ZUSCHRIFTEN

Das grof3e Potential und die breite Anwendbarkeit der hier
gezeigten PFG-NMR-Untersuchungen liegt in der Vielzahl
der direkt erhaltenen Parameter, die den Transport und die
Dynamik von Fliissigkeiten in porosen Materialien charakte-
risieren (FluB, zeitlich aufgeldster Massentransfer, Diffusion,
Dispersion, Tortuositét, Porositit). Eine einzige Messung, die
gewohnlich weniger als 15 Minuten beansprucht, kann hier
bereits einen tiefen Einblick gewéhren. Diese quantitativen
Untersuchungen zum Massentransfer konnen mit einer
Vielzahl von porosen Materialien durchgefiihrt werden, in
denen eine fliissige Phase innerhalb und zwischen mikro- und
makroporosen Porennetzwerken austauscht. Derartige Situa-
tionen trifft man beispielsweise beim Grundwassertransport
oder beim Transport von Wasser in Pflanzen an sowie in
Fermentoren und in den verschiedensten Teilchenpackungen,
wie sie in der Biotechnologie, Katalyse oder Chromatogra-
phie Verwendung finden.
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C-terminale Amidierung von Peptiden —
katalysiert von der aus dem Flavedo von
Orangen stammenden Peptidamidase**

Viclav Cefovsky* und Maria-Regina Kula*

Fiir die biologische Aktivitit vieler Peptidhormone ist eine
a-Amidgruppe am C-Terminus der Peptidkette essentiell.l]
Ublicherweise werden amidierte Peptide durch Festphasen-
synthese an Benzhydrylamin-Harzen hergestellt oder durch
Ammonolyse von C-terminalen Peptidestern, die iiber kon-
ventionelle Peptidsynthesen zugénglich sind. Mit molekular-
genetischen Methoden (Rekombinationstechnik) konnen
heute ldingere Peptide durch Fermentation hergestellt wer-
den. Den Produkten fehlt allerdings die C-terminale Amid-
gruppe. Wird die Peptidsynthese in einem rekombinanten
Wirt mit einer chemischen Modifikation am C-Terminus
kombiniert, ist das Schiitzen aller funktionellen Gruppen an
den Peptidseitenketten erforderlich. Daher ist die Entwick-
lung einer enzymatischen Methode zur Umsetzung der C-
terminalen Carboxygruppe eines Peptids zu einer a-Amid-
gruppe wiinschenswert.

Die enzymatische Amidierung von Peptiden mit Ammo-
niak als Nucleophil ist selten beschrieben worden.?l Kurze
Modellpeptide und Aminosidurederivate wurden durch Pro-
tease-katalysierte Ammonolyse der zugehorigen Ester ami-
diert.>* Zwar sind enzymatische Methoden vorteilhaft in
Peptidsynthesen,! doch werden Proteasen nur in begrenztem
Umfang zur Amidierung eingesetzt — vor allem wegen der
Gefahr der unerwiinschten Produkt-Proteolyse. Wir haben
1990 ein Enzym mit ungewohnlichen Eigenschaften isoliert,
das Peptidamide regioselektiv am C-Terminus hydrolysiert,
ohne Peptidbindungen oder Amidfunktionen in der Seiten-
kette anzugreifen.l) Das Enzym wurde aus dem Flavedo von
Orangenschalen isoliert und als eine Peptidamidase charak-
terisiert.’! Wegen seiner vielfiltigen Substraterkennungsmog-
lichkeiten ist das Enzym vielseitig einsetzbar beim Entschiit-
zen von a-Carboxygruppen in enzymatischen Peptidsynthe-
sen.P!

