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1. Einleitung

In den letzten Jahren hat sich die Proteinchemie sehr stark entwickelt. Die geneti-
schen Techniken gehdren inzwischen zu den Standardmethoden in der Proteinsyn-
these. Sie ermoglichen zwar die Herstellung von Polypeptiden und Proteinen, sobald
aber in einem Protein eine nichtribosomale Aminosaure oder eine unnaturliche Grup-
pe gewiinscht wird, muss man zu anderen Techniken greifen .. Deshalb basiert das
sogenannte Protein- und Enzym-engineering, dessen Ziel die Herstellung von neuen
Enzymen und Proteinen mit neuen Eigenschaften ist, hauptsachlich auf Methoden,
die eine selektive Einfuhrung von unnaturlichen Aminosauren und Funktionsgruppen
ermdglichen. Zu solchen Methoden gehoéren die Semisynthese und das 'de-novo-

Design'.

In der Semisynthese wird eine vollige Rekonstruktion einer nativen Proteinstruktur
aus Peptidfragmenten durchgefihrt. Urspringlich konnten die Peptidfragmente nur
Uber eine Peptidbindung verbunden werden. Inzwischen bezeichnet man als Se-
misynthese auch die Herstellung von Proteomimetika, in denen Proteinfragmente
Uber nichtpeptidische Bindungen verbunden sind. Diese einfachen Konstrukte beste-
hen aus Modulen von autonom gefalteten Domanen, die die naturliche Konformation
des Proteins nachbilden. Die Methode ermdglicht die Synthese von Proteinanaloga
und Konjugaten zwischen Proteinen und nicht-proteinogenen Elementen, wie Nu-

kleinsduren oder Metallchelaten 2.

Im Vergleich dazu basiert das 'de-novo-Design' auf dem Zusammenhang zwischen
der Peptidsequenz und der fur diese Sequenz moglichen Faltung. Aufgrund dieses
Wissens kann man Proteine synthetisieren, die zum grof3en Teil eine vorhersagbare
Konformation annehmen. Diese Konformation kann analog zu der 3D-Struktur be-
kannter Proteine sein, aber gleichzeitig eine neue Sequenz besitzen. 'De-novo-
Design' ermoglicht also eher die Synthese von neuen Proteinen, als die Wiederher-

stellung von schon bekannten Strukturen. !

In der Peptid- und Proteinsynthese unterscheidet man zwischen vier Syntheseme-
thoden: Synthese in Losung, Synthese auf festem Trager, enzymatische Synthese
und rekombinante DNA Technologien. Jede dieser Methoden hat ihre Vor- und Nach-

teile, die in Tabelle 1 aufgelistet sind.



Tabelle 1: Vergleich zwischen bekannten Peptid- und Proteinsynthesemethoden .

Eigenschaften Synthese auf fe- | Synthese in LO-|enzymatische recombinante
stem Trager sung Synthese DNA Technologie
erreichbare Pep- | Oligo- bis Poly- | Oligopeptide Oligopeptide Polypeptide  und
tidlange peptide Proteine
Schutzgruppen- vollig geschitzt teilweise bis vollig | teilweise bis mini- | nicht nétig
strategie mal
Substrat- und | sehr teuer teuer teuer bis ziemlich | billig
Reagenzkosten billig
Reaktionsbedin- gefahrlich* gefahrlich* mild mild
gungen
Racemisierung teilweise teilweise keine keine
Produktsauberkeit | sehr hoch hoch mittel bis hoch niedrig bis mittel
Entwicklungssta- | erforscht erforscht in Entwicklung in Entwicklung
dium
Anwendung Anwendung  be- | die bevorzugte | mittel- bis hoch- | zur Produktion von
grenzt wegen | Methode zur Her- | wertige Pharma- | Proteinen und
hoher Kosten, zur | stellung von Kkur- | zeutika, teilweise | Polypeptiden
Synthese von | zen und mittellan- | attraktiv fir Syn-
hochwertigen gen Peptidphar- | these von Zusatz-
Pharmazeutika mazeutika stoffen flr Le-
bensmittelindustrie

* -Toxizitat der Kupplungsreagenzien

Nachdem Merifield GUber die Synthese auf festem Trager (SPPS - solid phase peptide
synthesis) berichtet hat ®7) wird standig nach neuen Tragermaterialien, Ankniip-
fungsfunktionen und geeigneten Kupplungsreagenzien gesucht. Die SPPS ermdg-
licht zwar Oligopeptide in der Lange von etwa 20 Aminosauren zu synthetisieren,
aber die Synthese von langeren Peptidketten und Proteinen ist nicht mdglich, was
zur Entwicklung von mehreren Segmentligationstechniken gefiihrt hat ©!.

Zu den gut erforschten Ligationstechniken gehort die chemische Segmentkupplung[gl,

mit Kupplungsreagenzien, die in der Festphasensynthese und bei der Synthese in
Lésung verwendet werden. Obwohl in der schrittweise geflhrten Peptidsynthese
(dank der Urethangruppe in geschitzten Aminosauren) keine hohe Racemisierung
beobachtet wird, versagen die meisten Kupplungsreagenzien schon bei Segment-
kupplungen, bei denen man mit ungeschitzten Peptiden arbeitet, und liefern eine
hohe Konfigurationsinversion. Aus diesem Grund benutzt man zusatzlich zu den
(HOSu)
(HOBt), was die Racemisierung deutlich reduziert. AuRerdem werden standig neue

Kupplungsreagenzen N-Hydroxysuccinimid oder Hydroxybenzotriazol
Kupplungsreagenzien entwickelt. Die besten Resultate in der Segmentkupplung
(niedrige Racemisierung und Epimerisierung, hohe Kupplungsausbeute) zeigten HA-
TU und HAPyU "% Zur Makrocyclisierung eigneten sich am besten BOP, Propyl-

phosphonanhydrid, DCC mit Pentafluorophenol, HAPyU "' und DCC mit DMAP-TFA




Salz "?. Die Kupplungsreagenzien und Reaktionsbedingungen miissen jedoch bei

der Segmentkupplung jeweils einzeln optimiert werden.

Dank starker Entwicklung von SPPS-Techniken ist heute die Synthese von Oligopep-
tiden Uberhaupt kein Problem mehr und kann sogar vollig automatisiert werden. Et-
was komplizierter sind dann die Verknipfungen von Oligo- und Polypeptiden mitein-
ander, um ein Protein aufzubauen. Die Methoden mussen sehr haufig fur den einzel-
nen Fall optimiert werden. In den letzten Jahren wurden mehrere Segmentverknup-

fungstechniken entwickelt, von denen die Wichtigsten beschrieben werden sollen.

Eine haufig benutzte Segmentligationstechnik ist solid phase chemical ligation
(SPCL) 3] Die zwei tiber SPPS synthetisierten Segmente, von denen eines noch mit
dem festen Trager verknUpft und das andere geldst und teilweise geschitzt ist, rea-
gieren miteinander. Die Reaktion findet statt zwischen einem Thiolester am C-
Terminus eines Peptides und einem N-terminalen Cystein des zweiten Fragments.
Nach der Umesterung zum Thioester und spontaner Umgruppierung zwischen der
Aminogruppe des N-terminalen Cysteins und dem Thiolester entsteht eine Amidbin-

dung zwischen zwei Peptidfragmenten (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schema der solid-phase-chemical-ligation.



Eine ahnliche Methode, die nicht auf festem Trager sondern in Lésung durchgeflihrt
wird, ist die native chemical ligation (NCL) ', Die NCL gehért in der Semisynthese
von Proteinen zu den am haufigsten verwendeten Methoden. Der erste Schritt ist
chemoselektiv und findet bei physiologischem pH-Wert zwischen einem aminotermi-
nalen Cystein des ersten Peptids und einer Thioestergruppe des zweiten Peptids
statt. Genauso wie in der oben beschriebenen Methode folgt auf die Thioumesterung

ein S zu N Acyltransfer und am Ende wird eine Peptidbindung gebildet (Abbildung 2).

HS

O H,oN CONH—Polypeptid '
Polypeptid %
Csr

“ a) Transesterifikation

HoN

("
Polypeptid4<
(s CONH—Polypeptid’

l b) S zu N Acyltransfer

SH

0
Polypeptid% L

NH CONH—Polypeptid"

Abbildung 2: Native chemical ligation.

Thioumesterung und S(O) — N Acyltransfer sind auch Schlusselreaktionen im 'Prote-
in-Spleilkens-Process'. Dieses Prozess wurde in den letzten 10 Jahren erforscht,
nachdem man festgestellt hatte, dass manche Gene primare Aminosauresequenzen
kodieren, die man spater nicht in reifen Proteinen findet. Aufgrund der eigenartigen
Eigenschaften von diesen ausgeschnittenen Polypeptiden konnte man als Mecha-

nismus ‘'mRNA-splicing' ausschlieen. Der Prozess des Proteinspleiens ist ein Ana-

4



logprozess zum '‘RNA-splicing’. Im 'RNA-splicing' werden bestimmte RNA-Ketten,
sgn. Introns, aus mRNA ausgeschnitten, bevor es zur Translation von Proteinen
kommt. Im Prozess des Proteinspleilen werden bestimmte Polypeptidketten sgn.
Inteine aus Proteinprecursoren posttranslational ausgeschnitten (Abbildung 3). Intei-
ne sind Polypeptidketten, die posttranslational aus einem Proteinvorlaufer ausge-
schnitten werden. Sie sind enzymahnliche Stoffe, die die Proteinverknupfung zwi-
schen zwei Polypeptidketten (Exteinen) katalysieren. Der Prozess ist vergleichbar mit
einer Verknupfung von RNA Ketten - Exons mit gleichzeitigem Freisetzen von
Introns. Man hat bisher etwa 100 Inteine identifiziert und alle besitzen Ser oder Cys
am N-Terminus und die Aminosauretriade, His-(Asp/GIn)-(Ser/Thr/Cys) am C-
Terminus. Diese Aminosauren sind unentbehrlich, um den Prozess des '‘protein

splicing' zu beobachten. (Abbildung 4)

A) ProteinspleiBen B) RNA Spleien
N-extein intein C-extein Exon 1 Intron Exon 2
DNA i i DNA i i
l Transkription l Transkription
N-extein | intein =~ C-extein Exon1 | Intron Exon2
mRNA | | Prekursor | |
der RNA
l Translation l RNA SpleiBen
Protein- N-extein  ~ intein  C-extein mRNA Exon1 , Exon2 Intron
prekursor | | [
l Proteinsplei3en l Translation
N-extein | C-extein intein Exon 1 | Exon 2
| I
reifes Protein reifes Protein

Abbildung 3: Vergleich zwischen Proteinspleien und RNA-splicing.

Die Rolle und Eigenschaften des Inteins wurden in den letzten Jahren besser ver-
standen "l Seit dieser Zeit verwendet man Intein vermittelte Kupplung (intein media-
ted protein ligation) in der Proteinsynthese. Die IPL (intein-protein-ligation) kann man

sowohl zur Segmentkniipfung als auch zur Kopf-Schwanz Proteincyclisierung’

' Kopf-Schwanz Cyclisierung ist eine Bezeichnung fiir Cyclisierung zwischen N- und C-terminalem

Ende von Polypeptiden oder Proteinen.



benutzen "®'. Die Intein vermittelte Proteinspaltung kann man nicht nur zur Seg-
mentkupplung zwischen zwei Peptiden verwenden, sondern auch zur Herstellung
von Reinigungsvektoren ['* "1 selbstspaltenden Elementen mit einer Affinitat zu be-
stimmten Proteinen (z.B. Avidin, Streptavidin, Glutathion, Antikdrper), Ubergangsme-
tallen oder Zucker (z.B. Maltose, Chitin), so dass man sie auf Affinitatssaulen von
anderen Proteinen leicht abtrennen kann (z.B. IMPACT - intein-mediated-purification-

with-an-affinity-chitin-binding-tag).

Extein (A) »/\
HX HX ToX HX
Q a) \A (0]
. 0
Intein D HoN Intein

H
Extein (A) N Exten (B) i
wO]/\ﬂ N H Extein (B)
NH, NH,
(0]
R
. k N Exten (A)
Fo
HX X

o + (0] c) j\ o j\
Extein (A)—é’)}(:l\ —_— HoN Inten K/?}j{ Extein (B)

HoN Extein (B) NH,

lm

HX

HoN

Exten (4" "N Exten (B)

Abbildung 4: Mechanism des Proteinsplei3ens.

a) N—O(S) Acyltransfer in Serin oder Cystein am N-Terminus

b) Umesterung, in der ein verzweigtes Intermediat mit zwei N-Termini gebildet wird

c) Cyclisierung von Asn oder Gin unter Freisetzung des Inteins

d) O(S)—N Acyltransfer im Serin, Threonin oder Cystein, der zur nativen Amidbindung zwi-

schen zwei Exteinen fiihrt



Eine weitere Anwendungsmaoglichkeit ist ‘trans-splicing' - durch Intein verursachte
Verknupfung von zwei Proteinen, die in zwei unterschiedlichen Mikroorganismen

produziert wurden. IPL (intein-protein-ligation) wurde ausserdem bei Kopf-Schwanz

Cyclisierung von Proteinen [ " und zur Einfiihrung von nicht natiirlichen Aminos&u-

ren 2% wie Selenocystein ?* 2" bzw. Iminodiessigsaure (Ida) *? verwendet.

Zu weiteren Segmentligationstechniken gehért die tandem-pseudoproline-ligation ™.
Die Methode eignet sich zur Peptidsegmentverknipfung in prolinreichen Peptiden. In
der Reaktion zwischen einem Glykolaldehyd am C-Terminus eines Peptides und ei-
ner Aminosaure mit zwei nukleophilen Gruppen (Cystein, Serin oder Threonin) am N-

Terminus des zweiten Peptides bildet sich Thiaprolin oder Oxaprolin (Abbildung 5).

H HX -R a) HX_ _R
Peptid—_—O Peptid ' =~ ( .
ep Rl \/go * HN ’ /—C\N Peptid *
@) ') Q
0] @)
Peptid
b)
OH “
x_ R
X c) _<
Peptid '
. ~ P A— N
Peptld\n/N R €>£; N
0]

e} o Peptd Peptid

Abbildung 5: Tandem Pseudoproline Ligation

a) Bildung des Iminintermediats

b) Ring-Kette Tautomerisierung unter des Bildung Thiazolidin- oder Oxazolidinesterinterme-
diats

c) O(S)—N Acyltransfer, Bildung von Thiaprolin oder Oxaprolin.

Die Segmentverknupfungsstechniken werden sehr haufig zur Kopf-Schwanz Protein-
cyclisierung verwendet. AuRer der oben beschriebenen intein-mediated-ligation " 18!
wurde auch eine 'thia-zip' Reaktion®® zum Ringschluss verwendet. Die Reaktion ist
analog zur 'aza-zip' Reaktion und findet zwischen einem Thiolester und einer freien
Thiolgruppe des Cysteins statt. Nach der Thiolveresterung bildet sich zunachst ein

Thiolacton, das durch Austausch von weiteren Thiolgruppen einen immer groReren
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Ring einschlie3t. Am Ende bildet sich ein a-Aminothiolacton, das sich nach einem

S,N-Acyltransfer in ein cyclisches Peptid umwandelt. Die Methode ermdéglicht den

Ringschluss von bis zu 33 Aminosauren. (Abbildung 6)

SH SH gy gy SH

O

SH
HS SH
\ ©)
SH
)
|
NH2~/O
SH
HS < SH
SH
NH
o
SH

Abbildung 6: Thia-Zip Reaktion.

a) Thiolactonbildung

b) Thiolactonaustausch

¢) Bildung des o-AminothiolactonsS

d) S,N-Acylmigration

SH (SH SH  SH
HzNws -
Ero
£

/‘\/\‘/—\

SH SH o s sﬁ_\'
HoN ( 8/

—0

Viele der modernen Proteinmodifikationsmethoden basieren auf genetischen Techni-

ken. Die positionsgerichtete Mutagenese (site-directed-mutagenesis) bietet eine

Mdglichkeit zur Einfihrung einer gewlinschten Aminosaure an einer bestimmten Po-

sition in der Primarsequenz. Statt einer natlrlichen Aminosaure kann auch eine nicht-

proteinogene Aminosaure, (z.B. Iminodiessigsaure (Ida) #?!) eingebaut werden.

Die durch Semisynthese synthetisierten, modifizierten und rekonstruierten Polypepti-

de muissen noch in eine definierte raumliche Struktur gefaltet werden, damit sie bio-
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logische Aktivitat erlangen. Trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet ist es im-
mer noch schwierig, zuverlassige Aussagen daruber zu treffen, welche dreidimensio-
nale Struktur das synthetisierte Protein annehmen wird. Diese Faltungsprobleme
versuchte man in dem ‘de-novo-Design' dadurch umzugehen, dass man Peptidblok-
ke, die mit hoher Wahrscheinlichkeit eine bestimmte 3D-Struktur annehmen, mitein-

ander fixiert.

In der Literatur wird seit Jahren ein TASP-Konzept (Template-Assembled-Synthetic-
Proteins) %% als Beispiel fiir 'de-novo-Design’ beschrieben, in dem man auf einem
Templat kovalent gefaltete Bauelemente: Helices, B-Faltblatter, Schleifen usw. an-
knUpft. Das Templatmolekul dient dazu, die Faltung kovalent fixierter Peptidblocke in

einer vorgegebene Packungsanordnung zu dirigieren.

Am haufigsten werden vier o-helikale Einheiten an einem Peptidgerust als Templat
angekniipft, so dass man ein Helixbiindel erhalt *®2 Die Helices werden kovalent
iber Oximbindungen " oder Thioetherbindungen * bzw. S-Alkylbindungen B% ver-
kniipft. Entwickelt wurden auch Sandwich-TASP,!*¥! (Abbildung 7) in dem man 4 o-
helikale Einheiten zwischen zwei Gerusten eingebaut hat. Die mit hoher Wahrschein-
lichkeit vorhersagbare raumliche Struktur des TASP-Proteins ermdglicht den Einsatz

dieser Methode zur Herstellung von Proteinmimetika und kunstlichen Bindungsstellen

fur Rezeptoren und Antikorper. (341

e

Molekularer Baukasten

Sandwich- TASP

Abbildung 7: Das TASP-Prinzip im Protein-de-novo-Design.

'De-novo-Design' wurde auch als Werkzeug im enzyme-engineering genutzt. Auf Ba-
sis dieses Konzeptes wurde eine kiinstliche Ligase synthetisiert . Die Ligase be-

stand aus 33 Aminosauren, die eine a-Helixkonformation annahmen. Die hydropho-

9



ben Aminosauren befanden sich nur auf einer Seite der Enzymhelix, so dass sie Uber
die hydrophoben Reste der helikalen Substrate miteinander interagieren konnten.
Das kunstliche Enzym katalysierte die Verknupfung von Oligopeptiden: S1 + S7, S¢ +
Ss, S4 + S7, S5+ S7 ( die Zahl beschreibt die Zahl der Aminosauren in der Peptidket-
te. (Abbildung 8)

- e

ES.S, E-P* E-P

Abbildung 8: Reaktionsmodel der Peptidsynthese mit einer kiinstlichen Ligase als Katalysa-
tor. Peptidfragmente (S;, S;)werden (iber elektrostatische Wechselwirkungen am dem Kata-
lysator gebunden, dabei bildet sich ein Enzym-Substrat-Komplex (E-S;-S;). Der Komplex

erleichtert dann Bildung eines neuen Peptides (P) mit Thioester als Zwischenverbindung

(P?).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war eine selektive N-terminale Modifikation von Proteinen unter
Reaktionsbedingungen, die die native Struktur des Proteins nicht schadigen. Die
Modifizierung sollte eine regioselektive Einfuhrung von unnaturlichen Gruppen er-
moglichen, die die physikalischen, chemischen oder funktionellen Eigenschaften des
Proteins verandern. Die erworbenen Proteinkonjugate kénnen unter anderem eine
Anwendung in Studien Uber Struktur, Dynamik und Selbstorganisation von Proteinen
finden. Da die Modifikationsmethode eine Einfuhrung eines moglichst breiten Spek-
trums an funktionellen Gruppen ermdglichen sollte, hat man eine Strategie gewahilt,
die aus zwei Schritten besteht. Im ersten enzymatischen Schritt sollte eine chemo-,
regio- und stereoselektive Einfihrung einer Hilfsgruppe stattfinden, die dann chemo-
selektiv modifizierbar ist. Diese Gruppe sollte dann im zweiten Schritt eine gezielte,
selektive chemische Modifikation eingehen, bei der man die tatsachlich gewlnschte
funktionelle Gruppe einfuhrt. (Abbildung 9)

A: B:
der enzymatische der chemische
Schritt /H Schritt /H
Protein [ —NH, —— Protein —N _— Protein —N

&

Abbildung 9: Zwei-Schritt-Strategie zur regioselektiven, N-terminalen Proteinmodifizierung.
RG - reaktive Gruppe, eine chemisch leicht modifizierbare Gruppe, die in der zweiten Stufe

eine selektive Reaktion eingehen kann. FG - eine unnatiirliche, funktionelle Gruppe.

Da das modifizierte Protein seine naturliche Faltung behalten sollte, missen die bei-
den Schritte unter sehr milden Bedingungen (wassrige Losung, Raumtemperatur,
nahe physiologischem pH-Wert) durchgeflhrt werden.

In dieser Arbeit sollte der erste, enzymatische Schritt der beschriebenen Modifikati-
onsstrategie entwickelt werden. Als geeignete Modifikationsmethode wurde die 're-
verse Proteolyse' gewahlt, die eine proteasekatalysierte Bildung einer Peptidbindung

ist. Proteasen sind Enzyme, die eine Spaltung von Peptidbindungen katalysieren. Da
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alle Enzyme Gleichgewichtsreaktionen katalysieren und prinzipiell fahig sind, auch
die Ruckreaktion zu katalysieren, sind auch die Proteasen in der Lage die umgekehr-
te Reaktion zur Spaltung der Peptidbindung, also die Bildung der Peptidbindung zu
katalysieren. Reverse Proteolyse kann sowohl unter thermodynamischer als auch
unter kinetischer Kontrolle stattfinden. Die Thermodynamik begtinstigt eher die Spal-
tung als die Bildung der Peptidbindung und nur unter Anwendung des Massenwir-
kungsgesetzes (durch Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen Spaltung und
Bildung zugunsten der Bildung) kann man die Proteasen zur Peptidsynthese ver-
wenden. Im Vergleich dazu kann die kinetisch kontrollierte Peptidsynthese nur mit
solchen Proteasen verlaufen, die eine kovalente Bindung mit einem Acyldonor bil-
den, also mit Serin- und Cysteinproteasen. Im Laufe der Reaktion bildet sich ein Acy-
lenzymintermediat, das durch den nukleophilen Angriff von Wasser oder einer Ami-
nokomponente zerstort wird. Dabei wird die Acylkomponente auf das Amin oder
Wasser Ubertragen, so dass im Endeffekt eine Aminolyse oder Hydrolyse stattfindet.
(Abbildung 10)

@)
<
T

@)

I \ | o g TH
o —_—
R™ X Enzym R™ X =+ Enzym
l\v X-H
)
lCll
R™ Y Y—Enzym
+ H,N-R' +H,0
Kamin Khyd
! !
R” \H—R' R” TOH
+ +
Enzym Enzym

Abbildung 10: Schema der kinetisch kontrollierten enzymatischen Peptidsynthese.

Die Aminolyse fuhrt zur Bildung eines Amides. Die Ausbeute der Peptidsynthese ist

von den relativen Geschwindigkeiten der Aminolyse und Hydrolyse abhangig (Kamin,
12



Kryd). Bei Kamin'[Amin] > knyq [H20] wird mehr Peptidprodukt gebildet als Acylenzym-
derivat hydrolysiert, was zur Akkumulation des Peptides flhrt. Das entstandene Pep-
tid kann wieder durch die Protease abgebaut werden, weshalb man die Synthese
kinetisch verfolgen und beim Erreichen der maximalen Produktkonzentration unter-
brechen muss. Die Voraussetzung fur eine erfolgreiche Peptidsynthese ist, dass das
entstandene Peptid langsamer abgebaut wird, als der Acyldonor das Enzym beladen

kann.

Durch Verwendung von hochspezifischen Proteasen kann man Regioselektivitat ge-
winnen, so dass die Reaktion nur an einer einziger Stelle stattfindet. In dieser Arbeit
wurde eine IgA-Protease verwendet. Diese Endoprotease zeichnet sich durch eine
sehr hohe Spezifitat zu einer Peptidsequenz aus, die in Proteinen sehr selten vor-
kommt, namlich -Pro-Pro-X-Pro-, wo X = Ala oder Gly ist. Diese Protease ist inzwi-

schen kommerziell erhaltlich.

Als Modifikationsstelle wurde der N-Terminus gewahlt, da die Mehrzahl der Proteine
einen N-Terminus mit freier a-Aminogruppe, die chemisch von anderen nucleophilen
Resten unterschiedlich ist, enthalt. Der N-Terminus ist in der Regel ein wenig struktu-
riertes, ungefaltetes Element, das zufallige Konformationen annimmt (random coil).
Der N-Terminus ist haufig exponiert gegenuber der gefalteten Struktur und dadurch
fur andere Molekile leicht zuganglich. Das ist in diesem Fall unabdingbar, da der N-
Terminus fahig sein sollte, an das aktive Zentrum des Modifikationsenzyms gebun-

den zu werden.

Diese Arbeit ist eine Fortsetzung von Untersuchungen durch C. Seitz, der in seiner
Dissertation *® sehr ausfilhrlich die Substratspezifitat der IgA-Protease untersucht
hatte. Dabei wurde festgestellt, dass die folgende Substratsequenz im Acyldonor und
im Nukleophil zur schnellsten Kupplung der Fragmente und damit zu hohen Ausbeu-
ten fuhrt.

-Pro- Arg-Pro- Pro-l-Ala-Pro-Ser-Trp-
Ps-P3-Py-Py - Py -Py'-P3' - P4

wobei die P1...P, Aminosaurepositionen des Acyldonors und P4'...P," Aminosaurepo-
sitionen des Nukleophils sind (Nomenklatur von Schechter und Berger®”, ausfiihrli-
cher in dem Kapitel 'Reverse Proteolyse' beschrieben). AuRerdem hat er die enzyma-

tische Modifikationen von mehreren Peptiden durchgefihrt, z.B. p-Casomorphin-5
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(human), Carbohydrate Structure Mimicking Peptide (CSMP), Bradykinin, o-Bag Cell
Peptid («—BCP), Allatostatin I, Adrenocoticotropes Hormon (ACTH) (11-24) human.

In dieser Arbeit wurden hauptsachlich die Reaktionsbedingungen der reversen Pro-
teolyse fur Modellpeptide und Proteine optimiert. Das Ziel war die Herstellung von
Peptid- und Proteinkonjugaten, die ausschlief3lich am N-Terminus durch Einflhrung
von unnaturlichen Gruppen modifiziert wurden, was in Abbildung 11 noch einmal zu-

sammengefaldt wurde.

Protein |—NH, + Pro-Xaa-Pro-Pro-OMe

l IgA-Protease

RG-Pro-Xaa-Pro-Pro-OH

+

Pro-Xaa-Pro-Pro- NH —1 Protein

Abbildung 11: N-terminale Einfiihrung einer reaktiven Gruppe (RG) in der Reaktion der kine-

tisch kontrollierten reversen Proteolyse.

Die ausgewahlte Proteinmodifikationsmethode konnte nicht nur die Einfuhrung von
unnaturlichen Gruppen, sondern auch die Bildung von Proteinfusionen, Verknupfung
von Proteinsegmenten und Einflihrung von nicht-proteinigenen Aminosauren (auch
isotopmarkiert) in die Proteine ermdglichen. Die breite Palette von Modifikationsmaog-
lichkeiten und Eigenschaften wie Regio-, Chemo-, und Stereoselektivitat, sowie Um-
weltfreundlichkeit bestatigen die Konkurrenzfahigkeit dieser Methode im Vergleich
mit anderen schon bekannten Proteinmodifikationsmethoden, die im nachsten Kapi-
tel beschrieben wurden.
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3. Modifikation am N-Terminus

Bei Proteinmodifikationen spielt der N-Terminus eine privilegierte Rolle. Jedes Prote-
in enthalt einen N-Terminus, der in der Regel nicht strukturiert ist. Das Aminoende
liegt isoliert von gefalteten Proteindomanen vor und ist in aller Regel leicht zugang-
lich fur Lésungsmittel und aktive Reagenzien. Aus diesem Grund sollte der N-

Terminus leichter modifizierbar im Vergleich zu den gefalteten Strukturen sein.

Bei der Verwendung von chemischen Methoden zur N-terminalen Modifizierung
muss man die Nebenreaktionen mit entsprechend funktionalisierten Seitenketten in
Betracht ziehen. Besonders anfallig sind die nucleophilen Seitenkettengruppen, wie
die e-NH,-Gruppe des Lysins, die Thiolgruppe des Cysteins oder die Hydroxygrup-
pen des Serins, Threonins und Tyrosins. Die e-Aminogruppen von Lysin gehen die
meisten stérenden Reaktionen ein und mussen entweder blockiert werden, oder die
Modifizierungsreaktion an der o-Aminogruppe muss unter solchen Bedingungen
durchgefuhrt werden, dass die Lysinseitenketten inaktiv bleiben und die gewlnschte
Modifikation nur am N-Terminus stattfindet. Viele organische Losungsmittel, manche
Reagenzien, extreme pH-Werte und Temperaturen kdnnen zur Vernichtung der nati-
ven Proteinstruktur fihren. Aus diesem Grund behalten die meisten chemisch modifi-
zierten Proteine nur einen kleinen Teil der natlrlichen biologischen Aktivitat. Trotz
optimierter chemischer Methoden wird standig nach Alternativen gesucht, die mog-
lichst wenig Nebenprodukte bilden und die unter milden, ' proteinschonenden ' Be-

dingungen funktionieren.

Eine viel versprechende Methode ist die enzymatische Modifikation. Besonders ge-
eignet sind proteolytische Enzyme, die durch Anwendung von reverser Proteolyse
nicht nur zur Spaltung sondern auch Wiederherstellung von Peptidbindungen fahig
sind. Ein Vorteil der enzymatischen Modifizierung ist die Regiospezifitat, denn die
Reaktion findet nur in der Hauptkette und dort nur an der Stelle statt, die Uber eine
fur die Protease spezifische Sequenz verfugt. Die Reaktionsbedingungen sind haufig
sehr mild. Ein wassriges, nicht-denaturierendes Milieu, milde Temperaturen, physio-
logische pH-Werte schadigen nicht die native Struktur des Proteins, so dass man

eine Chance hat, biologisch aktive Derivate nach der Modifikation zu erhalten.

Das Ziel von regiospezifischen N-terminalen Modifikationen ist eine gezielte und kon-
trollierbare Einfuhrung von kinstlichen oder natirlichen Gruppen, die dann die che-

mischen, physikalischen, biologischen oder technologischen Eigenschaften des Pro-
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teins andern. Die Ldslichkeit in Wasser, thermische Stabilitat, Ladung, GroRe, Affini-

tat zu Membranen und viele andere Eigenschaften konnen auf diese Art variiert wer-

den. Die Auswahl der angeknupften Einheit eréffnet durch ihre Funktion eine ganze

Reihe von Anwendungsmadglichkeiten (Tabelle 2).

Tabelle 2: Die funktionellen Gruppen in modifizierten Proteinen, ihre Eigenschaften und An-

wendungen.

eingefiihrte Gruppe

erworbene Eigenschaft

Anwendung

Chromophore ¥

erhdhte UV-Absorption

klinische und diagnostische Studien,
erleichterte Proteinanalytik, Studien
Uber Proteine und ihre Interaktionen
mit der Umgebung in vitro

fluoreszierende Gruppen
[54] [55] [50] [51] [48]

starkeres Fluoreszenzsi-
gnal

klinische und diagnostische Studien,
erleichterte Proteinanalytik

radioaktiv markierte A-
tome

Radioaktivitat

klinische und diagnostische Studien,
Radiopharmazie, erleichterte Pro-
teinanalytik

n [62] [563] [45]

Chelatgruppe

Fahigkeit zur Komplexie-
rung von Metallionen, ver-
anderte Ladung, Fahigkeit
zur Spaltung von Peptiden,
DNA, RNA Kette #°117]
Stabilisierung der Protein-
struktur

erleichtere Separation uber
lonenaustauschsaulen,
Gelelektrophorese und
Affinitatssaulen, Sequenzstudien,
Analyse der Funktionalitat einzelner
Strukturdoméanen

Biotin [38] [48] [51] [56]

erhdhte Affinitat zu be-
stimmten Stoffen (z.B. zu
Avidin oder Streptavidin)

vereinfachte Separation der er-
wuinschten Proteine durch Verwen-
dung von Affinitatssdulen, Quantifi-
zierung von Proteinen, effiziente
Immobilisierungsmethode

POlymere [67][49] [41-43]

erhohteThermostabilitat,
Stabilitat gegen proteolyti-
sche Angriffe, Affinitat zu
Membranen

klinische Studien Uber neue Phar-
mazeutika (die Immunogenitat wird
reduziert), Studien Uber Proteinasso-
tiation, Immobilisierungsmethode

Zuckerbausteine 18

erhohteThermostabilitat,
Stabilitat gegen proteolyti-
sche Angriffe

klinische Studien tUber neue Phar-
mazeutika (die Immunogenitat wird
reduziert)

Fettsauren 52139

Hydrophobie, héhere Affini-
tat zu biologischen Mem-
branen, Fahigkeit zur Ag-
gregation und zur Bildung
von Micellen

Studien uber Diffusion durch biologi-
sche bzw. Modellmembranen, Be-
rechnungen der Bindungsenergie mit
der Membran, Studien Uber Protein-
Protein Wechselwirkung, Micellen-
bildung, Immobilisierungsmethode
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Veranderung oder Modifi-
kation der biologischen

Cofaktoren und Coen- Funktionen, neue oder ver- | Bildung von neuen oder verbesser-
zyme 01 [58] besserte Enzymaktivitaten, |ten Enzymen (enzyme-engineering)
héhere enzymatische Spe-
zifitat

Untersuchungen von Assoziationen,
Vernetzung von Proteinen, Bildung
von Enzymkomplexen, die Herstel-

Ribonucleinsauren eine héhere Affinitat zu lung von neuen, effektiveren Enzy-
(RNA) 418 komplementiren DNA- men, z.B. Nucleasen “¥, Immobili-
Ketten sierungsmethode, erleichtere Sepa-

ration von Proteinen, die eine ge-
wulnschte Nukleinsauresequenz ent-
halten.

3. 1. Die chemische Modifizierung

Wegen der geringen Spezifitdt der chemischen Methoden muss man bei der Modifi-
kation der a-Aminofunktion eines Proteins auch Nebenreaktionen mit Seitenketten
zum Beispiel mit e-NH, Gruppen des Lysins in Betracht ziehen. Um diese unselektive
Reaktion zu vermeiden, sollte man zuerst die aktiven Seitenkettengruppen blockieren
oder die Reaktion unter solchen Bedingungen durchfihren, dass nur die o-
Aminogruppe aktiv bleibt. Die Selektivitat wird erreichbar durch die unterschiedlichen
pKa Werte flr o-NH; und e-NH; Lysinreste (Tabelle 3).

Tabelle 3: pKa-Werte fiir Aminogruppen am N-Terminus von Proteinen und an den Lysinsei-

tenketten.
Aminogruppe pKa
0-NH, am N-Terminus 6.8-7.9 16l 8.0 171
e-NH; Lysin 10.4 18 10.0 ¥7

Wenn man die Reaktion beim pH-Wert von 8 fihrt, ist GUber die Halfte der a-NH;
Gruppen nicht protoniert und dadurch in nucleophilen Substitutionen aktiv, wahrend
die e-NH, Gruppen von Lysin noch weitgehend protoniert und dadurch unreaktiv sind.
In Wirklichkeit erhalt man unter diesen Bedingungen jedoch eine Mischung von meh-

reren Produkten, so dass die Ausbeute an erwinschtem Produkt relativ niedrig ist.
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Haufig ist auch ein hoher Zusatz an organischem L&sungsmittel bzw. nicht immer
milden chemischen Agenzien notwendig, was in vielen Fallen eine Entfaltung der
nativen Struktur der Proteine bewirkt und die biologische Aktivitat der modifizierten

Proteine reduziert.

Die meisten chemischen Methoden zur Acylierung basieren auf einer Reaktion zwi-
schen einem Aktivester und der freien Aminogruppe. Als Aktivester wird haufig N-
Hydroxysuccinimidester benutzt. Der Ester ist im Wasser relativ hydrolysebestandig
und hat gleichzeitig eine geringe Alkoholysetendenz und reagiert dadurch nicht mit
Seitenketten von Serin, Threonin oder Tyrosin. Nur die Lysinreste kdnnen Probleme

durch Nebenreaktionen verursachen.

Die Gruppe von Deibel *®! hat das recombinant-human-interleukine-1p8 (rlL- 1) bei
zehnfachem molaren UberschulR von Succinimidyl-6-(biotinamido)hexanoat oder Sul-
fonsuccinimidobiotin modifiziert. Die Reaktion wurde in mildem, walrigem Milieu,
unter nativen Bedingungen durchgefiihrt, so dass man keine Denaturierung des Pro-
teins erwartet hat. Der Acyltransfer war allerdings nicht fir den N-Terminus spezi-
fisch. Man erhielt mehrere Produkte durch Lysinbiotinylierung. Das biotinylierte Prote-

in zeigte nur 10% der biologischen Aktivitat im Vergleich zu dem unmodifizierten IL-
1B.

Eine ahnliche Strategie, die ebenfalls mehrere Nebenprodukte brachte, wurde bei
der Einfihrung von wasserléslichen Polymeren an den GCFS (granulocyte-colony
stimulating-factor) genutzt. ¥ Der recombinant human GCSF (rhg-GCSF) wurde mit
dem N-Hydroxysuccinimidylester von Carboxymethylmethoxypolyethylenglycol
(SCM-MPEG) mit einer durchschnittliche Masse von 6000 Da in einem walrigen Puf-
fer bei pH = 8.0 umgesetzt. Die Reaktion ergab mehrere Produkte: drei mono-PEG-
Formen und mehrere di-PEG-ylierte Produkte. Das monosubstituierte PEG-GCSF
hatte eine vergleichbare biologische Aktivitat und eine hohere Thermostabilitat als

das unmodifizierte.

Die Methode auf Basis des Akivesters hat auch Carlsson % zur Proteinthiolierung
verwendet. Die Anknlpfung von 2-Pyridyldisulphiden brachte eine neue Thiolgruppe
ins Protein ein und ermdglichte weitere Modifikationen, sogar Herstellung von rever-
siblen Protein-Protein Konjugaten, die dann leicht durch eine Reduktion (z.B. mit

DTT) gespalten werden konnten (Abbildung 12). Diese Technik wurde benutzt zur
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Bildung von Proteinkonjugaten zwischen a-Amylase und Urease oder Ribonuclease

und Albumin, ist aber zur Einfiihrung von nahezu beliebigen Gruppen anwendbar.

)
O

I
Protein—NH, + @S—S—CHz—CHz—C—O—N
—N
l 0

@)
@)
72\ I
S—S—CHy;—CH,—C—NH—Protein + HO-N
—N
@)
l Protein'-SH
9 X
Protein—NH—C—CH,—CH,—S—S—Protein'  + | S
N
H

Abbildung 12: Proteinthiolierung.

Eine weitere Methode zur N-terminalen Modifizierung ist die reduktive Alkylierung.
Ein Aldehyd bildet in der Reaktion mit einer Aminogruppe eine Schiff Base, die dann
mit einem reduzierenden Agenz wie Natriumcyanoborohydrid (NaCNBH3;) reduziert
wurde (Abbildung 13). Auf dieser Art und Weise wurde IFN-con (consensus-human-
leukocyte-Interferon, ein Analogon von natlrlichem humanen Leukocyteninterferon)
durch reduktive Alkylierung regiospezifisch am N-Terminus mit einem Methoxypolye-
thylenglycolaldehyde (durchschnittliche Masse von 12 kDA) modifiziert 9. Achtfa-
cher UberschulR von Methoxypolyethylenglycolaldehyd brachte etwa 80% Ausbeute
fur das mono-PEG-ylierte Produkt. Dafur wies das PEG-Konjugat aber nur 20% der

biologischen Aktivitat des unmodifizierten Interferons auf.
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Abbildung 13: N-terminale Proteinmodifikation durch reduktive Alkylierung

Eine weitere Methode flr eine chemo- und regiospezifische Derivatisierung am N-
Terminus basiert auf der Acylierung mit Saureanhydriden oder Saureestern. Ein  bo-
vine-pancreatic-trypsin-inhibitor (BPTI) wurde Uber Acylierung mit Fettsdureanhydri-
den modifiziert.®" Da alle freie Aminogruppen die Reaktion eingehen, miissen die
vier Lysinreste, die BPTI enthalt, vorher blockiert werden. Am besten eignete sich
dafur die Guanidierung, da der O-methylisoharnstoff (OMIU) ausschlie3lich mit y-NH
Gruppen des Lysins und nicht mit N-terminalen a-Aminen reagiert.*? Alle Lysinreste
wurden deshalb zuerst auf diese Art geschutzt, dann wurde die Acylierung mit einem
Fettsaurenanhydrid durchgeflihrt. (Abbildung 14)

+ +
NH, o NH2
_(CH2)4_NH2 + H3C_04< E— _(CH2)4_N4< + CH3OH
NH; NH,
oMU

Abbildung 14: Die Guanidierung von Lysinseitenketten.

