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Peptide Synthesis by Means of Immobilized Enzymes II. Immobilized Trypsin, 
Thermolysin and Pc~pain 16 

Model studies were performed on the utility of covalently immobilized 
trypsin, thermolysin and papain fbr peptide bond formation. Trypsin and 
thermolysin catalyzed the formation of peptide bonds with nearly the same 
efficiency as the soluble proteases and they could be re-used successfully for 
further coupling experiments. The possibility of using immobilized trypsin and 
papain for kinetically controlled peptide bond formation was investigated. 
With the serine type enzyme trypsin excellent product yields were obtained 
starting with ester carboxyl components and an economical ratio of substrates. 
Experiments with the thiol protease papain were unsatisfactory because the 
once formed product is hydrolyzed as fast as the starting ester substrate used. 

(Keywords: Immobilized enzymes; Papain; Peptide synthesis; Thermolysin; 
Trypsin) 

Einleitung 

Das in den letzten Jahren wiedererwachte Interesse an der Ein- 
beziehung proteolytischer Enzyme ffir peptidsynthetische Operationen 
dokumentiert  sieh wohl am deutliehsten dutch die H~ufung jiingst 
ersehienener Ubersichts~rbeiten zu dieser Problematik 1-v. Die Haupt-  
vorteile der proteasekatalysierten Kniipfung yon Peptidbindungen 
bestehen in der stereospezifischen Wirkung der BiokatMys~toren und 
in der M6gliehkeit, auf jeglichen Seitenkettensehutz verzichten zu 
k6nnen. Somit wird die Problematik der Racemisierung bei Segment- 
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kondensationen eliminiert, L6sliehkeitsprobleme bei l~ngeren voll- 
gesehfitzten Segmenten treten in den Hintergrund und semisyntheti- 
sehe Manipulationen werden mit Hilfe der Proteasen um ein Vielfaehes 
erleiehtert beziehungsweise i iberhaupt erst m6glieh. Als Nachteil ist. zu 
nennen, dab auf Grund der Substratspezifititt der Proteasen bislang nur 
spezielle Kntipfungen enzymkatalysiert  realisierbar sind. DeshMb wird 
naeh einem Satz ftir die Peptidsynthese geeigneter proteolytiseher 
Enzyme untersehiedlieher SubstratspezifitS~t gesueht, mit dessen Hilfe 
die versehiedensten Kupplungen enzymkatalysiert  realisierbar w/iren s. 

Obwohl der Aufbau von Enkephalinen dutch aussehlieglieh enzy- 
matisehe Knfipfung der Peptidbindungen besehrieben wurd@, dfirfte 
die Zukunft  der Kombinat ion bew/thrter ehemiseher mit neuen enzy- 
matisehen l~{ethoden geh6ren. Unter  diesem Gesiehtspunkt wurden in 
unserem Laborator ium weitere methodisehe Untersuehungen, etwa die 
Anwendbarkeit  yon Proteasen ffir Segmentkondensationen bei der 
Fest -10 und Flfissigphasen-Peptidsynthese 11, durehgefiihrt. Die all- 
gemeinen Charakteristika immobilisierter Enzyme 12-14 veranlal3ten 
uns zum Studium der Eignung immobilisierter Proteasen ffir die 
Peptidbindungsknfipfung. Am Beispiel immobilisierten ~-Chymotryp- 
sins konnte gezeigt werden, dag es nahezu ebenso effektiv wie das 
gelbste Enzym die Pep tidbindungsbildung katalysiert  15 is  Der im- 
mobilisierte Biokatalysator  kann mehrfaeh verwendet werden und die 
Syntheseprodukte sind im Falle kovalenter Fixierung des Enzyms 
nieht dureh proteolytisehe Aktivit/iten oder denaturiertes Protein 
verunreinigt. 

Aueh andere Arbeitsgruppen besehrieben den Einsatz immobili- 
sierter Proteasen ffir die Peptidsynthese.  O y a m a  etal.  verwendeten 
gebundenes Thermolysin zur Synthese yon Z - A s p - P h e - O M e * ,  einem 
Vorl~iufer des Sfil3stoffs Aspartam 19. Zur semisynthetisehen Umwand- 
lung von Schweine- in Humaninsulin wurden immobilisiertes Trypsin 20 
und Carboxypeptidasen 21 benutzt,  immobilisiertes Trypsin diente zur 
Einffihrung der N'-gesehfitzten I-Iydrazidgruppe in Modelldipeptid@ 2. 
Weiterhin ist die Plastein-Bildung dureh immobilisiertes Chymotrypsin 
besehrieben worden2a, 2a. 