Unser Ziel war es, die Peptidamidase zur Katalyse der
Umkehrreaktion einzusetzen, der C-terminalen Amidierung
von Peptiden (GI. (1); R': Aminosiure- oder Peptidrest; R2:
Seitenkette einer a-Aminosiure), zumal diese Reaktion noch

Amidase

R'CONHCH(R?*)COOH + NH;,

a
R!CONHCH(R2)CONH, + H,0 )
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nicht beschrieben worden ist. Im allgemeinen wird ein
,kinetischer Ansatz“ in der enzymatischen Peptidsynthese
fiir effektiver gehalten als die Umkehrreaktion der Peptidhy-
drolyse (thermodynamischer Ansatz).’) Da die Peptidamida-
se keine Esterase-Aktivitdt hat, war nur ein thermodynami-
scher Ansatz moglich. In wiBriger Losung liegt das Gleich-
gewicht der Peptidamidase-katalysierten Reaktion sehr weit
auf der Seite der Hydrolyseprodukte. Erste Versuche, die
Riickreaktion mit Ammoniumacetat im Uberschuf} in mit
Wasser mischbaren Losungsmitteln nachzuweisen, waren
nicht erfolgreich.

Wir berichten hier iiber die systematische Untersuchung
der Peptidamidierung mit Z—Gly—Phe—OH (Z = Benzyloxy-
carbonyl) als Acylkomponente und Ammoniumhydrogencar-
bonat als Ammoniumdonor. Wurde die Reaktion in Acetoni-
tril in Gegenwart geringer Mengen Wasser durchgefiihrt,®!
konnte das Peptidamid nachgewiesen werden. Die optimale
Dipeptidkonzentration betrug 0.05M; erhohte man die Kon-
zentration auf 0.1m, wurde die Reaktionsmischung infolge der
Féllung des Dipeptidammoniumsalzes viskos und das Sub-
strat der Reaktion entzogen. Gemif3 Abbildung 1 betrigt das
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Abb. 1. Einflu der Ammoniumionen-Konzentration auf die Produktaus-
beute in der Peptidamidase-katalysierten Synthese von Z—Gly—Phe—NH,
in Acetonitril (Wassergehalt 5%). Reaktionsbedingungen: 0.025mmol
Z—Gly—Phe—OH, 2 mg Amidase, 0.50 mL Gesamtvolumen, 48 h, 40°C.

optimale Verhiltnis von Acylkomponente zu Ammoniumhy-
drogencarbonat 1:1.4. Das in geringem UberschuB vorliegen-
de Ammoniumsalz stabilisiert ein schwach alkalisches Milieu
fur die Amidase-katalysierte Reaktion, wihrend die Gefahr
der Ausfillung der Ammoniumsalze minimiert wird.

Mit Ammoniumsalzen starker anorganischer und organi-
scher Sduren wurden — mit Ausnahme von Diammoniumhy-
drogenphosphat als Ammoniumdonor — sehr geringe Aus-
beuten an Amid erhalten (Tabelle 1). In Gegenwart dieser
Salze wird die fiir die optimale Enzymaktivititl notige
Basizitit des Reaktionsmediums nicht erreicht, wie durch
Messung der scheinbaren pH-Werte tiberpriift wurde. Aller-
dings werden mit einer stdrkeren Base wie Ammoniumcar-
bamat nur niedrige Ausbeuten unter Standardbedingungen

Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 13/14

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 1998

Tabelle 1. Peptidamidase-katalysierte Amidierung von Z—Gly—Phe—OH
mit unterschiedlichen Ammoniumsalzen (Losungsmittel: Acetonitril mit
5% Wassergehalt).l?]

Ammoniumsalz T[°C] Ausbeute [%]
Ammoniumhydrogencarbonat 25 20.0
30 26.0
35 29.0
40 315
45 30.5
Ammoniumsulfat 40 0.5
Diammoniumhydrogenphosphat 40 32.0
Ammoniumacetat 40 5.0
Diammoniumtartrat 40 8.5
Ammoniumcarbamat 40 4.0
40 2451
40 31.00

[a] 0.025mmol Z—Gly—Phe—OH, 0.04mmol Ammoniumsalz, 2 mg Ami-
dase, 0.50 mL Gesamtvolumen, 48h. [b, c, d]Mit 0.04, 0.025 bzw.
0.015mmol Ammoniumcarbamat als Donor.

erzielt. Durch Senken der Ammoniumcarbamat-Konzentra-
tion konnten die Ausbeuten erheblich verbessert werden
(Tabelle 1). Offensichtlich ist fiir den optimalen Ablauf der
enzymatischen Reaktion ein schwach alkalischer ,,pH-Wert*
erforderlich, der durch die Konzentration des Nucleophils
eingestellt wird.