Die gleiche Modifikationsmethode wurde zur Maleylierung und Citraconylierung von
Proteinen (Abbildung 15) verwendet.® Interessant war die Anwendung dieser Reak-
tion, in der Proteine nach dem Transfer aus dem SDS-PAGE, am N-Terminus maley-
liert und citraconyliert wurden. Die beiden Gruppen konnten unter leicht sauren Be-
dingungen entfernt werden, so dass die N-terminalen Aminosauren zur Sequenzie-
rung zuganglich wurden. Die modifizierten Phenylthiohydantoin-Aminosauren kénnen

dann nach HPLC Separation analysiert werden. Diese Anwendung vereinfachte die
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traditionelle Aufarbeitung von Proteinen nach der SDS-PAGE und reduzierte die

Vorbereitungen zur Sequenzierung.

O
i
H,N—Protein + Q e HOOC—CH=—CH—C—NH—Protein
@)

Abbildung 15: Acylierung von a-NH, Gruppe mit Maleinanhydrid.

Eine weitere chemische Modifikationsmethode, die auf der Reaktion zwischen Isocy-
anaten und Aminogruppen basiert, ist inzwischen eine Standardmethode zur Einfih-
rung von Chromophoren und fluoreszierenden Gruppen. (Abbildung 16) Met-
Myoglobin wurde mit Fluoresceinisothiocyanat und Methylisothiocyanat N-terminal
modifiziert.*¥ Die Produkte erhielt man mit 10% bzw. 30% Ausbeute. Ein groRer Teil
vom Protein blieb unmodifiziert (mehr als 50%). Den Rest bilden die mehrfach deriva-
tisierten Proteine. Die Thiocarbamoylation findet unter milden Bedingungen statt
(wassrige Losung, pH=6.5-7), was fur die Erhaltung der nativen Struktur sorgte, dafur
aber niedrige Ausbeuten brachte. Studien Uber die Konformation des modifizierten

Met-Myoglobin beweisen, dass die native Struktur dabei nicht zerstért wurde.

S

]
Protein-NH, + CH;-N=C=S —®  Protein-NH-C-NH-CHj,

Methylisothiocyanat

Abbildung 16: Thiocarbamoylation der Aminogruppe.

In dhnlicher Reaktion wurde eine Fluoresceineinheit in Insulin eingefiihrt.”® Dabei
erhielt man ein bisderivatisiertes Konjugat, da Insulin aus zwei Peptidketten besteht
und Uber zwei a-Aminogruppen verflgt. Die Reaktion wurde mit zweifachem molaren
Uberschu von Fluoresceinthiocarbamat und bei pH=9.0 durchgefihrt (Abbildung
17).
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Abbildung 17: Einfiihrung von Fluoresceinthiocarbamoylgruppen in das Insulin.

Fluorescein kann man auch nach Oxidation von 2-Aminoalkoholen mit einem Perio-
dat in Proteine einflhren. Die Voraussetzung fur diese Methode ist ein Threonin, Se-
rin oder Hydroxylysin an der ersten Position. Der 2-Aminoalkohol wird zuerst mit Na-
triumperiodat (NalO4) zu einem Aldehyd oxidiert, der dann von einem Hydrazin, das
den erwunschten Fluoreszenzreporter tragt, angegriffen wird, so dass sich im Endef-
fekt ein Hydrazon-Protein Konjugat bildet.”® Das entstandene Derivat enthielt eine
nicht naturliche Hydrazonbindung, die aber dabei bei pH = 6-8 Uber mehrere Stunden
bei Raumtemperatur stabil ist. Uber Periodat-Oxidation wurde ein recombinant-
murine-Interleukin-1o. (ein 18 kDa grofdes Cytokin mit Serin am N-Terminus) mit einer
Biotineinheit modifiziert (Abbildung 18). Die Periodat-Oxidation wurde bei 0°C durch-

gefuhrt, um maoglichst wenige Nebenreaktionen zuzulassen.
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Abbildung 18: Regiospezifische Konjugation. a) Periodat Oxidation. b) Bildung des Biotin-

Hydrazon-Protein Konjugats.

Eine Alternative zur N-terminalen Derivatisierung, die sehr haufig zur Kupplung von
Peptidsegmenten benutzt wird, ist eine native-chemical-ligation-reaction. An einem
N-terminalen Cystein findet eine Thioumesterung statt. Das Zwischenprodukt unter-
liegt einer intramolekularen Umlagerung, so dass im Endeffekt eine Amidbindung
entsteht (Abbildung 19). Diese Acyl-Transfer Reaktion ist hochselektiv fur ein amino-
terminales Cystein, auch wenn das Protein mehrere Cystein- oder Lysinreste enthalt.
Die Selektivitat ergibt sich aus der nicht-reversiblen intramolekularen Umlagerung,
bei der aus einer ziemlich labilen Thioesterbindung eine Amidbindung entsteht. Die-
ser Schritt kann nur an einem Thioester stattfinden, der Uber eine freie a-NH,-Gruppe
verfugt, also nur an dem N-Terminus. Im Gegensatz dazu kann die Umesterung an
mehreren Stellen stattfinden, soweit Uber eine freie Thiolgruppe verfligt wird. Um die
unerwiinschten Umesterungen zu unterdriicken, verwendet man einen hohen Uber-
schuss von exogenen Thiolen (z.B. DTT). Eine andere potentielle Nebenreaktion
kann zwischen dem Thioester und der e-Aminogruppe des Lysins stattfinden. Diese

Reaktion kann man leicht vermeiden, wenn der pH-Wert optimal eingestellt wird. Die
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oben beschriebene Modifikationsstrategie wurde zur Einfiuhrung von EDTA ver-

wendet,” jedoch ist eine Ankniipfung von beliebigen Gruppen méglich.

Protein @OOC Protein Protein
| \/\ | Intramolekulare |

HN o )'\ Umesterung HN O Umlagerung HN o
+ R -
NH NH,

/\“‘4 NH
SH j S.__O HS )w
Sood f 0
O’ Nj o I § O //
00C o ooc j j
Ccoo
EDTA-3MPA @ooc/_Nﬁ ﬁ
coo@ coo@
EDTA-Protein

Abbildung 19: Anbindung der EDTA an dem aminoterminalen Cysteinrest des Proteins liber

'native chemical ligation'. EDTA-3MPA — EDTA-3-mercaptopropionséure.

Eine weitere Methode flir eine N-terminale Modifizierung, deren Voraussetzung ein
Cystein am N-Terminus ist, ist die Bildung eines Thiazolidin Rings. Eine Oxoacyl-
gruppe wird von der nukleophilen Gruppe des N-terminalen Cysteins angegriffen und
ein Thiazolidonring gebildet.”® Die Reaktion findet unter milden Bedingungen bei
niedrigen Temperaturen und in wassermischbaren organischen Losungsmitteln statt.
Der entstandene Thiazolidin Ring ist dann unter physiologischen Bedingungen stabil.
Die Methode wurde verwendet zur Praparation von verzweigten Peptiddendrimeren

(Abbildung 20), sogenannten multiple-antigen-peptide (MAP).

Fl’eptid 0 (o) 4(\ s
Il Il :
o) HC—C Peptid o)

HN
N
+ >— MAP core matrix ——— > _ H
NH, chl;_ﬁ Peptid \l/ s MAP core matrix

(e} (0]

HN 1)

Abbildung 20: Verwendung der Thiazolidin Ring Bildung zur Darstellung von multiple-
antigen-peptide.
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Alle oben beschriebenen Methoden wurden noch mal in Tabelle 4 zusammengefalt.

Tabelle 4: Chemische Proteinmodifikationsmethoden am N-Terminus.

Art der Modifikation modifiziertes eingefiihrte Grup- | Nebenreaktionen | Litera-
Protein pe tur-stelle

1. Acylierung Uber Akti- ril-1o0/ 10%, Biotin, Polymere Lysin [48] [49]
vester rhg-GCSF / ver- | (PEG)

gleichbar mit
unmodifiziertem
Protein

2. reduktive Alkylierung IFN con / 20% Polymere (PEG) [49]

3. Acylierung mit Sauren- | BPTI Fettsduren, Mal- | Lysin, Tyrosin [40] [51]
anhydriden und Sau- einsaure [49]
reestern

4. Acylierung Uber Isothi- | met-Myo, Insulin | Fluorescein, Chro- | Lysin [54] [55]
ocyanate oder mophore
Isothiocarbamate

5. Hydrazon Bildung murine IL-1a Biotin [56]

6. native-chemical- EDTA Cystein (der er- |[57]
ligation ste Schritt)

7. Thiazolidin Ring Bil- Peptiddendrimere [58]

dung

(MAP)

3. 2. Die enzymatische Modifikation

Die enzymatischen Modifikationsmethoden haben zahlreiche Vorteile im Vergleich zu
den chemischen Methoden. Die mit Enzymen katalysierte Verknlpfung ist stereo-
spezifisch, mit der absoluten Praferenz fur das L-Isomer. Man beobachtet keine Ra-
cemisierung, was im Fall der chemischen Peptidsynthese haufig ein Problem dar-
stellt. Die enzymatische Synthese ist chemospezifisch, nur die gewilnschte o-
Aminogruppe des Proteins und C-terminale Carboxygruppe der Konjugatkomponente
reagieren miteinander, so dass Schutzgruppen fur Seitenkettenaminogruppen nicht
noétig sind, und auch die Hydroxygruppen des Serins und Tyrosins so wie die C-
terminale Carboxygruppe nicht angegriffen werden. Die Kupplung ist auch hoch sub-
stratspezifisch und findet nur da statt, wo die erforderliche Aminosauresequenz vor-

handen ist.
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Zu den wichtigsten posttranlationalen Modifizierungen, die in der Natur bekannt sind,
gehort die N-terminale Myristoylierung mithilfe der N-Myristoyltransferase (NMT). Auf
diese Art acylierte Proteine haben eine stark erhdhte Hydrophobizitat und kénnen
stabil mit zellularen Membranen assoziieren. Viele Proteine, die in Signalumwand-
lungskaskaden involviert sind, benétigen die Anknipfung des Myristoylrestes flr die
biologische Aktivitat. Sie konnen als Mediatoren von Protein-Protein Wechselwirkun-

gen fungieren und die korrekte Faltung von anderen Proteinen stabilisieren.

Die Myristolysierung versuchte man in vitro durchzufliihren, da die myristoylierten
Proteine Substrate flr eine weitere, gezielte chemische Modifikation sein kénnen.
Mithilfe von NMT konnen Analoga der Myristinsaure an bestimmte Proteine ange-
hangt werden,”® die dann eine Ubergangsmetallkatalyse (z.B. eine Palladium kataly-
sierte C-C Bindungsknupfung) erlauben. Die einzige Voraussetzung fur diese Reakti-
on ist die Aktivierung des Myristoylrestes mit Coenzym A, was mithilfe des Enzyms
Acyl-CoA Ligase durchzufuhren ist. Der entstehende aktive Thioester ist bereit, die
enzymatische Myristoylierungsreaktion einzugehen und eine stabile Amidbindung mit

einem endstandigen Glycylrest zu bilden (Abbildung 21).

Acyl-CoA
Ligase ﬁ ICI)
R—COOH + CoASH ——>» R—C—S—CoA + H2N—C|JH—C—NH—Peptid—OH
H
NMT
EP D g P D VN
R;- HC=C
O
o
N N N
R, - IOO R H—ICH—C—NH—Peptid—OH
. Y, H

Abbildung 21: Myristoylierung mithilfe der N-Myristoyltransferase.

Meistens werden zur N-terminalen Modifikation proteolytische Enzyme verwendet,
die in der reversen Proteolyse fahig zur Bildung der Peptidbindung unter kinetischer
Kontrolle sind. Bekannt sind aber hauptsachlich Modellreaktionen, die mit Peptiden
durchgefiihrt wurden. C.Gittel hat in seiner Dissertation® eine Kupplungsreaktion
zwischen H-Pro-Xaa-NH; und H-Trp-NH, mithilfe von Dipeptidylaminopeptidase —
Cathepsin C beschrieben. An der Xaa Stelle wurden unnatlrliche Aminosauren, wie

Cystein oder Lysin mit Phenanthrolin-, p-lodophenyl-, o-Nitrobenzyl- oder Biotinein-
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heiten eingefuhrt (Abbildung 22). Die Reaktion diente als Modellreaktion fir N-
terminale Peptid- und Proteinmodifikationen, die spater an Bradykinin, gastrin-
releasing-factor (GRF), Insulin, Aprotinin und RNAse A durchgefuhrt wurden. Das
gleiche Enzym hat man verwendet flr eine enzymatische Kupplung zwischen Dipep-
tid H-Pro-Xaa-NH, und dem Tripeptid H-Lys-Leu-Phe-NH,. Die Reaktion diente als
Modell zur N-terminalen Verlangerung an myosine-light-chain-kinase-inhibitor (MLK-
KI)."" Fir eine spezifische Derivatisierung des MLCKI mit H-Pro-(p-I-Phe)-NH,
brauchte man einen 20-fachen UberschuR vom Acyldonor und Zusatz von DTT und
KCI. Die Reaktion wurde von Cathepsin C in walirigem Puffer bei pH=7.9 und einer

Temperatur von 24°C katalysiert.

Cathepsin C H
H—Pro—Xaa—NH, + HoN—Peptd—NH, —> H—Pro—Xaa—N—Peptid—OH

Xaa:
i i i i
—NH—CH—C—  —NH—CH—C—  —NH—CH—C—  —NH—CH—C—
S
0=C{
| NO, HN\ NH
c=0 :
— =
]
NH
HN’§
o

Abbildung 22: N-terminale Modifizierung mithilfe von Cathepsin C.

Ahnliche Studien wurden mit Neutrase, einer Metalloendprotease aus Bacillus subti-
lis, durchgefiihrt.®? Verschiedene Schutzgruppen (Z-, Fmoc-, Ac-, PhAc-, For-, Boc-)
wurden durch einen enzymatischen Acyltransfer von einer geschutzten Aminosaure

auf ein Leucinamide angeknupft. Die Ausbeute war sehr unterschiedlich (zwischen 9
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und 99%), abhangig davon welche Aminosaurederivate als Acyldonor verwendet
wurden. Da die Reaktion in Acetonitril mit 4% Wassergehalt gemacht wurde, findet

sie wahrscheinlich kaum eine Anwendung in der Proteinmodifikation.

Eine weitere Modifikation von Peptiden in der kinetisch kontrollierten Peptidsynthese
wurden mit Alkalase durchgefiihrt.®® Alkalase ist eine Mischung von Proteasen aus
Bacillus licheniformis, das hauptsachlich aus Subtilisin Carlsberg besteht. Die Reak-
tion erreichte in wasserfreiem 2-Methyl-2-propanol die hochste Ausbeute. Ein Zusatz

von Wasser lieferte eine schlechtere Ausbeute.

Eine ganze Reihe von nichtkonventionellen Studien Uber proteasekatalysierte Pep-
tidsynthesen hat Jakubke et al.’®¥ beschrieben. Mithilfe der proteolytischen Eigen-
schaften von o-Chymotrypsin wurden solche unnatirlichen Aminosauren wie: 4-
Fluoro-Phe-OH, 4-Nitro-Phe-OH, 2-Naphthyl-Ala-OH und unnaturliche Gruppen wie:
B-Phenyllactyl-, Acetyl- oder Mal- in Leucinamide oder in ein Dialanylpeptid einge-
fuhrt. Die Reaktionen wurden in gefrorener Wasserlosung, bei pH=9.0, mit einem 4-
fachen Uberschuss des Nukleophils zu dem Acyldonor, bei T=-15°C durchgefihrt.
Die Ausbeute in der gefrorenen Lésung variierte zwischen 70-95%, die entsprechen-

de Reaktionen bei RT zeigen viel niedrigere Ausbeuten (3-90%).

Eine interessante enzymatische Verknupfung wurde mit Subtilisin BPN" von Wells et
al.® beschrieben. Eine Voraussetzung dieser Methode ist ein Glycol-konjugiertes
Phenylalanylamid am C-Terminus einer Peptidkette. Die beiden Peptide missen U-
ber eine bestimmte Sequenz verfugen, die fur Subtilisin spezifisch ist (Abbildung 23).
Zur Durchflihrung dieser Reaktion brauchte man einen 10-fachen Uberschul® des
Esters, ansonsten verlief sie unter milden Bedingungen (wassriger Puffer, pH =8.0).
Auf dieser Art wurde Methionyl human-growth-hormone (Met-hGH) am N-Terminus
mit einem biotinylierten Peptid (Bio-KGAAPF-glc-F-amide) modifiziert. Die Reaktion
war nur fur den N-Terminus spezifisch. Die neun vorhandenen e-Aminogruppen des
Lysins waren inert. Auf die gleiche Art wurde eine Einfuhrung von Aminosauren, die
Schwermetalle, z.B. Quecksilber enthalten, realisiert. Das Met-hGH wurde mit 80%
Ausbeute an dem o-Aminoende mit einem Peptid Succinyl-Ala-Ala-His-Tyr-Zaa-glc-
Phe-amide (wobei Zaa ein quecksilberhaltiges Cystein ist) derivatisiert. Ein weiterer
Versuch war eine Modifikation mit PEG-Polymeren. Die Modifikation wurde an einem
Peptid ANP (atrial-natriuretic-peptide, ein vom Herz freigesetztes Hormon, das wich-

tig in der Salzbalance- und Blutdruckregulation ist) in zwei Schritten durchgefuhrt.
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Schritten durchgefuhrt. Der erste Schritt: eine Ligation mit succinyl-KKKGAAPF-glc-
F-NH;, die mit einer Ausbeute von 70% verlief, wurde von einem Schritt von PEG-
ylation mit PEG500-NHS gefolgt. Die Methode ist nicht nur auf die beschriebenen
Gruppen beschrankt. Denkbar ist auch die Einflhrung von isotopmarkierten Ami-

nosauren und Affinitatsgruppen.

o) 0
1 11
Pn.-P4PsPoP—O—CH—C—HN—CH-C—NH, + HN—P'PP.P,

CH,
l Subtiligase

P,...P4PsPoPi—P" PP, P,
Abbildung 23: Die N-terminale enzymatische Ligation mit Subtiligase als Katalysator.

Eine Alternative zu der reversen Proteolyse ist die enzymatische Synthese mit Hilfe
der ribosomalen oder nicht ribosomalen Peptidyltransferase (RPT oder NRPT). Die
Methode ist eine Kombination enzymatischer und genetischer Techniken. Man bildet
aus dem eukaryotischen oder prokaryotischen ribosomalen mRNA-tRNA System,
einer Mischung von Aminosauren und ATP oder GTP ein Translationssystem in vitro.
Bei gleichzeitiger Verwendung der Supressor tRNA mit einem Nonsensecodon kann
man unnaturliche Aminosauren in die Proteine einbauen. Auf diese Art und Weise
wurde ein biotinyliertes Methionin am N-Terminus von green-fluorescent-protein
(GFP) eingefiihrt.°® Ein aminoacetylierter tRNAfmet Initiator mit einem biotinylierten
Methionin an der a-Aminogruppe wurde benutzt, um einen Biotin-tag spezifisch am
N-Terminus einzubauen. Der aminoacylierte Initiator tRNAfmet mit einer relativ gro-
Ren Substitutionsgruppe (Biotin) wurde durch das Ribosom von E.coli erkannt und
entsprechend zur P-Stelle gerichtet, um die Translation zu initileren. So modifiziertes
GFP konnte leicht von anderen Proteinen auf einer Streptavidinsaule abgetrennt

werden. Das modifizierte GFP bewahrte seine native Fluoreszenz.

Zu den weiteren gentechnischen und enzymatischen Methoden gehort die Synthese

mit Transglutaminase als Katalysator.®”! Normalerweise katalysiert dieses Enzym
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eine Reaktion in vivo zwischen einem Glutaminrest und einem Alkylamin, am haufig-
sten einer Lysinseitenkette. Das Enzym, speziell die guinea-pig-liver-
transglutaminase (Tgase), ist sehr streng sequenzspezifisch. Eine der besten be-
kannten Sequenzen enthielt Substanz P. Ein Peptidderivat mit Monodansylcadaveri-
ne- oder Polyoxyethyleneeinheit (durchschnittiche Masse von 3kDa) und einer flr
Substanz P typischen Sequenz (H-Pro-Lys-Pro-Gin-GIn-Phe-Met-NH,) wurde an
human interleukin-2 (hll-2) Protein angehangt. Die Reaktion war N-Terminus spezi-
fisch, aber eher deshalb, weil die sechs anderen vorhandenen Glutaminreste hll-2 far
Tgase kein Substrat darstellten (entweder liegen sie in einer nicht exponierten Regi-
on und sind deshalb nicht zuganglich, oder die Primarsequenz bei der Nachbarschaft
wurde von Tgase nicht erkannt). Der N-Terminus bei hll-2 ist ein unstrukturiertes,
flexibles Element. Die Methode ist allgemein anwendbar, wenn die Sequenz des Ak-
zeptors fur das Enzym spezifisch ist. Soweit die Sequenzen in der Umgebung von
Glutaminresten unspezifisch fur Transglutaminase sind, findet keine Reaktion an den
Glutaminresten statt. Die Primarsequenz in der Umgebung des Amindonors ist nicht
kritisch, so dass man nahezu beliebige Proteine auf diese Art modifizieren kann.
(Abbildung 24)

AN AN

| Tgase |
NH caZ* NH
H
NH, + HoN—Protein ==—= N—Protein + NHj
O=cC o=cC
RN 0 N o

Abbildung 24: Verwendung der Transglutaminase als Katalysator fiir eine N-terminale Modli-
fikation. Das Protein R-NH, wird mit einem Peptidamide R-CONH, gekuppelt, das eine fiir

das Enzym spezifische Sequenz und eine funktionelle Gruppe enthéilt.
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4. C-terminale Modifikation

Zu den wichtigsten C-terminalen Modifikationen gehoért die Amidierung. Eine o-
Amidgruppe am C-Terminus ist verantwortlich fir die biologische Aktivitdt von man-
chen Peptiden, z.B. Peptidhormonen. Man kann zwar Amide durch Synthese auf
Benzhydrylaminharzen erhalten, wenn man aber das Peptid Uber Rekombination-

stechniken synthetisiert, fehlt jedoch die C-terminale Amidgruppe.

Die Amidierung wird am haufigsten enzymatisch durchgeflihrt. Seit langerer Zeit
wurde Peptidylglycin o-amidierende Monooxygenase °® (PAM) zur Amidierung von
ungeschutzten Peptiden verwendet. PAM wird aus Pferdeserum gewonnen und des-
halb werden heute andere Enzyme gesucht, deren Praparation keine Tierhaltung
verlangt. Zu den ' umweltfreundlicheren ' Enzymen gehdrt eine Prolyl Endopeptidase
(PEP), die am C-terminalen Ende des Prolins die Peptidbindung spaltet. In der Reak-
tion der reversen Proteolyse ist sie aber fahig, zuerst eine Spaltung und dann eine
Kondensation der Peptidbindung zu katalysieren[egl. Die Reaktion wurde auf einem
Nonapeptid - einem Vorlaufer des luteinising-hormone-releasing-hormone (LH-RH)
durchgefuhrt. Die Ausbeute war von der Konzentration des Nucleophils und vom pH-
Wert stark abhangig. Um den Umsatz zu verbessern, hat man das Gleichgewicht
zwischen Hydrolyse und Kondensation durch Verwendung von organischen, mit
Wasser mischbaren Losungsmitteln verandert. Bei Zusatz von 50% (v/v) Glycerol hat
man Ausbeuten bis zu 67% erreicht. Diese Menge an Glycerol schien ein Optimum
zu sein, hdhere Mengen verringerten drastisch die Ausbeute. Die Reaktion ist nur fir

den C-Terminus spezifisch, man beobachtete keine Nebenprodukte.

Neben einer Prolylendoproteinase wurde zur C-terminalen Amidierung eine aus O-
rangenschalen isolierte Peptidamidase verwendet.[”” In der Reaktion brauchte man
eine Ammoniakquelle und am besten eigneten sich dafir Ammoniumhydrogencarbo-
nat, Diammoniumhydrogenphosphat und Ammoniumcarbamat. Als Substrate benutz-
te man Dipeptide (z.B. Z-Gly-Phe-OH), die ausschliel3lich an der C-terminalen Car-
boxygruppe amidiert wurden (Abbildung 25). Die hdchsten Ausbeuten wurden bei
einem niedrigen Wassergehalt von etwa 5% erhalten. Der niedrige Wassergehalt
limitiert durch geringe Loslichkeit der Proteine und Ammoniumverbindung im Aceto-
nitril die Anwendungsmoglichkeiten dieser Methode. Eine ahnliche Amidierung wurde

mithilfe Candida-antarctica-Lipase-B (CALB) durchgefiihrt.[’"
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Amidase

HoN—CH—CO—NH—CH—COOH + NH; HN—CH—CO—NH—CH—CONH, + H;0
R R, R R,

Abbildung 25: Enzymatische C-terminale Amidierung mit Peptidamidase.

Eine interessante Amidierungsmethode hat die Gruppe von Buchard " vorgestellt.
In einer Transacylierungreaktion mit Carboxypeptidase Y entstehen Peptidamide mit
einer geschutzten Amidgruppe, die dann in einem photolytischen Schritt deblockiert
werden (Abbildung 26). Auf diese Art wurden zwei Peptide modifiziert: human-
calcitonin(22-32)-Ala-OH und human-calcitonin(9-32)-Ala-OH. Der erste Schritt, des-
sen Voraussetzung eine ungeladene Aminosaure am C-Terminus war, wurde bei
pH=5.5-7.5 mit einer Ausbeute zwischen 80-100% durchgefihrt. Der zweite Schritt
erreichte bei pH=9-10 unter Bestrahlung mit einer Wellenlange A=305 nm quantitati-
ve Ausbeuten. Die gesamte Ausbeute war hauptsachlich vom pKa-Wert des
Nucleophils abhangig. Je niedriger der pKa-Wert war, desto besser war die Ausbeu-

te, da das pH-Optimum fur Carboxypeptidase Y zwischen 5.5 und 7.5 lag.
H-AA-OH

Carboxypeptidase Y

II'AA .AA 'AA 'AA'OI I /’
N \i
Z

H-AAN. . AAZ-AAT-NH,

H-AAN. AAZ.AA'-NH-Z

Abbildung 26: Amidierung mithilfe der Carboxypeptidase Y.

Eine weitere Moglichkeit flr eine regiospezifische Modifikation sowohl an dem Ami-
no- als auch Carboxyende des Proteins bietet die Peptidligation mithilfe von Intei-
nen.™ Unter Verwendung dieser Methode wurden einige Cysteinderivate am C-

Terminus eines Fusionsproteins zwischen maltose-binding-protein (MBP) und einem
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Intein eingeflhrt. Die Intein vermittelte Proteinsynthese besteht aus mehreren Stufen
(Abbildung 27). Dem ersten Schritt der Bildung eines (Abb. 27a) Thioesters mit einer
freien Thiolgruppe des Cysteins an der ersten Position des Inteins folgt mit der nach-

sten Stufe eine Thioumesterung (Abb. 27b) mit einer zugegebenen Mercaptanver-

bindung.
HS e}
i § PN
)]\ Intein e Protein S
Protein N j\
H
H,oN Intein
©
HS/\/ 803
HS
HoN Intein

HS
0]
)OJ\ j\ ) )J\ SO@
Protein N R - Protein S/\/ 3
H m

Abbildung 27: Die mit Intein vermittelte Proteinmodifikationsmethode. R- eingefiihrte funktio-

nelle Gruppe.

Der entstandene Thioester wird dann mit einem Cysteinderivat umgesetzt (Abb. 27c).
Nach einer intramolekularen Umgruppierung mit der vorhandenen freien «-
Aminogruppe bildete sich aus einem Thioester ein Cysteinderivat mit einer stabilen
Amidbindung. Auf dieser Weise kann man Uber entsprechend modifizierte Cysteinre-
ste (Abbildung 28) viele unnatirliche Gruppen wie Biotin, Nucleinsauren, fluoreszie-

rende Gruppen, Zuckerreste oder Chelatgruppen in die Proteine einflhren.
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Abbildung 28: Cysteinderivate als Substrate flir die 'intein mediated native protein ligation'.
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5. Reverse Proteolyse

Die enzymatische Synthese bietet im Vergleich mit den chemischen Verfahren meh-
rere Vorteile. Dank hdherer Regiospezifitat kann man unblockierte Peptide zur Syn-
these verwenden. Dabei erhoht man die Loslichkeit der Substrate im Wasser und
spart gleichzeitig Blockierungs- und Entblockierungsschritte wahrend der Synthese,
was die ganze Peptidsyntheseprozedur wesentlich vereinfacht. Die verbesserte Los-
lichkeit von nicht geschutzten Peptiden ermdglicht die Verwendung von milden, 6ko-
logisch vorteilhaften Reaktionsbedingungen, die gleichzeitig eine Voraussetzung fur
die katalytische Aktivitat des Enzymes sind. Die Stereospezifitat sorgt flur eine race-
matfreie Kondensation, was in der chemischen Peptidsynthese selten der Fall ist ¢!,
Sogar bei der Verwendung solcher Kupplungsreagentien wie TBTU oder HBTU be-
obachtet man Racemisierung (es entsteht etwa 1.4% D-Isomer), weshalb immer

nach besseren Kupplungsreagenzien gesucht wird.

Die enzymatische Peptidsynthese ist besonders vorteilhaft, wenn man die native
Struktur des Proteins oder Peptids erhalten méchte, z.B. bei Semisynthese von
naturlichen Proteinspaltsticken, fur die Peptidsegmentkondensation, fur die
Synthese von bioaktiven Peptiden und Modifikationen von schon existierten oder

gentechnisch hergestellten Proteinen.

Im allgemeinen unterscheidet man zwischen zwei Tendenzen in der enzymatischen
Peptidsynthese. Entweder verwendet man ribosomale oder nicht ribosomale Pepti-
dyltransferase (RPT oder NRPT), oder man benutzt Proteasen als Katalysatoren. Die
ribosomale Peptidyltransferase ware fur die Bildung der Peptidbindung ideal , weil sie
unspezifisch ist und keine Esteraseaktivitat besitzt. Dagegen ist sie in vitro nur sehr
bedingt anwendbar, da sie mehrere Proteinfaktoren und peptidyl-t-RNA Substrate
verlangt, aber trotzdem nicht zuverlassig funktioniert. Deshalb ist im vorliegenden

Fall die proteasekatalysierte Peptidsynthese vorzuziehen.

5. 1. Kinetisch und thermodynamisch kontrollierte reverse Proteolyse

In der proteasekatalysierten Synthese gibt es zwei Strategien:

1. Die gleichgewichtskontrollierte Synthese (Abbildung 29a), die die direkte Umkeh-
rung der proteasekatalysierten Hydrolyse ist. Sie ist charakterisiert durch hohen
Enzymbedarf, geringe Synthesegeschwindigkeiten, hohe Konzentrationen an or-

ganischen Lésungsmitteln, um die lonisierung der Edukte zurtickzudrangen.
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2. Die kinetisch kontrollierte Synthese (Abbildung 29b), in der als Acyldonor nicht
eine Saure sondern ein Ester eingesetzt wird. Die Abgangsgruppe des Esters
spielt in der Kinetik eine grof3e Rolle, ihre Hydrophobie und Grolie bestimmen die
Affinitat des Acyldonors zum Enzym. Wahrend der Katalyse bildet sich ein Acy-
lenzymintermediat, das bei einem Angriff eines Nukleophils gespalten werden
kann. Als Nukleophil wirkt entweder Wasser oder ein Amin. Charakteristisch ist ,
dass man so eine hohe Akkumulation des Kupplungsproduktes erreichen kann
und dass die Reaktion in Wasser unter geringem Zusatz von organischen LO-

sungsmitteln gefiihrt wird 2.

a)
R-COOH + H,N-R Gleichgewicht-kontrollierte Synthese
H 100
N — RCOOH
T 50
2 —— RCONHR
R-CO-NH-R' + H,O = .
—>
b) Zeit
R-CO-X + H,N-R' kinetisch kontrollierte Synthese
100
N —— RCOX
g 50 —— RCOOH
R-CO-NH-R' + HX - —— RCONHR
0
—>
Zeit

Abbildung 29: Gleichgewichts- und kinetisch kontrollierte reverse Proteolyse.

Zur eindeutigen Reaktionsbeschreibung benutzt man die Nomenklatur von Berger
und Schechter P71 In dem akiven Zentrum der Protease gibt es Bindungsstellen, die
eine Affinitdt zu bestimmten Aminosduren des Substrates vorzeigen. Diese Bin-
dungsstellen werden mit S3, Sy, Sq, S¢', S2', S3' benannt, wobei die S3, S,, S Stellen
den Acyldonor binden und S+', Sy', S3' Bindungsstellen flr das Nukleophil sind. Die

im aktiven Zentrum gebundenen Aminosauren des Acyldonors werden entsprechend

2 Gleichzeitig werden andere Reaktionsmedien fir die kinetisch kontrollierte Synthese entwickelt, z.B.
organische Losungsmittel mit kleinem Wasseranteil, gefrorene Wasserlsg. oder Zweiphasensysteme.
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als P4, Py, Ps... P, bezeichnet , die, die zu dem Nukleophil gehoren, als P¢',P,', P3',

usw. Die Spaltstelle befindet sich zwischen P4 und P+".

Die Kinetik der reversen Proteolyse wird in Abbildung 30"* gezeigt. Ein Acyldonore-
ster bildet mit Enzym einen Acylenzymkomplex. Nach der Freisetzung der Abgangs-
gruppe der Carboxykomponente entsteht eine kovalente Bindung zwischen dem
Acyldonor und dem Serin oder Cystein der Protease, abhangig davon, ob sie eine
Serin- oder Cysteinprotease ist. Die nukleophile Komponente zerstért den Komplex
und bindet sich an die Acylverbindung. Als Nukleophil kann entweder Wasser oder
eine Aminokomponente wirken. Man erhalt entsprechend das Hydrolyse- oder Ami-
nolyseprodukt. Gleichzeitig kann man mehrere Neben- bzw. Folgereaktionen beob-
achten: Hydrolyse der gebildeten Amidbindung, Hydrolyse des Acylenzym-
Nukleophil-Komplexes, Spaltung an einer anderen Stelle des Acyldonors, Nukleo-

phils, des Produktes und daran gekoppelte Ligationen.

Ks K Ky
E+s—‘~—ESFTEA —> P+ E
P1 Kn
Ks
k3 KP3
EAN =~——> EP; —~—— E + P,
K3

Abbildung 30: Reaktionsschema der kinetisch katalysierten reversen Proteolyse. E - Enzym,
S - Acyldonor (Carboxykomponente), ES - Acyl-Enzym-Komplex, EA - Acylenzym, P, - Ab-
gangsgruppe des Acyldonors, EAN - Acylenzym-Nukleophil-Komplex, EPs; - Enzym-Produkt-
Komplex, P, - Hydrolyseprodukt, P; - Peptidsyntheseprodukt, K - entsprechende Gleichge-

wichtkonstanten, k - entsprechende Geschwindigkeitkonstanten.

Proteasen sind keine perfekten Ligasen. Das entstandene Acylenzym kann abhangig
von den Reaktionsbedingungen durch Hydrolyse oder Aminolyse gespalten werden.
Der wichtigste Parameter zur Charakterisierung der proteasekatalysierten Peptidsyn-
these ist das Verhaltnis zwischen den Geschwindigkeiten der Aminolyse und Hydro-
lyse. Laut durchgefihrten Studien ist das Verhaltnis gunstiger fir Cysteinproteasen

als fiir Serinproteasen 1.
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Jakubke "% hat eine Partitionskonstante eingefiihrt, die das Verhaltnis zwischen der

Geschwindigkeit der Aminolyse (Va) und Hydrolyse (V) beschreibt.

p = (Va/Vh) * [N]

Aus der Gleichung schlie3t man, dass p gleich Nukleophilkonzentration [N] ist, wenn
die Hydrolyse und die Aminolyse gleich schnell sind. Dank der Partitionskonstante ist
eine schnelle Abschatzung der Ausbeute der Acyltransferreaktion moglich. Wenn [N]
> p kann eine hohe Ausbeute an Produkt erhalten werden . Die hohe Konzentrati-
on des Nukleophils ist nicht immer sinnvoll, z.B. bei N-terminalen Proteinmodifikatio-
nen, wenn das Protein als Nukleophil verwendet wird. Wichtig ist ein Uberschul® an

Acyldonor, was die Sekundarhydrolyse der gebildeten Peptidbindung reduziert.

Da die Ausbeute der Peptidsynthese durch die Geschwindigkeiten sowohl der Se-
kundarhydrolyse als auch des Acyltranfers bestimmt wird, kann man durch Verschie-
bung des Verhaltnises zwischen diesen beiden Reaktionen optimale Bedingungen
fur die Peptidkupplung finden. Zu den wichtigsten Parametern bei der Syntheseopti-

mierung gehdren:

e der pH-Wert - héhere pH-Werte sorgen daflr, dass die Aminogruppe des Nukleo-
phils weniger protoniert ist, wodurch die Desacylierung des Acylenzyms durch
Aminolyse effizienter wird. Am besten ist, wenn der pH-Wert gleichzeitig optimal
fur Proteasen ist.

e die Temperatur - manchmal reduziert eine Erniedrigung der Temperatur Neben-

reaktionen oder Folgereaktionen [’}

e ein gefrorenes Medium - vorgeschlagen von Jakubke [ 8821 . pej -25°C hat man
ein besseres Verhaltnis der Aminolyse zur Hydrolyse, was mit lokalen hohen
Konzentrationen des Nukleophils erklart wird. Gleichzeitig aber werden andere
Griinde diskutiert, z.B. schreibt Lineweaver ! dass die Proteolyse in gefrorenen
Medien langsamer wird, weil die Konzentration von Wasser in gefrorenen Losun-
gen niedriger wird, was schlie8lich genau den gleichen Effekt wie in organischen
Lésungsmitteln mit minimalen Wasseranteil hat (ndher im nachsten Punkt be-
schrieben). Andere Forscher erklaren das Phanomen mit erhéhter Protonenmobi-

litat im Eis ®% oder Katalyse auf der Eisoberflache 8.
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die Verwendung organischer Losungsmittel - was zur Minimierung der Hydrolyse
fuhrt. Ein Nachteil davon ist die reduzierte Geschwindigkeit der gesamten Reakti-

on, was mit der niedrigeren Aktivitit und Stabilitit des Enzyms verbunden ist. [°!

(87]

o die Prazipitation des Produktes oder Extraktion des Produktes in eine andere

Phase (Zwei-Phasen-System)
« die Verwendung hochspezifischer Abgangsgruppen im Acyldonor [8815]

Alle diese Punkte mussen fur einzelne Synthesefalle getestet und optimiert werden.

5. 2. Beispiele fiir enzymatische Peptidsynthese

Die ersten Beispiele von enzymatischen Peptidsynthesen wurden von van't Hoff be-
schrieben % Er postulierte, dass Trypsin eine inherente Fahigkeit zur Proteinsyn-
these aus von ihr selbst gespalteten Segmenten haben muss. 40 Jahre spater wurde
die enzymatische Synthese mit a-Chymotrypsin als Katalysator sowohl von Berg-
mann, als auch Fruton beschrieben P12 Bis in die siebziger Jahre war das Interes-
se fiir die reverse Proteolyse klein, bis die Gruppen von Kullman 3 ®* ynd Isowa °!
bioaktive Peptide mit dieser Methode synthetisiert hatten. Einige Beispiele auf die-

sem Wege synthetisierter Peptide werden in Tabelle 5 vorgestellt.

Tabelle 5: Beispiele von Peptiden, die mittels der reversen Proteolyse syntetisiert wurden.

Peptid / Bemerkungen Enzym Literatur-

stelle
Aspartam (Asp-Phe) - hat groRe wirtschaftliche Bedeu- | Thermolysin [96]
tung (ein SuRstoff, 200fach sulRer als Saccharose)
Human Insulin oder Human Insulin Analogon Trypsin, Achromobac- |[169]

ter Protease

[170]
Dipeptide, Fragmentkondensation zwischen Tri- und Pronase , Pseudoly- |[97]
Dipeptiden sin

[98]
Oligopeptide V8 protease [99]
Oligopeptide (ein Decapeptid wurde genetisch herge- Papain [100]

stellt und dann enzymatisch verlangert)

Cholecystokinin (26-33 ) Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp- | a-Chymotrypsin, Pa- |[93]
Phe pain, Thermolysin
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Maus EGF(21-31) His-lle-Glu-Ser-Leu-Asp-Ser-Tyr-Thr-
Cys

Chymopapain, cyclic
Carboxypeptidase Y,
Trypsin, V8 protease

[101]

Somatostatin (cyclisches Peptid, Kopf zu Schwanz Cy- | a-Chymotrypsin, [102]
klisierung) -Ala-Gly-Cys-Lys-Phe-Phe-trp-Lys-Thr-phe- [ Thermolysin, Trypsin
Thr-Ser-Cys-

Kupplung zwischen Aminosaurenresten 295-316 vom V8 Protease [103]
TC-Peptide aus Thermolysin mit Resten 1-20 (S-

Peptide) aus Ribonuclease A

splicing zwischen komplementaren Fragmenten von o- | V8 Protease [104]
subunit Hamoglobin: a(1-30), o(31-141)

Semisynthese zwischen Precursor [Ala'’]-GRF(4-29)- Endopeptidase GSE |[105]

NH, und des Tyr-D-Ala-Asp(OH)-OR gebildet wurde ein
Analogon von human-growth-hormone-releasing-factor

aus Bacillus licheni-
formis

Die reverse Proteolyse wurde zur Synthese von Proteinen verwendet. Zu den inter-

essantesten Beispielen gehort die Semisynthese von RNA-se A mit Subtiligase als

Katalysator!'®!. Die Kondensation erfolgte aus 7 Fragmenten, wobei jedes Fragment

aus 9 bis 30 Aminosaurenresten bestand. Andere Proteine, die Uber reverse Proteo-

lyse semisynthetisiert wurden, sind in der Tabelle 6 "% aufgelistet.