In dieser Arbeit beriehten wir fiber Modellstudien zur Anwendung 
yon immobilisiertem Trypsin, Thermolysin und Papain zur Peptid- 
bindungsknfiptung. 

* Abkiirzungen: Die IUPAC/IUB-Regeln ftir Aminos~ure- und Peptid- 
deriv~te wurden befolgt; vgl. Eur. J. Biochem. 53, 1 (1975). Die verwendeten 
Aminos~Luren hgtten L-Konfiguration. Boc = t e r t - B u t y l o x y c ~ r b o n y l , '  Z = 
Benzyloxycarbonyl, A c  = Aeetyl, B z  = Benzoyl,--OMe = Methylester, 
- - O E t  = Ethylester,--OBu t = t e r t -B u t y l e s t e r .  
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Ergebnisse und Diskussion 

Wie bei den Untersuchungen mit immobilisiertem ~-Chymotrypsin 
gaben wir auch bei Trypsin, Thermolysin und Papain der kovalenten 
Bindung der Enzyme an das polymere Tr/igermaterial den Vorzug, da 
hiermit der Abl6sung der Enzyme unter den fiir die Peptidbindungs- 
kniipfung angewandten Reaktionsbedingungen vorgebeugt wird. 

Zur kovalenten Fixierung yon Trypsin existiert eine fast unfiber- 
schaubare Ffille yon Publikationen, z.B. Lit.12,1a, ~5-~v. Diese Unter- 
suchungen manifestieren die Sehwierigkeit, Trypsin mit einer bin- 
reiehend hohen relativen Aktivitgt zu binden, was unter anderem der 
starken Autolysetendenz des Enzyms ~s zugeschrieben werden k6nnte. 
Obwohl im Rahmen yon Untersuehungen zur tryptisehen Semisyn- 
these yon Humaninsulin gezeigt wurde, dab die Autolyse des 16slichen 
Trypsins dureh Zusatz hoher Konzentrationen yon mit Wasser misch- 
baren L6sungsmitteln sowie yon Caleiumsalzen nahezu v611ig unter- 
drfickt werden kann~9, bietet das Enzym in immobilisierter Form 
Vorteile wie beispielsweise die Wiederverwendbarkeit und den m6gli- 
ehen Einsatz f~r (semi)kontinuierliehe Verfahren. Die yon uns ange- 
wandten kovalenten Fixierungsvarianten an Kieselgel (Acylierung der 
Lysinreste des Proteins) und an Enzaeryl AA (Diazokupplung vorzugs- 
weise an Tyrosinreste des Enzyms) ergaben mit relativen Esterase- 
aktivitgten, bezogen auf natives Trypsin, yon 46~o und 70~o gegeniiber 
Bz-Arg-OEt als Substrat Prgparationen mit fiberaus zufriedenstellen- 
der Aktivitgt. Thermolysin wurde in Anlehnung an eine publizierte 
Vorschrifta0 an Enzaeryl AH gebunden, Papain wurde an mit Glutar- 
sguredichlorid aktiviertes Aminopropyl-Kiese!gel und an Enzacryl AA 
fixiert. 

Die in Tab. 1 zusammengefal3ten P~esultate dokumentieren die 
Eignung yon immobilisiertem Trypsin und Thermolysin zur Peptid- 
bindungskniipfung. Die Auswahl der Modellpeptide erfolgte in An- 
lehnung an erfolgreiche Kupplungsexperimente mit den gelSsten Pro- 
teasenm, a2. Bei den Experimenten mit Z-Lys-OMe als Carboxyl- 
komponente wurden den Syntheseansgtzen 12,5~o (v/v) Dimethyl- 
formamid als L6sungsvermittler zugesetzt und damit gute Ausbeuten 
erzielt. Einige Versuehe im wgl3rig-organisehen Zweiphasensystem mit 
Tetraehlorkohlenstoff als organisehe Komponente ergaben keine ver- 
besserten Ausbeuten. Bei den durch immobilisiertes Thermolysin kata- 
lysierten Kupplungen besagen die Carboxylkomponenten im Puffer 
eine ausreiehende L6slichkeit, so dab die Auswahl von Cosolventien 
ebenso wie bei der Kombination Trypsin/Bz-Arg-OEt ggnzlich entfiel. 
Mit dem trii, gerfixierten Thermolysin konnten in der gleichen Reak- 
tionszeit, die fiir das 16sliche Enzym angewandt wurde, gute Produkt- 
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Tabelle 1. Synthes'e von Modellpeptiden mittels irnmobilisiertem Trypsin und 
Thermolysin 