Die Abhingigkeit der Amidsynthese von der Wasserkon-
zentration ist in Abbildung 2 dargestellt. Die besten Ergeb-
nisse wurden in Acetonitril mit einem Wassergehalt von 5%
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Abb. 2. EinfluB der Wasserkonzentration auf die Produktausbeute in der
Peptidamidase-katalysierten Synthese von Z—Gly—Phe—NH, in Acetoni-

tril. Reaktionsbedingungen: 0.025mmol Z—Gly—Phe—OH, 0.04mmol
NH,HCO;, 2 mg Amidase, 0.50 mL Gesamtvolumen, 72 h, 40°C.

erzielt. Eine Verringerung des Wassergehalts auf 4 % hatte
zwar einen positiven Einflu3 auf die Amidierung, doch fiel
das Peptid unter diesen Bedingungen leicht als Ammonium-
salz aus, so daf} die Reproduzierbarkeit beeintrachtigt wurde.
Die unmittelbare Ausfillung des Ammoniumsalzes bewirkt
vermutlich die drastische Verringerung der Peptidamidaus-
beute bei einem Wassergehalt von 3 % im Reaktionsmedium.

0044-8249/98/11013-1987 $ 17.50+.50/0 1987



ZUSCHRIFTEN

In anderen mit Wasser mischbaren Losungsmitteln wie 2-
Propanol, 1,4-Butandiol, Tetrahydrofuran, Diisopropylether
oder Ethylacetat in Gegenwart von 5% Wasser trat keine
Amidierung des Substrats auf.

Die optimale Temperatur fiir die Reaktion betrug 40°C
(Tabelle 1). Der Zeitverlauf der Amidierung von
Z—Gly—Phe—OH ist in Abbildung 3 dargestellt. Die maxima-
le Produktausbeute im Gleichgewicht war nach zwei Tagen
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Abb. 3. Zeitabhingigkeit der Peptidamidase-katalysierten Amidierung
von Z—Gly—Phe—OH in Acetonitril (Wassergehalt 5% ). Reaktionsbedin-
gungen: 0.025 mmol Z—Gly—Phe—OH, 0.035mmol NH,HCO;, 2 mg Ami-
dase, 0.50 mL Gesamtvolumen pro Einzelinkubation, 40 °C; Balken (leer):
Enzymzugabe nur zu Beginn der Reaktion; Balken (ausgefiillt): erneute
Enzymzugabe (2 mg) nach 72 h.

erreicht und blieb wihrend weiterer vier Tage anndhernd
konstant. Die erneute Enzymzugabe nach 72 h hatte keinen
EinfluB auf den Umsatz bei weiteren 72 h Inkubationszeit.
Das Enzym wirkt unspezifisch gegeniiber den Aminosiure-
seitenketten des Peptids in der Hydrolyse.[> 7 Der Umsatz bei
der enzymatischen Amidierung in Acetonitril/5% Wasser
scheint von der Struktur des Peptidsubstrats beeinflu3t zu
werden (Tabelle 2): Schlechte Ausbeuten wurden in Mischun-
gen erhalten, die zur Bildung der unloslichen Ammonium-
salze fithrten. Die Ursachen fiir die drastische Verringerung
der Ausbeute von Z—Gly—Tyr—NH, (verglichen mit der von
Z—Gly—Phe—NH,) sind noch unbekannt.

Tabelle 2. Peptidamidase-katalysierte Amidierung von Peptiden in Ace-
tonitril mit 5% Wassergehalt.[?]