Tabelle 6: Proteine, die durch reverse Proteolyse synthetisiert wurden.

Peptide/Protein Kondensationsstelle Enzyme Literatur-

stelle
Bovine ribonuclease A (1-19)-Ala + Ser-(22-124) Subtiligase [108]
Staphylococcal nuclease | (6-48)-Lys + Gly-(51-149) Trypsin [109]
Horse cytochrome C (1-37)-Arg + Lys-(40-104) Chymopapain |[110]
Human somatotropin (1-133)-Arg + Thr-(136-191) Trypsin [111]
RNA-se A (1-20) + (21-51) + (52-63) + (64-76) + | Subtiligase [106]

(77-97) + (98-115) + (116-124)
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5. 3. Synthese in organischen Lé6sungsmitteln mit geringem Wasseranteil

In der Literatur wurde ausfihrlich die enzymatische Peptidsynthese in organischen
Lésungsmitteln mit geringem Wasseranteil behandelt."'? Als Lésungsmittel werden
mit Wasser mischbare organische Losungsmittel verwendet, die einen mdglichst
kleinen Einfluld auf die Aktivitat und Stabilitdt des Enzyms haben. Ein kleiner Was-
serzusatz ist essentiell fir den Erhalt der katalytischen Aktivitat und der nativen Kon-
formation des Enzyms. Durch eine reduzierte Menge an Wasser wird die Hydrolyse
unterdruckt und gleichzeitig das Gleichgewicht zwischen diesen beiden Reaktionen
auf die Seite der Aminolyse verschoben. Diese Methode kann einige Vorteile im Ver-
gleich zur Synthese in Wasser bieten, z.B. verbesserte Ldslichkeit von Substraten,
leichtere Aufarbeitung des Produktes und Rickgewinnung des Enzyms oder ein ge-
ringes Risiko fur die Kontamination der Reaktionslésung mit Mikroorganismen. Viele
Enzyme zeigen in organischen Medien neue Eigenschaften: hohere Thermostabilitat
31 neue Substratspezifititen, andere Inhibitionskonstanten fiir Produkt- und Sub-

stratinhibition (114111151,

Zu den interessanten Ideen in der proteasekatalysierter Peptidsynthese gehort die
Verwendung von Zwei-Phasen-Systemen als Reaktionsmedium, z.B. Wasser mit
Heptan, Hexan oder Cyclohexan. In manchen Fallen bringen sie die hochste Produk-

tionsraten [,

Als Reaktionsmedium kann auch eine Suspension mit zum grof3en Teil nicht geldsten

Substraten verwendet werden, wobei heterogene eutektische Mischungen entstehen
[117]

In der reversen Proteolyse wurden auch immobilisierte ''® und mit PEG modifizierte
Enzyme benutzt.

Die oben erwahnte Methoden bringen in speziellen Fallen gute Syntheseausbeuten.
Aufgrund der Individualitat jedes Enzyms mussen die optimalen Bedingungen fur je-

den Fall gesondert erarbeitet werden.
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6. IgA-Protease

6.1. Allgemein

|gA-Proteasen 19120, 121]

gehoren zu einer Familie von bakteriellen Endopeptidasen,
die spezifisch menschliches IgA1 spalten. Die Enzyme werden von medizinisch wich-
tigen Bakterien produziert, die fiir verschiedene Infektionen im menschlichen Kérper
verantwortlich sind (Tabelle 7). Durch Spaltung der IgA werden die Abwehrkrafte des
Wirtsorganismus geschwacht, was die Kolonisation der Bakterien erleichtert und da-

durch ein wichtiger Faktor in der Infektionspathogenese ist.

Tabelle 7: Infektionsarten, die von IgA-Protease produzierenden Bakterienstdmmen verur-

sacht werden.

Infektionsart Bakterienstamm

Krankheiten der héheren Atemwe- | Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae,
gen Streptococcus pneumoniae

Infektionen der Mundhdéhle, Den- Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis.
taplaque, Karies

Meningitis Neisseria meningitis
Infektion der Genitalien Ureaplasma ureolyticum
Infektion des Weichgewebes Clostridium ramosum

Die nicht pathogenen Haemophilus oder Neisseria sp. enthalten kein iga Gen und
produzieren keine IgA-Protease, weshalb man annimmt, dass die Anwesenheit der

|gA-Protease fiir die Pathogenitt sorgt.['??

Diese Hypothese wurde jedoch von Johannsen et al. bestritten.['*®! Die mutierten
Bakterien von Neisseria gonorrhoeae, die kein iga Gen enthielten, riefen trotz Mangel

an der IgA-Protease die Krankheit hervor.

Das naturliche Substrat fur IgA-Protease ist menschliches Immunoglobulin A1, das
einer der wichtigsten und am haufigsten produzierten Antikdrper im menschlichen
Serum und Schleim ist. Die Enzyme erkennen eine Spaltungssequenz 223-240 aus
der Scharnierregion der schweren Kette des Immunoglobulins. Verschiedene Bakte-
rienstdmme spalten die Aminosaurekette in der Scharnierkette der IgA an unter-

schiedlichen Positionen, was in der Abbildung 31 dargestellt ist. Als Produkte dieser
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proteolytischen Spaltung entstehen zwei IgA-Fragmente: Fc und Fab. Die Erken-
nungssequenz fur einzelne Proteasen ist so spezifisch, dass die sich wiederholende
identische Oktapeptidsequenz zwischen Ser 223 und Ser 240, von der Protease er-
kannt und nur an einer Stelle gespalten wird. Abhangig davon, ob die Spaltung in
dem ersten oder zweiten Oktapeptid stattfindet, unterscheidet man IgA-Proteasen
Typ 1 oder 2. Durch eine Deletion an den strategischen Positionen zwischen Ser 223
und Ser 240 in Immunoglobulin A2, wird IgA-Protease gegen IgA2 resistent. Die ein-
zige Ausnahme ist C.ramosum, die prolinspezifisch ist und eine Bindung zwischen
Pro 221 und Val 222 in IgA2 spaltet.

H.aegyptius
e H. influenzae, Typ1

® H. influenzae, Typ 2
e N. meningitis, Typ 2

g' :ﬂgﬂmmae e N. gonorrhoeae, Typ 2
S' oralis U.ureolyticum

B. melaninogenicus ® N. meningitis, Typ 1

C. ramosum e N.gonorrhoeae, Typ 1

\/
- T-V-P-C-P-V-P-S-T-P-P-T-P-S-P-S-T-P-P-T-P-S-P-S-C-
220 230 240

IgA1 Scharnier

Abbildung 1: Spaltungsstellen fiir IgA-Proteasen in der Scharnierregion des menschlichen
IgA1.

Abhangig von dem Katalysemechanismus kann man in IgA-Proteasen drei Protease-

klassen unterscheiden.

1. Serinproteinasen (Haemophilus influenza, Neisseria gonorrhoeae; Ureaplasma

ureolyticum)
2. Metalloproteinasen (Streptococcus sanguis ", S.pneumoniae, S.oralis)

3. Thiolproteasen (Prevotella melaninogenica, Bacteroides melaninogenicus, %)
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6.2. IgA-Protease aus Neisseria gonorrhoeae

Diese IgA1-spezifische Serinendopeptidase wurde unter Nummer: EC 3.4.21.72 dem
Namen IgA-Protease oder IgA-Proteinase klassifiziert. Dieses extrazellulare Enzym
wird im Bakterium Neisseria gonorrhoeae produziert. Die Produktion, Isolierung und

Charakteristika des Enzyms wurde ausfiihrlich in der Literatur beschrieben.!'2'112°]

Es gibt zwei Typen von IgA1-Proteasen: Typ 1 und Typ 2.1'*" 28] Die zwei Typen un-
terscheiden sich voneinander durch unterschiedliche Spezifitat zur Spaltungstelle im
menschlichen Immunoglobulin. Beide Typen werden gleichzeitig in das Medium in
der Zeit des exponentiellen Wachstums ausgeschieden. Die Aktivitat von dem Typ 2
ist etwa 10-fach héher im Vergleich zu dem Typ 1. Der Typ 2 ist resistent gegen
mehrere Inhibitoren, dagegen ist der Typ 1 sehr instabil und wird inhibiert durch nied-
rige Konzentrationen von Metalechelaten und Salzen, typischen Inhibitoren von

Thiol- und Serinproteasen.!'?”!

6.2.1 Spezifitit

Die IgA-Protease erkennt und spaltet die Aminosaureseqgenz 2%

-Y-Z-Pro-Pro-l-X-Pro-
X= Threonin, Serin, Alanin
Y= bevorzugt Prolin oder Serin,
Z= bevorzugt Arginin oder Threonin

Das naturliche Substrat, wie schon oben erwahnt, ist das menschliche Immunoglobu-
lin A1. Auch nicht menschliche Immunoglobuline von Schimpansen, Gorillas und

Orang-Utanen wurden getestet und als schlechtere Substrate klassifiziert. '*%

Als erste kinstliche Substrate wurden Dekapeptide mit SPPS synthetisiert und an

der Erkennungstelle gespalten. [*"!

6.2.2 Struktur [132] [129] [133] [132]

Das Gen iga kodiert einen Proteinprekursor, der aus 1532 Aminosauren besteht und
ein Molekulargewicht von 169 kDa hat. Der Prekursor enthalt nur zwei Cysteinreste,

die durch 10 Aminosauren getrennt sind und besteht aus vier Domanen:

1. N-terminale Signalsequenz
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2. Enzym IgA-Protease
3. stark polare und helikale consensus Region
4. C-terminale B-Doméane

Das N-terminale Signalpeptid besteht aus 27 Aminosauren und transportiert den Pro-

teinprekursor vom Cytoplasma in das Periplasma durch die innere Zellmembran.

Die C-terminale B-Doméane besteht aus 45 Aminosauren und transportiert das Enzym
durch die auliere Zellmembran aulRerhalb der Zelle. Die B-Domane bildet in der Zell-
membran eine Struktur, die ahnlich zu naturlichen Poren ist. Durch diese Struktur
werden die a-Domane und die Domane der reifen Protease ins Medium Ubertragen.
Man nimmt an, dass die B-Doméane eine B-barrel Struktur aus antiparallelen [-
Strangen bildet. Diese Struktur wird in der aulleren Membran eingebaut und ist fahig,
auch mehrere unterschiedliche Proteindomanen uber die Membran zu transportieren.
Ausgeschieden aus der Zelle wurde ein Protein, dass immer noch nicht das reife En-

zym ist und aulRer der gewlinschten Sequenz noch die a-Doméane enthalt.

In der a-Domane befinden sich drei Erkennungssequenzen fur IgA-Protease,
-PVKPAP+SPAA-
-ILVVAPP+SPQA-
-ILPRPP+APVF-

wodurch die Domane an drei Stellen gespalten werden kann. AulRerhalb der Zelle
findet deshalb eine autoproteolytische Spaltung statt, nach der das reife Enzym mit
einem Molekulargewicht von 121, 109 oder 106 kDa entsteht, abhangig davon, wel-
che der Erkennungssequenzen der a-Domane gespalten wurde. Man vermutet, dass
die a-Domane fur den Transport des Enzyms in den Wirtorganismus verantwortlich

sein kann.['34

Aufgrund von Studien Uber den Transportmechanismus behauptet man, dass nur
eine ungefaltete Passagierdomane durch eine p-barrel-Pore transportiert werden
kann. Der Transportmechanismus ist bis heute noch nicht vollig verstanden. Es gibt
immer noch mehrere unbeantwortete Fragen, wie z.B. wo das Ubertragene Protein
gefaltet wird und wie die Faltung ohne periplasmatische Chaperone stattfinden

kann.['3]
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6.2.3 Katalysemechanismus

IgA-Protease aus Neisseria gonorrhoeae gehort zu den Serinproteasen. Sie enthalt
die gleiche Sequenz :-GVLGDSGSPLA- in aktivem Zentrum wie Trypsin und Chy-
motrypsin, die auch zu den Serinproteasen gehoéren. AuRerdem wird sie von typi-
schen Serinproteaseinhibitoren, wie Diisopropylfluorophosphat oder Prolylboronsau-

ren inhibiert.

6.2.4. Inhibitoren

Als kiinstliche Inhibitoren wurden Oktapeptide beschrieben,!"*® die Analoga zu dem
Oktapeptid aus der Scharnierregion des menschlichen IgA1 zwischen den Resten
233 und 240: -Thr-Pro-Pro-Thr-Pro-Ser-Pro-Ser sind. Es wurden die Inhibitionskon-
stanten fur durch Acetylierung und Amidierung freie und blockierte Oktapeptide be-
stimmt. Die Acetylierung des Peptides hat die Affinitat zur IgA1 reduziert, dagegen
hat die Amidierung die Affinitat nicht beeinflul3t. Gleichzeitige Blockade an beiden
Enden hat die Affinitat stark reduziert.

Es wurden weitere Analoga zur menschlichen Scharnierregion des IgA1 (Tetrapepti-
de, mit der Sequenz aus menschlichen IgA1 zwischen Ser 224-Ser 240) synthetisiert

und als Inhibitoren untersucht.[*"

Als kunstliche Inhibitoren wurden auch Peptide getestet, die eine o-
Aminoboronsaure (ein Prolinanalogon) enthalten. Diese Peptide wirkten inhibierend.
Die Inhibitionskonstante K, wurde bestimmt und sie liegt in einem nanomolaren Be-

reich [

Ein Uberblick tUber bekannte IgA1-Protease-Inhibitoren wird in der Tabelle 8 zusam-

mengefasst.

Tabelle 8: Inhibitoren der IgA-Protease.

Inhibitor Literaturstelle
Peptid Prolylboronsaure [138], [139]
IgA [140]
Menschliches Serum [140]
Diisopropylfluorophosphat [139]
3,4-Dichloroisocoumarin [139]
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SDS [141]

Zn*, cu®', AP* [141]
Cetyltrimethylammoniumbromid [141]
Chlorhexine [141]
Protaminsulphat [141]

6.2.5. Eigenschaften

Der Ky-Wert fur IgA-Protease mit dem menschlichen IgA als Substrat wurde be-

stimmt und liegt in micromolaren Bereich (Tabelle 9):

Tabelle 9: K\~-Werte fiir IgA-Protease mit dem menschlichen IgA als Substrat.

Ky [mM] Lit.
0.0008 [141]
0.0034 [125]
0.0056 [142]

Die Werte sind sehr unterschiedlich, was wohl auf unterschiedliche Assaybedingun-
gen und unterschiedliche Enzymquellen zurickzuflhren ist. Die Daten sind nicht di-

rekt miteinander vergleichbar.

Das pH Optimum wurde in der Literatur unterschiedlich beschrieben, als pH=5.0 ['*°!
oder pH=7.0 "*?l. Aus Untersuchungen von C.Seitz weiRl man, dass ein pH-Optimum
fur IgA-Protease aus Neisseria gonorrhoeae fur die Kupplungsreaktion zwischen
Boc-Pro-Thr(bzl)-Pro-Pro-OMe und H-Ser-Pro-Trp-NH, zwischen 8 und 9.3 liegt.

Der isoelektrische Punkt des Enzyms ist auch in der Literatur bekannt und liegt bei
5.0 [ Als Temperaturoptimum wurde in der Literatur ["*? 37 bis 40°C beschrieben.

Bei T = 565°C beobachtet man einen volligen Aktivitatsverlust.

6.2.6. Biologische Funktion der IgA-Protease

Auler der Spaltung der IgA, die eine Rolle in der Infektionspathogenese von vielen
bakteriellen Stammen hat, wurden weitere biologische Funktionen der IgA-Protease

festgestellt.
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Die IgA-Protease spaltet Membranproteine, Glykoproteine wie z.B. lamp, die in
Membranen von Saugetieren vorkommen und die Zelle vor der Zerstorung (z.B.
durch Lysozym) verteidigen."*®! Ahnliche Studien wurden auf Zellmembranen von
der Hefen Saccharomyces cerevisiae durchgefuhrt. Die IgA-Protease spaltet auch

die Glykoproteine aus Hefen.['*

Aulerdem inhibiert die IgA - Protease Apoptose, ein Prozess der Selbstzerstorung
der Zelle, der zu den Abwehrmechanismen des Organismus gehort. Die veranderten
Zellen, z.B. Krebszellen oder die Zellen Aids-Kranker, werden erkannt und dann zer-

stort.[49]

6.2.7. Die Produktionsmethoden

Urspringlich wurde IgA-Protease aus dem Stamm Neisseria gonorrhoeae produziert

und isoliert.[128111351[146]

Inzwischen wurde das iga Gen in E.coli kloniert und das Protein von E.coli ins Medi-
um ausgeschieden. Das recombinante Enzym aus E.coli besitzt die gleiche Spezifitat
und die gleichen Eigenschaften (Produktionsweg von Roche). Als alternative Metho-
de wurde IgA Protease aus inclusion bodies '*"! (Produktionsweg von MoBiTec) pro-
duziert. Zur Isolierung des Enzyms wurden chromatografische Methoden unter Ver-
wendung von Phenyl-Sepharose Saulen oder Phenylboronat-Affinitdtssaulen be-

schrieben.

6.2.8. Ahnlichkeit der IgA-Protease aus Neisseria gonnorhoeae mit IgA-

Proteasen aus anderen Stammen

Die Ahnlichkeit zwischen den iga Genen von Haemophilus influenzae und Neisseria
gonorrhoeae wurde untersucht und als sehr groR bezeichnet.!"®! Die dhnlichen Gen-
teile sind die Module, die fiir Kolonisation und Uberleben der Bakterien verantwortlich

sind.

Eine hohe Homologie wurde auch zwischen Genen von Neisseria meningitis und
Neisseria gonorrhoeae festgestellt.'*?, so wie Ahnlichkeiten zwischen Neisseria me-
ningitis, H. influenzae und N. gonorrhoeae.'"**! Alle Gene haben eine mosaikahnliche
Struktur.
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6.3. Anwendung

Die IgA-Protease wird sehr haufig zur Spaltung von Fusionsproteinen verwendet, die
eine kunstlich eingeflihrte (z.B. Uber site-directed-mutagenesis) Spaltungsstelle ent-
halten. Diese Aminosauresequenz ist in Proteinen so selten, dass man mit grofer

Sicherheit Spaltung an anderer Stelle als der gewlnschten ausschliessen kann.

Aulerdem besitzt die IgA-Protease typische Eigenschaften eines Autotranspor-

ters.'>0)
ein Signalpeptid, das das Protein Uber die innere Membran transportiert,
eine C-terminale Domane, die ein B-barrel in der aul’eren Membran bildet
eine Sequenz am C-Terminus, die bei der Proteinfaltung hilfreich ist
Mangel an Disulfidbindungen in der transportierten Domane

Diese Eigenschaften ermoéglichen die Verwendung der IgA-Protease ( genauer ge-
sagt ihrer B-Domane ) als ein Vehikel zum Transportieren von Proteinen Uber die au-
Rere Membran von Gram-negativen Bakterien, z.B. E.coli sog. Autodisplay-
(autotransporter-mediated-surface-display).'®" Auf diese Weise wurden mehrere
Proteine Uber die Zellmembran ins Medium transportiert, z.B. subunit-cholera-toxin-
B.1521 1531 51 Man bildete eine Fusion zwischen cholera-B-toxin-subunit und p-
Domaéane aus der IgA-Protease. Die B-Doméane sorgte fir den extrazellularen Trans-
port der cholera-Untereinheit. Gleichzeitig benutzte man einen Reinigungsmarker
(z.B. GlysHisg), der die Isolierung des Proteins aus dem Medium erleichterte. Die
cholera-B-toxin-Untereinheit ist nur ein Beispiel fir eine inzwischen schon allgemeine
Methode zur Konstruktion von Proteinen, die aullerhalb der Zelle ausgeschieden

werden und danach einfach aus dem Medium zu isolieren sind.['*®!

Die B-Domane der IgA-Protease wird auch zum Studium des Proteintransports durch

die Zellmembran verwendet, da der Mechanismus noch nicht vollig verstanden
it [1351[154] [155]

Eine weitere Anwendung ist mit der pathogenen Funktion der IgA-Protease verbun-
den. Die IgA-Protease wird zur Herstellung von Pharmazeutika verwendet, z.B. Impf-
stoffe gegen Bakterieninfektionen und Allergien, ["*® "] Impfstoffe zum Induzieren
von Antikdrperbildung in der Zelle, Impfstoffe zur Behandlung von Meningitis ['*® o-
der Arzneimitteln % zur Pravention und Behandlung von Autoimmunkrankheiten

und Viruskrankheiten.
49



Die IgA-Protease findet auch Anwendung in der Diagnostik zur Detektion von Krank-
heiten ['**, z.B. in Biochips zur Quantifizierung und qualitativen Detektion von HIV-
Protease.!"® HIV-Protease wurde modifiziert durch eine eingefiihrte Erkennungsse-
quenz fur IgA-Protease. Die Verfolgung der Proteolyse wurde mithilfe von surface-
plasmon-resonance (SPR) durchgeflihrt. Detektiert wurde die Zunahme von abge-

spaltetem Protein.

Die IgA-Protease wurde in einer neuen Methode zur Reinigung von Abwasser, wel-
ches Schwermetalle enthalt, eingesetzt. Es wurde eine Fusion hergestellt zwischen
metallothein-mause-MTS und der B-Doméane der IgA-Protease. Die 3-Doméane sorgt
fir das Ausscheiden des Proteins aulerhalb der Zelle. Das Metallotheinmodul hat
die Fahigkeit durch seinen hohen Anteil an Cystein, die Schwermetalle zu komplexie-
ren. Dieses Fusionsprotein muf} in einem Organismus produziert werden, der hohe
Konzentrationen an Schwermetallen aushalten kann. Das aus der Zelle ausgeschie-
dene Protein sollte die Schwermetalle aus dem Abwasser komplexieren und dadurch

entsorgen. 6111162
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7. Aktivitat der IgA-Protease.

7.1. Bisherige Aktivitdtstests und ein neues Aktivitatsassay

Die bisher in der Literatur beschriebenen Aktivitatstests flr die IgA-Protease sind
zeit- und arbeitsaufwendig. Als Substrat benutzte man das menschliche Immunoglo-
bulin A, das nach einer bestimmten Zeit durch das Enzym in zwei Fragmente: Fc und
Fab gespalten wurde. Detektiert wurde die Zunahme von gebildeten Fc und Fab
Fragmenten, die entweder radioaktiv markiert wurden und mit Hilfe von SDS PAGE
separiert wurden, ['®*! oder durch eine Verwendung von immunologischen Methoden
(ELISA "®* rocket immunoelectrophoresis 1'% quantitativ bestimmt werden konnten.
Die Verwendung der HPLC zur Detektion von Spaltungsprodukten (681 reduzierte
erheblich den Zeit- und Arbeitsaufwand der Tests.

Es bestand die Aufgabe, einen Aktivitatstest so zu gestalten, dass man die Enzymak-
tivitat innerhalb von ein paar Minuten eindeutig bestimmen kann. Die ldee war, ein
einfaches, chromogenes Substrat mit einer durch das Enzym erkennbaren Sequenz
enzymatisch zu hydrolysieren und die Zunahme des gebildeten Produktes spektro-

photometrisch zu verfolgen.

Die Untersuchungen wurden schon von Ch.Seitz begonnen®®®. Als Substrate wurden
damals Boc-PTPP-SNA, Boc-PRPP-pAA, Boc-PT(Bzl)PP-pNA und Boc-PRPP-AMC
benutzt. Eine brauchbare Vorschrift ist nur fir Boc-PRPP-AMC erarbeitet worden.
Aus seinen Untersuchungen ergab sich, dass die optimale Sequenz fur IgA1-
Protease an der Position P,-P; -Pro-Arg-Pro-Pro- ist. Aus diesem Grund wurde Boc-
PRPP-pNA als Substrat verwendet, das durch enzymatische Spaltung p-Nitro-anilin

freisetzt.
IgA-Protease
Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-pNA  ——> Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OH  + HZNONoz

Die Zunahme von p-Nitroanilin in der Reaktionslosung wurde spektrophotometrisch
bei der Wellelange A = 405 nm detektiert. Die Bildung von p-Nitroanilin konnte auch
durch die Farbanderung von farblos auf gelb nachgewiesen werden. Die Untersu-
chungen wurden in einem Tris-Puffer (100 mM, EDTA 1 mM) bei pH=8.0 und einer

Temperatur von 25°C durchgeflihrt. Ein pH von 8.0 garantiert eine hohe Enzymaktivi-
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tat. Unter oben genannten Bedingungen wurde eine Spontanhydrolyse des Substra-

tes nicht beobachtet.

Der Aktivitatstest sollte ermdglichen, unterschiedliche Enzymchargen miteinander zu
vergleichen und den Verlust der Enzymaktivitat zu bestimmen. Die kleinsten Fehler
bei der Aktivitatsbestimmung erhalt man, wenn die Reaktionsgeschwindigkeit unab-
hangig von der Substratkonzentration ist, also fur eine Substratkonzentration, bei der
das Enzym mit dem Substrat gesattigt ist. Man kann davon ausgehen, dass man bei
einer Substratkonzentration von [S]=10xKy Sattigung des Enzyms mit dem Substrat

beobachtet. Der erste Schritt zur Erarbeitung eines Aktivitatsassay war deshalb die

Bestimmung des Ky-Wertes flur das ins Auge gefasste chromogene Substrat.

7.2. Bestimmung des K,,-Wertes.

Der Ky-Wert wurde aus dem kinetischen Verlauf der Hydrolyse von Boc-PRPP-pNA
bestimmt. Gemessen wurde die Anderung der Extinktion mit der Zeit, was der An-
fangsgeschwindigkeit der Bildung von chromophorem Produkt (p-Nitroanilin) bei der

gewulnschten Substratkonzentration entsprach.

Die gemessene Anderung der Extinktion des gebildeten Produktes tber die Zeit fiir
unterschiedliche Substratkonzentrationen konnte unter Verwendung des Lambert-
Beer-Gesetz und des molaren Extinktionskoeffizientes flr p-Nitroanilin (€*405=10700
Ixmol'xecm™) auf die Reaktionsgeschwindigkeit umgerechnet werden. Die Reakti-
onsgeschwindigkeit wurde in Form der Enzymaktivitat angegeben (A [U]). Ausge-
rechnet wurde zusatzlich die spezifische Aktivitat (spez. Akt. [U/ug Protein]). Die
spezifische Enzymaktivitat (angegeben fur ein ug Protein) ermoglicht den direkten
Vergleich zwischen unterschiedlichen Enzymchargen, soweit der Enzymaktivitatsas-
say mit dem gleichen Substrat unter denselben Bedingungen durchgefuhrt wurde.

Die erhaltenen Daten sind in der Tabelle 10 und in Abbildung 32 dargestellt.

Aus den in Abbildung 32 gezeigten Daten wurden der Ky-Wert und Vpax bestimmt.
Da man die beste Bestimmung fur die kinetischen Parameter mit der Eadie-Hofstee-

Methode erreicht, wurden die kinetischen Daten nach dieser Auftragung ermittelt.
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Tabelle 10: Kinetische Daten fiir die enzymatische Hydrolyse von Boc-PRPP-pNA. Parame-
ter: T=25°C, pH=8.0, Konzentration der Stammlésung: cs=4.0 mM (10% EtOH). Konzentrati-
on des Enzyms in der Messklivette: ce=0.19 ug/ml. Zur Fertigung aller L6sungen wurde Tris-
HCI-Puffer (100 mM, EDTA 1mM, pH = 8.0) benutzt.

cs [MM] [ dE/dt x10% [ A [U] x10* | spez. Akt.

[U/ug]
0,000 0,000 0,00 0,000
0,040 0,228 2,13 1,121
0,080 0,310 2,90 1,525
0,120 0,397 3,71 1,953
0,160 0,421 3,93 2,071
0,200 0,460 4,30 2,263
0,279 0,460 4,30 2,263
0,399 0,460 4,30 2,263

Hofstee-Diagram

. g wn 0’3
Aktivitat 04
021 03 | y = -0,0562x + 0,2742

Aktivitat o2{ *

0,1

des

Enzyms [U] 0.1 ¢

0,0 : . ; ; 0 : . . ; .
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0, 0 1 2 3 4 5 6

Substratkonzentration Aktivitat /Substratkonzentration

Abbildung 32: Kinetischer Verlauf der enzymatischen Hydrolyse von Boc-PRPP-pNA und

Hofstee-Diagram zur Bestimmung von Ky, und V., Werten.

Aus der Abbildung 32 kann man Ky und Vpax ablesen. Ky erhalt man aus der Gera-
densteigung (tgo=-Ku); fur Boc-PRPP-pNA betragt sie 0,056 mmol/l. Aus dem
Schnittpunkt der Geraden mit der Ordinate kann man Vpax ablesen, die 5,2:10* U fiir
Boc-PRPP-pNA betragt.

Km = 0,056 mmol/l
Vmax = 5,2 '10-4 U

Anlehnend an die Annahme, dass man bei der Substratkonzentration von 10xKy die
Sattigung des Enzyms mit dem Substrat erhalt, wurde eine Vorschrift fur einen Aktivi-

tatstest bei 0,4 mM Boc-PRPP-pNA (=7xKy) erarbeitet, was einem Kompromiss zwi-
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schen der gewlinschten und der experimentell wegen der Substratldslichkeit reali-

sierbaren Substratkonzentration entspricht.

Um die einzelnen Enzymchargen miteinander mithilfe der spezifischen Aktivitat ver-
gleichen zu kénnen, muldte sicher gestellt werden, dass die Menge des Enzyms line-
ar abhangig von der Hydrolysegeschwindigkeit ist. Diese Korrelation wird in Abbil-
dung 33 prasentiert. Die Zunahme der Enzymmenge verursacht einen nahezu pro-

portionalen Zuwachs der Hydrolysegeschwindigkeit.

0,06 1
. . e 0’04 T
Aktivitat
0,02 -
[U]
0,00 ‘ ‘
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Enzymkonzentration [ug/ml]

Abbildung 33: Einfluss der Enzymmenge auf die Hydrolysegeschwindigkeit. Parameter:
T=25°C, pH=8.0, Konzentration des Substrates in der Messklivette: Cs=1.57TmM
Zur Fertigung der Lésungen wurde Tris-Puffer (100mM, EDTA 1mM, pH=8.0) verwendet.

Aufgrund dieser Untersuchungen konnten die Bedingungen fur einen Aktivitatstest
bestimmt werden. Der Aktivitatstest ist unentbehrlich, sowohl um verschiedene En-
zymchargen miteinander zu vergleichen, als auch zur Bestimmung des Aktivitatsver-
lustes der IgA-Protease mit der Zeit.

Ein Ky-Wert von 0,056 mM wurde fur Boc-PRPP-pNA bestimmt. Der Ky-Wert far
Boc-PRPP-AMC, der von Ch.Seitz bestimmt wurde (Tris-Puffer, 2.5% DMSO) betragt
zum Vergleich Ky=0.141mM.
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7.3. Die Aktivitatsunterschiede in verschiedenen IgA-Protease Chargen

Der oben beschriebene Aktivitatstest erwies sich als unentbehrlich, um die Aktivitaten
von unterschiedlichen Enzymlosungen miteinander zu vergleichen. In dieser Arbeit
wurde IgA-Protease von zwei unterschiedlichen Herstellern verwendet. Die Losung
der Firma Roche hatte eine Konzentration von 0,19 ug Enzym/ul und enthielt Tris-
HCI-Puffer, EDTA und Ethylenglycol in unbekannten Konzentrationen. Im Vergleich
dazu hatte die Losung von Firma MoBiTec eine Konzentration von 0,25 ug Enzym/pl
(Charge_1 Januar 2001) und 0,17 pyg Enzym/ul (Charge_2 Juli 2001). Die Losungen
enthielten 50mM Kaliumphosphatpuffer und 50% Glycerin. Die Aktivitatsunterschiede
fur die verschiedenen Chargen der beiden Hersteller wurden mit dem neuen Aktivi-

tatsassay bestimmt und sind in Abbildung 34 gezeigt.

spez.Aktivitat
[U/ug Protein]

o,\,.nmooo

1R
2R 3R 4R 4R M o

Enzymcharge

Abbildung 34: Aktivitatsunterschiede fiir verschiedene Enzymchargen. Mit Buchstabe R wur-

den die Chargen von Firma Roche bezeichnet, mit Buchstabe M von Firma MoBiTec.

Die ersten drei Saulen 1R-3R entsprechen Enzymaktivitdten von 'alteren' und schon
frGher benutzten Enzymchargen der Firma Roche. Diese Enzymchargen verflugten
nicht mehr Uber hohe Aktivitaten, was auf die niedrige Stabilitat des Enzyms unter
normalen Lagerbedingungen zurlckgefuhrt werden kann und noch weiter unten be-

schrieben wird.

Fir die unbenutzte Charge 4R sind zwei Saulen aufgefuhrt. Die Saule mit hochster
Aktivitat Uberhaupt zeigt die Aktivitat nach der ersten Operation 'Auftauen’. Diese ho-
he Aktivitat konnte nicht langer erhalten werden und war schon nach der zweiten

Operation 'Auftauen/Einfrieren' viel niedriger (zweite Saule 4R). Gearbeitet wurde mit
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der Aktivitat der zweiter Saule (und niedriger®). Dieser Aktivitatsbereich wird als Ar-

beitsaktivitat weiter bezeichnet.

Die letzten zwei Saulen symbolisieren Aktivitaten fur zwei Enzymchargen von MoBi-
Tec nach der ersten Operation von 'Auftauen’. Beide Aktivitaten unterscheiden sich

stark voneinander.

Im Laufe der experimentiellen Arbeit hat sich herausgestellt, dass die Aktivitat von
gleichen Chargen in der Zeit stark reduziert wird, was auf die niedrige Enzymstabilitat
bei Raumtemperatur zurickzuflhren ist. Beide Hersteller erwahnen die niedrige En-
zymstabilitat bei Raumtemperatur. Das Enzym wird als 'stabil' bezeichnet bei Tempe-
raturen von -15°C bis -25°C. Man sollte das wiederholte Erwarmen (15-25°C) ver-
meiden und auf rasches Arbeiten achten.l'?! """ Gleichzeitig werden alle in der Lite-
ratur beschriebenen Aktivitatstests (auch die von den Herstellern selbst) bei T=37°C
durchgefiihrt, was etwas verwirrend ist. Die IgA-Protease produzierende Bakterien
leben hauptsachlich auf der menschlichen Schleimhaut, und die IgA-Protease wird
aus der Zelle ausgeschieden, was eigentlich daftr spricht, dass das Enzym im Be-

reich von 36-37°C aktiv sein sollte.

7.4. Einfluss der Operationen 'Auftauen/Einfrieren’ auf die Enzymaktivitét

Die Operationen 'Einfrieren und Auftauen' konnte man bei der Arbeit mit dem Enzym
nicht vermeiden. Das Enzym musste bei der Temperatur von -18°C aufbewahrt wer-
den, wenn man die Aktivitat Uber langere Zeit behalten wollte. Die Hydrolyse- und
Transferasereaktionen, die in weiteren Kapiteln beschrieben werden, wurden bei
Raumtemperatur durchgefliihrt, so dass man die gleiche Enzymlésung mehrmals auf-
tauen und einfrieren musste. Das Auftauen und Einfrieren der Enzymlésung ver-
ursachte eine starke Reduktion der Enzymaktivitat. Die Abbildung 35 zeigt einen Ver-
lust der Enzymaktivitat mit der Zahl der durchgefuhrten Operationen 'Einfrie-
ren/Auftauen’' fur drei verschiedene Chargen von Roche. Fur alle Chargen beobach-
tet man sehr starken Aktivitatsverlust. Am starksten wird dieser Verlust wahrend der
zwei ersten Operationen beobachtet (Charge 3,Abbildung 35). Fir zwei andere

Chargen waren die ersten Daten nicht vorhanden. Ab der zweiten Operation beob-

® Die Aktivitat 4R, zweite Saule wurde noch durch Inkubation beim Raumtemperatur und wei-
tere Operationen 'Auftauen/Einfrieren’ reduziert.
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achtet man einen linearen Aktivitatsverlust, der unterschiedlich stark fir

unterschiedliche Chargen ist und anscheinend von der Ausgangsaktivitat abhangt.

spez.Aktivitat
o Charge 1
[U/ ug Protein] Charge 2
1]
Charge 3
D g

Anzahl von Operationen
Abbildung 35: Enzymaktivitdtsverlust nach mehrfachem 'Einfrieren/Auftauen’ fiir drei Char-

gen von Roche.

Die Interpretation der oben gezeigten Daten ist einfacher, wenn man den relativen
Anteil der behaltenen Enzymaktivitat gegen die durchgefuhrten 'Auftauen/Einfrieren’-
Operationen auftragt. Als 100%-prozentige Aktivitat fir den Arbeitsbereich wurde die
Aktivitat nach der Operation 2 angenommen. Erstaunlich ist, dass trotz der unter-
schiedlichen Anfangsaktivitat die Geschwindigkeit des Aktivitatsverlustes flir alle

Chargen ahnlich ist.

Die Enzymlésung von MoBiTec hatte eine andere Zusammensetzung. Deshalb konn-
ten die oben beschriebenen Daten nicht einfach Ubernommen werden. Der Aktivi-
tatsverlust nach mehrfachem Auftauen und Einfrieren fir die MoBiTec-Lésung wurde

auch ermittelt und ist in Abbildung 36 prasentiert.

4
spez.Aktivitat 3 _
[U/ug] 2
1
0

Anzahl von Operationen

Abbildung 36: Anderung der Enzymaktivitét nach 'Auftauen/Einfrieren'-Operationen fiir Char-

ge von Firma MoBiTec.
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Die Korrelation zwischen Aktivitatsanderung und Anzahl von durchgefihrten 'Auftau-
en/Einfrieren’-Operationen ist fur die MoBiTec-Losung linear. Man beobachtet nicht
mehr einen genauso starken Aktivitatsverlust bei der zweiten Operation wie fur die
Roche-Lésung. Nach Umrechnen diese Daten auf den Aktivitatsverlust, konnte man
die Daten fir die MoBiTec-Lésung mit den Daten der Roche-Lésung vergleichen,

was in der Abbildung 37 gezeigt wird.

1,2
& Charge 1 Roche
. 0,8 -
re la tive B Charge 2 Roche
Aktiviat 0,4 * A Charge 3 Roche
X Charge 1 MoBTec
0,0
0 2 4 6 8

AnzahlderO perationen

Abbildung 37: Vergleich des Aktivitdtsverlustes nach 'Auftauen/Einfrieren’-Operationen fiir

verschiedene Enzymchargen.

Bei allen untersuchten Chargen der beiden Hersteller beobachtet man einen ahnli-

chen Verlauf des Aktivitatsverlustes nach 'Auftauen/Einfrieren'-Operationen.

Der Aktivitatsverlust kann auch durch schnelles Portionieren der Enzymlosung in sol-
che Portionen minimiert werden, die auf einmal verbraucht werden. Die Aktivitat sol-

cher Enzymportionen ist vergleichbar, wie man in der Abbildung 38 sieht.

2,5
2,0 1
spez.Aktivitat 1,5
[UpgProtein] 1,0
1
0,0 11— | S S HE L . L
1 2 3 4 5 6

Enzyml6sungen

Abbildung 38 : Aktivitatsvergleich fiir portionierte Chargen von Firma Roche.
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7.5. Einfluss der Inkubationszeit auf den Aktivitatsverlust

Aufgrund der niedrigen Stabilitat des Enzyms bei Raumtemperatur, wurde ein Aktivi-
tatsverlust wahrend dieser Inkubationszeit beobachtet. In Abbildung 39 wurde der
Aktivitatsverlust wahrend Inkubation bei 25°C fur eine Enzyml6sung von Firma Ro-

che vorgestellt.

154 X
spez Akt. X H Charge_3
U Ag 14 A Charge 4

Poten] * Charge_4.1
05 | X Charge_4.
| ]
| ]
0 ‘ L.
0 50 100 150

hkubationszei m il

Abbildung 39 : Aktivitétsverlust der IgA-Protease von Firma Roche wéhrend Inkubation bei
25°C.

Die Geschwindigkeiten des Aktivitatsverlustes fur unterschiedliche Chargen unter-
scheiden sich voneinander. Dabei es ist schwierig Schlussfolgerungen zu ziehen,
ausser einer allgemeinen Tendenz zu relativ starkem Aktivitatsverlust in der Inkubati-
onszeit. Der Aktivitatsverlust fur Charge 3 ist viel langsamer im Vergleich zu zwei
anderen Chargen, was sehr wahrscheinlich mit der niedrigen Ausgangsaktivitat die-

ser Enzymcharge zusammenhangt.

Um die Geschwindigkeit des Aktivitatsverlustes zu reduzieren, wurde die Temperatur
der Inkubation auf 0-4°C erniedrigt. In Abbildung 40 wird die Korrelation zwischen
Enzymaktivitat und Inkubationszeit gezeigt. Aus dem Diagram sieht man, dass der

Aktivitatsverlust durch Erniedrigung der Inkubationstemperatur stark zurtickgeht.