Peptid a Enzym Trgger- Menge gebun 
material denes Enzym 

(mg) 

Ausbeute 
(%) 

Z-Lys + Leu-NH 2 
Z-Lys + Leu-NH 2 
Bz-Arg + Leu~Ala-NH2 
Z-Phe + Leu-NH2 
Z-Ala-Phe + Leu-NH2 
Z-Leu-Met + Leu-NH 2 
Z-Leu-Met + Ile-Ala-NHe 

Trypsin Kieselgel 6 
Trypsin Enzacryl AA 2,5 
Trypsin Kiesetgel 4 

Thermolysin Enzaeryl AH 0,6 
Thermolysin Enzacryl AH 0,5 
Thermolysin Enzaeryl AH 0,4 
Thermolysin Enzaeryl AH 0,5 

a Das + bedeutet die enzymkatalysiert gebildete Peptidbindung. 
b Bezogen auf die Carboxylkomponente. 

71 
66 
76 
84 
48 
65 
69 

ausbeuten erhalten werden. Bet keinem der angeftihrten Versuche ist 
eine Optimierung angestrebt worden. 

Alle in Tab. 1 aufgef/ihrten Modellpeptide fielen wghrend der 
Kupplungsreaktion aus, wodureh das Gleiehgewieht in giohtung Syn- 
these versehoben wurde. Zur Isolierung der Reaktionsprodukte maehte 
es sieh dadureh jedoeh erforderlieh, diese naeh beendeter Kupplung mit 
einem organisehen L6sungsmittel, Methanol oder Dimethylformamid 
wurden verwendet, vom immobilisierten Enzym abzulSsen. Die Be- 
handlung mit einem reinen organisehen LSsungsmittel stellt zweifellos 
eine extreme Beanspruchung der gebundenen Protease dar, abet 
ungeaohtet dessen war es m6glich, immobilisiertes a-Chymotrypsin 
unter derartigen Bedingungen wiederholt zur Peptidbindungsknfip- 
fung einzusetzenlq Es galt zu untersuchen, ob dies aueh mit immobili- 
siertem Trypsin und Thermolysin m6glieh wgre, denn erst der Naeh- 
wets der Wiederverwendbarkeit kann den zur Immobilisierung not- 
wendigen Aufwand kompensieren und die Vorteile des Einsatzes des 
Biokatalysators in immobilisierter Form demonstrieren. 

Die in Tab. 2 zusammengestellten Ergebnisse weisen naeh, dal3 
immobilisiertes Trypsin und Thermolysin mit sehr guten Resultaten 
f/ir mehrfaehe Kupplungen verwendet werden kSnnen. Auch bet dem 
hohen pH-Wert von 10,5, wie er ftir die tryptischen Kupplungen 
angewa.ndt wurde und bet dem eine partielle AuflSsung des Kieselgels 
und damit eine Abl6sung des Enzyms yore Tr~iger zu beftirel~=ten war, 
ergab sieh nach ftinf Verwendungen der Enzymprgparation eine im 
Rahmen der Fehlergrenze (ca. _+ 3~) liegende Produktausbeute. Sieher 
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Tabelle 2. Meh~Sache Verwendung yon immobilisiertem Tryps'in und The~'molysin 
zur Peptidbindungskni@fung 

Peptid Enzym 1. 2. 3. 4. 5. Verwendung 
(Ausbeute in %) 

Z-Lys+Leu-NH~ Trypsina 71 73 75 72 72 
Z-Lys+Leu-NH~ Trypsint) 66 67 70 68 67 
Bz-Arg+Leu-Ala-NH2 Trypsina 76 70 70 
Z-Phe+Leu-NH 2 Thermolysin 84 78 81 70 - -  

a Kieselgel als Tr/~germateri~l. 
b Enz~cryl AA als Tr~germaterial. 

liegt die eingesetzte lnitiMenzymmenge fiber der zur erfolgreiehen 
KatMyse der Kupplung notwendigen Enzymmenge, womit geringe 
Verluste dutch AblSsung und/oder dureh Inaktivierung naeh fiinf 
Wiedernutzungen noeh nieht merkbar-ins Gewieht fallen. 