Peptid Ausb.[%] Fillung des te; [min]
an Amid Ammonium- Amid Peptid
salzes

Z—Gly—Phe—OH 335 nein 6.73 8.84
Z—Gly—Leu—OH 27.5 jalbl 5.83 7.89
Z—Gly—Tyr—OH 1.0 ja 3.96 471
Z—Ala—Phe—OH 8.0 jall 8.08 11.04
Z—Leu—Phe—OH 23.0 nein 19.84  26.83
Z—Pro—Phe—OH 21.5 nein 11.58 1457
Z—Phe—Ala—OH 33.0 jalb! 8.10 9.90
Z—Ala—Pro—Leu—OH 24.0 nein 8.75 10.75

[a] 0.025mmol Peptid, 0.035mmol NHHCO;, 2 mg Amidase, 0.50 mL
Gesamtvolumen, 72 h, 40°C. [b] Ausfillung nach 40 h. [c] Sofortige Aus-
fallung.
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Die begrenzten Anwendungsmoglichkeiten der enzymati-
schen Peptidamidierung sind hauptsichlich auf Loslichkeits-
parameter zuriickzufiihren. So mufl die Ausfillung der
Peptidsubstrate als Ammoniumsalze vermieden werden. Vor-
aussetzung fiir den erfolgreichen Einsatz der Peptidamidase
in der Amidierung ist ein Losungsmittelgemisch, das optimale
Eigenschaften beziiglich der Loslichkeit des Substrats auf-
weist. Der fiir die Reaktion notwendige UberschuB an
Nucleophil ist erstaunlich gering. Der Ammoniumdonor
sollte so gewdhlt werden, daf3 ein geeigneter pH-Wert im
Reaktionsmedium aufrechterhalten werden kann. Diese An-
forderungen sind nur individuell fir das jeweilige Peptid
erfiillbar. GeméB unserer Ergebnisse ist die direkte enzyma-
tische Amidierung einer nicht aktivierten a-Carboxylatgrup-
pe in Peptiden moglich. Das benétigte Enzym kann aus
Orangenschalen, einem Abfallprodukt bei der Saftherstel-
lung, durch einfache Extraktion iiber zwei Stufen isoliert
werden.’) Pro kg Schalen werden 300-500 U erhalten. Da das
nicht umgesetzte Peptid leicht zuriickerhalten werden kann,
scheint die enzymatische Amidierung nach weiterer Optimie-
rung wirtschaftlich durchfiihrbar.

Experimentelles

Typische Vorschrift fiir die Amidase-katalysierte Amidierung von Pepti-
den: Die enzymatischen Amidierungen wurden in 2-mL-Plastikrohrchen
mit Schraubverschlufl durchgefiihrt, die auf einer Rotationsschiittelma-
schine bei 1000 Upm und unterschiedlichen Temperaturen inkubiert
wurden. Das Benzyloxycarbonyldipeptid (0.025 mmol) wurde in 475 puL
Acetonitril gelost, die gewiinschte Wasser- und Donorkonzentration durch
Zugabe von Wasser bzw. 2 M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung ein-
gestellt und mit Acetonitril auf das berechnete Volumen von 500 uL
aufgefiillt. Nach Zugabe von 2 mg lyophilisierter Peptidamidase wurde die
Suspension mehrere Tage bei 40°C geschiittelt. Vor dem Beenden der
Reaktion wurde der scheinbare pH-Wert der Mischung mit pH-Indikator-
papier iberpriift. Der Inkubationsansatz wurde mit 1.50 mL einer 50proz.
wiBrigen Methanol-Losung, die 1% Trifluoressigsdure (TFA) enthielt,
verdiinnt und die Reaktion auf diese Weise abgebrochen. Die Ausbeuten
wurden durch HPLC-Analyse ermittelt (RP-18-Sédule, Merck, WP-300,
5 um, 25 x 0.4 cm, isokratische Bedingungen, Laufmittel Methanol/0.1 %
TFA 45/55, FluBrate 1.0 mL min~!, Detektion bei 254 nm). Der jeweils neu
auftretende Peak war auf das Peptidamid zuriickzufiihren und trat bei der
gleichen Retentionszeit auf wie der Peak der jeweiligen Vergleichsprobe.
Um die Zeit-Umsatz-Kurve der Amidase-katalysierten Reaktion von
Z—Gly—Phe—OH aufzunehmen, wurden die Amidierungen in mehreren
Testrohrchen parallel durchgefiihrt und jeweils nach einer vorgegebenen
Zeit beendet.

