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Peptide Synthesis by Means of Immobilized Enzymes I1. Immobilized Trypsin,
Thermolysin and Papainis

Model studies were performed on the utility of covalently immobilized
trypsin, thermolysin and papain for 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: I'mmobilized enzymes; Papain; Peptide synthesis; Thermolysin;
Trypsin)

Einleitung

Das in den letzten Jahren wiedererwachte Interesse an der Ein-
beziehung proteolytischer Enzyme fiir peptidsynthetische Operationen
dokumentiert sich wohl am deutlichsten durch die Héiufung jingst
erschienener Ubersichtsarbeiten zu dieser Problematik!=7. Die Haupt-
vorteile der proteasekatalysierten Knipfung von Peptidbindungen
bestehen in der stereospezifischen Wirkung der Biokatalysatoren und
in der Moglichkeit, auf jeglichen Seitenkettenschutz verzichten zu
konnen. Somit wird die Problematik der Racemisierung bei Segment-
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kondensationen eliminiert, Loslichkeitsprobleme bei lingeren voll-
geschiitzten Segmenten treten in den Hintergrund und semisyntheti-
sche Manipulationen werden mit Hilfe der Proteasen um ein Vielfaches
erleichtert beziehungsweise iiberhaupt erst moglich. Als Nachteil ist zu
nennen, daB auf Grund der Substratspezifitit der Proteasen bislang nur
spezielle Kntipfungen enzymkatalysiert realisierbar sind. Deshalb wird
nach einem Satz fir die Peptidsynthese geeigneter proteolytischer
Enzyme unterschiedlicher Substratspezifitat gesucht, mit dessen Hilfe
die verschiedensten Kupplungen enzymkatalysiert realisierbar wirens.

Obwohl der Aufbau von Enkephalinen durch ausschlieBlich enzy-
matische Knipfung der Peptidbindungen beschrieben wurde?, dirfte
die Zukunft der Kombination bewdhrter chemischer mit neuen enzy-
matischen Methoden gehoren. Unter diesem Gesichtspunkt wurden in
unserem Laboratorium weitere methodische Untersuchungen, etwa die
Anwendbarkeit von Proteasen fir Segmentkondensationen bei der
Fest-10 und Flissigphasen-Peptidsynthesel!, durchgefiithrt. Die all-
gemeinen Charakteristika immobilisierter Enzymel2-14 veranlaliten
uns zum Studium der Eignung immobilisierter Proteasen fiir die
Peptidbindungskniipfung. Am Beispiel immobilisierten «-Chymotryp-
sing konnte gezeigt werden, dall es nahezu ebenso effektiv wie das
geloste Enzym die Peptidbindungsbildung katalysiert15-18, Der im-
mobilisierte Biokatalysator kann mehrfach verwendet werden und die
Syntheseprodukte sind im Falle kovalenter Fixierung des Enzyms
nicht durch proteolytische Aktivitdten oder denaturiertes Protein
verunreinigt.

Auch andere Arbeitsgruppen beschrieben den Kinsatz immobili-
sierter Proteasen fiir die Peptidsynthese. Oyama etal. verwendeten
gebundenes Thermolysin zur Synthese von Z-Asp-Phe-OMe*, einem
Vorlaufer des Stibstoffs Aspartam?®. Zur semisynthetischen Umwand-
lung von Schweine- in Humaninsulin wurden immobilisiertes Trypsin20
und Carboxypeptidasen?! benutzt, immobilisiertes Trypsin diente zur
Einfiihrung der N'-geschiitzten Hydrazidgruppe in Modelldipeptide22.
Weiterhin ist die Plastein-Bildung durch immobilisiertes Chymotrypsin
beschrieben worden?.24,

In dieser Arbeit berichten wir iiber Modellstudien zur Anwendung
von immobilisiertemn Trypsin, Thermolysin und Papain zur Peptid-
bindungskniipfung.

* Abkitirzungen: Die IUPAC/IUB-Regeln fiir Aminosdure- und Peptid-
derivate wurden befolgt; vgl. Tur. J. Biochem. 53, 1 (1975). Die verwendeten
Aminosiuren hatten L-Konfiguration. Boc = tert-Butyloxycarbonyl Z =
Benzyloxycarbonyl, Ac = Acetyl, Bz = Benzoyl, —OMe = Methylester,
—OFEt = Ethylester, —OBut = teri-Butylester.
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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 Trigermaterial den Vorzug, da
hiermit der Ablésung der Enzyme unter den fiir die Peptidbindungs-
kniipfung angewandten Reaktionsbedingungen vorgebeugt wird.