Untersuehungen zur Operations- und Langzeitstabilit~t des immo- 
bilisierten Trypsins ergaben, dab naeh 6 Monaten Aufbewahrung in 
bidestilliertem Wasser bei 4°C die Esteraseaktivit~t des Trypsin- 
Kieselgel-Konjugages auf 38~ der anf/inglieh gemessenen abgesunken 
war. Naeh 12 Monaten betrug die Aktivit/~t nut noeh 14~o, mit dieser 
Preparation konnten aber bei Einsatz der gleiehen Enzymmenge noeh 
50~o d. Th. Z-Lys-Leu-NH2 erhalten werden. Beim Enzaeryl AA- 
Trypsin fiel die Aktivit/tt naeh 6 Monaten auf 45~o und Z-Lys-Leu-NH 2 
entstand mit 53~o Ausbeute. Naeh den fiinf in Tabelle 2 angefiihrten 
Verwendungen besa8 die Enzympr/~paration noeh 71~o der Ausgangs- 
aktivit~t. Diese Befunde bezeugen die geringere StabilitS, t des immo- 
bilisierten Trypsins im Vergleieh zum Chymotrypsin, d~s sieh noeh 
naeh 2--3 Jahren ohne Ungersehiede im Umsatz zur Peptidbindungs- 
kniipfung verwenden lieg 3a. 

Das Gleiehgewieht einer proteasek~talysierten Reaktion kann gene- 
rell dureh UnlSsliehkeit des Reaktionsproduktes, dutch einen hohen 
l~bersehu8 eines Substrates sowie dureh ZusS~tze. hoher Konzentra- 
tionen yon mit Wasser misehbaren Cosolventien thermodynamiseh in 
Riehtung Synthese verschoben werden. Als Alternative ist bei Einsatz 
esterolytiseher Proteasen und Estern als Carboxylkomponenten eine 
kinetiseh kontrollierte Reaktionsffihrung mSgliehU,lS,al,a4, a.5. Die 
meehanistisehe Grundlage dafiir besteht in dem untersehiedliehen 
Aeylierungspotengial von Estern und Amiden infolge der differenzier- 
ten Aktivierung der Carbonylfunktion. In idbereinstimmung mit der 

30 Mon~tshefte ffir Chemie, Vol. 114/4 
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chemischen Reaktivit/~t steht die Tatsache, daft Serinproteasen mit 
Peptidestern wesentlich schneller Acylenzym-Intermediate bilden als 
mit Peptidamiden oder Peptiden. In der Hydrolysekinetik kommt dies 
darin zum Ausdruck, dab bei Estern die Acylenzymbildung so rasch 
erfolgt, dal? die Deacylierung geschwindigkeitsbestimmend ist. Bei 
Peptiden und Peptidamiden dagegen ist. die Acylierung der Protease 
der gesehwindigkeitsbestimmende Schritt. Unter den Bedingungen der 
kinetischen Synthesekontrolle, das Reaktionsprodukt bleibt hier in 
L6sung, ist demnaeh die Protease solange mi~ Ester-Carboxylkom- 
ponente substratges/tttigt, solange diese in eir~r der Enzymkonzen- 
tration vergleichbaren Menge vorliegt. Erst dann steht wieder ,,freies "~' 
Enzym zur Verfiigung, welches das geaktionsprodukt wieder hydroly- 
tiseh spalten kann. Es finder also eine kinetische Akkumula~ion des 
Reaktionsproduktes mit einer fiber der thermodynamischen Gleieh- 
gewiehtskonzentration liegenden Konzentration start. Das AusmaB der 
Produktsynthese hgngt dabei primgr vom Verh/iltnis der Geschwindig- 
keitskonstanten der um das Acylenzym konkurrierenden Reaktionen 
der Aminolyse und Hydrolyse ab a4. 

Die Vorzfige der Anwendung immobilisierter Proteasen zur Peptid- 
bindungskn/ipfung werden bei der kinetiseh kontrollierten Reaktions- 
f~hrung besonders deutlich, da die Reaktionsprodukte in L6sung 
bleiben und die Behandlung mit organischen L6sungsmitteln zur 
Abl6sung der Produkl, e entfgllt. Am Beispiel Kieselgel-gebundenen ~- 
Chymotrypsins konnte gezeigt werden, daft Ac-Phe-Ala-NH2 mit guter 
Ausbeute aus nahezu gquimolaren Mengen Ac-Phc-OMe und H-Ala- 
NH~ kinetisch kontrolliert entstand is. 