Synthese von Z—Gly—Phe—NH,: Z—Gly—Phe—OH (357 mg, 1 mmol) wurde
in einem Gemisch aus 19 mL Acetonitril und 0.3 mL Wasser gelost. Nach
Zugabe von 0.7 mL 2M Ammoniumhydrogencarbonat-Losung und 80 mg
lyophilisierter Peptidamidase wurde das Gefi3 verschlossen und 4 d bei
35°C geschiittelt. Gemdfl der HPLC-Analyse betrug die Ausbeute an
Z—Gly—Phe—NH, 31 %. Das neutrale Produkt wurde durch Kationen- und
Anionenaustauschchromatographie isoliert und aus Ethylacetat/Petrol-
ether kristallisiert. Es wurden 82 mg Peptidamid erhalten (23 % Ausbeute
an isoliertem Produkt), das laut DC- und HPLC-Analyse rein vorlag. Der
Schmelzpunkt von 133-134°C war in Einklang mit dem einer Vergleichs-
probe, die Aminosédureanalyse lieferte 1.00 Gly, 0.99 Phe; FAB-MS: 356.1
[M+H]*.

Die Peptidamidase wurde nach Literaturvorschriften isoliert.”*] Das
lyophilisierte Enzym wies mit Z—Gly—Tyr—NH, als Substrat eine Aktivitit
von 0.2 Umg™" auf. Die Peptide wurden von Bachem (Deutschland), die
Ammoniumsalze von Fluka (Schweiz) bezogen.

Eingegangen am 10. Februar 1998 [Z11456]
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Sekundiire Bindungen zwischen Halogenen und
Chalkogenen oder Pnicogenen**

Gregory A. Landrum und Roald Hoffmann*

Je mehr Kristallstrukturen wir kennen, desto offensicht-
licher wird, daB3 es im festen Zustand eine Vielzahl von
Kontakten gibt, die im Bereich zwischen einer Bindung und
einer van-der-Waals-Wechselwirkung liegen. Alcock fiihrte
hierfiir den niitzlichen Begriff der sekundidren Bindung
(secondary bonding) ein und formulierte eine Reihe von
Regeln fiir das Auftreten dieser Kontakte sowie fiir deren
Richtungsabhingigkeit.!!

Fiir elektronenreiche Hauptgruppenelement-Verbindun-
gen existieren zwei gingige Wege, die elektronische Struktur
sekunddr gebundener Einheiten zu beschreiben: entweder
iber hypervalente (elektronenreiche Drei- oder Mehrzen-
tren-)Bindungen? oder iiber gerichtete Donor-Acceptor-
Bindungen.’! Wir sind der Meinung, daB diese beiden
Sichtweisen im Grunde gleichwertig sind, obwohl wir bezwei-
feln, daf3 bei der Verteidigung der beiden chemischen Welt-
anschauungen bereits alles Pulver verschossen wurde.

In neueren Untersuchungen nutzten wir das Konzept der
Donor-Acceptor-Wechselwirkung fiir die Interpretation von
Rechnungen zu hypervalenten Bindungen in Trihalogeniden
und Wasserstoffdihalogeniden,™ zu intermolekularen Wech-
selwirkungen in R,QX, (Q =Se, Te; X =1, Br, CI)P und zu
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sekundédren Bindungen in den Dimeren von Ph,IX und XF;
(X=1, Br, Cl). Diese Studien und die Bedeutung der
Richtungsabhiingigkeit fiir die sekundire Bindung[”! veran-
laBten uns zu einer allgemeineren Betrachtung iiber die Natur
von sekunddren Bindungen. Fiir den vorliegenden Beitrag
nutzten wir die Cambridge Structural Database (CSD),® um
sekundére Bindungen und deren Geometrien in Festkorpern
zu bestimmen, die Chalkogene oder Elemente der Stickstoff-
gruppe (Pnicogene) als eine und Halogene als zweite wech-
selwirkende Gruppe enthalten.”! Die in