Die Inkubation des Enzyms war nur die Vorbereitung des Enzyms fur weitere Unter-
suchungen (Aktivitatstest, Hydrolyse und Aminolyse Reaktionen), die bei anderer
Temperatur durchgefuhrt wurden. Das Zugabevolumen des Enzyms war aber so
klein im Vergleich zum Reaktionsvolumen dieser Ansatze, sodass die Temperatur
der gesamten Losung nicht die angenommene Fehlerbreite von £1°C Uberschritt.
Dabei wurde keine Trubung der Reaktionsldsung beobachtet, dass man die Ausfal-

lung von Enzym wegen seiner Denaturierung ausschliessen konnte.
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Abbildung 40: Aktivitdtsdnderung der IgA-Protease (Roche) wéhrend der Inkubation bei O-
4°C.

Da die Zusammensetzung der Enzymlésungen von Roche und MoBiTec unterschied-
lich war, wurde die Geschwindigkeit des Aktivitatsverlustes auch fir die MoBiTec-

Losung untersucht. In Abbildung 41 wird der Aktivitatsverlust wahrend der Inkubation
bei 25°C dargestellt.

4
3
- -\-'.-I\u ]
spez.Aktivitat 5 | bl ® | mCharge_2
[U/ug Protein] -
1 4
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0 50 100 150 200 250 300

Inkubationszeit [min]

Abbildung 41:Aktivitatsverlust der IgA-Protease von Firma MoBiTec wéahrend der Inkubation
bei 25°C.

Die Charge von MoBiTec scheint viel stabiler zu sein. Die erhohte Stabilitat kann
man auf die Zusammensetzung zurtckfihren. Die Enzymstammlésung enthalt 50%
Glycerin, welches anscheinend stabilisierend auf das Enzym wirkt (was noch weiter

genauer untersucht wurde).

Aus dem Diagram sieht man, dass nach der Inkubationszeit von 30 min, in der man
einen etwas starkeren Aktivitatsverlust beobachtet, das Enzym mindestens tber 4,5
Stunden stabil bleibt.
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7.6. Einfluss der Enzymverdiinnung auf den Aktivitdtsverlust

Die Aktivitat der Protease wurde stark durch Verdunnung reduziert, wodurch man die
Arbeit mit verdinnten Ldsungen vermeiden sollte. Der Aktivitatsverlust der IgA-
Protease in einer 10 fach verdinnten Enzymstammlosung wird in Abbildung 42 ge-

zeigt.

0,4

spez 0.3
Aktivitat 0,2
[U/ug] Protein] 0,1

0,1
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Abbildung 42: Aktivitétsverlust einer in Verhéltnis 1:10 mit TAPS-Puffer verdiinnter Enzyml6-

sung wéhrend der Inkubation bei 25°C.

Aus dem Diagram erkennt man einen Aktivitatsverlust von Uber 60% in der Zeit von
drei Stunden. Die Geschwindigkeit des Aktivitatsverlustes fur die 1:10 verdinnte L6-
sung ist damit ein wenig hoher als flr die unverdinnte Losung von Roche. Die 100
mal verdunnte Losung verliert fast vollstandig (um Uber 90%) die Aktivitat in der Zeit
von wenigen Stunden. Danach ist die Enzymaktivitat niedriger als zur Durchflhrung

der reversen Proteolyse unbedingt erforderlich ist.

Der Aktivitatsverlust der verdiinnten Enzymldsung ist wahrscheinlich auf den Anteil
von stabilisierenden Zusatzstoffen zurickzufuhren. In der MoBiTec-Losung wirkt Gly-
cerin als Stabilisator, in der Enzymldsung von Roche ist das sehr wahrscheinlich Po-
lyethylenglykol. Mit der Verdlinnung der Enzymlésung nimmt der Anteil an diesen

Stabilisatoren ab, wodurch man eine Steigerung des Aktivitatsverlustes beobachtet.
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7.7. Einfluss der Glycerinmenge auf die Aktivitat der IgA-Protease

Aufgrund von Literaturbefunden wurde vermutet, dass Glycerin als Stabilisator flr die
IgA-Protease wirken kann. Die Stabilisierung des Enzymes war sehr wichtig, weil
man zunachst bei Transferasereaktionen sehr niedrige Ausbeuten erhalten hatte.
Vermutet wurde, dass die niedrige Ausbeute durch Aktivitatsverlust des Enzymes in

der Pufferlésung verursacht war.

Als erstes wurde der Einfluss der Glycerinmenge auf die Aktivitdt des Enzymes un-
tersucht. Die Anwesenheit des Glycerins in der Testlosung reduziert allerdings die
Enzymaktivitat. Drei verschiedene Meldreihen fur 0, 10, 20, 30 und 50% Glycerin zei-
gen die gleiche Tendenz. (Abbildung 43)
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spez. Aktivitat
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% Glycerin

Abbildung 43: Einflu83 der Glycerinmenge auf die Aktivitét der IgA-Protease. Messung nach
1 Minute.

Der Mittelwert der Aktivitatsabnahme aus diesen drei Messreihen ergibt in der Auf-
tragung gegen die zugehdrige Glycerinkonzentration eine annahernd lineare Korrela-
tion. (Abbildung 44)

Aktivitats-
verlust

0,0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

% Glycerin

Abbildung 44: Aktivitatsverlust der IgA-Protease fiir bestimmte Glycerinkonzentrationen.
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Aufgrund des Aktivitatsverlustes wahrend der Inkubationszeit musste zusatzlich un-
tersucht werden, wie stark der Verlust fur unterschiedliche Glycerinkonzentrationen

ist und bei welcher Glycerinmenge das Enzym Uber mehrere Stunden stabil bleibt.

Die Aktivitat wurde fur Lésungen mit 50, 30, 20 und 0% Glycerin Gber mehrere Stun-
den getestet. (Abbildung 45) Man beobachtete einen Aktivitatsverlust fir alle Glyce-
rinkonzentrationen. Allerdings stieg die Enzymstabilitat mit hdherem Glyceringehalt in
der Reaktionslosung. Bei 20 und 30% Glycerin beobachtete man zwar einen Aktivi-
tatsverlust, aber der Verlust war wesentlich kleiner als flr die Reaktionsldsung mit
0% Glycerin. Die Lésung mit 50% Glycerin zeigte stabile Werte Uber mehrere Stun-
den. Der einzige Aktivitatsverlust fur diese Messreihe wurde am Anfang der Inkubati-
onszeit (die ersten zwei Messpunkte) beobachtet. Die Melreihe mit 50 prozentigem
Glycerinanteil kann man mit der Abbildung 41 aus dem Kapitel 7.5 vergleichen. Beide
Untersuchungen wurden unter gleichen Bedingungen durchgefihrt (die gleiche Gly-
cerinkonzentration, die gleiche Inkubationstemperatur von 25°C); beide Enzyme blei-

ben unter diesen Bedingungen stabil.

2,0
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spez.Aktivitat 10 4 W30%
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0,5 -

0,0

0 50 100 150 200 250 300

Inkubationszeit [min]
Abbildung 45: Stabilitdt der IgA-Protease bei unterschiedlichen Glycerinkonzentrationen
wéhrend der Inkubation bei 25°C.

Da eine 20% Glycerinkonzentration fur die geplante Transferasereaktion im Zeitinter-
vall bis 180 min dem Reaktionssystem die hochsten Aktivitaten bereitstellt, wurde

diese Stabilisatorkonzentration fiir die praparativen Umsetzungen herangezogen.
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8. Enzymatische Hydrolyse mit geeigneten Substraten

8.1. Verbesserung der Substratstruktur

In der Dissertation von C.Seitz *® wurden Variationen der Acyldonorstruktur unter-
sucht. Durch Vergleich des kinetischen Verlaufes der enzymatischen Hydrolyse fur
unterschiedliche Substrate stellte sich heraus, dass die beste Acyldonorstruktur ein
Arginin an der Ps-Position enthalt. Zusatzlich wurde der Einfluss der Abgangsgruppe
auf die Hydrolyse untersucht. Aus dem Vergleich der Kinetik der enzymatischen Hy-
drolyse flr drei unterschiedliche Ester, die als Acyldonoren dienten: OtBu, OMe und
OBzl konnte man feststellen, dass die beste Abgangsgruppe ein OBzl-Ester ist. Es ist
allgemein bekannt, dass die Prolinreste an den Positionen: P4, P, und P4 unentbehr-
lich sind, um die Aktivitat der IgA-Protease Uberhaupt beobachten zu kénnen. Auf-
grund dieser Informationen konnte man die beste Acyldonorstruktur zusammenstel-
len:

P4 P P> P4 Abgangsgruppe
Pro Arg Pro Pro OBzl

Man hat sich Uberlegt, ob man die Substratstruktur so verbessern kann, dass die Af-
finitat des Substrates zum Enzym und damit die Geschwindigkeit der enzymatischen
Umsetzung vergrossert wird. Wenn man statt eines Tetrapeptidesters ein langeres
Peptid als Substrat verwendet, wird die Erkennungssequenz fur das Enzym verlan-
gert. Man kann davon ausgehen, dass dadurch die Affinitat des Substrats an das
Enzym verbessert wird (auf diese Art wird der Ky-Wert beeinflult). Je kleiner der Ky-
Wert ist, desto hdhere Affinitat besitzt das Substrat zu dem Enzym, so dass das En-
zym mit niedrigeren Substratkonzentrationen gesattigt wird. Die beste Erkennungs-

sequenz fur die IgA-Protease wurde auch von C.Seitz gesucht und wie folgt bezeich-

net:
P4 P P> P+ P4’ P’ P’ P4
Pro Arg Pro Pro Ala Pro Ser Trp
Gly Trp Tyr
Tyr

Da bekanntermassen die Estersubstrate leichter als Amide hydrolysiert werden, ist
es besser, statt einer Amidbindung an der P4-P4' Spaltungsposition eine Esterbin-
dung einzubauen. Als Strukturanaloga am nahesten stehen Milchsaure als Analogon

von Alanin und Glycolsaure als Analogon von Glycin. Die beiden o-Hydroxysauren
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sollten also in die Peptide eingebaut werden, so dass im Endeffekt Depsipeptide ent-
stehen, die anstatt Alanin und Glycin an der P4'-Position eine L-Milchsaure oder Gly-

colsaure enthalten.

Durch einen synergistischen Effekt von der verlangerten Erkennungssequenz und
Esterbindung an der Spaltungstelle der Protease kann man eine Verbesserung des
kcat/ Km-Wert erwarten sowohl im Vergleich zu Peptiden als auch Peptidestern.

8.2. Theoretische Grundlagen fiir die Modifizierung

In den verbesserten Substraten wurden zwei Eigenschaften modifiziert. Als Erstes
wurde die Lange des Substrats verandert, so dass man Uber eine langere Erken-
nungssequenz verflgte und dadurch theoretisch auch eine héhere Affinitat des Sub-
strats zu der IgA-Protease erreichen konnte. Der Ky-Wert kann als Gleichgewichts-
konstante aufgefasst werden, die die Dissoziation des ES-Komplexes beschreibt. Je
kleiner sie ist, desto stabiler ist der ES-Komplex. Wie man aus dem Energiedia-
gramm (Abbildung 46) sieht, entspricht der Ky-Wert der freien Assoziationsenthalpie

der ES-Zwischenverbindung.

Die zweite Modifikation war die Einfuhrung einer Esterbindung anstatt der Peptidbin-
dung an der Spaltungsstelle. Es ist aus Arbeiten mit anderen Proteasen bekannt,
dass die Esterbindung an der Spaltungsstelle leichter hydrolysiert wird. Damit wird
der kcot-Wert erhdht und die Aktivierungsenergie des Gesamtprozesses erniedrigt.
Der Vorteil dieser Strukturvariation wird sichtbar, wenn man Depsipeptide mit Sub-

straten vergleicht, die eine Peptidbindung an dieser Stelle enthalten.
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Abbildung 46: Energiediagramm fiir die enzymatische Katalyse der Hydrolysereaktion. Die
Verbesserung des Substrates (Reduktion des Ky, Steigerung von k) ist direkt mit den freien
Enthalpien AG°, AG™ gekoppelt und hat Einfluss auf die Geschwindigkeit der enzymatischen
Reaktion und Affinitdt des Substrats an das Enzym. Den Zusammenhang beschreiben fol-
gende Gleichungen: AG®' = -RTInK's,, wobei K'sq = [Produkt] / [Substrat] ; Gleichgewichts-
konstante unter biochemischen Standardbedingungen, AGes® = -RTInKy, wobei Ky, = k.4+ky/

ki und ky<<k.4, AG™ = -RTInky

8.3. Synthese von verbesserten Substraten

8.3.1. Synthese von Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH> 12

Die Synthese kdnnte am festen Trager oder in der Losung durchgefihrt werden. Da
man fur kinetische Untersuchungen relativ grolle Mengen von Depsipeptid brauchte,
wurde der Synthese in der Losung der Vorzug gegeben, was zwar wegen der Aufar-
beitung nach jeder Stufe und der Optimierung der einzelnen Stufen arbeitsaufwendi-

ger aber auch preiswerter ist.

Die Strategie der Synthese ist in Abbildung 47 dargestellt. Die Synthese sah die
Kupplung von drei Segmenten vor: Boc-Pro-[OGly]-OH 4, H-Pro-Trp-NH, 8 und Boc-
Pro-Arg-Pro-OH 11. Die zwei letzten Segmente wurden auf die Ubliche Art durch
Verwendung von Kupplungsreagenz (HBTU) mit einem Uberschuf® von organischen
Basen (EDIPA, TEA, NMM) synthetisiert. Dabei wurden als Schutzgruppen Boc- und
Z- Gruppen verwendet. Die beiden Gruppen sind leicht abspaltbar, entweder mit Trif-
luroessigsaure in Gegenwart von Triethylsilan (Abspaltung der Boc-Gruppe) oder
durch Hydrogenolyse mit 10% Palladium auf Kohle als Katalysator (Abspaltung der
Z-Gruppe).
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Das Depsipeptid wurde durch Reaktion von Benzylbromoacetat mit geschitztem Pro-
lin hergestellt. Man konnte auf dieser Weise die Optimierung der Reaktion zwischen
Glycolsaure und H-Pro-Trp-NH, 8 vermeiden (die entsprechende Reaktion fur Milch-
saure musste optimiert werden). Die hier beschriebene Reaktion lief mit fast quantita-
tiver Ausbeute und lieferte keine nennenswerte Nebenprodukte. Das Produkt verflg-
te Uber hydrophobe Schutzgruppen, die die Aufarbeitung im Vergleich zu dem freiem

Glycolsaurederivat HO[Gly]-Pro-Trp-NH; sehr erleichterte.

o)
]
Boc—Pro—OH  + BrH2C—C—O-H2C© Z—-Pro—OH + H—Trp—NH,
1 2 5 6
l EDIPA / THF i HBTU / NMM oder EDIPA
Boc—Pro—[OGly]—OBz Z—Pro—Trp—NH;
3 7
l Hy/ Pd l H, / Pd
Boc—Pro—[OGly]—OH H—Pro—Trp—NH,
4 8

l HBTU / NMM oder EDIPA

Boc—Pro—[OGly}—Pro—Trp—NH,
9

l TFA / Et3SiH

H—Pro—[OGly}—Pro—Trp—NH,
10

l Boc-ProArgPro-OH, HBTU, TEA
11

Boc—Pro-Arg—Pro—Pro—[OGly}—Pro—Trp—NH,

12
Abbildung 47: Synthesestrategie flir Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 12.
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Die Kupplungsmethode wurde von Suich et al. "1 zur Herstellung von Fmoc-
Tyr(OtBu)-O[Gly]-OBzl beschrieben. Fur unsere Zwecke musste man andere
Schutzgruppen verwenden und die Reaktion optimieren, was zu viel kirzeren Reak-

tionszeiten als in der Literatur angegeben flhrte.

Die Kupplung zwischen den zwei Segmenten H-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 10 und Boc-
Pro-Arg-Pro-OH 11 verlief mit etwa 80% Ausbeute (HPLC, nach der Isolierung 60%).
Wichtig fur die Reaktion war wasserfreies Losungsmittel, da sonst das Kupplungs-
reagenz HBTU schnell inaktiviert wurde und die Reaktion dann mit niedrigerer Aus-
beute verlief. Die Reaktionsbedingungen mufdten fir diese Kupplung optimiert wer-
den. Die zwei nachsten Tabellen: Tabelle 11 und Tabelle 12 fassen die Bedingungen

fur die erfolgreichen und mi3lungenen Kupplungen zusammen.

Tabelle 11: Kupplungsexperimente zur Herstellung von Verbindung 12.

Experiment 1 2 3 4
Ansatzgrosse 10 1 1 1 1

[mMol]

Ansatzgrosse 11 100 100 120 120

Mol %

Kupplungsreagenz | Mukaiyama, Mukaiyama, HBTU, 150 HBTU, 150
Mol % 150 150

Base, Mol % NMM, 500 NMM, 500 TEA, 400 TEA, 400
Lésungsmittel (Uber | CH,Cl./DMF, CH,Cl, DMF DMF
Al O filtriert) (10:1 viv)

Tabelle 12: Nicht erfolgreiche Kupplungsexperimente zur Herstellung von Verbindung 12.

Experiment 5 6 7
Ansatzgrosse 10 [mMol] 1 1 1
Ansatzgrosse 11, Mol % 120 120 120
Kupplungsreagent, Mol % HBTU, 150 HBTU, 150 HBTU, 150
Base, Mol % NMM, 400 NMM, 400 TEA, 400
Losungsmittel CH;CN / DMF, CH;CN DMF

4:2 (viv)
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Das Produkt konnte nicht auf die Ubliche Weise aufgearbeitet werden, weil die ent-
haltene Esterbindung in wassrigen alkalischen und sauren Losungen labil war. Der
Basenuberschuss sowie der Hauptteil der noch vorhandenen Kupplungsreagenzien
und des in der Reaktion entstehenden HOBt konnte aus der Reaktionsldsung mit
leicht saurer Pufferlésung ausgewaschen werden. Das Depsipeptid wurde dann aus
Acetonitril mit kaltem tBuOMe ausgefallt. Die Sauberkeit des erhaltenen Produktes
war fir die enzymatische Untersuchungen nicht ausreichend, weshalb die Verbin-
dung uber lonenaustauschchromatographie und Reverse Phase Mitteldruckchroma-
tographie gereinigt wurde. Daflir musste wassriger Puffer verwendet werden, um
starke pH-Wert Schwankungen zu vermeiden. Abgesehen von der Hydrolyse zer-
setzte sich das Produkt auch in der Luft, so dass man wahrend der Chromatographie
rasch arbeiten musste. Die Oxidation zu einem Zersetzungsprodukt wurde auch wah-
rend der Lagerung des Produktes bei 4°C beobachtet. Das gleiche Zersetzungspro-
dukt wurde auch bei der Lagerung des Depsipeptides bei -18°C beobachtet. Erst
beim Aufbewahren unter Argon oder Stickstoffatmosphare blieb das Produkt stabil,
unabhangig davon, ob das Peptid bei -18°C oder in flissigen Stickstoff aufbewahrt
wurde. Die wahrend der Lagerung entstandenen Produkte wurden isoliert und mit
ESI-MS analysiert. Die gefundenen Massen waren Produkten zuzuschreiben, die
durch Oxidation des Indolrings des Tryptophans mit Luftsauerstoff, intramolekulare
Umlagerung von Depsipeptiden oder wahrend der Reduktion mit Palladium entste-
hen konnten. Alle drei Reaktionen wurden fur dhnliche Strukturen schon in der Litera-
tur beschrieben. %81 1"72H1741 1y der Abbildung 48 sind Strukturen gezeigt, die nahelie-

gen und mit den beobachteten Massen kompatibel sind.

Depsipeptid Depsipeptid Depsipeptid
CH2 HCH2 CH2
Boc-PRPPPW-NH \ XD/\
2 H@ O:IZI‘\I\/'@ N/
o
m/z 847 907 921 909

Abbildung 48: Beispiele flir potentielle Strukturen der Zersetzungsprodukte von Boc-Pro-Arg-
Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 12.
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Die Charakterisierung des Peptoids 12 erfolgte durch NMR-Spektroskopie und Mas-
senspektroskopie. In Abbildung 49 ist das "*C Spektrum abgebildet. Charakteristisch
fur diese Verbindung und erkennbar sind Signale der Boc-Gruppe (bei 82 ppm) und
aromatische Signale des Tryptophans (im Bereich 110-140 ppm). AuRerdem kann
man im 'C-Spektrum 8 Kohlenstoffe von Carbonylgruppen (im Bereich 168-177
ppm), 23 Signale von aliphatischen Kohlenstoffen und ein Signal fur Guanidinium-
gruppe des Arginins (bei 159 ppm) erkennen, was fur die gewunschte Struktur
spricht. Durch Massenspektroskopie konnte die ldentitat der Verbindung eindeutig
nachgewiesen werden. In Abbildung 50 wird ein ESI-MS Spektrum dargestellt mit
einem Hauptpeak, der dem Molekilpeak [M+H]"'=906,5 entspricht.

-

180 160 140 120 10 80 60 40 20 0

(oom)

Abbildung 49: *C-NMR Spektren von Peptoid 12 in MeOD.
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Abbildung 50: ESI-MS von Peptoid 12.

8.3.2. Synthese von Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH2 19

Die Synthese des Milchsaurederivats 19 wurde unter Verwendung der Boc-Strategie
durchgefuhrt (Abbildung 51) und bestand aus der Kupplung von zwei Segmenten:
dem Depsipeptid mit einer Milchsaureeinheit H-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH, 18 und ei-
nem Tripeptid Boc-Pro-Arg-Pro-OH 11. Das bendtigte Tripeptid war identisch mit
dem Tripeptid, das man zur Synthese des Glykolsaurederivats brauchte. Die Synthe-
se des Milchsaurederivats wurde abweichend von der des Glykolsaurederivats 12
durchgefuhrt. Die Milchsaure wurde direkt an das Prolyltryptophanamid 8 gekuppelt.
An dieser Stelle hat man Milchsaure in verschiedenen Formen an das Peptidylamid
angehangt: als freie Saure, als Natriumlactat und mit Uber Acetylierung geschutzter

a-Hydroxygruppe.
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Z—Pro—OH + H—Trp—NH,
5 6
l HBTU / EDIPA oder NMM

Z—Pro— Trp—NH,

7
l H, / Pd
H—Pro— Trp—NH,
8

BOP oder l
HBTU / EDIPA
AcOJAla]OH l

13 BOP oder

HBTU / EDIPA
AcO—O[Ala]—Pro— Trp—NH, HOCH(CH3)COONa
14 15
NaOH ‘

.

>X\Pro—Trp—NHz

HO-CH
CH, 16

Z-Pro-OH / BOP
EDIPA / DMAP

Z—Pro—O[Ala] —Pro— Trp—NH,
17

l H, / Pd

H—Pro—O[Ala]—Pro— Trp—NH,
18

11

Boc-Pro-Arg-Pro-OH
l HBTU / EDIPA

Boc —Pro—Arg—Pro —Pro—O[Ala] —Pro— Trp—NH>
19
Abbildung 51: Schema der Synthese von Boc-Pro Arg-Pro-Pro-OfAla]-Pro-Trp-NH, 19.



Bei der Kupplung zwischen Milchsaure und Prolyltryptophanamid muften die Bedin-
gungen optimiert werden, weshalb unterschiedliche Milchsaurederivate verwendet
und Kupplungsreagenzien, Basen und Losungsmittel variiert wurden. Die einzelnen

Experimente wurden in der Tabelle 12 zusammengefasst.

Tabelle 12: Optimierung der Synthese von HO-[Ala]-Pro-Trp-NH, 16.

# Edukte Kupplungs- Base Lésungsmittel | Ausbeute | Reaktions-zeit
reagenz (mit HPLC | / Temperatur
bestimmt)
1. | Milchs8ure (1,2 Aq.) + |HBTU NMM CH;CN 30% 4 h, RT
H-PW-NH,
1,2 Aq. 1,2 Aq.
2. |Natriumlactat (1,0 Aq.) |BOP EDIPA CH;CN/DMF 60% 24 h, RT
+ H-PW-NH,
1,0 Aq. 1,9 Aq. (5:1, viv)
3. |Natriumlactat (1,0 Aq.) |BOP EDIPA CH3;CN 80% 3h,RT
+ H-PW-NH,
1,0 Aq. 1,2 Aq.
4. |Natriumlactat (1,0 Ag.) |BOP EDIPA DMF 0% 60 h, RT
+ H-PW-NH,
1,0 Aq. 1,9 Aq.
5. | acetyliertes Natriumlac- | BOP EDIPA CH;CN/DMF 5% 2h,RT
tat (1,0 Aq.) + H-PW-
NH, 1,0 Aqg. 1,0 Aq. (3,5:1, viv)
6. |acetyliertes Natriumlac- | EDC EDIPA CH;CN/DMF 25% 48 h, RT
tat (1,0 Aq.) + H-PW-
NH, 1,0 Aq. 1,2 Aq. (8:1, viv)
7. | acetyliertes Natriumlac- | BOP EDIPA CH;CN/DMF 80% 48 h, RT
tat (1,0 Aq.) + H-PW-
NH, 1,0 Aq. 1,2 Aq. (8:1, viv) (70%) (1h,)
8. |acetyliertes Natriumlac- | HBTU EDIPA CH;CN/DMF 80% 48 h, RT
tat (1,0 Aq.) + H-PW-
NH, 1,0 Aq. 1,2 Aq. (8:1, viv) (71%) (4 h)
9. |acetyliertes Natriumlac- | Mukaiyama | EDIPA CH;CN/DMF 43% 48 h, RT
tat (1,0 Aq.) + H-PW- Reagenz
NH, ) 1,2 Aq. (8:1, viv)
1,0 Aq.
10. acetyliertes Natriumlac- BOP EDIPA CH;CN/DMF 90% 50 min, 60°C
tat (1,0 Aq.) + H-PW-
NH, 1,5 Aq. 2,5Aq. (10:1, viv)
11. acetyliertes Natriumlac- HBTU EDIPA CH5;CN/DMF 90% 12 h, 60°C
tat (1,0 Aq.) + H-PW-
NH, 1,5 Aq. 5,0 Aq. (8:1, viv)
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Die Reaktion mit Milchsaure, die nicht in einer anionischen Form eingesetzt wurde,
erreichte schlechtere Ausbeuten. Aus diesem Grund wurden die weiteren Reaktionen
mit Milchsaure in der Form des Natriumsalzes durchgefuhrt. Ungeachtet des Proto-
nierungszustands der Milchsaure wurde das gleiche Produkt erhalten, was Uber
HPLC-Koinjektion bewiesen wurde. Die Reaktion mit Acetylmilchsdure brachte ein
Produkt, dass nach alkalischer Hydrolyse das identische Produkt ergeben hat, wie
Produkte nach der Kupplung mit Milchsaure in nicht acetylierter Form. Sowohl die
nicht-geschutzte als auch die acetylierte Milchsaure reagierten praktisch ohne Ne-
benreaktionen. Die Menge an Nebenprodukten war in allen Fallen niedriger als 5%.
Interessant war der Einfluss des Losungsmittel auf die Reaktion. Die Reaktion in rei-
nem DMF war wesentlich schlechter als die in einer DMF/Acetonitril-Mischung oder

Acetonitril selbst.

Die zur Kupplungsreaktion zwischen Milchsaure und dem Prolyltryptophanamid be-
notigte acetylierte Milchsaure, wurde durch Reaktion von L-Alanin mit Essigsaure in

Anwesenheit von NaNO, gewonnen. [

(0]
I NaN02 |C|)
HN—CHG—OH + CHyCOOH ————»  CHyC00—CH-C—OH
I

CH3 CH3

13

Die besten Kupplungsreagenzien fur die Anknupfung der Milchsaure an das Dipepti-
dylamid waren BOP und HBTU. Die beiden Reagenzien ergaben ahnliche Ausbeuten

und nur geringe Mengen an Nebenprodukten.

Die nachste Stufe war die Bildung der Esterbindung zwischen einem Prolinderivat
und dem Milchsaurederivat. Die Bildung der Peptoidbindung wurde in der Literatur
beschrieben und kann auf unterschiedliche Weise realisiert werden. In der Tabelle 13

sind die einzelne Methoden mit entsprechenden Literaturstellen aufgelistet.
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Tabelle 13: Methoden zur Synthese der Peptoidbindung.

Nu. |Methode Lit.

1. HBTU, 10% DMAP, EDIPA, CH;CN [176]
2. EDC, 16% DMAP, EDIPA, CH;CN [177]
3. DCC, N-OH succinimide, DMAP, CH,Cl, [178]
4. DCC, DMAP, NMM oder EDC, HOBt, NMM [179]

Schlief3lich wurde die Methode mit HBTU und DMAP zur Bildung der Peptoidbindung
verwendet. Zur laut HPLC quantitativ verlaufenden Kupplung benétigte man einen
grofen Uberschul® von EDIPA (5,5 Aq.), HBTU (1,7 Ag.) und DMAP (1,0 Aqg.) und

trockenes DMF.

Eine weitere Reaktion, die optimiert werden musste, war die Kupplung zwischen

Depsitetrapeptid 18 und dem Tripeptid 11. Die milungenen und erfolgreichen Expe-

rimente sind in Tabelle 14 zusammengefasst. In den Reaktionen 2 und 3 wurde noch

zuséatzlich Molekularsieb 4A zur Reaktionslésung gegeben, so dass das sich im Lau-

fe der Reaktion bildende Wasser abgefangen wurde.

Tabelle 14: Erfolgreiche (1,2,3,4,5) und nicht erfolgreiche (6,7,8) Experimente der Segment-

kupplung von 11 und 18.

Exp. |BocPRPPOH Kupplungsreagenz Base Losungsmittel
11

1. 1.1 Aq. HBTU, 3.0 Aq. EDIPA, 5.0 Aq. DMF

2. 1.2 Aqg. HBTU, 1.5 Aq. TEA, 8.0 Aq. DMF

3. 1.2 Aqg. HBTU, 3.7 Aq. EDIPA, 7.5 Aq. DMF

4. 1.0 Ag. HBTU, 1.2 Aq. EDIPA 1.5 Aq. CH3CN

5. 1.0 Aq. HBTU, 1,5 Aq. TEA, 2.0 Aq. CH5;CN

6. 1.0 Aq. BOP, 2.0 Aq.; DMAP, 4.0 |EDIPA, 4.0 Aq. DMF

Aq.
7. 1.0 Aq. Mukaiyama, 1.5 Aq. NMM, 5.0 Aq. CH,Cl,
8. 1.2 Aq. HBTU, 1.5 Aq. NMM, 4.0 Aq. CH3;CN/DMF,
(4:5, viv)
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Die beste Ausbeute ergab die dritte Reaktion, in der man einen grofen Uberschuss
an Kupplungsreagenz und Base verwendete. Wenn man die beiden Tabellen ver-
gleicht, sieht man, dass der groRe Uberschuf® an Base und Kupplungsreagenz ent-
scheidend fur den erfolgreichen Verlauf der Reaktion war. Wieder spielt auch der
Wassergehalt in der Reaktion eine wichtige Rolle. In allen Fallen, in denen ein ge-
trocknetes Losungsmittel verwendet wurde, wurden auch hohere Ausbeuten erreicht.
Bei der Aufarbeitung und Aufbewahrung des Heptadepsipeptids muliten die gleichen
Regeln wie fur das Glycolsaurederivat eingehalten werden (gepufferte Wasserldésung
wahrend der Extraktion und Chromatographie, Stickstoff oder Argonatmosphare wah-
rend Lagerung bei -18°C oder in flissigen Stickstoff), sonst beobachtete man die
Zersetzungsreaktion.

Die Charakterisierung des Peptoids 19 erfolgte durch NMR-Spektroskopie und Mas-
senspektroskopie. In Abbildung 52 ist das ">*C-NMR Spektrum abgebildet. AuRer cha-
rakteristischen Signalen, die analog zu den Signalen der Verbindung 12 sind, findet
man Signale der Milchsaure bei 24,9 ppm (Methylgruppe) und bei 30,2 ppm (a-CH-
Gruppe). Durch Massenspektroskopie konnte die ldentitat der Verbindung eindeutig
nachgewiesen werden. In Abbildung 53 ist das ESI-MS Spektrum dargestellt mit ei-
nem Hauptpeak, der dem Molekiilpeak [M+H]"=920,5 entspricht.

ﬂmTﬂmrmmmnmmmmwmmmm
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
(ppm)

Abbildung 52: *C-NMR Spektrum von Peptoid 19.
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Abbildung 53: ESI-MS von Peptoid 19.

8.3.3. Synthese von Boc-Pro-Arg-Pro-OH 11

Die Synthese wurde nach der Boc-Strategie (Abbildung 54) durchgefuhrt. Als
Schutzgruppe wurde die Z-Gruppe eingesetzt, weil sie in einem Schritt abgespalten
werden konnte. Das Produkt wurde als Segment bei der Darstellung der Milchsaure
und Glykolsaure enthaltenden Depsipepide, sowie flur weitere Enzymsubstrate wie :
Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OMe 26, Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-pNA 27, Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-
OBzl 28 verwendet.
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Boc-Arg(Z,)-OH + H-Pro-OBzl
20 21

l HBTU / NMM oder EDIPA

Boc-Arg(Z,)-Pro-OBzI
22

l TFA / Et3SiH

H-Arg(Z,)-Pro-OBzl
23

Boc-Pro-OSu 25 oder Boc-Pro-OH 1,
HBTU / EDIPA

Boc-Pro-Arg(Z,)-Pro-OBzl

24

l H, / Pd

Boc-Pro-Arg-Pro-OH
11

Abbildung 54: Schema der Synthese von Boc-Pro-Arg-Pro-OH 11.
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8.4. Kinetik der enzymatischen Hydrolyse von Depsipeptiden

8.4.1. Kinetik der Hydrolyse von Boc-PRPPO[Gly]PW-NH, 12

Es wurde erwartet, dass die Peptoide bessere Substrate als die Ketten-verkirzten
Ester oder Peptide sind. Um diese Substrate mit anderen vergleichen zu kénnen,
brauchte man die Ky und kea-Werte, die Uber Affinitat und turnover informieren. Aus
diesem Grund wurde die Kinetik der Hydrolyse von Boc-PRPPO[Gly][PW-NH, 12

untersucht.

Der Verlauf der enzymatischen Hydrolyse des Glycolsaurederivats 12 wurde mit
HPLC untersucht. Da sowohl Produkt als auch Substrat Fluorophore enthalten (den
Indolring von Tryptophan), konnte man die Fluoreszenzsignale beider Verbindungen

messen und auf die Menge des Substrats oder Produktes umrechnen.

IgA Protease
Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, —> Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OH

12 29
+ HO-[Gly]-Pro-Trp-NH,
30
Bedingungen:

Reaktion 1: 17mmol/l Glycolsdurederivat, TAPS Puffer (200mM, EDTA 1mM), pH = 7,9, 16%
MeOH, ce in Reaktionslésung = 23 ug/ml, A = 26 U/ml.

Reaktion 2: 18 mM Lésung Glycols&urederivat, TAPS Puffer(wie oben), T=25°C, 15 % Me-
OH, ce in Reaktionslésung = 28 ug/mi, A = 47.6 U/ml.

120
¢ Produkt Reaktion 1
! o 80 A Substrat Reaktion 1
msatz [%] . A Produkt Reaktion 2
0 4 Substrat Reaktion 2
o
04 T T T !
0 50 100 150 200 250
Zeit [min]

Abbildung 55: Kinetischer Verlauf der enzymatischen Hydrolyse von Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-
O[Gly]-Pro-Trp-NH> 12 mit IgA-Protease.
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Abhangig von der Enzymaktivitat verlauft die Hydrolyse mit unterschiedlicher Ge-
schwindigkeit. Aus dem Verlauf der Kurve sieht man, dass die Reaktion nicht mit
100% Ausbeute verlauft. Nach etwa 180 min beobachtete man keinen Umsatz mehr.
Man kann davon ausgehen, dass nach dieser Zeit das Enzym nicht mehr aktiv war

und man nur spontane Hydrolyse beobachtet hat.

8.4.2. Praktische Schwierigkeiten bei der Bestimmung des Ky-Werts

Bei der Ky-Wert Bestimmung der IgA-Protease mit 12 lagen die Schwierigkeiten zu-
nachst an der schlechten Ldslichkeit des Substrates in der walrigen Losung, was
wegen des grosseren Anteils an hydrophoben Aminosauren (Pro, Trp) nicht unerwar-
tet war. Die Ldslichkeit konnte durch Zusatz von organischen Losungsmitteln (MeOH,
EtOH, DMSO) verbessert werden. Der Anteil an organischen Lésungsmitteln sollte
dabei nicht zu hoch sein wegen seiner inhibierenden Wirkung auf die Aktivitat des

Enzyms.

Daneben beobachtete man einen starken Aktivitatsverlust des Enzyms wahrend der
kinetischen Messung. Parallel dazu fand auf3erdem spontane Hydrolyse des Pep-
toids statt, so dass man Schwierigkeiten hatte, die Kinetiken nach der Michaelis-
Menten Korrelation zu analysieren und zu reproduzieren. Die erhaltenen kinetischen
Daten zeigten statt einer hyperbolischen Abhangigkeit der Anfangsgeschwindigkeit
der Hydrolyse von der Substratkonzentration eher eine lineare Abhangigkeit. Solche
Ergebnisse waren auf die vorherrschende Spontanhydrolyse des Substrats und die
sehr niedrige Aktivitat der eingesetzten Enzymcharge zurtckzufihren. Ein Beispiel
fur die erhaltene Kinetik ist in Abbildung 56 gezeigt. Dabei muss man an dieser Stelle
erinnern, dass schon wahrend der Synthese der Peptoide die starke Labilitat der

Peptoidbindung festgestellt wurde.
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0,10 & spontane
0,08 - A Hydrolyse
Hydrolyse 06 - .
geschwindigkeit = enzymatische
[U] 0,04 - Hydrolyse
0,02 1 A beobachtete
0,00 - — : Hydrolyse
0 0,5 1 1,5

Konzemtration von 12 [mmol/I]

Abbildung 56: Anteil der Spontanhydrolyse bei der enzymatischen Spaltung von Boc-Pro-
Arg-Pro-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 12. Bedingungen: T=32°C, cg=0.1 ug/ml, ng= 50 ng, TAPS-
Puffer (200mM, EDTA 1mM), pH=8.7.

Bei der starken spontanen Hydrolyse (die sowohl in der Substratstammlésung als
auch wahrend der Reaktion selbst zu beobachten ist), war der enzymatische Anteil
an der Gesamthydrolyse sehr klein. Bei hoheren Enzymkonzentrationen und hoherer

Aktivitat des Enzyms sollte eine Michaelis-Menten-Korrelation abgeleitet werden.

Im Weiteren wurden die Reaktionsbedingungen optimiert, so dass die stérenden Fak-

toren (wie z.B. die Spontanhydrolyse) unterdriickt werden konnten.

8.4.3. Spontane Hydrolyse

Das Problem der Spontanhydrolyse wahrend der enzymatischen Proteolyse ist be-

kannt und wurde schon in der Literatur an ahnlichen Verbindungen beschrieben.['®%

[181]

Schon wahrend der Synthese des Depsipeptides wurde beobachtet, dass die Ester-
bindung labil ist und leicht gespalten wird. Die Vermutung war, dass die Spontanhy-
drolyse einen wesentlichen Teil der Reaktion ausmacht. Der Anteil an Spontanhydro-
lyse sollte dem zufolge von der Aktivitdt und Menge des Enzyms im Reaktionsansatz
abhangen. Da die Kinetik auf der HPLC-chromatographischen Bestimmung der Ge-
samtmenge an Produkt beruht, wird sowohl der durch Spontanhydrolyse in der
Stammldsung als auch wahrend der eigentliche Messung gebildete Produktbeitrag

erfasst.

Die spontane Hydrolyse in der Stammldsung fallt viel starker ins Gewicht als die wah-

rend der Reaktion, weil die Konzentration des Peptoids in der Stammlésung viel ho-
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her ist und damit die Reaktionsgeschwindigkeit ebenfalls héher. Dieser Beitrag wurde
dadurch reduziert, dass man die Losung bei -18°C aufbewahrte und so kurz wie
moglich bei Raumtemperatur handhabte.

Die Hydrolyse wahrend der Reaktion betragt zwar nur einen Bruchteil der Hydrolyse
in der Stammlésung, weil die Konzentration des Peptoids entsprechend niedriger ist
und die Reaktion kiurzer dauert. Allerdings ist dieser Hydrolysebeitrag besonders
stark bei hdheren Temperaturen (35-37°C) zu beobachten.

Um den Anteil der Spontanhydrolyse zu reduzieren, wurde der Einfluss der Reakti-
onsbedingungen wie dem pH-Wert, der Pufferart, der Pufferkonzentration und der

Temperatur auf die Hydrolysegeschwindigkeit untersucht.

Zunachst bestimmte man den Einfluss des pH-Wertes auf die Spontanreaktion. Man
untersuchte aber nur den Bereich, der sich fur Hydrolyse und Transferasereaktion
anbot, das heildt in pH-Bereich = 7.5-8.7, in dem das Enzym das Aktivitatsmaximum
besitzt.*®! Die Hydrolyse ist wie erwartet umso schneller, je alkalischer die Reaktions-

I6sung ist. Aber auch in Losungen mit nahezu neutralem pH-Wert ist sie zu beobach-

ten.
0,16
0121 @ pH=8.7
. H=8.
Reaktion- =p _82
geschwindigkeit 0,08 - A pH=8.
[mM/Min] pH=7.8
X pH=7.5
0,04 -
0 % : . .
0 0,4 0,8 1,2 1,6

Substratkonzentration [mM]

Abbildung 57: Anfangsgeschwindigkeiten der spontanen Hydrolyse von Glycolsdurepeptoid
12 bei unterschiedlichen pH-Werten. Bedingungen:TAPS-Puffer (200mM, EDTA 1mM), T =
35°C.