Unter vergnderten experimentellen Bedingungen blieb Bz-Arg-Leu- 
Ala-NH2 in LSsung und wir untersuchten dessen kinetisch kontrollierte 
Bildung bus Bz-Arg-OEt  und H-Leu-Ala-NH.) unter Katalyse yon 
immobilisiertem Trypsin und Papain analytisch mit Hilfe der reversed- 
phase Hochdruckflfissigkeitschromatographie (RPHPLC). Beim Ein- 
satz des Trypsin.-Enzacryl AA-Konjugats als Biokatalysator war be- 
felts nach 1 rain Bz-Arg-OEt  nicht mehr nachweisbar und das Umsatz- 
maximum betrug 89~ d. Th. Bz-Arg-Leu-Ala-NHe: Im Gegensatz zur 
raschen Produktsynthese erfolgt die anschlieftende tryptische Hy- 
drolyse des Reaktionsproduktes relativ langsam. Nach 5min w~tren 
86~o, nach 10rain nut noch 79~o Bz-Arg-Leu-Ala-NH2 chromato- 
graphisch nachweisbar (Tab. 3). Bemerkenswert ist, dab die Reaktion 
mit dem immobilisierten Enzym ebenso schnell wie bei Verwendung des 
gel6sten Enzyms al ablguft. Von prgparativer Signifikanz ist die relativ 
ausgeprggte Plateauphase des I~eaktionsprodukl, es, bevor dessen hy- 
drolytisehe Spa!tung merklich ins Gewieht fgllt. Bei Verringerung der 
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I i 
0.02 AUFS 

Abb. 1. RPHPLC-Chromatogramm eines kinetisch kontrollierten P~eaktions- 
ansatzes, Elutionsfolge: Bz-Arg-OH, Bz-Arg-Leu-Ala-NH2, Bz-Arg OEt, H- 
Leu-Ala-NH2, Flul3 1,24 ml/min, T 22 °C, A p 51 bar, UV-Detektion 220 nrn 0,2 

AUFS, 0,25 em/min Papiervorsehub 

Tabelle 3. Zeitabhdingigkeit der kinetisch ]controllierten Bildung yon Bz-Arg-Leu- 
Ala-NHe mit immobilisiertem Trypsin 

Zeit (rain) 1 2 3 4 5 6 7 9 10 
Umsatz (~o) ~ 89 88 86,5 86 86 84,5 84 81 79 

a Bezogen auf Bz-Arg-OEt, ~nalytisch mit RPHPLC bestimmt, 

Reaktandenkonzentration (0,05M Bz-Arg-OEt, 0,1M H-Leu-AIa-NH2) 
finder die Synthesereaktion nut  in untergeordnetem MaBe star t  und es 
dominiert  die Hydrolyse des Estersubstrates.  D~s best/~tigt den Be- 
fund al, dab zur t ryptischen Peptidbindungsbildung die l~eaktanden- 
konzentrat ion > 0,1 M sein sollte. 

Die Versuche zur kinetisch kontrollierten Synthese yon Bz-Arg- 
Leu-Ala-NH2 mit  immobilisiertem Papain  verliefen weniger erfolg- 
reich. Die in Tab. 4 zusammengestell ten Ergebnisse zeigen, dab es nicht 

30* 
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Tabelle 4. Zeitab hdingiglceit der U msetzung von Bz- Arg-O Et mit H-Leu-Ala-NH 2 
]catalysiert dutch immobilisiertes Papain 

pH-Wert Zeit Bz-Arg-OEt Bz-Arg-OH Bz-Arg-Leu-Ala-NH2 
(min) (~o) (~) (%) 

7,3 30 64 23 13 
60 a 42 45 13 

120 ~ 35 51 14 
7,7 5 76,5 9,5 14 

10 67,5 13 19,5 
15 ~ 67 12,5 20,5 

8,9 5 76,5 8,5 15 
10 61 14 25 
20 45 26 29 
40 14,5 56,5 29 

a Bz-Arg-OH teilweise ausgefallen. 

zu einer kinetiseh kontrollierten Produktakkumula t ion  kommt .  I n  
Abhgngigkeit  vom p H - W e r t  stellt sich eine relativ konstante  Produkt-  
konzentrat ion ein, Bz-Arg-OEt  wird langsam verbraucht  und in 
gleichem Mage steigt die Konzen tmt ion  yon Bz-Arg-OH an. 

