymatischen gegeniiber der
chemischen Methode ist die Moglichkeit, Reaktionen ste-
reoselektiv durchzufiihren, was mit den géngigen chemischen
Acyl-Austauschmethoden nicht moglich ist. Deshalb wurden
die enzymatischen Umwandlungen der Enantiomere L,L-9,
L,D-9, D,L-9 und D,D-9 mit Thermolysin in Gegenwart der
Isomere L-12 und p-12 unter denselben Reaktionsbedingun-
gen wie in Schema 2 untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass
der Amin-Acyl-Austausch tatsdchlich stereoselektiv verlauft
— lediglich die Reaktion von L,L-9 mit L-12 ergab ein Produkt
mit der Masse des entsprechenden Dipeptids 13 (siche die
Hintergrundinformationen, Abbildungen S11 und S12).
Diese Ergebnisse bestdtigen, dass die Amin-Acyl-Aus-
tauschreaktionen tatsdchlich Enzym-katalysiert verlaufen
und nicht iiber chemische Nebenreaktionen.

Neben der Stereoselektivitit der Protease-katalysierten
Amin-Acyl-Austauschreaktion kénnte man auch Chemose-
lektivitdt erwarten, da Proteasen normalerweise eine Bin-
dungsspezifitdt aufweisen. Daher sollte das Enzym in der
Lage sein, strukturell unterschiedliche Peptidbindungen, mit
eventuell dhnlicher chemischer Reaktivitit, auszutauschen.
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Um diese Selektivitét zu testen, wurden die Peptide 26 und 27
(Schema 3) iiber ,,Spot-Synthese“ direkt auf einer Gold-
oberflidche synthetisiert.l'’] 26 ist ein Pentapeptid mit einem
Fmoc-geschiitzten N-Terminus, wohingegen das Hexapeptid
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Schema 3. Enzym-katalysierter Acyl-Austausch von Peptiden auf Gold-
Arrays. (Siehe die Hintergrundinformationen fiir eine detaillierte
Beschreibung des Experiments.)

27 ein N-terminal ungeschiitztes Glycin enthilt. (Weitere
Beispiele mit kiirzeren Peptiden 31, 34, 37, 38 und 39 sind in
den Hintergrundinformationen zu finden.) Unter Behand-
lung mit Thermolysin in Gegenwart von Fmoc-Lysin (12) wie
in Schema 3 zeigt die resultierende Masse deutlich, dass nur
die Met-Leu-Bindung ausgetauscht wurde, wobei das Peptid
28 in beiden Fillen mit Hydrolyse-Nebenprodukten entstan-
den ist. Es konnte gezeigt werden, dass das Enzym selektiv
eine Peptidbindung der vier bzw. fiinf in 26 und 27 austaucht.

Zusammenfassend haben wir Reaktionsbedingungen in
wissrigem Puffer entwickelt, die es erlauben reversible, Pro-
tease-katalysierte Amin-Acyl-Austauschreaktionen zu beob-
achten. Diese Reaktionen verlaufen unter milden, biokom-
patiblen Bedingungen und sind stereo- sowie chemoselektiv.
Wir konnten zeigen, dass der Amin-Acyl-Austausch von
verschiedenen Proteaseklassen (Zink-abhingige Metallo-
protease Thermolysin und Serinprotease o-Chymotrypsin)
katalysiert werden kann. Unseres Wissens ist dies der erste
Beweis dafiir, dass Protease-katalysierte Transpeptidierungen
in wissriger Umgebung als Amin-Acyl-Austausch und nicht
als Transacylierung verlaufen. Diese Austauschreaktionen
sollten hilfreiche Anwendung in der biokompatiblen und se-
lektiven Modifikation von Amin-funktionalisierten Oberfl4-
chen in ,,Bottom-up“-Bio-Nano-Funktionalisierungsstrategi-
en finden."®

Nach unseren Studien zufolge sind Amin-Acyl-Aus-
tauschreaktionen unter physiologischen Bedingungen mog-
lich und sollten als mechanistische Grundlage fiir das Peptid-
SpleiBen im humanen Proteasom in Betracht gezogen
werden.l Das Peptid-SpleiBen produziert immunogene
Peptide aus zwei nicht aufeinanderfolgenden Fragmenten aus
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dem Stammprotein und konnte fiir die Impfstoffentwicklung
von Bedeutung sein. Diese Transpeptidierungen wurden in
der Vergangenheit den Transacylierungen von Carboxylaten
(Schema 1b) zugeordnet, aber die gezeigten Ergebnisse
zeigen die Fahigkeit der Proteasen Amin-Acyl-Austauschre-
aktionen zu katalysieren, welche eher Gleichgewichts- als
Kinetik-getrieben sind und die verschiedene Anforderungen
an Mechanismus- und Substrat-Voraussetzungen haben.
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Zuschriften
0.1% Ameisensdure in Wasser beendet. Die Analyse erfolgte Software (Bruker, USA) bei Standard-Integrationseinstellungen
durch MALDI-ToF-MS (Bruker Ultraflex II TOF/TOF) mit analysiert.

einer  55mMm 2,4,6-Trihydroxyacetophenon-Monohydrat- ~ [14] R. L. Heinrikson, Methods Enzymol. 1977, 47, 175-189.
(THAP)-Matrixlosung in Aceton. Um die Bildung von Kali-  [15] N. Laurent, R. Haddoub, J. Voglmeir, S. C. C. Wong, S. J. Gas-

umaddukten zu verhindern, wurde die Matrixlosung mit 1% kell, S. L. Flitsch, ChemBioChem 2008, 9, 2592 —2596.

einer 10 pm NaCl-Losung in Wasser (Reinheitsgrad HPLC)  [16] A.R. Hirst, B. Escuder, J. F. Miravet, D. K. Smith, Angew.
versetzt. Spektren wurden in ,reflectron positive mode® mit Chem. 2008, 120, 8122—8139; Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47,
einem Stickstofflaser (337 nm) bei 40% Abschwichung und 8002 -8018.

einer 25-kV-Ionenquelle aufgenommen und mit der Flexanalysis
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