Aufgrund der beobachteten Spontanhydrolyse bei nahezu neutralen pH-Werten im
TAPS Puffer wurde die Abhangigkeit der Reaktionsrate vom Puffertyp untersucht.
Abhangig davon, ob sekundare oder tertidre Amine als Puffersubstanzen eingesetzt

werden, muss man wegen der unterschiedlichen Basizitat einen Effekt auf die
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Spontanhydrolyse erwarten. Hydrolyse ist abhdngig vom Puffertyp und damit als all-
gemeine Saure-Base Katalyse einzuordnen. Laut Bronstedt hangt sie damit vom
pKs-Wert der basischen Spezies und ihrer Konzentration ab. Fir drei Puffersubstan-

zen sind die Kinetiken in Abbildung 58 gezeigt.

0,16
0,12 4
. A
s » TAPS
relative Reaktion- 0.08 | <t . e ™~ = Bicine
eschwindigkeit ' -"a PR
’ ? e + EPPS
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¢ —=m--"
*
0 - : : :
0 0,4 0,8 1,2 1,6

Substratkonzentration von 12 [mM]

Abbildung 58: Anfangseschwindigkeit der Spontanhydrolyse in unterschiedlichen Puffern.
Bedingungen: Puffer (200mM, EDTA 1mM), T = 35°C, pH = 8,7.

Der Einfluss der Pufferkonzentration wurde am Beispiel von TAPS ermittelt (Abbil-

dung 59) und folgte den Erwartungen.

Den grossten Einfluss auf die Spontanhydrolyse hatte die Temperatur. Die Reaktion
wurde bei 25°C und 35°C untersucht (Abbildung 60). Wie erwartet beobachtet man
eine starke Geschwindigkeitsteigerung durch Erhéhung der Temperatur um 10°C in

diesem Bereich.

50mM
= 100mM
A 200mM

relative Reaktion
geschwindigkeit

0 0,4 0,8 1,2 1,6
Substratkonzentration [mM]

Abbildung 59: Spontane Hydrolyse des Glycolsdurepeptoid 12 bei unterschiedlicher Puffer-
stérke (Pufferkonzentration). Bedingungen: TAPS-Puffer (EDTA 1mM), T = 35°C, pH = 8,7.
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Abbildung 60: Spontane Hydrolyse des Glycolsédurederivats 12 bei 25° und 35°C. Bedun-
gungen: : TAPS-Puffer (200 mM, EDTA 1mM), pH = 8,7.

Alle oben prasentierten Untersuchungen sollten der Unterdrickung der
Spontanhydrolyse wahrend der enzymatischen Reaktion dienen. Daraus ergab sich
als zweckmaligste Bedingungen fur weitere Untersuchungen die Reaktion bei
pH=8,2 in Bicin Puffer (100mM, EDTA 2mM) bei 25°C.

8.4.4. Bestimmung des Ky-Werts fur Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 12

In der experimentiellen Beobachtung erfasst man die Summe der enzymatischen und
spontanen Hydrolyse. Die ausgewahlten Reaktionsbedingungen sollten dafur sorgen,
dass die enzymatische Hydrolyse einen moglichst grolien Anteil der Gesamthydroly-
se einnimmt. Aufgrund der starken Spontanhydrolyse in der Stammlésung gab es in
der Reaktionslésung schon von Anfang an ca. 15% hydrolysiertes Produkt. Die Be-

rechnung der Reaktionsgeschwindigkeiten bertcksichtigte diesen Ausgangswert.

Abbildung 61 zeigt die Michaelis-Menten-Kinetik aus den Anfangsgeschwindigkeiten
der enzymatischen Hydrolyse von 12 und die nach der Eadie-Hofstee-Methode auf-

bereiteten Daten.
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Abbildung 61: a) Michaelis-Menten Kinetik fiir die Hydrolyse von Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OGly-
Pro-Trp-NH, 12 b) Eadie-Hoffstee-Diagram zur Bestimmung von Ky, und V., Werten. Bedin-
gungen: TAPS Puffer (200mM, EDTA 2mM), pH = 8,7, T = 35°C, ce = 1,9 ug/ml, 19% Me-
OH).

Aus der Eadie-Hofstee Auftragung wurden folgende Ky und Viax Werte fur 12 nach

Korrektur (wegen Spontanhydrolyse) erhalten

Ky = 0,13 mM
Keat / Knm = 6,2 x10° s M

In Tabelle 14 werden die hier fur das Gly-derivat 12 erhaltenen kinetischen Parame-

ter mit Daten fur andere Substrate verglichen.
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Tabelle14: Vergleich der Ky, und V. -Werten fiir unterschiedliche Substrate. Abklirzungen:
pPNA - Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-pNA 27, AMC - Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-AMC 31, Ogly - Boc-Pro-
Arg-Prp-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 12, OBzl - Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OBzl 28

Substrat pNA 27 AMC 31 OGly 12 OBzl 28
Ky [UM] 56 120 127 119
Vimax [UM min™"] 0,5 13,0 85,0 56,0
Keat [57'] 47 13 78 51

Keat/ Ky [s'M] 8,32 x 10* 1,08 x 10° 6,18 x 10° 4,29 x 10°
Bedingungen:

T [°C] 25°C 25°C 35°C 25°C
Puffer TRIS-HCI TRIS-HCI TAPS Bicin
pH 8,0 8,0 8,7 8,2
Org. Lsm. 10% EtOH 2,5% DMSO 19% MeOH 18% MeOH

Wenn man die Ky-Werte den gewahlten Substrate vergleicht, stellt man fest, dass sie
fir den Benzylester 28, das Aminomethylcoumarin 31 und das Depsipeptid 12 sehr
ahnlich sind. Der Ky-Wert fur das p-Nitroanilidderivat 27 ist nur halb so grol3 wie fur
die restlichen drei Substrate. Zur Untersuchung der Kinetik der vier Substrate ver-
wendete man unterschiedliche Mengen an Enzym, sodass man Vo« nicht direkt mit-

einander vergleichen kann.

Die daraus errechneten monomolekularen Ratenkonstanten k., flir Benzylester, das
Aminomethylcoumarin und das Depsipeptid sind in der gleichen Grdélkenordnung,
wobei die Hydrolyse von Depsipeptid am schnellsten verlauft. Die Hydrolyse des
Benzylesters ist im Vergleich zu Depsipeptid 12 1,5 mal langsamer, bzw. von Ami-
nomethylcoumarin 6 mal langsamer. Im Vergleich dazu ist ket fur das p-
Nitroanilidderivat 27 um mehr als eine Grolienordnung kleiner (16,6 mal langsamer
als das Depsipeptid 12). Die Spezifitatskonstante kqo/Kyu vereinigt beiden kinetischen
Parametern und charakterisiert so die Affinitat des Enzyms fir das Ubergangszu-
stand der Reaktion. Formal entspricht kc../Ky der bimolekularen Ratenkonstante fir
das produktive Zusammentreffen von Enzym und Substrat. Die Obergrenze der Ge-

schwindigkeit liegt dabei im Diffusionslimit (keat/Ku = 10% M'sec™).
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Fir die hier untersuchten Substrate findet man die GréRenordnung von 10%-10°. Den
hochsten keo/Km Wert hat Depsipeptid 12 erreicht, wobei der Unterschied im Ver-
gleich zu den restlichen Substraten nicht besonders grof ist. Er betragt entsprechend
fur den Benzylester 1,44 mal kleiner, fir Aminomethylcoumarin 5,7 mal kleiner, fir p-

Nitroanilid 7,4 mal kleiner.

Durch Verlangerung des Peptidrickgrates im Depsipeptidsubstrat wurde eigentlich
eine Verbesserung der Affinitat erwartet. Der Ky-Wert fur Heptadepsipeptid 12 ist
aber sehr ahnlich zum Ky-Wert des Tetrapeptidesters. Die Affinitat wurde auf diese
Weise nicht gesteigert.

Ein Vergleich der Kinetiken der Hydrolysereaktion von 12, 26 und 28 (Abbildung 62)
bestatigte noch einmal diese Befunde: Flur das Depsipeptid wurde die marginal
schnellste Reaktion beobachtet, wogegen der Benzylester nur wenig, der Methylester

jedoch deutlich langsamer reagiert.

0.6
Produkit-
i ¢ Peptoid Gl
menge 0.4 Pl =Y
" O-Me
[LM] 02 - 4 0Bz

Zeit

Abbildung 62: Enzymatische Hydrolyse von unterschiedlichen Substraten bei pH=8.2, in Bi-
cin-Puffer (100mM, EDTA 2mM).
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8.5. Einfluss der Temperatur auf die Hydrolysegeschwindigkeit.

Bei der Bestimmung des Ky-Wertes flir Depsipeptid 12 wurde beobachtet, dass die
Geschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse, ahnlich wie bei der Spontanhydroly-
se, stark abhangig von der Temperatur ist. Bei der Spontanhydrolyse wurde im Ein-
klang mit normalem Arrhenius-Verhalten eine Steigerung der Geschwindigkeit mit
Erhohung der Temperatur beobachtet. Bei der enzymatischen Reaktion zweier Paral-
lelansatze unter bis auf die Temperatur gleichen Bedingungen, wurde die hohere
Geschwindigkeit fur die Reaktion bei niedrigerer Temperatur festgestellt. (Abbildung
63)

100
| X
80 ” -
X ]
60 1 m35°C
rel. Rate X u .
40 X 25°C
20 - |
0 . T T
0 0,5 1 1,5

Substratkonzentration [mM]

Abbildung 63: Einfluss der Temperatur auf die Enzymaktivitat fiir enzymatische Hydrolyse
von Boc-PRPPOGIyPW-NH, (Aktivitdt des Enzyms wurde normalisiert).

Dieser Befund war unerwartet. Die meisten in der Literatur beschriebenen Aktivi-
tatsassays wurden bisher bei T=35°C durchgeflihrt, weshalb man davon ausgegan-
gen ist, dass die optimale Temperatur bei 35-37°C liegt. Wie das schon im Kapitel 7
Uber die Aktivitat der IgA-Protease beschrieben wurde, war das Enzym sehr instabil
und empfindlich auf Anderungen von physikalischen Parametern. Deshalb wurde
angenommen, dass das Enzym bei hoheren Temperaturen an Aktivitat verliert.

Die Geschwindigkeit der Summe von enzymatischer und spontaner Hydrolyse wurde
genauer bei mehreren Temperaturen untersucht (Abbildung 64). Um die Geschwin-
digkeit der Spontanhydrolyse beurteilen zu kénnen, wurden parallele Ansatze ohne

Enzymzusatz gemacht.
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Abbildung 64: Einfluss der Temperatur A) T=0°C, B) T=18°C, C) T=25°C, D) T=30°C, E)
T=35°C auf die Hydrolyse von Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 12. Eingesetzte
Enzymaktivitdten waren unterschiedlich fiir einzelne Messreihen und betrugen: T =0°C A =
06U T=18°CA=05U,T=25°CA=15U,T=30°CA=15U, T=35°CA=0,4U. Be-
dingungen: Bicin Puffer 100mM, EDTA 2mM, pH=8.2.

Aus den oben gezeigten Diagrammen kann man folgern, dass das Enzym die hoch-
ste Aktivitat bei T = 25°C zeigt. Man beobachtet, wie inaktiv das Enzym bei T = 35°C
ist. Bei 35°C betragt die Spontanhydrolyse fast 90% der gesamten beobachteten Hy-
drolyse. In den Diagrammen findet man eine Menge Hydrolyseproduktes in der Zeit
t=0 min, was auf die Hydrolyse in der Stamml&sung zurtickzufihren ist.

Aus den Auftragungen dieser Daten wurden maximale Anfangsgeschwindigkeiten
der Hydrolyse (Tangenten an die Kurve im Ursprung) fur die verschiedene Tempera-
turen ermittelt. AulRerdem wurde die Enzymaktivtat dieser Ansatze normalisiert. Man
erhalt dann ein Diagramm uber die Abhangigkeit der Hydrolysegeschwindigkeit von
der Temperatur (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Maximale Anfangsgeschwindigkeiten der Hydrolyse bei unterschiedlichen
Temperaturen. Die Aktivitdtsbestimmung des Enzyms wurde im Assay mit p-

Nitroanilidderivat als Substrat durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Enzymaktivitat normali-
siert.
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9. Transferasereaktionen

9.1. Reverse Proteolyse - Optimierung der Reaktionsbedingungen

Die enzymatische Peptidsynthese mit Hilfe der IgA-Protease ist eine Zwei-Schritt-
Reaktion mit einer festgelegten Reihenfolge. In der Reaktion nehmen drei Substrate
teil: ein Acyldonor (S1) und zwei Nukleophile - Wasser (S;) und ein Amin (S3). (Abbil-
dung 66)

ﬁ OH |C|) OH
L = | O |

R X IgA-Protease X --IgA-Protease

S1
X-H

@)
|

/C\
O—IgA-Protease

+H20/ \: H,oN-R’

IgA-Protease IgA-Protease

Abbildung 66: Schema der enzymatischen Peptidsynthese mit Hilfe der IgA-Protease in der

Reaktion der reversen Proteolyse.

Der erste Schritt - die Acylierung des Enzyms - ist sowohl fur die Hydrolyse als auch
Aminolyse identisch. In dem ersten Schritt der enzymatischen Reaktion wird das
Substrat S¢ an das Serin im aktiven Zentrum Uber eine kovalente Bindung gebunden.
Im zweiten Schritt wird sie dann durch eine nukleophile Attacke entweder durch das
Amin oder das Wasser gespalten und die Acyleinheit wird entsprechend auf das
Wassermolekil oder Amin Ubertragen. Die beiden Substrate S, und S3 konkurrieren
um den Acyldonor, der im aktiven Zentrum des Enzyms gebunden ist. Die Hydrolyse
ist die energetisch gunstigere Reaktion (niedrigere Aktivierungsenergie) und liefert
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thermodynamisch stabile Produkte. Im Gegenteil dazu ist die Aminolyse eine kine-
tisch kontrollierte Reaktion mit erheblicher Aktivierungsbarriere und thermodyna-
misch instabilen Produkten. Die Optimierung der Transferreaktion besteht in der Ver-
schiebung des Verhaltnisses zwischen Geschwindigkeit der Hydrolyse und Aminoly-

se zugunsten der Aminolyse.

9.2. Transferreaktion mit dem Depsipeptid Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Gly]-Pro-
Trp-NH; 12

Die Zusammenstellung der kc./Ky Werte fur verschiedene Acyldonoren (Kap. 8.4.4)
zeigte, dass das Depsipeptid 12 schneller als die klassischen Substrate in der Hydro-
lysereaktion abgebaut wurde. Da in der Hydrolyse und Aminolysereaktion nur die
erste Etappe der ES-Komplexbildung ahnlich ist, kann man die Ky und kgt Werte der
Hydrolyse nicht direkt auf die Aminolysereaktion Ubertragen. Das heil3t, dass ein
Substrat, das schnell in der Hydrolysereaktion abgebaut wird, nicht unbedingt ge-

nauso schnell die Transferasereaktion eingehen muss.

9.3. Kinetik der Transferasereaktion

9.3.1 Methylester als Acyldonor

Die reverse Proteolyse zwischen Methylester 26 und CSMP 37 als Nukleophil ver-
lauft nach einem Schema:
IgA-Protease
Boc-PRPP-OMe + H-APWLYGPA-OH ——» Boc-PRPPAPWLYGPA-OH
, 38
26 (CSMP - Peptid)
37 + Boc-PRPP-OH+ MeOH

29

Diese Reaktion wurde mit HPLC verfolgt. Detektiert wurde UV-Absorption (220nm)
und Fluoreszenz des Tryptophanrestes. Nach bestimmten Zeitabschnitten wurden
aus der Reaktionslésung Proben entnommen und die Reaktion gestoppt. Aus der
Hohe der HPLC-Peaks von 37 und 38 wurden die Kupplungsausbeuten ausgerech-
net. Die Kinetik wurde in Abbildung 67 gezeigt. Nachdem die maximale Kupplungs-
ausbeute (37%) erreicht wurde, wurde die Reaktion gestoppt, das Produkt isoliert
und charakterisiert. Die mit Maldi-TOF gemessenen Massen von 37 und 38 sind in
Abbildung 68 gezeigt.
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Abbildung 67: Der kinetische Verlauf der enzymatischen Peptidsynthese zwischen Boc-
PRPP-OMe und dem CSMP-Peptid.
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Abbildung 68: MALDI-TOF MS Spektren des unmodifizierten 37 und modifizierten CSMP 38.

Die Masse des modifizierten Peptids 38 betragt [M+H]'=1421,2, die Masse des
CSMP 37 betragt [M+H]'=874,2. Beide Massen sind in Maldi-TOF-MS zu erkennen.
(Abbildung 68)
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9.3.2 Depsipeptid 12 als Acyldonor

Die enzymatische Reaktion zwischen Depsipeptid 12 und CSMP 37 als Nukleophil

verlief nach dem Schema:

IgA-Protease
Boc-PRPPO[GIly]PW-NH,; + H-APWLYGPA-OH ——>  Boc-PRPPAPWLYGPA-OH

12 37 38
+ Boc-PRPP-OH + HO-[Gly]PW-NH,
29 35

Diese Reaktion wurde ahnlich wie die vorige Reaktion verfolgt. Der kinetische Verlauf
der Peptidsynthese wird in Abbildung 69 gezeigt. Die maximale Ausbeute flr das
Kupplungsprodukt betrug 15%. Das entstandene Kupplungsprodukt wurde isoliert
und charakterisiert. Durch eine HPLC-Koinjektion wurde festgestellt, dass das glei-
che Produkt entstanden ist wie in der enzymatischen Kupplung zwischen dem Me-
thylester 26 und CSMP 37. Das isolierte Produkt wurde mit Maldi-TOF-MS analysiert.
Laut Masse war das Produkt war identisch mit dem Produkt der Kupplung zwischen
26 und 37.
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Abbildung 69: Kinetischer Verlauf der enzymatischen Reaktion zwischen Boc-
PRPPOGIyPW-NH, 12 und dem CSMP-Peptid 37. Bedingungen: ca.=37,7mM,
Cesmp=3,75mM, cg=6,2ug/ml, pH=8,7;, T=35°C, TAPS 100mM, EDTA 2mM.
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Abbildung 70: Maldi-TOF-MS des Kupplungsproduktes 38.
Die Masse des modifizierten CSMP 38 betragt [M-H]'=1420,8. Ausser dieser Masse

ist noch in Abbildung 70 ein Abspaltungsprodukt der Boc-Gruppe mit einer Masse
von [M-H]'=1320,7 zusehen.

9.4. Optimierung der Transferasereaktion zwischen Glycolsauredepsipeptid 12
und CSMP-Peptid 37

9.4.1 Allgemeine Voraussetzungen

Das Ziel dieser Optimierung ist die Erarbeitung von Vorschriften fir die N-terminale
Modifikation von Proteinen. Die durchgefuhrten Experimente sind in der Tabelle 15

zusammengefasst.

Tabelle 15: Bedingungen und Ausbeuten der Kupplungsexperimente zwischen Glykols&ure-
derivat 12 und CSMP 37.

Nu. Cac Cnu [MM] |ce [ug/mi]| MeOH | T°C | pH Puffer |Enzymakt.|Ausbeute
1. 2,6 0,19 8,6 0 25 8,7 TAPS 1,68 0
2. 37,7 3,75 6,2 12 35 8,7 TAPS n.b. 18
3. 24,0 6,00 16,2 6 30 8,7 TAPS n.b. 16
4. 37,7 3,75 6,2 12 35 8,7 TAPS 1,28 2
5. 37,7 3,75 6,2 20 35 8,7 TAPS 1,2 15
6. 3,7 0,92 8,74 18,6 35 8,2 Bicin n.b. 5
7. 3,5 0,86 8,2 18,6 35 8,2 Bicin n.b. 0
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8. 2,8 0,80 8,2 13, 14% | 25 8,2 Bicin n.b. 1
9. 1,4 0,20 0,93 18,7 0 8,2 Bicin 0,028 0
10. 1,3 7,30 6,9 0 25 8,2 Bicin 1,52 0
11. 1,3 0,08 6,9 0 25 8,2 Bicin 2,17 0
12. 1,1 0,5 3,4 0 25 8,2 Bicin 0,77 1,5
13. 1,1 0,5 3,4 0 25 8,7 Bicin 0,63 1,8
14. 36,0 3,1 3,6 0 25 8,7 Bicin 0,95 7,3
15. 36,0 3,1 25,2 0 25 8,7 Bicin n.b. 23,5
16. 35,0 2,7 19 0 25 8,7 Bicin 1,9 23
17. 35,0 1,4 19 0 25 8,7 Bicin 4,33 15
18. 35,0 1,38 19 0 25 8,7 Bicin 2,85 11
19. 34,5 0,7 19 0 25 8,7 Bicin 2,86 12
20. 34,6 0,35 19 0 25 8,7 Bicin 2,85 18
21. 34,6 0,18 19 0 25 8,7 Bicin 2,85 28,4
22. 34,6 2,1 19 0 25 8,7 Bicin 2,86 17
23. 11,5 2,1 19 0 25 8,7 Bicin 2,81 7,3
24. 11,5 0,7 19 0 25 8,7 Bicin 2,81 53
25. 11,5 0,7 19 0 25 8,7 Bicin 2,81 5

In vielen dieser Experimente wurde kein Kupplungsprodukt gebildet. Die Konzentra-
tion des Acyldonors garantierte in allen Fallen zu Anfang eine Sattigung des Enzyms.
Trotzdem reichte das nicht immer um einen Kupplungsumsatz zu beobachten, ver-
mutlich weil die Konzentration an Acyldonor im Zuge der Reaktion zu schnell abnahm

und damit das Peptidprodukt der Hydrolyse zuganglich wurde.

Eine Schlisselrolle spielte der pH-Wert. Bei pH < pKa wird die freie N-terminale Ami-
nogruppe zum grofRen Teil protoniert und ist dadurch zur Peptidkupplung ungeeignet.
Der pKa-Wert einer solchen Aminogruppe liegt bei 8,0. Bei niedrigeren pH-Werten

beobachtete man entweder keinen oder geringen Umsatz.

9.4.2. Einfluss der Acyldonorkonzentration

In Tabelle 16 sind zwei Reaktionen mit unterschiedlicher Acyldonorkonzentration
dargestellt. Obwohl die Acyldonorkonzentration hdher als 10xKy war, beobachtet
man eine Verbesserung der Kupplungsausbeute mit Steigerung der Acyldonorkon-

zentration.
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Tabelle 16: Einfluss der Acyldonorkonzentration auf die Kupplungsausbeute.

# Cac CNu Ce % Me- | T°C, pH, Puffer | Enzymaktivitat| Ausbeute
OH [U/100ul]
[mM] | [mM] | [pg/mi] %
22 34,6 2.1 19 0 25; 8,7; Bicin 1,5 17,0
23 11,5 2.1 19 0 25; 8,7; Bicin 1,5 7,3

Die hohen Acyldonorkonzentrationen sind nétig, weil das Enzym nicht nur am Anfang
der Reaktion, sondern Uber die ganze Reaktionszeit mit dem Acyldonor gesattigt sein
muss. Nur ein an das Enzym gebundener Acyldonor kann auf das Amin Ubertragen

werden.

9.4.3. Einfluss der Nukleophilkonzentration

Da in der enzymatischen Peptidsynthese zwei Substrate teilnehmen, kann man da-
von ausgehen, dass die steigende Konzentration des Nukleophils die Geschwindig-
keit der Synthesereaktion verbessern kann. Die in der Tabelle dargestellten Daten
zeigen den Einfluss der Nukleophilkonzentration auf die Kupplungsausbeute der

Peptidsynthese.

Tabelle 17: Experimente, mit der variierten Nukleophilkonzentration und ihrer Einfluss auf die

Kupplungsausbeute.

# Cac CNu Ce T°C, pH, Puf- Enzym- | Ausbeute | max. Produkt-

fer, ohne Me- aktivitat konz.

[mM] [mM] | [Mg/ml] OH [U/100pl] %

[mM]

16 35,0 2,70 19 25; 8,7; Bicin 1,90 23 0,621

17 35,0 1,40 19 25; 8,7; Bicin 4,33 15 0,210

18 35,0 1,38 19 25; 8,7; Bicin 2,85 11 0,152

19 34,5 0,70 19 25; 8,7; Bicin 2,86 12 0,084

20 34,6 0,35 19 25; 8,7; Bicin 2,85 18 0,063

21 34,6 0,18 19 25; 8,7; Bicin 2,85 28 0,051

22 34,6 2,10 19 25; 8,7; Bicin 2,86 17 0,357
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Auf den ersten Blick sieht man keine Korrelation zwischen der Nukleophilkonzentrati-
on und der Kupplungsausbeute. Die Kupplungsausbeute ist nur ein relativer Wert,
der von der Anfangskonzentration des Nukleophils abhangig ist. Wenn man die
Menge des Produktes aber als absoluten Wert - maximale Produktkonzentration -
ausdruckt, ist der Einfluss der Nukleophilkonzentration auf die Ausbeute sofort ver-
standlich. Je hoher die Nukleophilkonzentration, desto hdohere Kupplungsausbeuten

erreicht man. Die Korrelation ist in Abbildung 71 dargestellt.
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max. Produkt- 0,6 -
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Abbildung 71: Einfluss der Nukleophilkonzentration auf die Kupplungsausbeute. A) Die
Kupplungsausbeute wurde auf die Anfangskonzentration des Nukleophils bezogen und ist
dadurch ein relativer Wert. B) Die Menge des Produktes wurde als Produktkonzentration in

der Reaktionslésung vorgestellt und ist ein absoluter Wert.

9.4 4. Einfluss der Enzymkonzentration auf die Kupplungsausbeute

Die Enzymkonzentration sollte nur einen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit
und nicht auf die Ausbeute haben. Diese Annahme stimmt nur in Reaktionen, bei
denen das Enzym seine Aktivitat Uber die Reaktionszeit behalt. In den hier prasen-
tierten Reaktionen beobachtete man einen starken Aktivitatsverlust des Enzyms Uber
die Reaktionszeit. Wenn aufgrund hoherer Enzymkonzentrationen sich mehr enzym-
stabilisierende Substanzen in der Reaktionslésung befinden (leider keine Informatio-
nen in der Produktspezifikation von Roche), ist ein grolierer Anteil des Enzyms Uber

98



langere Zeit aktiv. Dies macht sich in besseren Kupplungsausbeuten bemerkbar. Die
entsprechenden experimentellen Daten befinden sich in Tabelle 18 bzw Abbildung
72.

Tabelle 18: Einfluss der Enzymkonzentration auf die Kupplungsausbeute.

# Cac Chu Ce % T°C, pH, Puffer | Enzym- Ausbeute
MeOH aktivitat
[mM] | [mM] [Hg/ml] [u/100ul] | %
5. 37,7 3,75 6,2 20 35; 8,7; TAPS 1,20 15
14. |36,0 3,10 3,6 20 25; 8,7; Bicin 0,95 7
15. 36,0 3,10 25,2 20 25; 8,7; Bicin n.b. 24
16. |35,0 2,70 19,0 20 25; 8,7; Bicin 1,90 23
30}4 

20+

% Kupplungs-
produkt 10-

3,6

6.2 19

25,2

Enzymkonzentration [ug/ml]

Abbildung 72: Einfluss der Enzymmenge auf die Kupplungsausbeute.

9.4.5. Einfluss des MeOH-Gehaltes auf die Kupplungsausbeute

Der Methanolgehalt reduziert die Aktivitat des Enzyms wahrend der Kupplungsreak-
tion. Dies beeinflusst die Kupplungsausbeute. Je hoher der Methanolgehalt in der
Reaktionslosung ist, desto niedrigere Kupplungsausbeuten sind zu beobachten (Ta-
belle 19).
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Tabelle 19: Reaktionsbedingungen fiir Experimente mit unterschiedlicher MeOH-Menge in

der Reaktionslésung.
# Chac CNu Ce % MeOH | T°C, pH, Puffer |Enzymaktivitat| Ausbeute
[U/100pl]
[mM] | [mM] | [ug/mli] %
2. 37,7 3,75 6,2 12 35; 8,7; TAPS n.b. 18
5. 37,7 3,75 6,2 20 358,7; TAPS 1,2 15

9.5. Verschiedene Substrate in der Reaktion des Acyltransfers

Die kinetischen Daten fur die enzymatische Hydrolyse mit IgA-Protease als Katalysa-
tor sind nicht direkt Ubertragbar auf die enzymatische Aminolyse, da die Aktivie-
rungsenergien flr beide Prozesse unterschiedlich sind. Aus diesem Grund mussten
die verschiedenen Substrate in der Transferasereaktion unter gleichen Bedingungen
getestet werden. Als Acyldonoren wurden Tetrapeptidmethylester 26, Tetrapeptid-
benzylester 28 und zwei Heptadepsipeptide mit Milchsaure 19 und Glykolsaure 12
als Aminosaurenanaloga verwendet. In der Tabelle 20 sind die Bedingungen und

erreichten Ausbeuten vorgestellt.

Tabelle 20: Die maximalen Kupplungsausbeuten fiir enzymatische Reaktionen zwischen
CSMP und vier unterschiedlichen Acyldonoren: Boc-PRPP-OMe 26, Boc-PRPP-OBzl 28,
Boc-PRPPQO[GIy][PW-NH, 12, Boc-PRPPO[Ala]PW-NH, 19. Die Reaktionsbedingungen wa-
ren fiir alle Reaktionen gleich: c,.=37,7mM, cn,=3,75mM, c==6,2ug/ml, 12 % MeOH, T=35°C,
pH=8,7, 200mM TAPS Puffer, 2mM EDTA.

Acyldonor  Max. Kupplungsausbeute

%

26 18
28 22
12 18
19 20
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Aus dem Vergleich der unterschiedlichen Acyldonorsubstraten unter gleichen Bedin-
gungen ergab sich, dass der Benzylester 28 das beste Substrat ist. Die maximale
Kupplungsausbeute fur Depsipeptide entspricht der Ausbeute von einfachen Pepti-
destern. Die EinflUhrung von o-Hydroxysauren erbrachte nicht die erwartete
Verbesserung der Kupplungsausbeute. Der Methylester erreichte die gleiche

Ausbeute wie das Depsipeptid mit Glycolsaureeinheit.

251

20

% Kupplungs- 151
produkt 10.

54

0-
OMe OBzl OGly OAla

Acyldonor

Abbildung 73: Maximale Kupplungsausbeute fiir unterschiedliche Acyldonoren. Bedingun-
gen: Cac = 37,7mM, cn, = 3,73mM, ce=6,2 ug/ml, 12% MeOH, TAPS-Puffer 200mM, EDTA
2mM.

9.6. Vergleich des kinetischen Verlaufes der enzymatischen Kupplungsreaktion

fiir Peptidmethylester 26 und Depsipeptid 12.

Der Methylester 26 und Depsipeptid 12 wurden aufgrund der letzten Experimenten
als ahnliche Substrate klassifiziert. Dieses Ergebnis war unerwartet, weshalb der ki-
netische Verlauf der enzymatischen Peptidsynthese fur Methylester 26 und Glykol-

sauredepsipeptid 12 genauer untersucht wurde.

9.6.1. Transfer den Acyldonoren 12 und 26 bei 35°C

In der Abbildung 74 ist die Kinetik der enzymatischen Kupplung dargestellt. Als Stan-
dardnukleophil wurde ein CSMP-Peptid 37 verwendet. Die Kupplung mit Methylester
26 als Acyldonor verlauft schneller und mit besserer Ausbeute als fur Glykolsaure-

depsipeptid 12.
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Abbildung 74: Transferase assay fir Peptoid-Gly 12 und Metylester 26 bei T=35°C, pH=8.2
in Bicin Puffer (100mM, EDTA 2mM), ca.=3,7mM, cn,=0,9mM, ce=8,7ug/ml, 156% MeOH,
17% Glycerin.

9.6.2. Transfer der Acyldonoren 12 und 26 bei 25°C

Die Kupplungsreaktion zwischen den gleichen Substraten und unter den gleichen
Bedingungen mit Ausnahme von T=25°C ist in Abbildung 75 gezeigt. Die Unterschie-
de in den Kupplungsausbeuten fur diese zwei Acyldonoren sind bei dieser Tempera-
tur grésser als bei 35°C und bestatigen, dass Methylester 26 ein besseres Substrat

als das Depsipeptid 12 ist.
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Abbildung 75: Transferase assay fiir Peptoid-Gly 12 und Methylester 26 bei T=25°C, pH=8.2
in Bicin Puffer (100mM, EDTA 2mM), ca.=3,7mM, cn,=0,9mM, ce=8,7ug/ml, 15% MeOH,
17% Glycerin.

Die letzten Experimente bestatigen, dass der Methylester 26 hohere Kupplungsaus-
beuten als das Glykolsaurederivat 12 liefert. Die Produktmengen sind fiir die Reak-
tionen bei 25°C und 35°C direkt miteinander vergleichbar. Bei 25°C braucht man
zwar langere Zeit um die maximale Ausbeute zu erreichen als bei 35°C, dafur ist
aber die Ausbeute bei 25°C hoher als bei 35°C. Der Einfluss der Temperatur auf die

Reaktionsgeschwindigkeit und die Kupplungsausbeute ist auf die unterschiedliche
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Aktivitat und Stabilitdt des Enzymes bei unterschiedlichen Temperaturen zurickzu-

fuhren.

10. Transferasereaktion mit dem Methylester als Acyldonor.

10.1. Optimierung der reversen Proteolyse

In den vorherigen Experimenten wurde bestatigt, dass Methylester 26 ein besseres

Substrat als das Peptoid mit Glykolsaureeinheit 12 ist. Aus diesem Grund wurde eine

weitere Optimierung der reversen Proteolyse mit Methylester 26 als Acyldonor

durchgefuhrt. Die Experimente sind in Tabelle 21 zusammengestellt.

Tabelle 21: Kupplungsexperimente zwischen OMe 26 und CSMP. Bicin - 100 mM Bicin-HCI
Puffer, EDTA 2 mM; TAPS - 100 mM TAPS-HCI-Puffer, EDTA 2 mM.

# Cac CnNu ce Pufferart, pH | spez. Aktivi- | Aktivitat in |% Glyce-|max. Aus-
tat [Ul/ug 100 pl An- rin beute
[mMM] | [mM] | [ug/mi] Protein satz [U]
%
26. | 41,6 0,7 20 Bicin, 8,7 3,7 7,0 0 15,0
27.| 70,0 0,7 20 Bicin, 8,7 3,0 5,8 0 16,0
28.| 70,0 0,7 30 Bicin, 8,7 3,0 8,4 0 22,0
29.| 70,0 0,7 90 Bicin, 8,7 1,9 17,2 19 23,5
30. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,7 1,9 8,6 9 20,2
31.| 70,0 0,7 90 Bicin, 8,7 2,0 18,5 19 23,0
32.| 70,0 0,7 90 TAPS, 8,7 2,0 18,5 19 17,0
33.| 70,0 0,7 90 Bicin, 8,9 2,0 18,5 19 24 4
34.1 7,0 0,7 90 Bicin, 8,9 1,0 10,2 19 0,0
35.|1 7,0 0,7 90 Bicin, 8,9 1,8 22,5 19 8,0
36. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 1,3 11,5 46 4,0
37. |1 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 0,9 11,5 46 6,2
38.| 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 1,6 14,1 20 39,0
39.| 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 1,6 14,1 50 8,3
40. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 1,6 14,6 20 37,0
41.| 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 2,7 24,6 20 36,0

4 Enzymkonzentration in der Reaktionsldsung am Anfang der Reaktion. Diese Konzentration verandert

sich im Laufe der Reaktion durch das Enthehmen der HPLC-Proben und in manchen Féllen durch die

Zugabe der Acyldonorldsung.
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42. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 2,7 24,6 20 37,0
43.] 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 2,2 20,7 20 26,5
44.1 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 2,2 20,7 20 28,0
45. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 1,4 13,0 30 28,0
46. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 6,2 57,2 30 28,3
47.1 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 2,2 20,1 20 34,0
48. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 3,7 34,4 20 47,0
49. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 4,7 43,6 20 41,0
50. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 5,7 52,9 20 38,0
51.1 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 4,1 37,7 20 63,0
52.| 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 4,1 37,7 20 61,0
53. | 75,0 0,7 50 Bicin, 8,9 4,2 38,6 21 66,3

Aus den oben gezeigten Daten sieht man, dass der Einflul der Konzentration des
Acyldonors, Nukleophils oder Enzyms dem des Peptoids 12 gleicht. Aus Reaktionen
26, 27, 33, 35 wird ersichtlich, dass eine hohe Acyldonorkonzentration unentbehrlich
fur eine gute Transferaseausbeute ist und dass eine 10-fach hohere Konzentration

als der Ky-Wert nicht ausreichend ist, um hohe Kupplungsausbeuten zu erreichen.

10.2. Einfluss der Acyldonorkonzentration

Der Einflu der Acyldonorkonzentration wurde in zwei Reihen untersucht, mit ent-
sprechend 0% und 20% Glycerin in der Reaktionslosung, dargestellt in Tabelle 21
und Abbildung 76. In Diagramm B) mit 0% Glycerin in der Reaktionslésung beobach-
tet man bei zehnfacher Steigerung der Acyldonorkonzentration (von 7mM auf 70mM)
fast vierfache Steigerung der Kupplungsausbeute (von 8 auf 30%). Diagramm A)
zeigt, dass in einem Konzentrationsbereich, in dem das Enzym uUber die ganze Reak-
tionszeit mit dem Substrat gesattigt wird, eine zweifache Steigerung der Acyldonor-
konzentration (von 42mM auf 70mM) einen wesentlich kleineren Zuwachs der Kupp-

lungsausbeute (von 14,5 auf 17,4%) bringt.

Tabelle 21: Einfluss der Acyldonorkonzentration auf die Ausbeute des Acyltransfers.

# Cac CnNu Ce Pufferart, pH |spez. Akti-| Aktivitatin |% Glyce-|max. Aus-
vitat [U]/ug| 100 pl An- rin beute
[mM] | [mM] [Mg/ml] Protein satz [U]
%
26. | 41,6 0,7 20 Bicin, 8,7 3,7 7,0 0 15,0
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27.1 70,0 0,7 20 Bicin, 8,7 3,0 5,8 0 16,0
33.| 70,0 0,7 a0 Bicin, 8,9 2,0 18,5 19 244
35. 7,0 0,7 a0 Bicin, 8,9 1,8 22,5 19 8,0
25
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Abbildung 76: Einfluss der Acyldonorkonzentration auf die Kupplungsausbeute und kineti-

scher Verlauf der reversen Proteolyse von Methylester 26 und CSMP 12. Beide Diagramme

unterscheiden sich in der Glycerinmenge in der Reaktionslésung: A) 0% Glycerin, Enzym

Roche; B) 19% Glycerin, Enzym MoBiTec. Weitere Reaktionsbedingungen: A) ce=20 ug/mi,
cv=0,7 mM, Bicin Puffer 100 mM, EDTA 2 mM, pH=8,7, Akt =7,0 U, B) ce=90 ug/ml, cy,=0,7

mM, Bicin Puffer 100 mM, EDTA 2 mM, pH=8,9, Akt =22,5 U.

10.3. Einfluss der Pufferart

Es wurden zwei Pufferarten getestet:

1. TAPS-HCI 100mM, EDTA 2mM Puffer pH=8,7

2. Bicin-HCI 100mM, EDTA 2mM Puffer pH=8,7
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Tabelle 22: Einfluss der Pufferart auf die Kupplungsausbeute.

# Cac Cnu Ce Pufferart, pH [spez. Aktivi-| Aktivitdtin |% Glyce-| max. Aus-
tat 100 pl Ansatz rin beute
[mM] | [mM] | [ug/ml] [U]
[U}J/ug Pro- %
tein
32.| 70,0 0,7 90 TAPS, 8,7 2,0 18,5 19 17,0
33.| 70,0 0,7 90 Bicin, 8,9 2,0 18,5 19 244

Die Kupplung verlauft schneller in Bicin-Puffer (pKa=8,3) als in TAPS-Puffer
(pKa=8,4), dargestellt in Abbildung 77.

% Kupplungs
produkt

He

20

40 60
Zeit [min]

80

100

®TAPS 8,7
M Bicine 8,7

Abbildung 77: Kinetischer Verlauf der Kupplung zwischen OMe 26 und CSMP 12 in unter-
schiedlichen Pufferarten. Bedingungen: ce=90 ug/ml, c,.=70 mM, cy,=0,7 mM, Akt.=18,5 U,
19% Glycerin.

10.4. Einfluss des pH-Wertes

Genauer wurden nur zwei pH-Werte getestet, bei denen die héchste Ausbeute erwar-

tet wurde. Die erreichte Ausbeute ist minimal besser fur den mehr basischen pH-

Wert (Abbildung 78).

Tabelle 23: Einfluss des pH-Wertes auf die Kupplungsausbeute.

# Cac Chu Ce Pufferart, pH [spez. Aktivi-| Aktivitdtin |% Glyce-|max. Aus-
tat 100 pl Ansatz rin beute
[(mM] | [mM] | [ug/ml] [U]
(U] %
31.] 70,0 0,7 90 Bicin, 8,7 2,0 18,5 19 23,0
33.| 70,0 0,7 90 Bicin, 8,9 2,0 18,5 19 24,4
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Abbildung 78: Kinetischer Verlauf der Kupplungsreaktion unter variierten pH-Werten. Bedin-
gungen: : cg=90 ug/ml, c,.=70 mM, cn,=0,7 mM, Akt.=18,5 U, 19% Glycerin.