Beim Papain  ist das Verhgltnis der Acylierungsgeschwindigkeiten 
durch Ester- und Amidsubstra te  viel geringer als auf  Grund der 
unterschiedlichen chemischen Reakt iv i tg t  zu erwarten wgre, was auf  
zusgtzliehe Wasserstoffbrficken des Amidsubstrates  mit  der Carbonyl- 
gruppe yon ASpls8 des Enzyms  znrtickgef~hrt wirdaq Bei dem Sub~ 
s t r~tpaar  Bz-Arg-OEt /Bz-Arg-NH2 betrggt  das Verh/i.ltnis der Acylie- 
rungsgeschwindigkeiten nur 17 a6 und das Verhgltnis der proteolyti- 
schen Kons tan ten  kcat/K m 4a7; dagegen als Vergleich fiir Ac-Phe- 
OMe/Ac-Phe-NH2 und Chymotrypsin  fund 2000 bzw. 36 500 as. 

Auf  Grundlage dieser Befunde lassen sich die Ergebnisse der 
Syntheseversuche so interpretieren, dab die Produktbi ldung bis zu 
einer bes t immten Konzentra t ion  erfolgt, bei weleher dann das Ester- 
subs t ra t  und das geak t ionsp roduk t  um das Enzym konkurrieren und 
somit  eine kinetisch kontrollierte Akkumulat ion des Produkts  aus- 
bleibt. 

Folglieh ist zur erfolgreichen Durehf/ihrung kinetiseh kontrollierter 
Pept idsynthesen nieht jede esterolytisehe Protease geeignet. Als zu- 
sgtzliehe Randbedingung mug erf~llt sein, dab die Acylierung des 
Enzyms dureh das Es te rsubs t ra t  erheblieh sohneller als durch das 
Reakt ionsprodukt  erfolgt. 
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Experimenteller Teil 

Materialien und Methoden 

Die Enzyme Trypsin (EC 3.4.21.4) und Thermolysin (EC 3.4.24.4) waren 
Handelsprodukte der Fa. Boehringer (Mannheim Bt~D), Papain (EC 3.4.22.2) 
mit 1 AnsomEinheit/g war ein Produkt der Fa. Merck (Darmstadt, Bt~D). 
Enzacryl AA und AH (Koch & Light, England), Kieselgel Si 60, 70--230 mesh 
(Merck), Bz-Arg-OEt" HC1 (Fluka, Scheiz), Z-Lys(Boc)-OH" DCHA sowie wei- 
tere Aminos£uren und Derivate (geanal, Ungarn) wurden yon den jeweiligen 
Firmen bezogen. Alle weiteren Reagenzien und LSsungsmittel waren entweder 
analysenrein oder wurden naeh bekannten Verfahren gereinigt und getrocknet 
bzw. synthetisiert. 

Z-Lys-OMe'HC1 wurde aus Z-Lys(Boc)-OH dureh Veresterung mit Dia- 
zomethan und ansehtieftender aeidolytischer Entfernung der Boc-Gruppe mit 
1,2 N HCl in AcOH als O1 erhalten; Gesamtausbeute 90--95~ d. Th. Z-Ala- 
Phe-OH und Z-Leu-Met-OH entstanden durch Subtilisin-katalysierte De- 
bloekierung der entsprechenden durch Misehanhydridkupplungl~ syntheti- 
sierten Z-Dipeptidmethylester 39. H-Ile-Ala-NH 2 und H-Leu-Ala-NH2-HC1 
wurden aus den dureh Mischanhydridkupplung dargestellten Boc-Dipeptid- 
methylestern dureh Ammonolyse mit NHo in MeOH und folgende Abspaltung 
der Boc-Gruppe mit HC1/AcOH erhalten. 

Die Einheitliehkeit aller Substrate wurde diinnschichtchromatographisch 
auf Silufol-Fertigfolien (Kavalier, CSSR) in den Laufmitteln CHCla/MeOH 
(9: 1), CHCls/Me2CO/MeOH (7:2: 1) und n-BuOH/AcOH/H20 (4: 1:1) und/oder 
dutch Hochdruckfliissigkeitschromatographie gepriift. Fiir die analytische 
reversed-phase Hochdruekfliissigkeitsehromatographie (I~PHPLC) stand ein 
Liquoehrom 307 mit einem OE 308 UV-Detektor mit variabler Wellenlgnge 
und einem stopped-flow Injektionssystem (Labor MIM, Ungarn) sowie ein 
Dukol UV-Festwellendetektor (254nm) der Fa. Carl Zeiss (DDR) zur Verfti- 
gung. Die Trennungen erfolgten an einer Hewlett-Packard-Fertigs£ule 
200 x 4,6 ram, gepaekt mit Lichrosorb RP-18, 10 ~m und isokratiseher Elution 
mit MeOH/MeCN/O,I~ H3PO 4 (67,5 +2,5 + 30, v/v/v). Das Elutionsmittel 
wurde mit Ultraschall im Wasserstrahlvakuum entgast und bei FluBraten yon 
0,8--1,5 ml/min betrug der Druckabfall 35--65bar bei 26--28°C S&ulen- 
temperatur. Das chemische Tailing und Peakverbreiterung bei Trennungen yon 
Verbindungen mit basischen Aminos~uren wurde in Kauf genommen, da die 
AuflSsung hinreichend gut war (Abb. 1). Die Kapazit~tsfaktoren t:' einiger 
Substrate und Produkte betrugen: Z-Phe-OH 0,88; Z-Phe-Leu-NH.~ 1,06; 
Z-Leu-Met-OH 0,88; Z-Leu-Met-Leu-NH2 3,59; Z-Leu-Met-Ile-Ala-NH 2 4,32; 
Z-Lys-OMe 0,38 ; Z-Lys-Leu-NH2 4,47 ; Bz-Arg-OH 2,20 ; Bz-Arg-OEt 5,00 ; Bz- 
Arg-Leu-Ala-NH 2 3,82. Als Totzeit wurde die getentionszeit yon MeOH 
verwendet. 