unserer Suche in der CSD vorgegebene 0
Anordnung der Atome ist in 1 dargestellt.
Als ein Suchkriterium gaben wir vor, daf3
b1 in der Datenbank als Bindung (gleich
welcher Art) indiziert sein muf3; b2 konn-
te jede Art von Kontakt (bindend, nicht bindend, inter- oder
intramolekular) sein und muflte weniger als 4.5 A betragen,
und es muBte gelten 150° <0 <180° (Eine von Alcocks
Regeln betont die Notwendigkeit einer anndhernden Koli-
nearitdt von primdren und sekundiren Bindungen. Tatsédch-
lich zeigen die Strukturen der zahlreichen bekannten Poly-
iodide, daB3 eine Kolinearitidt nicht essentiell ist. Struktur-
bestimmend ist die Uberlappung zwischen Donor- und
Acceptorfunktionen.). Um eine moglichst groe Allgemein-
giiltigkeit zu erreichen, wurden keine Einschrankungen hin-
sichtlich der Oxidationsstufen oder der Koordinationszahlen
fiir die Atome gemacht, die an den Bindungen beteiligt sind.

Wir fithrten alle Suchen in der CSD mit der Software
,,Quest“ durch, die mit der Datenbank vertrieben wird. Der
erhaltene Datensatz war mit fast 3000 Eintrdgen sehr grof3.
Wir bearbeitenen ihn daher mit einer selbst entworfenen
Software nach, um sicherzustellen, daf b1 < b2 ist (wenn notig
wurden die beiden Werte vertauscht), und um Bindungs-
asymmetrie-Parameter zu berechnen sowie Mehrfacheintriage
zu entfernen.

Auch wenn die CSD-Recherchen fiir alle moglichen Kom-
binationen von Q = As, Sb, Bi, Se, Te und X=F, Cl, Br, I
durchgefiihrt wurden, diskutieren wir hier aus Platzgriinden
und da die verschiedenen Datensitze dhnliche Eigenschaften
zeigen nur zwei Ergebnissitze: die vollstindigen X-Serien fiir
Q=Sb und Te.

Abbildung 1 zeigt das Streudiagramm von b1 und b2 fiir die
Systeme Q = Sb, Te und X =F, Cl, Br, I. Einige Eigenschaften
springen sofort ins Auge: Zunéchst scheinen die Bindungs-
paare fiir Q=Sb in zwei separate Sétzen gruppiert zu sein.
Der erste Satz, der im Bereich einer Linie bl =52 liegt,
kniipft an den zweiten Satz bei grolen b1-Werten an. Die
Kurve von Satz 2 steigt steil an, wenn b1 kiirzer wird. Zu
beachten ist, da3 wir verschiedene MaBstébe fiir die b1- und
b2-Abstinde wihlten, um die Daten moglichst kompakt
darzustellen. Dal wir zwei getrennte Sétze von Bindungspaar-
Typen erhielten — statt einen einfachen Satz (der unserem
Satz 2 entspricht), wie er in fritheren Untersuchungen mit
Strukturdatenbanken beobachtet wurde (siche z.B. Kap. 7 in
Lit. [9a] und Lit. [9e]) -, liegt an den von uns verwendeten,
sehr allgemein gehaltenen Suchkriterien. Die Einschrankun-
gen hinsichtlich der Oxidationsstufe und Koordinationszahl in
fritheren Arbeiten schlieen das Auftreten von Satz 1 aus, der
fast ausschlieBlich aus Sb>*-Verbindungen besteht.
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