10.5. Einfluss der Inkubationstemperatur

Inkubationszeit und Inkubationstemperatur haben sehr grof3en Einfluld auf die Kupp-

lungsausbeute, weil sie entscheidend fur Enzymaktivitat und Stabilitat sind. Das bei

25°C fur eine Stunde inkubierte Enzym brachte eine um den Faktor 1,6 bessere

Kupplungsausbeute als das Enzym, das im Eisbad (0-4°C) Uber die gleiche Zeit in-
kubiert wurde (Abbildung 79).

Tabelle 24: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Kupplungsausbeute.

# Cac CNu Ce Pufferart, pH [spez. Aktivi-| Aktivitatin |% Glyce-|max. Aus-
tat [UJ/ug |100 pl Ansatz rin beute
[mMM] | [mM] | [pg/ml] Protein [U]
%
36.| 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 1,3 11,5 46 4,0
37.1 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 0,9 11,5 46 6,2
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Abildung 79: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Kupplungsausbeute. Bedingungen:
ce=50 ug/ml, cA.=70 mM, cn,=0,7 mM, Akt.=11,5 U, 46% Glycerin.

10.6. Einfluss der Glycerinkonzentration

Aus fruheren Ergebnissen (Kap.7.7.) weil® man, dass Glycerin auf die IgA-Protease
stabilisierend wirken kann. In Abbildung 80 sieht man, dass mit 20 % Glycerin in der
Reaktionslésung eine vierfach bessere Kupplungsausbeute als mit 50% Glycerin er-
reicht wurde. Aus der Kinetik fur den Versuch mit 50% Glycerin ist ersichtlich, dass
das Enzym zwar stabil ist, aber nicht Uber ausreichend hohe Aktivitat verfugt. Die
20% Glycerinlosung lieferte schon bei der Hydrolyse die besten Ausbeuten
(Kap.7.7.). Bei diesem Glyceringehalt in der Reaktionslésung beobachtete man zwar
einen Aktivitatsverlust Uber die Zeit, trotzdem war die Aktivitat wahrend der Reaktion
jederzeit am hdochsten. Einen ahnlichen Einfluss beobachtet man auch fur die Kupp-

lungsreaktion.

Tabelle 25: Einfluss der Glycerinkonzentration auf die Kupplungsausbeute.

# Cac Chu Ce Pufferart, |spez. Aktivitat| Aktivitatin |% Glyce-| max. Aus-
pH 100 pl Ansatz rin beute
[mM] | [mM] | [ug/ml] [U)/ug Protein [U]
%
38.| 70,0 | 0,7 50 Bicin, 8,9 1,6 14,1 20 39,0
39.( 70,0 | 0,7 50 Bicin, 8,9 1,6 14,1 50 8,3
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Abbildung 80: Einfluss der Glycerinkonzentration auf die Kupplungsausbeute. Bedingungen:
ce=50 ug/ml, cac=70 mM, cn,=0,7 mM, Akt.=14,1 U, Bicin-HCI-Puffer 100 mM, EDTA 2 mM,
pH=8,9, Vorinkubation 1h bei 25°C.

10.7. Einfluss der EDTA Konzentration

IgA-Protease ist eine Serinprotease. Um ihre Aktivitdt beobachten zu koénnen,
braucht man keine Metallionen im aktiven Zentrum. Trotzdem wurde gepruift, ob die
Aktivitat durch unterschiedliche Konzentrationen des Metallkomplexbildners beein-
fluRt wird. In Abbildung 81 sieht man, dass die hoheren EDTA-Konzentrationen die
Aktivitat des Enzyms hemmen, so dass die Reaktion am langsamsten fur die héchste
EDTA-Konzentration (10mM) ist. Die Kupplungsgeschwindigkeit bis zum Maximum
unterscheidet sich fur alle drei Konzentrationen minimal. Erst nach Erreichen des
Maximums beobachtet man einen unterschiedlich schnellen Abbau des synthetisier-
ten Peptids. Dieses Verhalten kann man auf eine niedrigere Stabilitat des Enzyms
bei hheren EDTA-Konzentrationen zurlckfihren. Aus praktischen Grinden (gebil-
detes Produkt wird langsamer abgebaut) kann eine niedrigere Enzymstabilitat eine
positive Wirkung haben. Die maximale Kupplungsausbeute wurde durch unterschied-
liche EDTA-Konzentrationen nicht beeinflu®t. Daflr wurde das Kupplungsprodukt
langsamer abgebaut, was bei der kinetischen Kontrolle und Isolierung des Produktes

einige Vorteile haben konnte.
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Tabelle 26: Einfluss der EDTA-Konzentration auf die Kupplungsausbeute.

# Chac CNu Ce Pufferart, spez. Aktivi- Aktivitat in  |% Glycerin| max. Aus-
pH tat[U)/ug Prote-{100 ul Ansatz beute
[mMM] | [mM] | [ug/ml] in [U]
%
40. | 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 1,6 14,6 20 37,0
41.| 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 2,7 24,6 20 36,0
42.| 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 2,7 24,6 20 37,0
40 "
30 .‘l‘. 0.“ & 2 mM, Exp.#40
% Kupplungs 5 | e ata = 5 mM,Exp.#41
produkt ¢ A 10 mM, Exp.#42
10 * LN |
* o
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Abbildung 81: Kinetik der Kupplung zwischen Methylester 26 und CSMP 37 unter unter-
schiedlichen EDTA-Konzentrationen: 2, 5, 10 mM. Reaktionsbedingungen: cg=50 ug/mi,
Cac=70 mM, cn,=0,7 mM, Bicin-HCI-Puffer 100 mM, pH=8,9, Vorinkubation 1h bei 25°C.
10.8. Einfluss der Temperatur
Mit Enzymldsung, die bei gleicher Temperatur inkubiert wurde, hat man reverse Pro-
teolyse bei unterschiedlichen Temperaturen (25°C, 37°C) durchgefihrt. In Abbildung
82 beobachtet man, dass die Reaktion bei 37°C minimal schneller ein Maximum er-
reicht als die Reaktion bei 25°C, daflr aber ist die maximale Kupplungsausbeute et-
was niedriger bei 37°C als 25°C.
Tabelle 27: Einfluss der Temperatur auf die Kupplungsausbeute.
# Cac Chu Ce Pufferart, pH | spez. Aktivitdt in  |% Glyce-| max. Aus-
Aktivi- [100 ul Ansatz rin beute
[mM] [mM] | [ug/ml] tat[U]/ug (U]
Protein %
43. 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 2,2 20,7 20 26,5
44, 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 2,2 20,7 20 28,0
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Abbildung 82: Einfluss der Temperatur auf die Kupplungsausbeute in der Reaktion zwischen
Methylester 26 und CSMP 37. Bedingungen: ce=50 ug/ml, c,.=70 mM, cn,=0,7 mM, Bicin-
HCI-Puffer 100 mM, EDTA 2 mM, pH=8,9, Vorinkubation 1h bei 37°C, A=20,7 U.

10.9. Verschiedene Arten der Reaktionsfiihrung und ihr Einfluss auf die Kupp-

lungsausbeute

Einer der wichtigsten Parameter in der Optimierung von Kupplungsreaktionen ist die
Konzentration des Acyldonors, der in den gleichzeitig stattfindenden Reaktionen Hy-
drolyse und Aminolyse teilnimmt. Die Konzentration des Acyldonors muss so hoch
sein, dass das Enzym uber die ganze Reaktionszeit gesattigt wird. Aus diesem
Grund wurde Uberlegt, ob man die Ausbeute verbessert, wenn die hohe Acyldonor-
konzentration Uber die ganze Reaktionszeit konstant bleibt. Zu diesem Zweck wur-
den Experimente durchgefuhrt, in denen man

1. einen Acyldonor als gesattigte Losung Uber eine bestimmte Zeit kontinuierlich

mit einer Spritzenpumpe zugibt

2. den Acyldonor einmalig in Form einer gesattigten Losung zugibt

3. den Acyldonor einmalig im festen Zustand zugibt.
Der Acyldonor, der als konzentrierte Losung zugegeben wurde, verandert das ge-
samte Reaktionsvolumen, was die Enzymkonzentration verringert. Der Acyldonor in
fester Form verandert zwar kaum das Reaktionsvolumen. Da man schon am Anfang
der Reaktion mit hoch konzentrierten Losungen arbeitet, sto3t man schnell an die
Ldslichkeitsgrenze, so das ein Teil des Acyldonors ungeldst bleibt.
Wie man in Abbildung 83 sieht, erreicht man die beste Kupplungsaktivitat, wenn man
den Acyldonor mit einer Spritzenpumpe zugibt, also wenn die Acyldonorkonzentrati-
on uber die ganze Zeit konstant bleibt. Der Acyldonor ist in diesem Fall tber die gan-

ze Reaktionszeit vorhanden, weshalb man die vorhandene Enzymaktivitat in vollem
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Ausmal} ausnutzen kann. In der Reaktion, in der der Acyldonor als Lésung einmalig

zugegeben wurde, beobachtet man den Aufbau der Peptidbindung so lange, wie der

Acyldonor in der Reaktionsldsung vorhanden ist. Danach wurde die synthetisierte

Peptidbindung schnell abgebaut. In der Reaktionslosung mit einmalig zugegebenen

Acyldonor in Form eines Feststoffes erreicht man niedrigere Ausbeuten. Der Abbau

des synthetisierten Peptides ist allerdings ebenfalls langsamer.

Von Interesse war auch, ob ein Unterschied besteht, wenn man den Acyldonor porti-

onsweise oder kontinuierlich mit Spritzenpumpe zugibt. In Abbildung 84 sieht man,

dass die Art der Reaktionsfiihrung keinen Einfluss auf die Kupplungsausbeute hat. In

beiden Fallen ist die maximale Ausbeute gleich, der kinetische Verlauf der Kupp-

lungsreaktion ist dafur unterschiedlich.

Tabelle 28: Einfluss der Reaktionsflihrung auf die Kupplungsausbeute.

# Cac CNu Ce Pufferart, pH [spez. Aktivi-| Aktivitatin |% Glyce-| max. Aus-
tat [U/ug | 100 ul An- rin beute %
[mMM] | [mM] | [pg/ml] Protein satz [U]
48. 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 3,7 34,4 20 47,0
49. 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 4,7 43,6 20 41,0
50. 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 57 52,9 20 38,0
51. 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 4,1 37,7 20 63,0
52. 70,0 0,7 50 Bicin, 8,9 4.1 37,7 20 61,0
53. 75,0 0,7 50 Bicin, 8,9 4,2 38,6 21 66,3
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Abbildung 83: Verschiedene Arten der Reaktionsfiihrung und ihr Einfluss auf die

Kupplungsausbeute. Bedingungen: ce=50 ug/ml, c,.=70 mM, cn,=0,7 mM, Bicin-HCI-Puffer
100 mM, EDTA 2 mM, pH=8,9, Vorinkubation 1h bei 25°C, A=37,7 U.
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Abbildung 84: Verschiedene Arten der Reaktionsfiihrung (die Acyldonorkonzentration wurde
konstant gehalten und entweder kontinuierlich mit Spritzenpumpe oder portionsweise zur
Reaktionslésung zugegeben) Bedingungen: cg=50 ug/ml, c,.=70 mM, cn,=0,7 mM, Bicin-
HCI-Puffer 100 mM, EDTA 2 mM, pH=8,9, Vorinkubation 1h bei 25°C, A=37,7 U.

10.10. Die besten Bedingungen fiir Transferase

Um die reverse Proteolyse zu optimieren, musste man das Gleichgewicht zwischen
Hydrolyse und Aminolyse zugunsten der Aminolyse verschieben und gleichzeitig die

Parameter berucksichtigen, die Stabilitat und hohe Aktivitat des Enzyms garantieren.
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Zu den wichtigsten Parametern gehorte die Acyldonorkonzentration. Die hohe Kon-
zentration des Acyldonors war unentbehrlich, um Umsatze der beiden Reaktionen
beobachten zu kdnnen. Wenn kein Acyldonor in der Reaktionslésung vorhanden war,
konnte weder Kupplung noch Hydrolyse des Acyldonors beobachtet werden. Dage-
gen beobachtete man einen unerwlnschten Abbau des in der reversen Proteolyse
synthetisierten Peptids - des einzigen in der Losung vorhandenen Acyldonors. Die

Verwendung einer hoher Acyldonorkonzentration wirkte diesem Effekt entgegen.

Laut Jakubke gehort die Partitionskonstante p= (Vamin/Vih2o)X[Nu] zu den wichtigsten
Parametern, die die reverse Proteolyse beschreiben. Diese Partitionskonstante ist
sehr stark von der Konzentration des Nukleophils abhangig. Die Experimente zeig-
ten, dass eine hohere Nukleophilkonzentration zwar eine hdhere absolute Produkt-
konzentration, aber keine hohere Ausbeute bringt. In diesem Fall hat man sich fur
eine Nukleophilkonzentration entschieden, die gunstig wegen der Ldslichkeitsgrenze

in Pufferlésungen war.

Ein weiterer Parameter war der pH-Wert der Reaktionslosung. Die Reaktion erreichte
die besten Ausbeuten bei pH = 8,5-8,9. Dieser pH-Wert war optimal fur die IgA-
Protease und gleichzeitig der pH-Wert bei dem die o-Aminogruppe des Proteins

starke nukleophile Eigenschaften besal3.

In der Literatur wurde ein Zusatz von organischen Lésungsmittel als Parameter be-
schrieben, der zugunsten der Aminolyse wirkt. In oben beschriebenen Experimenten
wurde Glycerin zugesetzt. Der Zusatz von Glycerin beeinflu3te hauptsachlich die Ak-
tivitat und Stabilitat des Enzyms. Zusatzlich verbesserte das Glycerin die Loslichkeit
von Reaktionskomponenten und verringerte die Wasserkonzentration in der Reakti-

onslosung.

Aus den durchgefuhrten Experimenten hat sich herausgestellt, dass die Natur der
Puffersubstanz sehr wichtig ist. Abhangig von der Saurestarke des Puffers beeinflul3-
te man die chemische Hydrolyse in der Reaktionslésung und wirkte dadurch zugun-

sten oder gegen die Hydrolyse des Acyldonors.

Einen sehr grol3en Einfluss auf die Ausbeute hatten die Inkubationstemperatur und
Reaktionstemperatur. Abhangig von der Temperatur nimmt das Enzym offenbar un-
terschiedliche Konformationen an, in der Inkubation bei hdheren Temperaturen fand
Denaturierung statt. Die beste Temperatur sowohl fur die Reaktionsfiihrung als auch
fur die Inkubation war 25°C.
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Die Kinetik bei optimalen Bedingungen ist in Abbildung 85 dargestellt.
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Abbildung 85: Die Kinetik der reversen Proteolyse bei optimalen Reaktionsparametern. Be-
dingungen: ce=50 ug/ml, cx.=75 mM, cn,=0,7 mM, Bicin-HCI-Puffer 100 mM, EDTA 2 mM,
pH=8,9, Vorinkubation 1h bei 25°C, A=37,7 U im Ansatz, 21% Glycerin, portionsweise oder

mit Spritzenpumpe zugegebener Acyldonor.

In oben gezeigtem Versuch wurden die fur die reverse Proteolyse optimalen Parame-
ter eingehalten. Die Acyldonorkonzentration wurde Uber die ganze Reaktionszeit
konstant gehalten bei der Konzentration von etwa 75mM. Der Acyldonor wurde porti-
onsweise, alle 20 min als gesattigte Losung zugegeben. Die Konzentration des Nu-
kleophils betrug 0,7mM. Als Puffer wurde Bicin Puffer genommen, bei dem man am
langsamsten Spontanhydrolyse im Hintergrund beobachtete. Der pH-Wert von 8,9
war ein optimaler Wert sowohl wegen der Aktivitat des Enzyms als auch wegen der
nukleophilen Eigenschaften der Aminogruppe des Nukleophils. In der Reaktionsl6-
sung befand sich 20% Glycerin. Das Glycerin verbesserte die Stabilitat des Enzyms
und Ldslichkeit der Reaktionskomponenten. Die 2mM EDTA Konzentration brachte
die besten Ausbeuten. Die effektive Konzentration des Enzyms war 0,05 ug/ul bei
der Aktivitat von 38,6 U pro 100 pl Ansatz.

Unter diesen Bedingungen erreichte man eine maximale Kupplungsausbeute von
66.3%. Diese Bedingungen wurden weiter zur Modifizierung von Proteinen verwen-
det.

115



11. Modifikation von Proteinen

11.1. Voraussetzungen fiir die Modifikation

Um ein Protein am N-Terminus regioselektiv modifizieren zu kdnnen, muss es be-
stimmte Eigenschaften bezlglich seiner primaren, sekundaren und tertiaren Struktur
besitzen. In der reversen Proteolyse wird das Protein als Nukleophil verwendet (die
Modifikation findet an der freien a-Aminogruppe statt) und muss die entsprechende
primare Sequenz besitzen, um von der IgA-Protease erkannt zu werden. Aus der
Erkennungssequenz fur die Spaltungstelle kann man die primare Sequenz fur das
Nukleophil ablesen:

P P P P/

Ala Pro Ser Trp

Gly Trp  Tyr

Tyr

Die ersten vier Aminosauren sind fur die Erkennung von der IgA-Protease entschei-
dend. Die weitere Sequenz des Proteins ist nicht entscheidend dagegen ist die Ein-
bindung des N-Terminus in die sekundare, tertiare und quaternare Struktur wichtig.
Der N-Terminus sollte ein unstrukturiertes Element sein (random coil), so dass er fur
die Bindung an das aktive Zentrum des Enzyms nicht entfaltet werden muss. Am be-
sten eignet sich fir eine solche Modifizierung ein Protein mit einer kompakten Struk-
tur mit einem N-Terminus, der weit von der gefalteten Struktur entfernt ist. Das Prote-
in sollte am besten aus nur einer Peptidkette bestehen, so dass es nur Uber einen N-
Terminus verfugt. Das Protein sollte keine weitere Erkennungssequenz besitzen, so
dass eine Spaltung und eventuelle Kupplungsreaktionen an anderen Stellen ausge-

schlossen ist.

11.2. Anticalin FluA 1821183

Als ein Modellprotein wurde zur Modifikation durch reverse Proteolyse ein Anticalin
FIuA ausgewahlt. Fur unsere Zwecke wurde dieses Protein aufgrund seiner Struktur
ausgewahlt. (Abbildung 86) Das Protein verfugt Gber eine kompakte 3D-Struktur mit
einem isoliertem N-Terminus, besteht aulerdem aus nur einer Polypeptidkette und
besitzt dadurch alle wichtigen Eigenschaften, die zur regioselektiven Modifizierung

durch reverse Proteolyse bendtigt werden.
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Abbildung 86: 3D-Struktur von Anticalin Flu A mit einem 4-glutarylamidofluorescein als Li-
gand. Im Geriist des Anticalin FIuA unterscheidet man die B-barrel Struktur (schwarz), die
identisch mit der Kristallstruktur des BBP-Proteins ist, 4 mutierten loops (blau), die sich an
einem Ende der Molekulartasche befinden, Seitenketten von mutierten Resten (violett), die
mit Ligand interagieren kénnen. Der Ligand wurde mit drei Farben dargestelit: griin - C, rot -
O und blau - N Atome.

Anticalin FluA gehort zur Familie der Lipocaline. Diese Proteinklasse besitzt
bestimmte einheitliche Strukturmerkmale, auch wenn die Sequenzahnlichkeit relativ
gering ist. Zu den charakteristischen Struktureigenschaften gehort eine zylindrische
Faltblattstruktur (B-barrel mit antiparallelen B-Faltblattstrangen). Zu weiteren charak-
teristischen Strukturen, die aber nicht bei allen Proteinen vorkommen, zahlt ein ge-
strecktes Segment am N-Terminus und eine o-Helix in der Nahe vom C-Terminus,
die wieder von einem gestreckten Segment gefolgt wird. Manche Lipocaline besitzen
noch zusatzlich einen Membrananker. Die Lipocaline spielen eine bestimmte physio-
logische Rolle, die aus Speicherung und Transport von verschiedenen Liganden be-
steht. Ein Ende des B-barrels ist durch eine dichte Aminosaurenpackung verschlos-
sen. An anderem Ende bildet das B-barrel eine Bindungstasche, in der Liganden
komplexiert werden kénnen. Ein typischer naturlicher Ligand fur Lipocaline ist Vit-

amin A.

Anticaline sind kunstliche Proteine, die aus Polypeptiden der Lipocaline dadurch her-
gestellt wurden, dass man die Aminosauren, die sich an einem Ende des B-barrels
befanden, mutierte. Durch diese Mutation konnte eine neue Affinitat zu bestimmten
Liganden erworben werden.
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Zu Modifizierung des Proteins durch reverse Proteolyse wurde Anticalin FIuA ge-
wahlt, welches Uber eine hohe Affinitat gegenuber Fluorescein A verfugt. Dieses Pro-
tein enthalt 184 Aminosauren:

1 DVYHDGACPE VKPVDNFDWS QYHGKWWEVA KYPSPNGKYG KCGWAEYTPE

51 GKSVKVSRYD VIHGKEYFME GTAYPVGDSK IGKIYHSRTV GGYTRKTVFN

101 VLSTDNKNYI IGYSCRYDED KKGHWDHVWV LSRSMVLTGE AKTAVENYLI
151 GSPVVDSQKL VYSDFSEAAC KVNNSNWSHP QFEK

Anticalin FIuA ist ein mutiertes bilin-binding-protein (BBP), ein Lipocalin aus Pieris
brassicae, das in 16 Positionen mutiert wurde:
34-Serin, 35-Prolin, 36-Asparagin, 37-Glycine, 58-Arginine, 60-Asparaginséure, 69-Methionin, 88-

Arginin, 90-Valin, 93-Tyrosine, 95-Arginin, 96-Lysin, 97-Threonine, 114-Serin, 116-Arginin, 125-
Tryptophan, 127-Histidin.

Diese 16 Seitenketten bilden 4 loops an einer Seite des B-barrels, verfiigen Uber vie-
le geladene Seitenketten, so dass das mutierte Protein ein neues Ligand-Fluorescein
A bindet. Die Bindung der Fluorescein ist spezifisch, mit einer Dissoziationskonstante
von Ky < 35.2 nM. Anticaline werden durch ihre Bindungseigenschaften mit Immuno-
globulinen verglichen, weil sie wie die Immunoglobuline Zielverbindungen Uber nicht
kovalente Bindungen binden. Fluorescein kann in dieser Hinsicht mit einem Hapten
verglichen werden. Am C-Terminus enthalt das Anticalin FIUA einen Strep-tag (die

letzten 10 Aminosauren).

FUr unsere Zwecke wurde das Protein noch zusatzlich am N-Terminus mutiert, so
dass es sicher Uber eine geeignete N-terminale Primarsequenz verfugt. Insgesamt
wurden zwei neue Proteine hergestellt, die Uber einen neuen, durch Insertion erzeug-
ten, N-Terminus verflugten. Das Protein IgAP1 enthielt zusatzlich die vier Aminosau-
ren Alanin, Prolin, Serin und Tryptophan an ihrem N-Terminus. Mit dem zweiten Pro-
tein wurden mehrere Modifikationen durchgefuhrt: Insertion von Alanin, Prolin und
Serin und Deletion von Asparaginsaure und Valin, mit der die Sequenz des unmutier-
ten Proteins begonnen hatte. Die N-terminalen Sequenzen von allen drei Proteinen
(IgAP1, IgAP2 und Anticalin Flu A) werden in der Abbildung 87 gezeigt.
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Abbildung 87: Primdre Sequenz der N-terminalen Segmente von unmutiertem Anticalin Flu A
und zwei zusétzlich am N-Terminus mutierten Anticalinen Flu A, die als IgAP1 und IgAP2
bezeichnet wurden. Die zwei letzten Proteine besitzen die Erkennungssequenz der IgA-

Protease.

Die Uber site directed mutagenesis mutierten Anticaline Flu A wurden nach der Ex-
pression charakterisiert. Im Edmann Abbau wurde die Ubereinstimmung der ge-
wunschten und der vorhandenen Sequenz bewiesen. AulRerdem wurden die Massen
der neuen Anticaline bestimmt (Abbildung 88 und 89).
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Abbildung 88: MALDI-TOF MS von Anticalin IgAP1 dessen N-Terminus lber site-directed-

mutagenesis mutiert wurde.
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Abbildung 89: MALDI-TOF MS von Anticalin IgAP2 derer N-Terminus Uber site-directed-

mutagenesis mutiert wurde.

Das Maldi TOF MS von IgAP1 42 wurde mit a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure als Matrix
mit Zusatz von TFA im linearen und positiven Modus aufgenommen. Das Spektrum
wurde intern mit Myoglobin kalibriert, von Myoglobin stammen die Peaks:
[M+H]"'=16952 und [M+2H]**=8476. Die Masse von IgAP1 beschreiben Peaks:
[M+H]*=21410; [M+2H]**=10695; [M+3H]**=7137; [2M+H]*=42820 (Abbildung 88).
Mit der N-terminalen Insertion von vier Aminosauren (Ala, Pro, Ser, Trp) sind auch
modglicherweise Gegenionen eingeflhrt worden, wodurch die erhaltene Masse um 23

Da (Natriumion) héher als erwartet ist.

Das Maldi TOF MS von IgAP2 44 wurde unter den gleichen Bedingungen, mit der
gleichen Matrix und internem Standard aufgenommen. Die Masse von IgAP2 betrug
[M+H]"=21028 (Abbildung 89).
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11.3. Transferasereaktion mit IgAP1

11.3.1. Kinetischer Verlauf der Transferasereaktion mit IgAP1 42

Fir die Untersuchung der Kinetik wurden alle optimalen Bedingungen (beschrieben
in Kap.10.10.) bis auf die Nukleophilkonzentration Gbernommen. Statt eines CSMP-
Peptides wurde als Nukleophil ein mutiertes Protein Anticalin Flu A (hier bezeichnet
als IgAP1) verwendet. Aufgrund der niedrigen Loslichkeit des Proteins in der Reakti-
onslosung musste die Nukleophilkonzentration verringert werden. Die reverse
Proteolyse verlief gemaf der Gleichung:
IgA-Protease
Boc-PRPPOMe  +  IgAP1 — Boc-PRPP-IgAP1
26 42 44
+ Boc-PRPP-OH + MeOH
29

Bedingungen: ca.=71 mM, cn,=0,11 mM, ce=0,17 ug/ul, 3,4 ug Enzym im Ansatz, Bicin
100mM, EDTA 2mM, 20% Glycerin, pH=8.9. Acyldonor wurde portionsweise zur Reaktions-
16sung zugegeben (jeweils 20 ul geséttigter Lésung von 26, nach 20, 50 und 90 Minuten zu-

gegeben).

Die Reaktion wurde per HPLC verfolgt, detektiert wurden UV Absorption (220nm)
und Fluoreszenz von Tryptophan, das im Protein 42 an 6 Positionen vorhanden ist.
Die Tryptophanfluoreszenz wurde zur Quantifizierung der Reaktionsausbeute ver-
wendet. Die Kinetik dieser reversen Proteolyse von 42 zu 44 ist in Abbildung 90A
gezeigt. Ein HPLC-Chromatogramm (Fluoreszenzspur) ist in Abbildung 90B darge-
stellt. Die Peaks der Proteine 42 und 44 sind zwar nicht basisliniengetrennt, die
Trennung ist aber ausreichend um die Kupplungsausbeute zu bestimmen. Mit i.S.
wurde der interne Standard bezeichnet. Aulerdem erkennt man im Chromatogramm
noch drei weitere Peaks von denen der langsamste schon als Verunreinigung des
FIuA 42 eingebracht wurde, wogegen die anderen schnell laufenden Verbindungen

vor der eigentlichen Reaktion entstanden.
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Abbildung 90: A) Kinetik der reversen Proteolyse zwischen Acyldonor 26 und Nukleophil 42.

B) HPLC-Chromatogramm mit maximaler Kupplungsausbeute.

Nachdem das Maximum erreicht wurde, wurde die Reaktion mit Essigsaure gestoppt
und das Produkt Uber praparative HPLC abgetrennt. Die Masse des isolierten Pro-
duktes wurde mit Maldi TOF analysiert (Abbildung 97).
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Abbildung 91: Maldi TOF-MS vom isolierten Kupplungsprodukt 44.

Die experimentiell erhaltene Masse des modifizierten Proteins 44 betrug 21985 Da
und wurde mit der Masse des unmodifizierten Proteins 42 (M=21410 Da) verglichen.
Die am N-Terminus angeknupfte Einheit ohne Gegenion hatte eine Masse von 548,5
Die erhaltene Masse war um 26,8 Da groR3er als erwartet, was entweder auf das zu-

satzlich angelagertes Natrium. (Tabelle 29)

Tabelle 29: Experimentell gefundene Massen von IgAP1 und ihrem Produkt nach der Modifi-

kation in der reverse Proteolyse.

. exp. Masse

Protein [M+H]"
unmodifiziertes IgAP1 42 21410,3
modifiziertes Protein 44 21985,6
Massenunterschied zwischen 42 und 44 575,3
Masse der in der reversen Proteolyse eingeflhrten Einheit: 5485
BocPRPP- (ohne Gegenion) ’
gebliebene Masse (mdglicherweise Na®) 26,8

Zusatzlich wurde die Sequenz des modifizierten Proteins mit Edmann Degradation
untersucht. Dafur wurde zuerst die Boc-Gruppe vom N-Terminus des Proteins 44 mit
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TFA abgespalten. Die Ergebnisse der Edmann Degradation sind in Tabelle 30 zu-

sammengefasst.

Tabelle 30: Experimentiell gefundene (Edmann Abbau) Primédrsequenz von unmodifiziertem
IgAP1 42 und durch reverse Proteolyse modifiziertem Protein 44. n.e.b.- nicht eindeutig be-

stimmt.

Aminosaure- Unmodifiziertes

Kupplungsprodukt 44
position Protein 42
1 A P
2 P R
3 S n.e.b.
4 n.e.b. P
5 D n.e.b.
6 \Y P

Die ersten zwei Aminosauren wurden in beiden Fallen eindeutig bestimmt und sind
zusammen mit der Masse ein Beweis dafur, dass die gewunschte Modifikation regio-

selektiv am N-Terminus stattgefunden hat.

11.3.2. Vergleich mit der Modifikationen von CSMP und IgAP1

Bei der Modifikation von Proteinen hat man mit sterischen Hindernissen zu tun, die
man bei der Modifizierung von Peptiden nicht in diesem Ausmal} vorfindet. Um den
sterischen Einfluss beurteilen zu kdénnen, wurde die Modifikation von CSMP unter
den identischen Bedingungen wie die Modifikation von IgAP1 (Kap 11.3.1) durchge-
fuhrt.
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Abbildung 92: Reverse Proteolyse von Methylester 26 und CSMP-Peptid 37 unter Bedingun-
gen der Proteinmodifikation. Bedingungen: c,.=71,5 mM, cy,=0,107 mM, Bicin Puffer 100
mM, EDTA 2 mM, pH=9.0, ce= 3.4 ug/ul, 20% Glycerin, nach 20, 50 und 80 Minuten 20 ul
gesittigter Acyldonorlésung zugegeben, Reaktion mit CSMP spez.Akt.=4.6 U/ug Protein,
Reaktion mit IgAP1 spez.Akt.=4.9 U/ug Protein.

Die beiden Kinetiken (Modifizierung von IgAP1 42 und CSMP 37) kann man direkt
miteinander vergleichen. Die hochsten Ausbeuten waren:

far IgAP1 30% bei der Enzymaktivitat von 4,9 U/ug Protein

fur CSMP  44% bei der Enzymaktivitat von 4,6 U/ug Protein

Die Ausbeute fur Peptid CSMP 37 ist 1,46 mal besser als flr das Protein 42. Die ste-
rischen Effekte der Wechselwirkung zwischen Substratprotein und Katalysator sind
merklich und reduzieren die maximale Kupplungsausbeute um 30% im Vergleich zur
Reaktion mit einem Peptid, bei dem man keine solche sterischen Effekte erwartet. Im
Vergleich zu der optimierten Reaktion mit CSMP (Kap 10.10.) stellt man fest, dass
die 7-fache Reduktion der Nukleophilkonzentration (von 0,7 auf 0,1mM) mit einer 1,5

fachen Ausbeutereduktion ( von 67 auf 44%) einhergeht.

11.3.3. Blindreaktionen

In der primaren Sequenz des IgAP1 wurde keine Erkennungsstelle fur die IgA-
Protease auf’er am N-Terminus gefunden. Um dies zu bestatigen und andere nicht
kovalente Interaktionen zwischen IgAP1 42 und IgA-Protease auszuschliessen, wur-
de ein Experiment ohne Acyldonor durchgefuhrt, so dass sich in der Reaktionslosung
nur das Protein 42, das Enzym und ein interner Standard befand, auf den man die

Hohe des Proteinpeaks beziehen konnte.
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Uber die Zeit von 3h30' beobachtete man keinen neuen Fluoreszenzpeak im HPLC-

Chromatogramm. Das Verhaltnis der Peakhdhen von IgAP1 und internem Standards

betrug:

Zeit [min] h gap1) N Gint. st)

30 1,3
90 1,3
135 1,4
180 1,3

Das Verhaltnis der beiden Peaks hat sich in der Zeit nicht verandert, woraus man
schliel3en kann, dass kein proteolytischer Abbau des IgAP1 42 und auch keine ande-
ren irreversiblen Interaktionen zwischen 42 und dem Enzym unter diesen Bedingun-

gen stattfanden.
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11.4. Transferasereaktion mit IgAP2

Zur N-terminalen Modifikation wurde auch Protein IgAP2 43 verwendet, welches das
gleiche Proteingerust wie IgAP1 enthalt und sich nur mit einem N-Terminus unter-

scheidet.

11.4.1. Kinetischer Verlauf der Transferasereaktion mit IgAP2 43

Die Reaktion verlief wie folgt:
IgA-Protease
Boc-PRPPOMe  + [gAP2 - Boc-PRPP-IgAP2
26 43 45
+ Boc-PRPP-OH + MeOH
29

Bedingungen: ca.=71mM, cn,=0,11mM, ce=0,17 ug/ul, 3,4 ug Enzym im Ansatz, Bicine
100mM, EDTA 2mM, 20% Glycerin, pH=9.0, T=25°C. Acyldonor wurde portionsweise zur
Reaktionslésung zugegeben (40 ul geséttigter Lésung von 26 in 20 % Glycerinlésung, nach
20, 50,80 und 110 Minuten zugegeben).

Die Reaktion wurde per HPLC verfolgt, detektiert wurden UV Absorption (220nm)
und Fluoreszenz von Tryptophan. Die Fluoreszenz von 5 Tryptophanresten, die das
Protein 43 enthielt, wurde zur Quantifizierung von Proteinen 43 und 45 verwendet.

Die Kinetik der reversen Proteolyse ist in Abbildung 93 vorgezeigt.
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Abbildung 93: Kinetik der reversen Proteolyse zwischen Methylester 31 und IgAP2 43. Be-
dingungen: Bedingungen: c,.=71mM, cn,=0,11mM, ce=0,17ug/ul, 3,4ug Enzym im Ansatz,
Bicine 100mM, EDTA 2mM, 20% Glycerin, pH=9.0, T=25°C. Acyldonor wurde portionsweise
zur Reaktionslésung zugegeben (40ul geséttigter Lésung von 26 in 20 % Glycerinlésung,
nach 20, 50,80 und 110 Minuten zugegeben).
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Nachdem das Maximum der Kupplungsausbeute erreicht war, wurde das Kupp-
lungsprodukt von anderen Reaktionskomponenten durch praparative HPLC abge-
trennt. Die Trennung der beiden Peaks der Proteine 43 und 45 war nicht bis zur Ba-
sislinie moglich, so dass die Analyse (MALDI-TOF und Edmann Abbau) mit einem
Gemisch von Substrat und Produkt durchgefuhrt wurde. Die mit MALDI-TOF MS ge-

fundene Masse des IgAP2 und des Kupplungsproduktes 45 sind in der Abbildung 94
gezeigt.
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Abbildung 94: MALDI-TOF-MS des Gemisches: unmodifiziertes IgAP2 43 und Kupplungs-
produkt 45.
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Tabelle 31: Experimentell gefundene Massen von IgAP2 43 und ihrem Produkt 45 nach der

Modifikation in der reverse Proteolyse.

Protein exp. Masse
IgAP2 43 21015,3
modifiziertes Protein 45 21559,5
Massenunterschied zwischen 43 und 45 5442
Masse der eingefugten Einheit (ohne Gegenion) 548,5

Der experimentelle Massenunterschied zwischen beiden Proteinen 43 und 45 war
544 Da. Theoretisch sollte der Unterschied 548 Da betragen, was der Masse von

BocPRPPOH ohne Gegenion fur Arginin entspricht.

Beim Edmann Abbau fand man Aminosaurederivate sowohl von modifiziertem als
auch von unmodifziertem Protein, da man eine Mischung von beiden untersuchen
musste. Die erhaltene Sequenz des Kupplungsproduktes enthielt an Positionen 3,5,6

nicht eindeutig identifizierte Aminosauren (Tabelle 32).

Tabelle 32: Primére Sequenz nach Edmann Abbau von unmodifizierten IgAP2 43 und durch

reverse Proteolyse modifiziertem Protein.

Aminosaure- unmodifiziertes Kupplunasprodukt 45
1 A P, A
2 P R
3 S n.e.b.
4 Y P
5 H n.e.b.
6 D n.e.b.
7 G S

11.4.2. Blindreaktionen

Zur Untersuchung der Abhangigkeit von Acyldonor 26 befanden sich unter Standard-
bedingungen das Protein IgAP2 43, IgA-Protease und ein interner Standard. Man
kontrollierte das Peakverhaltnis zwischen IgAP2 und internem Standard in der Zeit

(Tabelle unten).

129



Zeit [minl] h taapny /D int i)

53 1,4
100 1,4
166 1,3

In der Zeit von 2,5 Stunden beobachtet man keinen neuen Peak im HPLC-
Chromatogramm, das Verhaltnis von Peakhdhen veranderte sich nur wenig. Man

kann davon ausgehen, dass das Protein nicht von der IgA-Protease verdaut wurde.

Interessant war die Untersuchung, ob das Peptid 26 in der Reaktionslosung ohne
IgA-Protease eine Affinitat zu Protein IgAP2 vorzeigt. Aus diesem Grund wurde eine
Reaktion zwischen IgAP2, Acyldonor und internem Standard kinetisch verfolgt. Un-
tersucht wurde das Hohenverhaltnis der Fluoreszenzpeaks von IgAP2 und internem
Standard.

Zeit Iminl h teapn /D dint i)
60 0,66
240 0,64

In der Zeit von 4 Stunden anderte sich das Peakhdheverhaltnis nur um 5%, zusatz-
lich beobachtete man eine Verbreiterung des Proteinpeaks. Man kann davon ausge-

hen, dass die beiden Biomolekule keine Affinitat zueinander zeigten.
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11.5. Andere modifizierbare Proteine

Es wurde ein Recherche durchgeflhrt um herauszufinden, welche Peptide und Pro-

teine die gewlinschte primare und sekundare Struktur enthalten und sich damit zur

Modifikation durch die reverse Proteolyse mit IgA-Protease eignen. Bei der Pepti-

dauswahl wurden hauptsachlich zwei Eigenschaften in Betracht gezogen: die geeig-

nete primare Sequenz des N-Terminus und die kommerzielle Erhaltlichkeit. Die Er-

gebnisse dieser Recherche sind in Tabelle 33 zusammengefasst.

Tabelle 33: Kommerziell erhéltliche Peptide mit geeignetem N-Terminus

durch reverse Proteolyse mit IgA-Protease.

zur Modifikation

# |Name N-terminale Sequenz MW [Da] Anbieter
874,0 (ohne
CSMP, Carbohydrate Struc- Gegenion) )
1| ture Mimicking Peptide APWLYGPA 10711 (mit| Bachem H-2076
Gegenionen)
. 8360,9
2. |Eotaxin (human) GPASVPT... 74 Aa Bachem H-4602
3. | GRP (porcine) APVSVGGGTVLAK- Nova Biochem
' P MYPRGDHWAVGHLM-NH, 05-23-2302
. Nova Biochem
4. | Preprosomatostatin APSDPRLRQF 05-23-0857
5 | Prosomatostatin APSDPRLRQFLQKSLAA- Nova Biochem
' AAGKQELAKYFLAEL 05-23-0855
Pancreatic Polypeptide (hu- APLEPVYPGDNATPE- Nova Biochem
6. man) QMAQYAADLRRY- 05-23-3350
INMLTRPRY-NH,
7. Cif,’;‘;reat'c Polypeptide (bo-| Apy 36 Aa Bachem H-6610
g. |Pancreatic Polypeptide (rana | \pg 37 Aa Bachem H-4918
temporaria)
9. |Pancreatic Polypeptide (raf) | APL... 36 Aa Bachem H-6890
10. | pTH APL... 45 Aa Bachem H-4926
11. | Calcitonin human APF... 57 Aa Bachem H-3076
12. | Allatostatin APS... 13 Aa Bachem H-8065
13. | Galanin APV... 60 Aa Bachem H-4982
14. | GRP APV... 16 Aa Bachem H-5930
15. | Procollagen o1 GPP... 31 Aa Bachem H-4156

Bei der Auswahl der geeigneten Proteine musste man nicht nur auf die primare Se-

quenz, sondern auch auf die raumliche Struktur bzw. die Zuganglichkeit des N-

Terminus achten. Daflr wurden raumliche Strukturen der Proteine in Proteindaten-

banken (PDB) analysiert. Die Ergebnisse dieser Recherche befinden sich in der Ta-
belle 34 .
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Tabelle 34: Proteine, die sich wegen ihre Primédrsequenz und 3D-Struktur zur Modifikation

durch reverse Proteolyse eignen.