I mmobili~ierung 

Trypsin: Die kovalente Bindung an Kieselgel 60 erfolgte nach der N- 
Hydroxysuccinimidoester-Methode40,41~ ausgehend yon 3-Aminopropylkiesel- 
gel mit ca. 0,7 mmol NH2-Gruppen/g l°. 1 g KieselgeLAktivester-Konjugat und 
100 mg Trypsin wurden in 0,1 M Boratpuffer pH 8A 2 h bei Raumtemperatur 
umgesetzt und wie iib]ich proteinfrei gewaschen. Der Proteingehalt betrug laut 
Aminos~ureanalyse 11 mg/g Kieselgel mit einer relativen Aktivit&t yon 46~o 
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und einer Aktivit~t  yon 190U/g, bestimmt mit Bz-Arg-OEt bei pH 7,9 am 
Autot i t rator  TTT l d (Radiometer, D/~nemark). Zur Immobilisierung an 
Enzaeryl AA wurden 500 mg Tr/~germaterial in 50 ml 2 N HC1 mit 20 ml 4~  
Na]~7Oa-LSsung bei 0 °C diazotiert~ mit 0,1 M Phosphatpuffer pH 7 gewasehen 
und m 8 ml dieses Puffers mit 50 mg Trypsin w/~hrend 2 h bei Raumtemperatur  
gekuppelt~ ansehlieBend mit 0,01~ Phenoll5sung in 10~oiger NaAc-LSsung 
15 min gerfihrt und dann gewasehen. Es wurden 52 mg/g Tr/iger an Protein mit 
einer relativen Aktivit/~t yon 70~ und einer Akt ivi ta t  yon 1 400 U/g gebunden. 

Thermoly,fin: Dieses Enzym wurde wie besehrieben 30 an Enzaeryl AH 
fixiert, wobei jedoch 100mg der konamerziellen Enzympr/iparation in 10ml 
Phosphatpuffer (25raM, pHS) suspendiert und dureh Zentrifugation yon 
Calciumsalzen abgetrennt wurden. Der ~Cberstand mit einem Proteingehalt yon 
ca. 5 mg/ml wurde zur Immobilisierung an t g aktivierten Tr/iger verwendet, 
wobei 10 mg/g Tr/~germaterial an Protein gebunden wurden; auf eine Aktivi- 
tatsbestimmung wurde verzichtet. 

Papain : Zur Bindung an Kieselgel 60 wurden 1 g 3-Aminopropyl-Kieselgel 
in 20ml CH2C12 mit 1,5ml Glutars/iurediehlorid und 0,11ml Triethylamin 
aktiviert,  grfindlieh mit CH2C12 gewasehen und im Vak. getrocknet. Der 
aktivierte Tr~ger wurde mit 15 ml EnzymlSsung in 0,05 M Boratpuffer pit 8,3 
(60 U/ml) 0,5 h gerfihrt. Die gebundene Enzymaktivi t~t  betrug lediglieh 35 U/g, 
ti trimetriseh mit Bz-Arg-OEt bei pH7,4 bestimmt. Die Immobilisierung an 
Enzacryl AA wurde wie ffir Trypsin besehrieben durehgeftihrt, wobei 10ml 
EnzymlSsung mit 1 g Tr/~ger fiber Naeht bei 4°C umgesetzt wurden. Die 
gebundene Aktivit/t t  betrug 240 U/g Tr/~ger. 