Zur kovalenten Fixierung von Trypsin existiert eine fast uniiber-
schaubare Fille von Publikationen, z. B. Lit.12.13,25-27 Diese Unter-
suchungen manifestieren die Schwierigkeit, Trypsin mit einer hin-
reichend hohen relativen Aktivitat zu binden, was unter anderem der
starken Autolysetendenz des Enzyms?2 zugeschrieben werden kénnte.
Obwohl im Rahmen von Untersuchungen zur tryptischen Semisyn-
these von Humaninsulin gezeigt wurde, dafl die Autolyse des 18slichen
Trypsins durch Zusatz hoher Konzentrationen von mit Wasser misch-
baren Lésungsmitteln sowie von Calciumsalzen nahezu vollig unter-
driickt werden kann2?, bietet das Enzym in immobilisierter Form
Vorteile wie beispielsweise die Wiederverwendbarkeit und den mégli-
chen Einsatz fur (semi)kontinuierliche Verfahren. Die von uns ange-
wandten kovalenten Fixierungsvarianten an Kieselgel (Acylierung der
Lysinreste des Proteins) und an Enzacryl AA (Diazokupplung vorzugs-
weise an Tyrosinreste des Enzyms) ergaben mit relativen Esterase-
aktivititen, bezogen auf natives Trypsin, von 46%, und 70%, gegeniiber
Bz-Arg-OEt als Substrat Praparationen mit tiberaus zufriedenstellen-
der Aktivitit. Thermolysin wurde in Anlehnung an eine publizierte
Vorschrift3 an Enzacryl AH gebunden, Papain wurde an mit Glutar-
siuredichlorid aktiviertes Aminopropyl-Kieselgel und an Enzacryl AA
fixiert.

Die in Tab. 1 zusammengefaBten Resultate dokumentieren die
Eignung von immobilisiertem Trypsin und Thermolysin zur Peptid-
bindungskniipfung. Die Auswahl der Modellpeptide erfolgte in An-
lehnung an erfolgreiche Kupplungsexperimente mit den gelosten Pro-
teasen3l.32. Bei den Experimenten mit Z-Lys-OMe als Carboxyl-
komponente wurden den Syntheseansitzen 12,5% (vjv) Dimethyl-
formamid als Losungsvermittler zugesetzt und damit gute Ausbeuten
erzielt. Einige Versuche im waBrig-organischen Zweiphasensystem mit
Tetrachlorkohlenstoff als organische Komponente ergaben keine ver-
besserten Ausbeuten. Bei den durch immobilisiertes Thermolysin kata-
lysierten Kupplungen besalien die Carboxylkomponenten im Puffer
eine ausreichende Loslichkeit, so daf3 die Auswahl von Cosolventien
ebenso wie bei der Kombination Trypsin/Bz-Arg-OEt ganzlich entfiel.
Mit dem tragerfixierten Thermolysin konnten in der gleichen Reak-
tionszeit, die fiir das 16sliche Enzym angewandt wurde, gute Produkt-
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Tabelle 1. Synthese von Modellpeptiden mittels immobilisiertem Trypsin und

Thermolysin

Peptida Enzym Trager- Menge gebun-  Ausbeute

material denes Enzym VA

(mg)

Z-Lys + Leu-NH, Trypsin Kieselgel 6 1
Z-Lys+Leu-NH, Trypsin Enzacryl AA 2,5 66
Bz-Arg+ Leu-Ala-NH, Trypsin Kieselgel 4 76
Z-Phe + Leu-NH, Thermolysin Enzacryl AH 0,6 84
Z-Ala-Phe +Leu-NH, Thermolysin Enzacryl AH 0,5 48
Z-Leu-Met 4+ Leu-NH, Thermolysin Enzacryl AH 04 65
Z-Leu-Met +Ile-Ala-NH, Thermolysin Enzacryl AH 0.5 69

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

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

Alle in Tab. 1 aufgefithrten Modellpeptide fielen wihrend der
Kupplungsreaktion aus, wodurch das Gleichgewicht in Richtung Syn-
these verschoben wurde. Zur Isolierung der Reaktionsprodukte machte
es sich dadurch jedoch erforderlich, diese nach beendeter Kupplung mit
einem organischen Losungsmittel, Methanol oder Dimethylformamid
wurden verwendet, vom immobilisierten Enzym abzulésen. Die Be-
handlung mit einem reinen organischen Losungsmittel stellt zweifellos
eine extreme Beanspruchung der gebundenen Protease dar, aber
ungeachtet dessen war es méglich, immobilisiertes «-Chymotrypsin
unter derartigen Bedingungen wiederholt zur Peptidbindungskniip-
fung einzusetzenl6. Es galt zu untersuchen, ob dies auch mit immobili-
siertem Trypsin und Thermolysin méglich wére, denn erst der Nach-
weis 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 nach, daf
immobilisiertes Trypsin und Thermolysin mit sehr guten Resultaten
fir mehrfache Kupplungen verwendet werden kénnen. Auch bei dem
hohen pH-Wert von 10,5, wie er fir die tryptischen Kupplungen
angewandt wurde und bei dem eine partielle Auflgsung des Kieselgels
und damit eine Ablosung des Enzyms vom Triger zu befiirchten war,
ergab sich nach finf Verwendungen der Enzympriaparation eine im
Rahmen der Fehlergrenze (ca. + 3%) liegende Produktausbeute. Sicher
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Tabelle 2. Mehrfache Verwendung von immobilisiertem Trypsin und Thermolysin
zur Peptidbindungskniipfung