MW [Da] .
. Vorbereitung des N-
# Name des Proteins N-terminale Sequenz oder Terminus zur reversen
EC Nummer, Kode in PDB Ketten- 5
14 Proteolyse
ange
16. | GST Ill aus Zea mays var. Mutin. | MAPLKLYGMP 222 Aa |1, AMP M oder AMP L
o IgAP1: APSWDVYH... 21400 . e
17. | Anticalin FIuA IgAP2: APSYHDGA... 21000 nicht noétig
a-Amylase aus Bacillus subtilis LTAPSIKSGT 47010
18 |EC3.2.1.1, 1BAG SSGGGS 2, Cat C oder AMP L
Kette A:
. : Kette A: XYAPQTQSGR
19. | porne Pandreac a-Amylase STT 20222 |2, Cat C oder AMP L
B Kette B:ATETSFIIDA )
24778
Yeast Hexokinase Pii
20. | (Hexokinase B) ?ﬁ\rf?chfzﬁrm 53931 |4, CatC oder AMP L
EC2.7.1.1,1I1G8
21. | Bovine Chymotrypsinogen C e okettig |2, Cat C oder AMP L
random coil
IPGYVDWRQK
Papain EEGGGG . s
22. |EC 3.4.22.2, 1BP4 nicht eindeutig istdie | 25410 | nicht ndtig
dritte Aa: E in PDB
Aminopeptidase aus Strepfomy- | APDIPLANVK
23. | ces griseus HHHHH 29708 nicht nétig
EC 34.11.-, 1CP7
Fruktose-1,6-Bisphosphatase aus | ADKAPFDTDI
24. | rabbit liver Ss 36433 | 3 AME M, dann CatC
EC 3.1.3.11, 1BK4
Peroxidase aus Arthromyces ra-
25. | mosus gﬁgfmG;("BGSV 35686 1, AMP L
EC 1.11.1.7, 1ARP
a-Amylase aus Bacillus stearo-
26. | thermophilus AAPFNGT;_VIEI\éQ 58819 1, AMP L oder AMP M
EC 3.2.1.1, 1HVX
27 Endostatin aus Mus musculus, APLA... 184 Aa | nicht nétig
1KOE
8. Collagen V homotrimer [@1(V)]3 | GKPGPRGQRG 2152 3, AMP M, dann Cat C
aus homo sapiens, 1A89
29. | Myosin aus Gallus gallus, 1ALM | Chain A: ASPDAEMAQ‘E 95928 |1, AMP M oder AMP L
30 Subitilisin aus Bacillus lentus AQSVPWGISR 26719 3, APM M, dann Cat C
" |EC 3.4.21.62, 1C9J HHHHH oder AMP L
31 Proteinase K AAQTNAPWGL 28892 5, 2 mal Cat C oder
" |EC 3.4.21.64, 1BRJ EESS HHH AMP L
32. | Myokinase aus Bos taurus, 1AK2 APNVPAA!EPV 25487 | nicht nétig
random coil

° Menge der Aminosauren zu abspalten, geeignete Protease
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33. | LAmyase aus Sus sorofa XYAPATASCR 55195 |2, Cat C oder AMP L
34 ;\L/Iltsjr|1n[e;$20IIagen aus Mus muscu- APLAYERP\éE 20047 nicht nétig
35. | HPVSR AT Ribosy! Cyclase EC N 29525 |1, AMP M oder AMP L

Bezeichnungen fiir sekundére Struktur: H-helix, B-Rest in isolierten 3-Briicke, E-extended [
strand, G-3;o Helix, I-pi Helix, T- hydrogen bonded turn, S-bend. Bezeichnungen fiir die Pro-
teasen: AMP M - Aminopeptidase M (EC 3.4.11.2), Cat C - Cathepsin C (EC 3.4.14.1), AMP
L - Leucine Aminopeptidase (EC 3.4.11.1).

Die aufgefundenen Proteine verfugten Uber einen geeigneten unstrukturierten N-
Terminus mit der gewunschten Sequenz. In vielen Fallen muss der N-Terminus des
Proteins zur konjugativen Modifikation vorbereitet werden, was am besten durch pro-
teolytische Abspaltung der N-terminalen Aminosauren erfolgt. Als Proteasen eignen
sich vorwiegend Aminopeptidasen, z.B. Aminodipeptidylpeptidase: Cathepsin C, die
jede zweite Peptidbindung unabhangig von der Sequenz hydrolysiert, oder Ami-
nopeptidase M, die jede Peptidbindung des N-terminalen Endes hydrolisiert, daftr
aber die Bindung Xaa-Pro viel langsamer als alle anderen, wodurch sich dieses En-
zym besonders fur unsere Zwecke eignet. Aminopeptidase M eignet sich nicht fur die
Abspaltung von L-Asparagine (N) oder L-Glutamine (Q) vom N-Terminus. Am ehe-
sten kommt wohl Leucin Aminopeptidase unseren Absichten entgegen, weil sie alle
Peptidbindungen mit der Ausnahme von Xaa-Pro hydrolysiert. Auf diese Art kann
man alle Aminosauren vom N-Terminus abspalten und die Hydrolyse wird am Xaa-
Pro gestoppt. Dieses Enzym eignet sich zur Vorbereitung des N-Terminus aller Pro-
teine, bei denen vor der gewlunschten Sequenz (z.B. AP...) kein zusatzliches Prolin

vorkommt.

Eine andere Art der Vorbereitung des N-Terminus des Proteins zur reversen Proteo-
lyse ist site-directed-mutagenesis. Die Methode ermdglicht eine EinflUhrung der ge-
wulnschten Sequenz praktisch bei jedem Protein, das Uber recombinante Techniken

exprimiert werden kann.

Die Ausbeute der Modifikation durch reverse Proteolyse hangt offenbar stark von der
3D-Struktur des modifizierbaren Proteins und des proteolytischen Enzyms ab. Die
raumliche Struktur der IgA-Protease ist bisher nicht bekannt, weshalb die 3D-
Computersimulationen des Reaktionsverlaufes ausgeschlossen waren. Einige

Raumstrukturen flr modifizierbare Proteinen wurden in Abbildung 95 gezeigt.

133




Abbildung 95: 3D-Strukturen der Proteine, die als "modifizierbar durch reverse Proteolyse"
klassifiziert wurden. Abkiirzungen: BAG - a-Amylase aus Bacillus subtilis, 1DHKA - porcine
pancreatic a-Amylase, 1BK4 - Fruktose-1,6-Bisphosphatase aus rabbit liver, 1ARP - Peroxi-
dase aus Arthromyces ramosus, THVX - a-Amylase aus Bacillus stearothermophilus, 1LBE -
ADP Ribosyl Cyclase.
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12. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Methode zur N-terminalen, regiospezifi-
schen Modifikation von Peptiden und Proteinen mithilfe der IgA-Protease. Diese Me-
thode ist ein Bestandteil der Zwei-Schritt-Strategie, in der theoretisch beliebige unna-
turliche Gruppen in die Proteine regioselektiv eingefuhrt werden kdnnen. Durch kine-
tisch kontrollierte reverse Proteolyse (Schritt A, Abbildung 96) sollte in das Protein
eine reaktive Gruppe selektiv an den N-Terminus gekuppelt werden. Diese Gruppe
sollte in einem weiteren regioselektiven, chemischen Verknupfungsschritt (Schritt B,

Abbildung 96) mit unnaturlichen Strukturen vernetzt werden.

Abbildung 96: Strategie zur N-terminalen Ankupplung nicht proteinogener Strukturen. Im er-
sten enzymatischen Schritt (A) soll durch IgA-Protease katalysierte reverse Proteolyse eine
reaktive Gruppe (RG) regioselektiv an den N-Terminus gekuppelt werden. Durch eine an-
schliessende Reaktion sollen Fremdstrukturen ( - - ) selektiv an die reaktive Gruppe (RG)

und damit auch an das Protein gebunden werden.

Die bisher bekannten chemischen Modifikationsmethoden sind haufig nicht regio-,
stereo- und chemospezifisch. Man beobachtet viele Nebenreaktionen an Seitenket-
ten, Racemisierung und durch unzureichend milde Reaktionsbedingungen im Endef-

fekt auch den Verlust der biologischen Aktivitat des modifizierten Proteins.

Die hier entwickelte neue Methode sollte mdglichst universell sein und die Einflhrung
eines breiten Spektrums von Substrukturen ermdéglichen. Dabei durfte die 3D-
Struktur des Proteins nicht zerstort werden, so dass die modifizierten Proteine ihre
biologische Aktivitat behalten. Als geeignete Kupplungsmethode wurde die reverse
Proteolyse gewahlt, da sie die stereo-, chemo- und regiospezifische Bildung der Pep-
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tidbindung garantiert und gleichzeitig unter milden Bedingungen verlauft (Abbildung
97).

)
) a O o O
+ HoyN-CH—C-Protein —=—>= PG—Peptid N—?H—C—Protein
|
R’ H,0 H R

PG—Peptid OR

Abbildung 97: Reverse Proteolyse als Methode zur regioselektiven Proteinmodifikation.

Als Enzym wurde die Endoprotease IgA1-Protease ausgewahlt, weil sie die selten
vorkommende Sequenz -Pro-Xaa-Pro-Pro-Ala-Pro- erkennt und dadurch die Regio-

selektivitat garantiert. Die Spaltstelle liegt dabei innerhalb der Erkennungssequenz.

Wahrend der experimentiellen Arbeit hat sich herausgestellt, dass IgA-Protease ein
sehr empfindliches, instabiles Enzym ist. Es verlor wahrend der Inkubation bei Raum-
temperatur, aber auch durch Verdinnung und bei Auftauen/Einfrieren-Operationen
an Aktivitat. Als Stabilisator bewahrte sich Glycerin am besten. Die hochste Aktivitat
im Zeitintervall, in dem die kinetische Messung stattfand, wurde fur 20% Glycerin er-
halten. Diese Glycerinkonzentration wurde in den meisten kinetischen Untersuchun-

gen eingesetzt.

Zur Charakterisierung wurde ein Aktivitatsassay erarbeitet, mit dem die Aktivitat des
Enzyms in wenigen Minuten quantifiziert werden konnte. Auf dieser Grundlage konn-
te man die verschiedenen Enzymchargen miteinander vergleichen und die zeitliche

Aktivitatsabnahme verfolgen.

Zur N-terminalen Modifikation an einem Modellpeptid wurden noch zwei neue, nicht
literaturbekannte Acyldonoren 12 und 19 synthetisiert und in der Hydrolysereaktion
gepruft. Diese Substrate waren aufgrund bisheriger Studien als Zielverbindungen

ausgesucht worden, da sie alle wichtigen Struktureigenschaften besalien:
eine lange und optimierte Erkennungssequenz (Heptapeptoide)

eine Esterbindung an der Spaltungsstelle (anstatt Alanin oder Glycin an der P-

Position wurden entsprechende a-Hydroxysauren eingebaut)
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Boc-Pro-Pro-Arg-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH, 19
Boc-Pro-Pro-Arg-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH; 12

Die Peptoide 12 und 19 wurden zuerst in der Hydrolyse- und dann in der Transfera-

sereaktion getestet und mit anderen Substraten verglichen.

o 0
+ IgA1-Protease _— C
Boc-PRPP” "X ] Boc-PRPP”

o=

X ---IgA1-Protease

l

O
I

O_

\

Boc-PRPP” —IgA1-Protease

+ H,N- R'/ \+H20

-O[Gly]-PW-NH, 12 é
-O[Ala]-PW-NH; 19 Boc-PRPP” “N—R' Boc-PRPP”~ ~OH
-pNA 27 H

-OMe 26
-OBzl 28 +
-AMC 31

X=

O=0

+

IgA1-Protease IgA1-Protease

Abbildung 98: Schema der kinetischen Verteilung zwischen Amintransfer (A) und Hydrolyse
(B) in der reverse Proteolyse mit IgA1-Protease.

Die neuen Peptidsubstrate 12 und 19 erwiesen sich als sehr labil und wurden deut-
lich schneller spontan hydrolysiert als die einfachen Esteracyldonoren. Die Bestim-
mung der enzymatischen Parameter ket und Ky gelang erst nach sorgfaltiger Opti-
mierung der Reaktionsbedingungen, um die Spontanhydrolyse zurlickzudrangen. Die
erhaltenen Werte sind in Tabelle 34 aufgefuhrt.
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Tabelle 34: Vergleich der Ky, und V..« -Werte fiir unterschiedliche Substrate. Abklirzungen:
OBzl - Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OBzl 28, AMC - Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-AMC 31, OGly - Boc-Pro-

Arg-Prp-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 12, pNA - Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-pNA 27.

OBzl AMC OGly pNA
Ky [UM] 119 120 127 56
Keat [87'] 56 13 78 0.5
Keat/Kn [UM "% 8] 43%x10° | 1.1x10° | 6.2x10° | 8.3x 10*

Die Ky-Werte fur den Benzylester 28, das Aminomethylcoumarin 31 und das Depsi-
peptid 12 sind sehr ahnlich. Die monomolekularen Geschwindigkeitskonstanten kcat
fur diese Substrate sind in der gleichen GréRenordnung, wobei die Hydrolyse von
Depsipeptid am schnellsten verlauft. Die Spezifitatskonstante kca/Ky liegt fur die hier
untersuchten Substrate in der GroRenordnung von 10%-10°. Den héchsten keai/Kw
Wert hat Depsipeptid 12 erreicht, wobei der Unterschied im Vergleich zu den restli-
chen Substraten nicht besonders grof} ist. Entgegen den Erwartungen wurde die Af-
finitat durch Verlangerung des Peptidrickgrates im Depsipeptidsubstrat nicht gestei-

gert.

Bei der mehrstufigen Hydrolyse und Aminolyse ist der erste Schritt (Bildung des Acy-
lenzyms) identisch. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist bei der reversen
Proteolyse die Nukleophilattacke des Amins und der Transfer der Acyleinheit auf das
Amin. Aus diesem Grund kann man die Ky und Kkt Daten nicht direkt auf die Amino-
lyse Ubertragen. Die Transferase des Acyls wurde an einem Modellpeptid (CSMP)
untersucht. Unter den von C.Seitz beschriebenen Bedingungen wurden Ausbeuten
von 37% fur OMe 26 und 15% fur OGly 12 erreicht. Die Kupplungsprodukte dieser
beiden Umsetzungen waren identisch und wurden mit MALDI-TOF-MS identifiziert.
Die erhaltene Ausbeute war unbefriedigend, weshalb die Reaktion weiter optimiert
wurde. Die Optimierung wurde mit OGly 12 und OMe 26 als Substrate durchgefihrt.
Ausgiebige Variation von Acyldonorkonzentration, Nukleophilkonzentration, Enzym-
konzentration, pH-Wert, Methanolgehalt, Glyceringehalt, Pufferart, Inkubationstempe-
ratur, EDTA-Konzentration, Temperatur der Reaktion und Art der Reaktionsfuhrung
(in welcher Form und wie oft das Acyldonor wahrend der Reaktion zugegeben wurde)
fuhrten schlieB3lich zu einem Satz von Optimalbedingungen, die nachfolgend aufgeli-

stet sind:
138



ce=50 ug/ml, cac=75 mM, cn,=0,7 mM, Bicin-HCI-Puffer 100 mM, EDTA 2 mM,
pH=8,9, Vorinkubation des Enzyms 1h bei 25°C, 20% Glycerin, portionsweise zuge-

gebener Acyldonor (jede 20 min als geséttigte Loésung)

Die hochste auf dieser Basis bestimmte experimentielle Kupplungsausbeute betrug
fast 70%. Zu den wichtigsten Parametern gehdrte ein hoher Uberschuss des Acyldo-
nors gegenuber dem Nukleophil, Zusatz von Glycerin, der auf einer Seite die Enzy-
maktivitat stabilisierte, auf der anderen Seite die Ldslichkeit der Komponenten ver-
besserte. Die Nukleophilkonzentration war von geringerer Bedeutung und wurde so
eingestellt, dass man den Reaktionsverlauf gut verfolgen konnte und nicht die Los-
lichkeitsgrenze der Komponenten uberschritt. Infolge der unvermeidlichen Spontan-
hydrolyse war die Natur der Puffersubstanz von grof3er Bedeutung. Ein Schlussel zur
erfolgreichen Transferasereaktion war eine hohe Acyldonorkonzentration, die so be-

messen sein sollte, dass das Enzym uber die ganze Messzeit gesattigt war.

Die Ergebnisse der Optimierung an Peptidsubstraten wurde nun auf die Derivatisie-
rung von Proteinen Ubertragen. Zur Modifikation wahlte man zwei Proteine mit unter-
schiedlichem N-Terminus und gleichem Proteingerist. Das Proteingerist stammte
aus Anticalin FIuA, das Uber site-directed-mutagenesis am N-Terminus modifiziert
wurde. Es verfugt Uber die kompakte Struktur eines B-barrels mit gestrecktem, un-
strukturiertem N-Terminus, ist einkettig und besitzt keine zusatzliche Erkennungstelle
fur die IgA-Protease. Die beiden Proteine wurden als IgAP1 und IgAP2 bezeichnet.
Auf die a-Aminogruppe des Proteins wurde die Acyleinheit: Boc-PRPP- regiospezi-

fisch Ubertragen.

IgA-Protease
Boc-PRPPOMe + IgAP1/2 ——> Boc-PRPP-IgAP1/2

+ Boc-PRPP-OH + MeOH

Unter den angewandten Bedingungen wurden Kupplungsausbeuten von 30% fur I-
gAP1 und 15% fur IgAP2 erreicht. Die Kupplungsprodukte wurden isoliert und durch
MALDI-TOF-MS und Edmann Abbau identifiziert. In der Reaktion entstanden keine
Nebenprodukte. Wegen der begrenzten Loslichkeit des Proteins wurde die Konzen-

tration des Nukleophils 7-fach reduziert.
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Aus dem Vergleich der Modifikationsausbeuten von CSMP-Peptid (44%) und IgAP1
(33%) lasst sich folgern, dass die sterische Zuganglichkeit des Protein-N-Terminus

fur die IgA-Protease um etwa 30% reduziert ist.

Diese Schlussfolgerung wird auch durch den Vergleich der beiden Proteinsubstrate,
die sich vornehmlich in der Lange der nicht strukturierten N-terminalen Sequenz un-

terscheiden, bestatigt.

Durch Blindreaktionen wurde aufgeklart, dass es sich um ein Uber eine kovalente

Bindung entstandenes Produkt und nicht um einen Komplex handelt.

Zur Vorbereitung weiterer Proteinmodifizierungen wurde eine Recherche Uber geeig-
nete Proteine durchgefuhrt. Als Voraussetzungen wurde die notwendige Primarse-
quenz am N-Terminus und die geeignete Raumstruktur des Proteins (Zuganglichkeit

des N-Terminus) in Betracht gezogen.

Es wurden einige Proteine gefunden, die Uber die gewlinschten Eigenschaften verfi-
gen. Viele prinzipiell geeignete Proteine besitzen ein paar zusatzliche Aminosauren
am N-Terminus, die man leicht proteolytisch abspalten und auf diese Weise zur Mo-

difikation vorbereiten kann.

Die in dieser Arbeit entwickelte Proteinmodifikationsmethode 6ffnet die Tur zu einer
neuen, selektiven (regio-, chemo- und stereoselektiven), milden und vielseitigen (be-
kannte Adaptierbarkeit an verschiedenartigsten Tarnfunktionen) in vitro Derivatisie-
rung nativer Proteine. Aus diesem Grund kann diese Methode mit protein splicing
verglichen werden. In beiden Modifikationsmethoden ist eine bestimmte Sequenz zur
Modifikation unentbehrlich, die beiden Methoden sind regio-, chemo- und stereose-
lektiv und beide eignen sich zu Proteinmodifikationen, ohne das die 3D-Struktur des

Proteins zerstort wird.

Durch das breite Spektrum an eingefihrten Gruppen 6ffnen sich viele Applikations-
bereiche, wie: erleichterte Proteinananalytik, klinische und diagnostische Studien,
Studien Uber Proteininteraktionen, Radiopharmazie, neue Separationsmethoden,
leichtere Isolierung und Reinigung von Proteinen, Quantifizierung, Immobilisierung,
Erhéhung der Stabilitat von Proteinen und ihrer Affinitat zu Membranen, enzyme en-
gineering, Bildung von Proteinfusionen und Enzymkomplexen, Kupplung von Pep-

tidsegmenten und Synthese von Proteinen per Semisynthese.
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13. Experimentieller Teil

13.1. Gerite

Kaufliche Reagenzien und Ldsungsmittel wurden von Roche, MoBiTec, Sigma,
Aldrich, Bachem, NovaBiochem, Fluka und Merck bezogen und ohne weitere Reini-
gung eingesetzt. Wassrige Losungen wurden mit bidestillierten Wasser hergestellt.
Wasserfreie Losungen wurden durch Filtration Uber aktiviertem Aluminiumoxid her-

gestellt.

Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (HPLC) wurde an folgenden Geraten durch-
gefuhrt: Merck Hitachi L100 gradient Pump, UV-Detektor L4250, F 1000 Fluores-
zence Spectrophotometer, Lichtstreudetektor EUROSEP DDL-31, Kipp&Zonen Zwei-
kanalschreiber BD 112.

Verwendete HPLC-Saulen:
Bischoff Nucleosil C-18 250x4, Korngrof3e 5 uym,
Nucleosil C-8 250x4, KorngrofRe 5 um,
Prontosil C-18AQ 250x4, KorngréfRe 5 um
Prontosil C-4, 200x4, Korngrof3e 3 ym
RPC-8 250x4, Korngrof3e 5 um

FUr semipreparative Trennungen:
Nucleosil C-18 250x10, KorngrofRe 5 uym,
MPLC: Merck RP-C8
Schlauchpumpe,
LKB-Fraktionssammler

Als Eluenten wurden entweder Gemische von Acetonitril/\WWasser oder Metha-
nol/Wasser verwendet, denen Phosphorsaure und Natriumperchlorat in einer Kon-
zentration von je 30mM oder Trifluoroessigsaure in 0.1% (Vol) zugesetzt wurden. Die
Detektion erfolgte bei 254 oder 220nm UV-spektrophotometrisch, durch Fluoreszenz

von Tryptophan Ex 280nm, Em 350nm oder durch Lichstreuung.
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Zur Kationenaustauschchromatographie wurde Sephadex CM C-25 von Pharmacia

verwendet.

Kernresonanzspektren wurden an folgenden Geraten aufgenommen:
Bruker AM 360: 'H, "°C, DEPT,
Bruker AC 250: 'H, "°C
Bruker AC 200: 'H, "°C

Massenspektren wurden an folgenden Geraten durchgefuhrt:
Finnigan LQC: Electrospray-lonisation (ESI, HPLC-MS),

Bruker Biflex 3: Matrix Assisted Laser Desorption lonisation, Time of Flight Modus
(MALDI-TOF).

IR-Spektren wurden an dem Gerat FTIR 1600 Perkin ElImer aufgenommen und sind
in Wellenzahlen [cm™"] angegeben. Die Banden sind als stark (s), mittel (m), und

schwach (w) gekennzeichnet.

13.2. Vorschriften zur Synthese von Substraten fiir IgA-Protease
13.2.1. Milchsé&urederivat Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH> 19

Z-Pro-Trp-NH; 7

HBTU
Z-Pro-OH + H-Trp-NH, »  Z-Pro-Trp-NH,
NMM oder EDIPA

250 mg Z-Pro-OH (1.0 mMol, MW=249.5 g Mol™") und 240 mg H-Trp-NH, HCI (1.0
mMol, MW=239.5 g Mol™") wurden in 5 ml wasserfreiem Acetonitril suspendiert. Dann
wurden 570 mg HBTU (1.5mMol, MW=379.3 g Mol") zugeben und portionsweise
0.43 ml EDIPA (4.0 mMol, MW=101.5 g Mol”", d=0.92 g cm™) oder entsprechende
Menge NMM eingegossen. Die Reaktion verlief bei Raumtemperatur im Zeitraum von
einer Stunde unter Stickstoff. Kurz nach dem Zugeben der Base wurde die Reakti-
onsloésung klar, danach fiel das Produkt aus. Das ausgefallene Produkt wurde abge-
filtriert und mehrmals mit 1N HCI, gesattigter NaCl-Lésung und mit 5% NaHCO;-
Losung gewaschen. Am Ende wurde noch kurz mit CH3CN gewaschen. Der Ruck-
stand wurde mit Essigester aufgenommen und mit wasserfreiem MgSO, getrocknet.

Ausbeute: 85%.
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HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 5% Acetonitril auf 85% in 20 Minuten
R,=16.4 ml, flow=1 ml/min; UV (254nm), Fluorescenz (Trp).

'H-NMR (MeOD): § = 10.0-10.5 (s, 2H, NH,), 8.0-8.1 (s, 1H, NH Trp), 7.8 (s, 1H, A-
mid NH), 7.3-7.6 (m, 5H, arom.C, Trp); 5.3-5.6 (s, 2H, CH; Z); 5.0-5.2 (t, 1H, CH
Trp), 4.5-4.7 (m, 1H, CH Pro), 3.4-3.9 (m, 4H, CH;, 6 Pro und CH; Trp); 1.8-2.3 (m,
4H, CH; B Pro und CH; v Pro).

ESI MS m/z (%): 890.9 (100) [2M+Na]", 868.9 (4) [2M+H]*, 457.2 (44) [M+Na]",
435.0 (3) [M+H]".

H-Pro-Trp-NH, 8

H, / Pd
Z-Pro-Trp-NH, —>  H-Pro-Trp-NH,

350 mg (0.8 mMol, MW=434.5 g Mol™") Z-Pro-Trp-NH, wurden in 15 ml MeOH oder
EtOH aufgenommen. Danach wurden 50 mg von 10% Palladium auf Aktivkohle zur
Reaktionslosung zugegeben und die Reaktionldsung unter Wasserstoff uber Nacht
bei RT geruhrt. Die Reaktionlésung wurde Uber Celite filtriert. Die Flussigkeit wurde

einrotiert. Ausbeute 95%.

HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 10% Acetonitril auf 90% in 10 Minuten
R,=8.5 ml, flow=1 ml/min; UV (254nm), Fluoreszenz (Trp).

'H NMR (MeOD): § = 6.9-7.65 (m, 5H, arom.Trp), 4.5-4.65 (m, 1H, CH Trp), 3.4-3.6
(m, 1H, CH Pro), 3.0-3.3 (m, 2H, CH; Trp), 2.4-2.8 (m, CH, & Pro), 1.75-1.95 und 1.1-
1.55 (m, 4H, CH; B und vy Pro).

BC-NMR (MeOD): § = 177.6, 176.7 (CO), 137.9, 128.7, 124.4, 122.3, 119.7, 119.2,
112.1, 110.6 (arom.C Trp), 61.3 (CH Pro), 54.6 (CH Trp), 31.5 (CH, & Pro), 28.9 (CH;
B Pro), 26.7 (CH; y Pro).

ESI MS m/z (%): 301.1 (100) [M+H]*, 601. (15) [2M+H]*, 622.9 (7) [2M+Na]".
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HOJ[AIla]-Pro-Trp-NH, 16

P BOP / EDIPA
H-Pro-Trp-NH, + HO CI:H COONa _— —— _ HO—(|3H—CO-Pro-Trp-NH2

Chy CH,

300 mg H-Pro-Trp-NH, (1.0 mMol, MW=300.5 g Mol"), 120 mg Natriumlactat (1.1
mMol, MW=112 g Mol™"), 490 mg BOP (1.1 mMol, MW=442.3 g Mol"') wurden in 7 ml
eines Gemisches von CH3;CN/DMF (5:1 v:v) gelost. Danach wurde 0.2 ml EDIPA (1.2
mMol, MW=129.25 g Mol”', d=0.74 g cm™) zugegeben. Die Reaktion verlief bei RT,
im Zeitraum von 2 Stunden unter Stickstoff. Die Reaktionslésung wurde einrotiert und
der Ruckstand zwischen Chloroform und Wasser verteilt. Das Produkt befand sich in
Wasserphase. Die Wasserphase wurde abgetrennt und lyophilisiert. Es gab noch
eine andere Aufarbeitungsmdglichkeit. Das Produkt wurde aus CH,ClI, ausgefallt, der
ausgefallene Ruckstand wurde abgetrennt und mehrmals mit Methylenchlorid gewa-

schen. Ausbeute: 70%.

HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 10% Methanol auf 50% in 15 Minuten
Ry=14.4 ml, flow=1 ml/min; UV (254nm), Lichtstreuung, Fluoreszenz (Trp).

"H-NMR (D20): 6 = 6.8-7.45 (m, 5H, arom.C, Trp), 4.3-4.4 (t, 1H, CH Trp), 4.0-4.1 (q,
1H, CH Milchsaure), 3.2-3.35 (m, 1H, CH Pro), 2.8-3.1 (d, 2H, CH; 6 Pro), 2.2-2.4 (d,
2H, CH; Trp), 1.35-1.95 (m, 4H, CH; B, y Pro), 0.6-0.7 (d, 3H, CH3; Milchsaure).

"H-NMR (MeOD): & = 6.9-7.55 (m, 5H, arom.C Trp), 4.45-4.55 (m, 1H, CH Trp), 3.4-
3.5 (g, 1H, CH Milchs&ure), 3.0-3.3 (m, 4H, CH2 Trp, CH2 & Pro), 1.95-2.35 (m, 1H,
CH2 B Pro), 1.55-1.85 (m, 3H, CH2 B y Pro), 0.8-0.9 (d, 3H, CH3 Milchs&ure).

3C-NMR (MeOD): § = 176.1, 161.4 (CO), 125.3, 124.6, 122.5, 119.8, 119.3, 118.7,
112.4, 110.8 (arom.C, Trp), 61.0 (CH, Trp), 55.6 (CH, Milchsaure), 42.5 (CH, Pro),
37.0 (CH, 8, Pro), 34.5 (CHy, Trp), 31.0, (CH. B, Pro), 29.1 (CH, y, Pro), 25.1 (CHa,

Milchsaure).

ESI MS m/z (%): 767.0 (100) [2M+Na]*, 783.1 (9.5) [2M+K]", 395.3 (34) [M+Na]",
411.4 (1) [M+K]*, 373.1 (1) [M+H]".
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Boc-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH. 46

740 mg HO-[Ala]-Pro-Trp-NH; (2.0 mmol, MW=372.1 g Mol™"), 560 mg Boc-Pro-OH
(2.6mMol, MW=216 g Mol™"), 1,29 g HBTU (3.4 mMol, MW=379.3 g Mol™", 1.9 ml E-
DIPA (11 mMol, MW=129.3 g Mol”, d=074 g cm™) und 240 mg DMAP (2mMol,
MW=122.17 g Mol™") wurden in 12 ml trockenem DMF geldst. Die Reaktion verlief in
RT und nach 1.5 Stunden erreichte eine HPLC-Ausbeute von 95%. Reaktionslésung
wurde einrotiert, das Ol wurde mit CH;COOEt oder CH,Cl, aufgenommen. Aus die-
ser Losung fiel ein Ruckstand aus. Der Ruckstand wurde abgetrennt, die organische
Phase wurde mit walrigen TEA-CH3;COOH Puffer (pH = 4,5) gewaschen, dann mit
NaCl - Lésung und noch mal mit dem gleichen Puffer gewaschen. Das Produkt wur-
de aus MeOH/tBuOMe ausgefallt.

Z-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH, 17

Z-Pro-OH
0]
HBTU / DMAP
+ Z-Pro—0O
E— Pro—Trp—NH,
(o) EDIPA CHs,
HO
Pro—Trp—NH,
CHs;

370 mg HOJAla]-Pro-Trp-NH; (1.0 mMol, MW=372.1 g Mol™"), 370 mg Z-Pro-OH (1.5
mMol, MW=249.5 g Mol™"), 760 mg HBTU (2.0 mMol, MW=379.3 g Mol") oder 530
mg BOP (1.2 mMol, MW=442.3 g Mol™") und 430 mg DMAP (3.5 mMol, MW=122.2 g
Mol™") wurden in trockenem CH3CN geldst. Portionsweise wurde EDIPA zugegeben
(4.0 mMol, MW=129.3 g Mol ", d=074 g cm™). Reaktion verlief in RT im Zeitraum von
3 Stunden unter Stickstoff. Ausbeute: 90%. Die Reaktionlésung wurde einrotiert, in
Essigester aufgenommen, die Losung mit TEA-CH3;COOH-Puffer und gesattigter
NaCl-Lésung mehrmals gewaschen. Bei schneller Arbeit ist auch Waschen mit kal-
tem 0.1 n HCI moglich. Anschliessend wurde die Losung mit 5% NaHCO3; — Losung

gewaschen und mit MgSO, getrocknet.

'H-NMR (MeOD): § = 7.0-8.2 (m, 9H, arom.C Trp und Z), 5.1-5.3 (t, 1H, CH Trp),
4.68-4.8 (q, 1H, CH Milchsaure), 4.45-4.55 (m, 4H, CH Pro1 und Pro2), 2.85-3.8 (m,
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10H, CH; Z, CH2 & Pro1 und Pro2, CH; 3 Pro1 und Pro2), 1.9-2.4 (m, 4H, CH; y Pro1
und 2), 1.0-1.7 (d, 3H, CH3; Milchsaure).

3C-NMR (MeOD): & = 186.2, 173.4, 172.0, 171.0 (CO); 155.7(CO, Urethan), 137.1,
136.2, 128, 128.5, 128.0, 127.7, 127.6, 1234.6, 121.0, 118.6, 118.4, 11.4, 110.2 (a-
rom.C, Trp und Z), 68.7 (CH Pro2), 66.32 (CH Pro1), 66.2 (CH, Milchsaure), 60.0
(CH, Trp), 58.7 (CHy, Z); 58.1 (CH; 9, Pro2), 53.3 (CH 6, Pro1); 49.5 (CH; B, Pro2),
46.7 (CHg, Trp), 28.8 (CH; B, Pro1), 27.4 (CH v, Pro1), 24.6 (CH3, Milchsaure), 15.9
(CH3 v, Pro2).

ESI MS m/z (%): 604.0 (100) [M+H]", 626.2 (68) [M+Na]*, 1206.8 (47) [2M+H]",
1228.7 (39) [2M+Na]".

H-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH, 18

O H, / Pd 0
Z-Pro—0 ———>  HPro—0
%Pro—Trp—NHz Pro—Trp—NH,
CH3 CH3

540 mg H-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH, (0.9 mMol, MW=603.0 g Mol™") wurden in 15 ml
absolutem MeOH geldst. Danach wurde 50 mg Palladium 10% auf Aktivkohle als
Katalysator zugegeben. Die Reaktion verlief unter Wasserstoff, bei RT Uber Nacht.

Die Reaktionslésung wurde Uber Celite filtriert, das Lésungsmittel wurde einrotiert.

"H-NMR (MeOD): 6 = 6.7-7.6 (m, 5H, arom.C Trp), 4.45-4.55 (m, 1H, CH Trp), 4.1-
4.25 (q, 1H, CH Milchsaure), 3.8-4.0 (m, 2H, CH Pro1 und CH Pro2), 3.4-3.6 (m, 4H,
CH; 9, Pro1 und Pro2), 2.6-3.1 (m, 2H, CH; Trp), 1.65-2.2 (m, 4H, CH, 3 Pro1 und
Pro2,), 1.05-1.45 (m, 4H, CH; v Pro1 und Pro2), 0.9-0.95 (d, 3H, CH3 Milchsaure).

C-NMR (MeOD): § = 187.3, 188.3, 173.5, 175.5 (CO), 142.0, 137.0, 124.3, 122.1,
119.5, 118.7, 112.0, 107.7 (arom.C, Trp), 66.5 (CH, Pro2), 61.9 (CH, Trp), 60.1 (CH,
Milchsaure), 54.6 (CH, Pro1), 52.8 (CH; 9, Pro2), 52.2(CH, B, Pro2), 39.5 (CH; 9,
Pro1), 29.8 (CH; B, Pro1), 27.3 (CHz v, Pro1), 25.5 (CHs, Milchsaure), 19.2 (CH; v,
Pro2).
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b)

Von Boc-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH, wurde auf die Ubliche Weise mit TFA / CH,CI, /
Et;SiH die Boc-Gruppe abgespaltet.

AcO-[Ala]-OH!'"™! 13

o) N 0 CHs
I aNO, |
H2N—CI3H-C—OH + CH3COOH —— > J\ CH _OH

Hyc” S0~ \ﬂ/
CHj

4.5 g L-Alanin (50 mMol, MW=89.1 g Mol™") wurde in einer Mischung von 200 ml Es-
sigsaure und 15 ml bidestilierten Wasser bei 50°C gelost. Danach wurde die Reakti-
onslosung in einem Methanol-Eisbad bis -5°C gekuhlt. Unter Kihlung und Stick-
stoffleitung wurde 20 g NaNO, (0.3 Mol, 69.0 g Mol™") portionsweise zugegeben. Die
Reaktionslésung wurde 1h weiter gekuhlt, dann verlief die Reaktion Uber 4h bei RT.
Das Produkt wurde am Kugelrohr destilliert (0,2 Tor/95-105°C).

"H-NMR (MeOD): § = 5.1-5.2 (g, 1H, CH Milchsaure), 2.2 (s, 3H, CH3 Acetyl), 1.55-
1.52 (d, 3H, CH; Milchsaure).

3C (CDCls): & = 176.5, 170.6 (CO), 68.1 (CH, Milchsaure), 20.43 (CHs, Milchsaure),
14.4 (CHs, Acetyl).

Drehwert [a]® = -45.1 (c 2, Benzen), Literaturdaten!"®¥ fiir O-Acetyl-D-Milchsaure:

[0]® = +46.1 (c 2, Benzen).

AcO-[Ala]-Pro-Trp-NH. 14

O  CHj O CHs
| o, BOP / EDIPA )]\ cH
CH__0 Na + HProTp-NH, — > p,c” o~ \H/F’rO-Trp-NHz
o)

H3C)]\O/ T
o]

600 mg H-Pro-Trp-NH; (2 mMol, MW=300.5 g Mol'1), 340 mg acetyliertes Natriumlac-
tat (2 mMol, MW=170.5 g Mol™"), 1.33 g BOP (3 mMol, MW=442.3 g Mol") und 0.87
ml EDIPA (5 mMol, MW=129.3 g Mol™", d=0.74 g cm™) wurden in 10 ml CH3CN/DMF
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(10:1, v:v) geldst, Die Reaktion verlief bei 50°C im Zeitraum von 1 Stunde mit 90%

Ausbeute.

'H-NMR (MeOD): & = 7.0-7.6 (m, 5H, arom.C, Trp), 4.95-5.1 (q, 1H, CH Milchsaure),
4.59-4.65 (t, 1H, CH Trp), 4.32-4.37 (m, 1H, CH Pro), 3.2-3.4 (m, 2H, CH; & Pro),
2.1-2.2 (d, 3H, CH3; Acetyl), 1.8-1.95 (m, 2H, CH; B Pro), 1.25-1.4 (m, 2H, CH; y Pro),
1.15-1.25 (m, 3H, CH3 Milchsaure).

'H-NMR (CDCls): = 6.3-7.4 (m, 5H, arom.C Trp), 4.6-4.8 (m, 1h, CH Trp), 4.2-4.35
(g9, 1H, CH Milchsaure), 3.4-3.55 (m, 1H, CH Pro), 2.9-3.2 (m, 2H, CH; § Pro), 1.7-2.2
(m, CHz B Pro, s, CH3 Acetyl, insgesamt 5H), 1.1-1.4 (m, CH, v Pro), 0.55-0.7 (d, 3H,
CHs Milchsaure).

®C-NMR (MeOD): § = 176.6, 173.8, 172.5 (CO), 138.2, 129.2, 124.9, 122.7, 120.1,
119.4, 112.6, 110.7 (arom.C Trp), 67.1 (CH, Milchsaure), 62.3 (CH, Trp), 55.3 (CH,
Pro), 37.2 (CH; o Pro), 30.2 (CH; Trp), 28.3 (CH, B, Pro), 26.1 (CH; y Pro), 20.6
(CHs, Acetyl), 16.3 (CHs, Milchsaure).

ESI MS m/z (%): 437.2 (100) [M+Na]*, 415.0 (7) [M+H]*, 850.7 (81) [2M+Na]".

MALDI TOF MS (pos, CCA1): 436.3 (100) [M+Na]*, 156.0 (50) [HOBt+H]".

HO-[Ala]-Pro-Trp-NH2 16

0] O
0] 1N NaOH JJ\
)k CH Pro-Trp-NH, ———— CH~ ~Pro-Trp-NH;
- <N\
HiC™ 70" ey, O™ “ch,

In 5 ml Methanol wurden 750 mg AcO-[Ala]-Pro-Trp-NH, (1.8 mMol, MW=415.0 g
Mol ") geldst. Dazu wurde 3.5 ml 1N NaOH Lésung zugegeben. Die Reaktion verlief
unter Eisklhlung im Zeitraum von 2-3 Stunden. Die Reaktionslésung wurde mit Die-
thylether gewaschen und dann wurde die Wasserphase bis zu pH = 4 gesauert. An-

schliessend wurde das Produkt mit Essigester extrahiert. Ausbeute 70%.