Enzymatische Synthesen 

A1]e Syntheseversuehe mit den immobilisierten Proteasen wurden in 2 ml- 
Ans/itzen bei Raumtemperatur  durehgefiihrt. Bei den Enzacryl-Enzym-Kon- 
jugaten konnte auf Grund deren mechanischer Stabilit~t magnetisch gerfihrt 
werden~ was bei den Kieselgel-gebundenen Enzymen zur Pulverisierung des 
Tr/igers f fh r t  und hierffr deshalb ein Mikrorfihrer verwandt wurde. F f r  die 
kinetiseh kontrollierten Synthesen fanden Reaktionsgef/if~e mit Fri t tenboden 
Anwendung, womi~, die Reaktion einfach durch Absaugen der Reaktionsl6sung 
unterbroehen werden kann. 

Trypsin: Die Ans~tze enthielten 0,12M Z-Lys-OMe'HC1 und 0,18M 
H-Leu-NH2" HC1 in 1 M Carbonatpuffer, pH 10,5 bzw. 0,1 M Bz-Arg-OEt. HC1 
und 0,2 M H-Leu-Ala-NHe • HC1 in 0,5 M Carbonatpuffer, pH 10,5 sowie die in 
Tab. 1 angegebene Menge immobilisiertes Trypsin. Um Z-Lys-OMe in LSsung 
zu halten, waren auBerdem 12,5~o Dimethylformamid erforderlieh. Nach 45 
bzw. 15 rain Rfihren wurde abgesaugt trod d~s ausgefallene Reaktionsprodukt 
mit Methanol veto immobilisierten Enzym abgel6st. Naeh Einengen des 
methanolisehen Fil t rats  wnrde der Rfickst~nd in dest. Wasser gel6st, ~uf eine 
2 x 6 cm-Alnberlite IRA 400-Austausehers/~ule aufgegeben, mit Wasser eluiert, 
das Eluat  im Vak. eingeengt und die Ausbeute gravimetrisch bestimmt. Bz- 
Arg-Leu-Ala-NH 2 enthielt naeh dieser Aufarbeitung noch ca. 7~  Bz-Arg-OH 
(laut RPHPLC), das nicht am Austauscher gebunden wurde. Z-Lys~Leu-NH 2 
war RPHPLC-einheitlieh und sehmolz bei 140--145°C (Zers.), [ a ] ~ ) 3  10,2 ° 
(c=l~  MeOH). 0,1M Bz-Arg-OEt'HC1 und 0,2M H-Leu~Ala-NH2"HCI in 
0~2 M Carbonatpnfl~r, pH 10,5 mit 20~o Dimethylformamid und 40 U EnzaeryL 
AA-Trypsin wurden znr kinetiseh kontrollierten Synthese yon Bz-Arg-Leu-Ala- 
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NH 2 (Tab. 3) eingesetzt. Die pH-Werte in den geaktionsansh~tzen wurden mit 
4 N NaOH korrigiert. 

Thermolysin: 0,05 M Z-Phe-OH bzw. Z-geschfitzte Dipeptids~ure, 0,08 M 
Nucleophil und Enz~eryl-AH-Thermolysin (Tab. 1) in 0,2M Tris Maleat- 
Puffer, pH 7,0, wurden 20h gerfihrt, dann abgesaugt und das Reaktions- 
produkt mit einigen Portionen vorgekfihltem Dimethylformamid vom im- 
mobilisierten Enzym abgelhst. Das Filtrat wurde mit dem 10--15fachen 
Volumen dest. Wasser versetzt und fiber Nacht bei 4°C aufbewahrt, das 
ausgefallene Peptid abgesaugt, mit 1NHC1 und ges£tgigter NaHCQ-Lhsung 
gew~schen und imVak, getrocknet. Nach Uberprfifung der Einheitlichkeit 
wurde die Ausbeute gravimetrisch bestimmt. 

Papain: 0,1 M Bz-Arg-OEt. HC1 und 0,12 M H-Leu-Ala-NH.~' HC1 wurden 
in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,3 und 7,7 sowie in Carbonatpuffer pH 8,9 (0,1 M) 
mit 10 U, 22 U Kieselgel-Papain und 22 U Enzacryl-AA-Pap~in umgesetzt. Um 
das bei den ersteren Synthesen bemerkte Ausfalten yon Bz-Arg-OH zu ver- 
meiden, wurden bei pH 8,9 20~o Dimethylformamid zugesetzt. Die Umsatz- 
bestimmung erfolgte hierbei ausschlieglich analytisch mit RPHPLC. 
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