148



Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH, 19

Boc-Pro-Arg-Pro-OH
HBTU / EDIPA
I Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH,

H-Pro-O-ﬁ:H-CO-Pro-Trp-N H,
CH;

81 mg H-Pro-O[Ala]-Pro-Trp-NH, (0,18 mMol, MW=451.2 g Mol™"), 100 mg Boc-Pro-
Arg-Pro-OH (0.22 mMol, MW=468.2 g Mol™"), 270 mg HBTU (0.7 mMol, MW=379.3 g
Mol™), 0.22 ml EDIPA (1.26 mMol, MW=129.3 g Mol”', d=0.74 g cm™) wurden in 5 ml
trockenem DMF geldst. Zur Reaktion wurde zusatzlich ein Molekularsieb 4A zuge-
ben, um das sich wahrend der Reaktion bildende Wasser aufzufangen. Ausbeute:
60-80%. Die Reaktionslosung wurde eingeengt, der Rlckstand wurde zwischen
Chloroform und wassrigen Puffer (Puffer TEA-CH3;COOH pH = 7.4) verteilt (das Pro-
dukt blieb in der Wasserphase). Das Wasser wurde entfernt, das Produkt aus Me-
OH/tBuOMe mehrmals ausgefallt. Nach dieser Aufarbeitung musste das Produkt
musste noch chromatographisch gereinigt werden. Nacheinander wurden zwei Tren-

nungen gemacht:
1. Mitteldruckchromatographie: RPC8, Gradient: 50—90% MeOH

2. Praparative HPLC: RPC18, Gradient: 20—50% CH3CN in 20 min, mit flichtigen
Puffer statt TFA.

Ausbeute: 40%.

HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 50% Methanol auf 90% in 10 Minuten
R,=9.0 ml, flow=1 ml/min; UV (220, 254nm), Fluorescenz (Trp), Lichtstreuung.

HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 10% Methanol auf 90% in 15 Minuten
Ry=11.2 ml, flow=1 ml/min; UV (220, 254nm), Fluorescenz (Trp), Lichtstreuung.

'H-NMR (MeOD): & = 6.8-7.6 (m, 5H, arom.Trp), 4.9-5.1 (g, CH, Milchs&ure), 4.1-4.7
(m, 6H, CH von Pro1, 2, 3, 4, CH Trp, CH Arg), 3.0-3.8 (m, 10H, CH, & Pro, CH, &
Arg, CH; Trp), 1.7-2.3 (m, 14H, CH;, B Pro, CH; B Arg, CHy vy Pro), 1.5-1.7 (m, 2H,
CHz v Arg), 1.3-1.5 (d, 9H, CH3 Boc), 1.0-1.1 (d, 3H, CH3 Milchsaure).
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3C-NMR (MeOD): § = 176.7, 175.5, 173.9, 173.3, 173.0, 172.9, 172.2, 171.7 (CO);
159.0 (gua.C, Arg), 138.3, 129.3, 125.1, 122.9, 120.3, 119.6, 112.7, 110.8 (arom.C,
Trp), 81.7 (tert.C, Boc), 70.8, 70.5, 62.4, 61.7, 61.2, 60.5, 60.0 (CH, Pro1, Arg, Pro2,
Pro3, Milchsaure, Pro4, Trp), 56.0, 55.4, 53.2, 52.1, 42.4, 32.7, 31.6, 31.1, 30.2,
29.7, 28.6, 26.2, 26.1, 22.8, 17.4, 16.7, 16.4 (CHy, o, B, y von Pro1, 2, 3, 4, Arg und
Trp), 29.0 (CH; Boc), 24.9 (CHs, Milchsaure).

ESI MS m/z (%): 920.4 (100) [m+H]*, 1017.4 (11) [M+Pro+H]".

MALDI TOF MS m/z (%), pos, refl, CCA1: 920.9 (100) [M+H]*, 959.9 (19) [M+K]",
1018.1 (14) [M+Pro+HJ".

13.2.2. Glykolsaurederivat Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Gly]-ProTrp-NH; 12

Die Synthese von H-Pro-Trp-NH ist gleich der des Milchsaurederivates.

Boc-Pro-O[Gly]-OBzl 3

EDIPA

0 0
Boc-Pro-OH  + >—O-H2C—© - >—0—H20~©

Br—H,C Boc-Pro—H,C

230 mg Benzylbromoacetat (1.0 mMol, MW=229 g Mol™") und 216 mg Boc-Pro-OH
(1.0 mMol, MW=216 g Mol™") wurden in 5 ml THF geldst. Danach wurde 0.2 ml EDI-
PA (1.2 mMol, MW=129.3 g Mol™", d=0.74 g cm™) zugeben und im RT unter Stickstoff
im Zeitraum von 1-2 Stunden geruhrt. Das Produkt fiel aus der Reaktionslosung aus,
wurde abgetrennt und getrocknet (mit Hochvakuumpumpe - um Uberschu® von EDI-

PA zu entfernen).

ESI MS m/z (%): 386.0 (100) [M+Na]*, 264.1 (7) [M-Boc+H]".

Boc-Pro-O[Gly]-OH 4

@) (o) @)
H
s 2 H, / Pd n_ M

0
C—O—C—< C—0—C
| o—cm@ — OH
Boc—NG

Boc—N
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220 mg Boc-Pro-O[Gly]-OBzl (0.55 mMol, MW=363 g Mol™') wurden in 15 ml Isopro-
panol gelost. Anschliessend wurden 25 mg von 10% Pd auf Aktivkohle zugegeben.

Die Reaktion verlief Uber Nacht bei RT unter Wasserstoff.

'H-NMR (CDCl3): & = 4.2-4.4 (m, 1H, CH Pro), 4.55-4.61 (d, 2H, CH,, Glycols&ure),
3.25-3.55 (m, 2H, CH; 6 Pro), 2.0-2.2 (m, 2H, CH;, B Pro), 1.8-1.95 (m, 2H, CH, vy
Pro).

'H-NMR (CDCl3): & =4.58-4.68 (s, 1H, CH, Glycolsaure), 4.28-4.43 (m, 1H, CH Pro),
3.33-3.63 (m, CH> 6 Pro), 1.73-2.33 (m, 4H, CH B und v Pro), 1.33-1.53 (d, 9H, CH3
Boc).

BC-NMR (250Mz, CDCls): & = 197.5 (CO, Glycolsaure), 173.0, 174.6 (CO, Saure,
Pro), 157,4 (CO, Urethan), 83.2 (tert.C, Boc), 61.4, 62.9 (CH, Pro), 48.9 (CH,, Gly-
colsdure), 33.2, 32.7 (CH. &, Pro), 32.3 (CHs, Boc), 30.7, 26.7 (CH, B, Pro), 24.2,
23.4 (CH, v, Pro).

3C-NMR (CDCls): & = 172.1, 171.1 (CO, Séaure), 153.8 (CO, Urethan), 81.0 (tert.C,
Boc), 60.77 (CH, Pro), 46.8 (CH,, Glycolsaure), 30.8 (CH; 9, Pro), 29.9 (CH, B3, Pro),
28.5 (CH3, Boc), 24.4 (CH; v, Pro).

Boc-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH2 9

HBTU / EDIPA

Boc-Pro-O-CH,-COOH + H-Pro-Trp-NH, Boc-Pro-O-CH,-CO-Pro-Trp-NH,
230 mg Boc-Pro-O[Gly]-OH (1.0 mMol, MW=229 g Mol™") und 420 mg HBTU (1.1
mMol, MW=379.3 g Mol™') wurden in 5 ml Acetonitril geldst, dann 300 mg H-Pro-Trp-
NH: (1.0 mMol, MW=300.2 g Mol™") zugegeben und anschliessend 0.7 ml EDIPA (4.0
mMol, MW=129.3 g Mol™", d=0.74 g cm ) portionsweise zugegeben. Statt EDIPA
kann man auch NMM benutzen. Die Reaktionslésung wurde bei RT und unter Stick-
stoff Uber Nacht geruhrt. In der Reaktionslésung fiel ein Rickstand aus (HOBt). Der
Ruckstand wurde abgetrennt, Flissigkeit wurde einrotiert. Der Riuckstand wurde mit
Methylenchlorid oder CH3COOEt aufgenommen und mehrmals mit gepufferter Was-

serldsung gewaschen.

"H-NMR (MeOD): 6=6.6-7.8 (m, 5H, arom.C Trp), 4.1-5.0 (m, 5H, CH Pro1, CH
Pro2, CH Trp, CH; Glycolsaure), 3.8-4.0 (-, 2H, CH, Trp), 3.2-3.8 (m, 4H, CH, & Pro),
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2.7-3.1 (m, 2H, CH; B Pro1), 1.8-2.5 (m, 6H, CH, B Pro2, CH; y Pro1, CH; y Pro2),
1.5-1.8 (d, 9H, CH3 Boc).

3C-NMR (CDCl3): § = 175.0; 173.0; 171.5 (CO, Amid), 167.2 (CO, Ester), 155,2 (CO,
Urethan), 136,5; 128,0; 124,8; 122,1; 119,6; 118,2, 112,6; 108,7 (arom. C, Trp), 80.4
(tert.C, Boc), 60.9; 59.2 (CH, Pro), 52.5 (CH, Trp), 47.0, 47.2 (CH> 3, Pro), 38,9 (CHy,
Glycolsaure), 30.3, 30.1 (CH; B, Pro), 30.2 (CHs, Boc), 24.6, 23.8, 23.4 (CH;, Trp,
CHa v, Pro).

BC-NMR (MeOD): & = 174.1; 172.7; 170.6 (CO, Amid), 167.4 (CO, Ester), 155,3
(CO, Urethan), 135,6; 127,7; 124,6; 121,2; 118,7; 117,3, 111,7; 107,8 (arom. C, Trp),
80.0, 79.5 (tert.C, Boc), 59.8 (CH, Pro1), 58.3 (CH,Pro2), 51.6 (CH, Trp), 46.1 (CH,,
Gly7colsaure), 38,9 (CH; 6, Pro2), 30.2 (CH, 6 Pro1), 27.9 (CHs, Boc), 25.6 (CH
Trp), 24.1, 23.9 (CH; B, Pro1 und Pro2), 21.1 (CH; v, Pro1).

ESI MS, m/z (%): 578.1 (100) [M+H]*, 456.1 (66) [M-Boc+H]*, 555,9 (14) [M+H]",
1110.8 (34) [2M+H]*, 1132.8 (21) [2M+Na]".

H-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 10

TFA / Et3SiH
Boc-Pro-O-CH,-CO--Pro-Trp-NHy ————3»  H-Pro-O-CH,-CO--Pro-Trp-NH,

560 mg Glykolsaurederivat (1.0 mMol, MW=557.1 g Mol"') wurden in 20 ml Methy-
lenchlorid geldst. Dann wurde 0.5 ml Triethylsilan (3.0 mMol, MW=118.3 g Mol™,
d=0.75 g cm™) und 10 ml Trifluoroessigsdure nacheinander zugegeben. Reaktion
verlief im Zeitraum von 1 Stunde bei Raumtemperatur unter Stickstoff. Das Lo-

sungsmittelgemisch wurde entfernt.

'H-NMR (DMSO dg): & = 6.8-8.1 (m, 5H, arom.C Trp), 4.6-5.2 (dd, 2H, CH; Glycol-
saure), 3.0-4.6 (m, 10H, CH und CH; & B Pro), 2.8-3.0 (m, 1H, CH Trp), 2.0-2.4 (m,
2H, CH; B Pro), 1.5-2.0 (m, 4H, CH; v Pro).

BC-NMR (DMSO dg): & = 165.2, 169.2, 171.2, 173.7 (CO, Amid und Ester), 110.5,
110.7, 111.6, 116.5, 118.7, 121.14, 123.7, 127.7, 136.38 (arom.C Trp), 63.2 (CH,
Pro), 60.5 (CH, Pro), 58.8 (CH, Trp), 53.8 (CH,, Glycolsaure), 45.83 (CH, 95, Pro),
28.46 (CH; B, Pro), 28.32 46 (CH. B, Pro), 27.36 (CHy, Trp), 23.2 (CH; v,. Pro1),

24.34 (CH, v,. Pro2).
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BC-NMR (MeOD): § = 173.7, 171.2, 169.2, 165.2 (CO), 136.4, 127.7, 123.7, 121.1,
118.7, 118.5, 11.6, 110.7 (arom.C Trp), 63.2 (CH Pro1), 60.5 (CH Pro2), 58.8 (CH
Trp), 53.7 (CH; Glycolsaure), 45.8 (CH, 6 Pro1), 29.1 (CH, 6 Pro2), 28.5 (CH; B
Pro1), 28.3 (CH; B Pro2), 27.4 (CH; Trp), 24.3 (CH, vy Pro1), 23.2 (CH; v Pro2).

ESI MS, m/z (%): 456.2 (100) [M+H]", 478.2 (38) [M+Nal*, 911,0 (45) [2M+H]*, 932.9
(22) [2M+Na]".

Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O[Gly]-Pro-Trp-NH, 12

H-Pro-O-CH,-CO-Pro-Trp-NH,

. HBTU/ TEA, Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-O-CH,-CO-Pro-Trp-NH,

Boc-Pro-Arg-Pro-OH

460 mg Glykolsadurederivat (1.0 mMol, MW=455.2 g Mol ™), 560 mg Boc-Pro-Arg-Pro-
OH (1.2 mMol, MW=468.2 g Mol™") und 570 mg HBTU (1.5 mMol, MW=379.3 g Mol ™"
wurden erstmal einzeln in wasserfreiem DMF gelost (insgesamt 10 ml). Die Losun-
gen wurden dann zusammengemischt. Erst danach wurde 0.53 ml TEA (4.0 mMol,
MW=101.2 g Mol™", d=0.76 g cm™) dazugegeben. Die Reaktion verlief bei RT im Zeit-
raum von 2 Stunden. Die HPLC-Ausbeute betrug 80%. Das Lésungsmittel wurde ent-
fernt, der Ruckstand mit Chloroform aufgenommen und mit Triethylamin-Essigsaure
Puffer (pH=4,5) gewaschen. Das Produkt wurde aus EtOH/tBuOMe oder aus kaltem
CH,CI,/Et,0 mehrmals ausgefallt. Ausbeute: 60%. Das erhaltene Produkt bendtigte
noch weitere Reinigung: Kationenaustauschchromatographie und eine von zwei
moglichen MPLC auf RPC8 Saule.

1. Kationenaustauschchromatographie, Sephadex CM C-25, Saule 2 x 20 cm, Elu-
entt 30% MeOH in NH;OAc-Pufferlosung, pH = 5,5, Gradient:
20mM—200mM—500mM, Flussrate: 2ml/min.

2. Mitteldrucksaule RPC8, 60% MeOH isokratisch, 20 mM CH3;COONH, Puffer,
pH=7,0; Flussrate: 2,5 ml/min.

3. Mitteldrucksaule RPC8, Gradient 45—70% MeOH, 20mM CH3;COONH,, Flussrate

2ml/min
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Nach der Entfernung des MeOH wurde die Wasserlésung gefriergetrocknet. Das
Produkt unter Stickstoff- oder Argonatmosphare und bei -18°C oder in flussigem

Stickstoff aufbewahren.

In der Luftatmosphare erhalt man mehrere Zersetzungsprodukte, hauptsachlich aber

einen Peak, der kirzere Retentionszeit ( um 0,6 min) als das gewlnschte Produkt

hatte:

1. Depsipeptid: HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 10% Acetonitril auf 90%
in 20 Minuten R,=14.0 ml, flow=1 ml/min; UV (220, 254nm), Fluorescenz (Trp),

Lichtstreuung.

2. Zersetzungsprodukt: HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 10% Acetonitril
auf 90% in 20 Minuten R,=13.4 ml, flow=1 ml/min; UV (220, 254nm), Fluorescenz
(Trp), Lichtstreuung.

Das Zersetzungsprodukt entstand in der Luftatmosphare, beim Aufbewahren des

Depsipeptids bei 4°C. Nach zwei Wochen erhielt man etwa 20% Zersetzungsprodukt.

'H-NMR (MeOD): & = 6.8-7.6 (m, 5H, arom.C Trp), 4.3-4.75 (m, 6H, CH Pro, CH Trp,
CH Arg), 4.0-4.25 (dd, 2H, CH; Glycolsaure), 2.9-3.8 (m, 10H, CH, Pro, Arg, Trp),
1.5-2.2 (m, 15H, CH; Pro, CH; Arg), 1.25-1.4 (d, 9H, CH3 Boc).

BC-NMR (MeOD): § = 176.8 (CO, Ester), 175.8, 175.4, 174.0, 173.3, 172.8, 172.1,
168.9 (CO, Amid), 159.0 (gua.C, Arg), 156.6 (CO, Urethan), 138.3, 129.2, 124.9,
122.8, 120.2, 119.5, 112.8, 111.3 (C arom., Trp), 81.6 (tert. C, Boc), 63.4, 62.6, 61.6,
60.7, 60.6, 60.1 (CH Pro 1, CH Pro 2, CH Pro 3, CH Pro 4, CH Trp, CH Arg), 55.6
(CHz, Glycolsaure), 55.2, 53.1 (CH; 8, Pro 2, Pro 3), 52.2 (CH; 8, Arg), 47.5 (CH; 8,
Pro1), 42.4 (CHz B, Arg), 33.4, 32.7, 31.6 (CH2 B, Pro 2, Pro 3, CH, & Pro4), 31.1
(CHz v, Arg), 30.7 (CH2 B, Pro1), 30.1 (CHs, Boc), 29.6 (CHy, Trp), 28.7, 28.3 (CH, v,
Pro1, Pro2), 24.9, 23.3, 22.9 (CH, 3 Pro4, CH; v, Pro3, Pro4).

ESI MS m/z (%): 906.5 (100) [M+H]", 1003.4 (5) [M+Pro+H]", 809.5 (8) [M-Pro+H]".

IR (KBr): 3423.3 (s) [v, Amid NH], 2880 (w) [v, -O-CH2-O-], 1643.9 (s) [0, Amidbande
[, v C=0], 1562.5 (w) [8, arom. C-H], 1403.5 (m) [d, -C(CHj3)], 1166.0 (m) [, -C-O-, §,
-COOC- Ester, v C=0].
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13.2.3. Andere Acyldonoren 11, 26, 27, 28, 31
Boc-Pro-Arg-Pro-OH 11

Boc-Arg(Z)2-Pro-Obzl 22

HBTU / EDIPA
Boc-Arg(Z),-OH + H-Pro-OBzI »  Boc-Arg(Z),-Pro-OBzl

200 mg Prolinbenzylester (1.0 mMol, MW=205 g Mol™"), 600 mg Argininderivat (1.1
mMol, MW=542.2 g Mol"") und 570 mg HBTU (1.5 mMol, MW=379.3 g Mol") wurden
in 7 ml trockenem Acetonitril gelést, danach wurde 0.7 ml EDIPA (4.0 mMol,
MW=129.3 g Mol”", d=0.74 g cm™) zugegeben. Die Reaktion verlief bei RT im Zeit-
raum von 2 Stunden. Die Reaktionlésung wurde mit Essigester aufgenommen und 2
mal mit NaCl-Lésung, 2 mal mit 1N HCI Lésung und 2 mal mit 5% NaHCO3; Lésung

gewaschen. Die organische Phase wurde mit MgSO,4 getrocknet. Ausbeute: 87%.

MALDI TOF MS m/z (%), pos, refl. CCA1: 730.7 (100) [M+H]", 752 (9) [M+Na]", 768
(3) [M+K]", 630.6 (14) [M-Boc+H]*, 596.6 (54) [M-Z+H]", 497.7 (14) [M-Z-Boc+H]".

H-Arg(Z).-Pro-OBzl 23

TFA / Et3SiH
Boc-Arg(Z,)-Pro-OBzl — > H-Arg(Z,)-Pro-OBzI

Zur Lésung von 73 mg Boc-Arg(Zz) -Pro-OBzl (0.1 mmol, MW=729.0 g Mol™") in 2 ml
wasserfreien Methylenchlorid wurde 50 pl Et;SiH (0.3 mMol, MW=118.3 g Mol™,
d=0.75 g cm™) zugegeben Danach wurde noch 1 ml TFA zugegeben (dass Volu-
menverhaltniss CH,Cl, zu TFA soll wie 2:1 sein). Reaktion verlief bei RT, unter Stick-
stoff im Zeitraum von 1 Stunde. Anschliessend wurde das Losungsmittel wurde ent-
fernt. Ausbeute: 95%.
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Boc-Pro-Arg(Z),-Pro-OBzl 24

HBTU / EDIPA
u/ Boc-Pro-Arg(Z,)-Pro-OBzl

Boc-Pro-OH + H-Arg(Z,)-Pro-OBz

1.0 g H-Arg(Z),-Pro-OBzl (1.6 mMol, MW=628.0 g Mol"") wurde in 5 ml trockenem
Acetonitril suspendiert. Dazu wurden 380 mg Boc-Pro-OH (1.76 mMol, MW=216 g
Mol ™), 570 mg HBTU (2.4 mMol, MW=379.3 g Mol") und 1.12 ml EDIPA (6.4 mMol,
MW=129.3 g Mol”", d=0.74 g cm™) zugegeben. Nach 1 Stunde wurde das Lésungs-
mittel entfernt, der Rickstand mit Essigester aufgenommen und mit gesattigten 0,5 n
HCI, NaCl-Lésung, 5% NaHCO; gewaschen. Anschliessend wurde die Losung mit

MgSO4 getrocknet.

Man erhalt fast immer auch ein Nebenprodukt, ein Peptid ohne Arginin (die Kupplung

mit Arginin ist nicht vollstandig).

BC-NMR (DMSO, dg): & = 171.0, 171.7, 164.0, 160.5 (CO), 156.0, (gua.C, Arg),
128.0-128.0 (arom.C Z und OBzl, mehrere Signale); 88.5 (tert.C, Boc), 69.0, 67.2,
66.9 (CH2, Z und OBzl), 60.5 (CH Arg), 59.0 (CH Pro1), 55.7 (CH Pro2), 47.1, 43.7,
30.0, 29.0, 28.9, 21.1, 14.3 (CH2 & Pro, CH; B Pro, CH, y Pro, CH; B Arg), 38.7 (CH;
0 Arg), 28.5 (CH3 Boc), 25.0 (CHz v Arg).

MALDI-TOF MS (pos, refl, CCA als Matrix, Uis1=19kV): m/z (%): 827,5 (100) [M+H]",
849,5 (88) [M+Na]", 865,5 (46) [M+K]".

Boc-Pro-Arg-Pro-OH 11

H, / Pd
Boc-Pro-Arg(Z),-Pro-OBzI ——»  Boc-Pro-Arg-Pro-OH

1.19 g vom Peptid 24 (1.4 mMol, MW=826.5 g Mol™") wurde in 30 ml Isopropanol auf-
genommen (falls in der Losung Reste von EDIPA vorhanden waren, wurden ein paar
Tropfen Essigsaure zugegeben). Dazu wurden 100 mg 10% Pd/C zugegeben. Die
Reaktion verlief bei RT, Uber Nacht, unter Wasserstoff. Die Reaktionslosung wurde
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Uber das Celite filtriert. Das Losungsmittel wurde entfernt. Das Produkt wurde aus

Chloroform/tBuOMe ausgefallt.

HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 10% Acetonitril auf 90% in 10 Minuten
R,=9.2 ml, flow=1 ml/min; UV (220 nm), Lichtstreuung.

'H-NMR (MeOD): & = 4.5-4.65 (m, 1H, CH Arg), 4.1-4.3 (m, 2H, CH Pro1 und Pro2),
3.5-3.7 (m, 2H, CH; & Pro1), 3.3-3.5 (m, 2H, CH; é Pro2), 3.0-3.15 (m, 2H, CH, &
Arg), 2.0-2.2 (m, 2H, CH; B Pro), 1.7-2.95 (m, 7H, CH, B Pro und CH; v Pro), 1.5-1.7
(m, 3H, CH; B Arg, CH y Pro), 1.2-1.4 (d, 9H, CH3 Boc), 1.0-1.1 (d, 2H, CH, Y Arg ).

3C-NMR (MeOD): & = 81.8 (tert.C, Boc), 61.4, 52.1, 47.4 (CH, Pro1 und Pro2, CH
Arg), 42.4 (CH; o Arg), 39.2 (CH; 6 Pro1), 32.7 (CHz, 6 Pro2), 31.7 (CHa, B Pro1),
30.6 (CHy, B Pro2), 30.0 (CH,, B Arg), 29.0 (CHa, Boc), 26.2 (CH; v Pro), 24.9 (CH. v
Arg), 20.9 (CH; v Pro).

ESI MS m/z (%): 469.2 (100) [M+H]*, 369.2 (26) [M-Boc+H]*, 491.2 (6) [M+Na]",
937.1 (11) [2M+H]", 959.1 (9) [2M+Na]".

Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OBz| 28

HBTU / EDIPA
Boc-Pro-Arg-Pro-OH + H-Pro-OBzl —> Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OBz|

190 mg Boc-Pro-Arg-Pro-OH (0,4 mmol, MW=468.2 g Mol"), 90 mg H-Pro-OBz
(0.44 mMol, MW=205.2 g Mol™"), 560 mg HBTU (0.6 mMol, MW=379.3 g Mol™"), 0.28
ml EDIPA (1.6 mMol, MW=129.3 g Mol™", d=0.74 g cm™) wurden in 7 ml DMF gel®st.
Die Reaktion verlief bei RT im Zeitraum von 2 Stunden quantitativim HPLC. Das L6-
sungsmittel wurde eingeengt, der Ruckstand wurde mit Essigester oder Methylen-
chlorid aufgenommen. Die Losung wurde schnell mit kaltem 0,1 n HCI, gesattigen
NaCl oder NaBr Loésung, 5% NaHCOj; gewaschen und anschliessend mit Na,;SO4

getrocknet. Das Produkt wurde aus Methylenchlorid / tBuOMe ausgefallt.

HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 10% Acetonitril auf 90% in 10 Minuten
Ry=12.4 ml, flow=1 ml/min; UV (220, 254nm), Lichtstreuung.

'H-NMR (MeOD): § = 7.2-7.4 (s, 5H, arom.C, OBzl), 4.95-5.2 (q, 2H, CH, Z), 4.5-4.7
(m, 1H, CH Pro1), 4.25-4.5 (m, 1H, CH Pro2), 4.05-4.2 (m, 1H, CH Pro), 2.75-3.8 (m,
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12H, 3 x CH3 & Pro1, 2, 3 und CH; 8 Arg), 1.5-2.3 (m, 16H, 3 x CH, 3 Pro und 3 x
CH; v Pro und CH; B Arg und CH; y Arg), 1.2-1.5 (d, 9H, CH3 Boc).

ESI MS m/z (%): 656.3 (100) [M+H]*, 556.3 (10) [M-Boc+H]", 600.2 (9) [M-tBu+H][",
754.3 (10) [M+Pro+HJ".

Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-pNA 27

TBTU / NMM

Boc-Pro-Arg-Pro-OH  + H-Pro-NH*@*N02 —_— Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-pNA

94 mg Boc-PRP-OH (0,2 mMol, MW=468.2 g Mol™"), 30 mg H-Pro-pNA (0.13 mMol,
MW=234.0 g Mol™"), 77 mg TBTU (0.24 mMol, MW=321.1 g Mol™"), 44 yl NMM (0.4
mMol, MW=101.15 g Mol™, d=0.92 g cm™) wurden in 0.5 ml Acetonitril suspendiert.
Die Reaktion verlief bei RT im Zeitraum von 3 Stunden. Die Reaktionslosung wurde
in dieser Zeit von einer Suspension zur Lésung. Das Lésungsmittel wurde eingeengt,
mit Methylenchlorid aufgenommen, mit gesattigen NaCl-L6sung mehrmals waschen.
Das Produkt wurde aus CH,Cl,/tBuOMe ausgefallt. Ausbeute 83%

HPLC: RP-C18, 5um, 250x4, Gradient von 10% Methanol auf 90% in 15 Minuten
R,=16.6 ml, flow=1 ml/min; UV (220, 254nm), Lichtstreuung.

3C-NMR (MeOD): § = 172.9, 172.6, 171.8 (CO), 158.6 (gua.C, Arg), 156.3 ?, 155.9
(CO, Urethan), 146.0, 144.6, 125.8, 124.9, 120.3, 118.7 (arom.C, pNA), 81.3 (tert.C,
Boc), 74.5, 62.4, 59.9, 51.8 (CH, 3 x CH Pro, CH Arg), 42.0, 31.3, 30.6, 29.4, 27.2,
26.1, 25.9, 25.4, 24.6 (CH,, 3 x CH2 6 Pro, 3 x CH, 3 Pro, 3 x CH, vy Pro, CH; o Arg,
CH2 B Arg, CH; v Arg, davon drei Signale nicht sichtbar, wahrscheinlich unter MeOD
Signal), 28.7 (CH3 Boc).

ESI MS m/z (%): 686.3 (100) [M+H]", 630.2 (14) [M-tBu+H]*, 586.3 (31) [M-Boc+H]",
708.2 (1) [M+Na]", 783.2 (10) [M+Pro+H]", 1371.0 (4) [2M+H]".

IR (KBr): 3396 (m) [v, NH, oder NH, Guanidingruppe Arg], 2975 (m) [v, CH,], 1641
(s) [v, C=0, v NH Amidbande I, v NH], 1559 (w) [v, C-NO], 1511 (m) [v, NH Amide,
v, C-NOg, v arom.C], 1405 (m) [v, COO, & COQ], 1339 (m), v C-N Amid, v N=0O mit
Aromaten], 1258 (w) [v CO, Ester], 1167 (m) [v, CO; tert:Alkohole], 853 (m) [0, CH,

1,4 Disubstituierte Aromaten].
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Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-AMC 31
MALDI TOF MS m/z (%), pos, CCAT1, refl: 723.6 (100) [M+H]".

Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OMe 26

380 mg BocProArgProOH HCI (0.75 mMol, MW=504.5 g Mol™"), 115 mg H-Pro-OMe
HCI (0.68 mMol, MW=167.4 g Mol™"), 380 mg HBTU (1 mMol, MW=379.3 g Mol™)
wurden in 3 ml wasserfreien Acetonitril suspendiert. Danach wurde 0.3 ml NMM (3.2
mMol, MW=101,15 g Mol™, d=0,92 g cm'3) eingetropft. Die Reaktion verlief bei RT im
Zeitraum von 2 Stunden, quantitativin HPLC. Das Lésungsmittel wurde entfernt , der
Ruckstand mit Methylenchlorid aufgenommen, die Losung wurde mit kaltem 0.1n HCI
gewaschen. Das Losungsmittel wurde entfernt. Das Produkt wurde aus Chloro-
form/tBuOMe ausgefallt. Ausbeute 72%. Falls es nétig war, wurde MPLC auf einer
RPC8 Saule durchgefuhrt, Gradient: 50—-75% Methanol, (mit 10mM Ammoniumfor-
miatpuffer, pH=4.0), Ausbeute nach der Trennung 55%.

'H-NMR (MeOD): § = 4.5-4.65 (m, 2H, 2 x CH Pro1 und Arg), 4.3-4.4 (dd, 1H, CH
Pro2), 4.05-4.2 (dd, 1H, CH Pro3), 3.6-3.85 (m, 2H, CH; & Pro1), 3.45-3.6 (m, 2H,
CH; 6 Pro2 und s, 3H, CH; Methylester), 3.25-3.45 (m, 2H, CH; & Pro3), 3.15-3.25
(m, 2H, CH; & Arg), 2.9-3.15 (m, 2H, CH; B Arg), 2.05-2.3 (m, 2H, CH; 3 Pro1), 1.7-
2.05 (m, 9H, CH;, B Pro und CH; vy Pro), 1.5-1.7 (m, 3H, CH; Arg y und CH; vy Pro),
1.25-1.4 (d, 9H, CH; Boc).

®C-NMR (MeOD): & = 174.0, 172.5, 171.7 (CO), 158.7 (gua.C, Arg), 81.4 (tert.C,
Boc), 61.5, 60.5, 59.8, 51.8 (CH Pro1, Pro2, Pro3, CH Arg), 52.7 (CHs, Methylester),
42.1 (CH; §, Arg), 32.0, 31.0, 30.0, 29.2, 25.5 (CH> 9, B, v, Pro und CH; 3 Arg), 28.7
(CHs, Boc), 24.6 (CH,y Pro).

MALDI TOF MS m/z (%), pos, CCA1: 580.9 (100) [M+H]", 602 (12) [M+NaJ*, 619 (5)
[M+K]*, 480 (8) [M-Boc+H]".

13.3. Aktivitatsbestimmung der IgA-Protease

Zu einer 1ml Kiuvette 100ul einer 4.0 mM Boc-PRPP-pNA Ldsung (10% EtOH) zuge-
ben und durch Zugabe von 900ul Tris Puffer (100mM, EDTA 1mM, pH=8.0) verdln-
nen. Mit 1.0 pl Enzymldsung (direkt aus der Stammlésung, c=189 ug/ml) wurde die

Reaktion gestartet. Der Hydrolyseverlauf wurde fotometrisch bei A=405 nm verfolgt.
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Die Extinktionsanderungen wurden anschlieRend auf die Enzymaktivitdt umgerech-

net.

13.4. Modifikation von CSMP

Bei der Modifikation wurde 3.3 mM CSMP-L6sung in Standardpufferlosung verwen-
det. Als Standardpufferlésung wurde Bicin 100mM, EDTA 2mM, pH=8.9 benutzt. Als
interner Standard verwendete man 0.17 mM Boc-Trp-OH Lésung. Zum Abbruch der
Reaktion wurde 50% AcOH L&sung in Acetonitril verwendet.

Als Enzymstamml6sung wurde eine Endoproteinase # EP0205 (168 ug/ml) von Mo-
BiTec in 50 mM Kaliumphosphat Puffer (pH=7.0) mit 50% Glycerol verwendet.

Vorschrift zur Modifikation von CSMP-Peptid

Die Enzymldsung wurde 1h bei RT vorinkubiert.

Lésung 1: 10 mg BocProArgProProOMe wurden in 82 pl Bicin Standardpuffer, 4.2 ul
interner Standardl6ésung und 22.8 CSMP Ldsung gelost.

Losung 2: 16.8 mg BocProArgProProOMe wurden in 104 ul Puffer und 26 pl Glycerin
gelost.

Reaktion: 34 pl Losung 1 wurden mit 20 pyl Enzymstammlésung zusammengemischt.
Eventuell wurde der pH-Wert auf pH=9.0 korrigiert. Parallel wurde ein Aktivitatstest
gemacht. Nach 20, 50, 80, 110, 140, 160 Minuten wurden jeweils 20 pl Losung 2 zu-
gegeben. Jede 15 Minuten wurden 10 bis 15 pl Reaktionsldsung entnommen und zu
20 pl 10% AcOH in MeOH zugegeben. Die Proben wurden per HPLC analysiert,
Gradient: 30—40% Acetonitril in 25 Minuten, RPC18 Saule. Das Produkt wurde unter
gleichen Bedingungen per HPLC isoliert und in gepufferter Losung (pH = 7.0) aufbe-
wahrt.

MALDI TOF MS

MALDI TOF MS wurden in positivem oder negativem reflector Modus aufgenommen.

Als Matrix wurde a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure verwendet.

CSMP 37

MALDI TOF MS m/z (%), pos, refl, CCA1: 874.4 (90) [M+H]+, 896.4 (100) [M+Na]+,
912.4 (63) [M+K]+.
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Boc-PRPP-CSMP 38
MALDI TOF MS m/z (%), pos, CCA1: 1421.6 (100) [M+H]*, 874.3 (12) [CSMP+H]".

MALDI TOF MS m/z (%), neg, CCA1: 1420.8 (100) [M-HJ, 1320.7 (29) [M-Boc-HJ".

13.5. Modifikation von Proteinen

Zur Modifikation standen folgende Proteinlésungen zur Verfligung:

IgAP1: 4.6 mg Protein/ml in 100 mM Bicin Puffer, EDTA 2mM, pH=9.0

IgAP2: 6.7 mg Protein/ml in 100 mM Bicin Puffer, EDTA 2mM, pH=9.0

Als Standardpufferlésung benutzte man Bicin 200mM, EDTA 2mM, pH=9.0. Als in-
terner Standard verwendete man 0.17 mM H-Trp-NH, Lésung. Zur Abbruch der Re-
aktion wurde 50% AcOH LdAsung in Acetonitril verwendet.

Als Enzymstamml6sung wurde die Endoproteinase # EP0205 von MoBiTec (168
pg/ml) in 50 mM Kaliumphosphat Puffer (pH=7.0) mit 50% Glycerol verwendet.

Vorschrift zur Modifikation des Proteins IgAP1:

Das Enzym wurde 1h bei RT vorinkubiert.

Lésung 1: 4.5 mg Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OMe (MW=579) wurden in 10.5 ul Bicin Puf-
fer (2M, EDTA 33mM, pH=9.0) suspendiert. Dazu wurde 1pl der Losung des internen
Standards und 50ul IgAP1 Losung zugegeben.

Lésung 2: 12.4 mg Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OMe wurden in 130 ul Bicin Puffer (100
mM, EDTA 2 mM, pH = 9.0) und 32 pl Glycerin geldst.

62ul Losung 1 und 40 ul Enzymstammldsung wurden gemischt, wodurch die Reakti-
on gestartet wurde. Die Reaktion verlief bei 25°C. Parallel zur Reaktion wurde ein
Enzymaktivitatstest durchgefuhrt. Nach 20, 50 und 80 Minuten wurden jeweils 40 pl
Lésung 2 zur Reaktionsldsung zugegeben. Die Kinetik wurde per HPLC verfolgt.
Nach 15 und 30 Minuten wurden jeweils 10 pl von der Reaktionslésung, nach 60, 80,
90, 110, 130, 150 und 170 Minuten wurden jeweils 20 pl Reaktionslésung entnom-
men, mit AcCOH-Lésung gestoppt und analysiert. Die HPLC Analyse erfolgte auf einer
RPC8 Séaule (300A, 5um KorngréRe), die in einem Ofen auf T=60°C aufgeheizt wur-
de. Der Gradient: 25—45% Acetonitril in 50 Minuten. Das Produkt wurde nach been-
deter Reaktion per HPLC (Bedingungen wie fur Analytik) isoliert. Das Protein wurde
in einer Pufferlosung aufbewahrt: zur MALDI TOF MS Analyse in 10mM Ammonium-
formiatpuffer pH=7.0, zur Edmann Sequenzierung in 50mM Bicin Puffer (pH=9.0).
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Abspaltung der Boc-Gruppe

Aus der Proteinlosung wurde das Losungsmittel entfernt und der Ruckstand mit 0.5
ml Methylenchlorid aufgenommen. Dazu wurde 0.25 yl Triethylsilan und 0.25 ml TFA
zugegeben. Die Reaktion verlief bei RT. Nach 30 Minuten wurde das Lésungsmittel

entfernt und der Rickstand in Pufferlésung aufgenommen.

MALDI TOF MS Spektren

MALDI TOF MS wurden in positivem, linearem Modus mit Myoglobin als internem
Standard aufgenommen, weshalb man zusatzlich zu den gewlnschten Massen auch
Myoglobinpeaks 16952 [M+H]*, 8476 [M+2H]** im Spektrum erkennt. Als Matrix wur-

de a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure verwendet.

IgAP1 unmodifiziert 42

MALDI TOF MS m/z (%): 21410 (80) [M+H]*, 10695 (100) [M+2H]**, 7129 (27)
[M+3H]>".

IgAP1 modifiziert 44
MALDI TOF MS m/z (%): 21986 (94) [M+H]*, 10991 (100) [M+2H]**.

Vorschrift zur Modifikation des Proteins IgAP2:

Lésung 1: 4.5 mg Boc-Pro-Arg-Pro-Pro-OMe (MW=579) wurden in 10.5 pul Bicin Puf-
fer (2M, EDTA 33mM, pH=9.0) suspendiert. Dazu wurde 1ul Lésung von internem
Standard und 34.3 pl IgAP2 Lésung und 15.7 pl bidestillierten Wasser zugegeben.

Losung 2: identisch wie fur Modifikation des Proteins IgAP1.

Reaktion: 60ul Losung 1 und 40 yl Enzymstammldsung wurden zusammengemischt,
womit die Reaktion gestartet wurde. Die Reaktion verlief bei 25°C. Parallel zur Reak-
tion wurde ein Enzymaktivitattest durchgefiihrt. Nach 20, 60, 80 und 110 Minuten
wurden jeweils 40 pl Losung 2 zur Reaktionslosung zugegeben. Die Kinetik wurde
per HPLC verfolgt. Nach 15 und 30 Minuten wurden jeweils 10 pl von der Reaktions-
I6sung, nach 60, 80, 90, 110, Minuten jeweils 20 pl und nach 130 und 190 jeweils 30
Ml Reaktionslésung entnommen, mit AcOH-Lésung gestoppt und analysiert. Die
HPLC Analyse, Aufarbeitung und Abspaltung der Boc Gruppe erfolgte identisch wie
fur IgAP1.
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MALDI TOF MS wurden in positivem, linearem Modus mit Myoglobin als internem
Standard aufgenommen, weshalb man zusatzlich zu den gewlnschten Massen auch
Myoglobinpeaks 16952 [M+H]*, 8476 [M+2H]** im Spektrum erkennt:

IgAP2 unmodifiziert 43
MALDI TOF MS m/z (%): 21028 (100) [M+H]".

IgAP2 modifiziert 45

Das modifizierte Protein IgAP2 konnte nicht von dem unmodifizierten Protein sauber
abgetrennt werden, weshalb man Massen von beiden Proteinen in den MS-Spektren
erkennt:

M - unmodifiziertes IgAP2 43

M, - modifiziertes IgAP2 45

MALDI TOF MS m/z (%): 21559.5 (40) [M>+H]", 21015.3 (20) [M1+H]", 10775.6 (100)
[Mo+2H]%*, 10524.2 (60) [M4+2H]*.
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