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

Z-Lys+ Leu-NH, Trypsin# 7173 75 72072
Z-Lys+Leu-NH, Trypsinb 66 67 70 68 67
Bz-Arg + Leu-Ala-NH, Trypsina % 70 0 — —
Z-Phe + Leu-NH, Thermolysin 84 78 81 70 —

a Kieselgel als Tragermaterial.
b Enzacryl AA als Trigermaterial.

liegt die eingesetzte lnitialenzymmenge tber der zur erfolgreichen
Katalyse der Kupplung notwendigen Enzymmenge, womit geringe
Verluste durch Ablésung und/oder durch Inaktivierung nach funf
Wiedernutzungen noch nicht merkbar-ins Gewicht fallen.

Untersuchungen zur Operations- und Langzeitstabilitdt des immo-
bilisierten Trypsins ergaben, dafl nach 6 Monaten Aufbewahrung in
bidestilliertem Wasser bei 4°C die Esteraseaktivitit des Trypsin-
Kieselgel-Konjugates auf 38% der anfinglich gemessenen abgesunken
war. Nach 12 Monaten betrug die Aktivitdt nur noch 149, mit dieser
Priparation konnten aber bei Einsatz der gleichen Enzymmenge noch
50% d.Th. Z-Lys-Leu-NH; erhalten werden. Beim Enzacryl AA-
Trypsin fiel die Aktivitét nach 6 Monaten auf 456% und Z-Lys-Leu-NH,
entstand mit 53% Ausbeute. Nach den funf in Tabelle 2 angefiihrten
Verwendungen besall die Enzympraparation noch 719, der Ausgangs-
aktivitiat. Diese Befunde bezeugen die geringere Stabilitit des immo-
bilisierten Trypsins im Vergleich zum Chymotrypsin, das sich noch
nach 2—3 Jahren ohne Unterschiede im Umsatz zur Peptidbindungs-
knipfung verwenden lief333.

Das Gleichgewicht einer proteasekatalysierten Reaktion kann gene-
rell durch Unlgslichkeit des Reaktionsproduktes, durch einen hohen
UberschuB eines Substrates sowie durch Zusitze hoher Konzentra-
tionen von mit Wasser mischbaren Cosolventien thermodynamisch in
Richtung Synthese verschoben werden. Als Alternative ist bei Einsatz
esterolytischer Proteagen und Estern als Carboxylkomponenten eine
kinetisch kontrollierte Reaktionsfihrung moglich11.18,31.34,35. Die
mechanistische Grundlage dafir besteht in dem unterschiedlichen
Acylierungspotential von Estern und Amiden infolge der differenzier-
ten Aktivierung der Carbonylfunktion. In Ubereinstimmung mit der

30 Monatshefte fir Chemie, Vol. 114/4
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chemischen Reaktivitit steht die Tatsache, dafl Serinproteasen mit
Peptidestern wesentlich schneller Acylenzym-Intermediate bilden als
mit Peptidamiden oder Peptiden. In der Hydrolysekinetik kommt dies
darin zum Ausdruck, dafl bei Estern die Acylenzymbildung so rasch
erfolgt, daBl die Deacylierung geschwindigkeitsbestimmend ist. Bei
Peptiden und Peptidamiden dagegen ist die Acylierung der Protease
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Unter den Bedingungen der
kinetischen Synthesekontrolle, das Reaktionsprodukt bleibt hier in
Lésung, ist demnach die Protease solange mi¢ Ester-Carboxylkom-
ponente substratgesittigt, solange diese in eirer der Enzymkonzen-
tration vergleichbaren Menge vorliegt. Erst dann steht wieder ,,freies*
Enzym zur Verfiigung, welches das Reaktionsprodukt wieder hydroly-
tisch spalten kann. Es findet also eine kinetische Akkumulation des
Reaktionsproduktes mit einer iber der thermodynamischen Gleich-
gewichtskonzentration liegenden Konzentration statt. Das Ausmal3 der
Produktsynthese hingt dabei primar vom Verhéltnis der Geschwindig-
keitskonstanten der um das Acylenzym konkurrierenden Reaktionen
der Aminolyse und Hydrolyse ab34.

Die Vorziige der Anwendung immobilisierter Proteasen zur Peptid-
bindungskniipfung werden bei der kinetisch kontrollierten Reaktions-
fuhrung besonders deutlich, da die Reaktionsprodukte in Losung
bleiben und die Behandlung mit organischen Losungsmitteln zur
Ablésung der Produkte entfallt. Am Beispiel Kieselgel-gebundenen «-
Chymotrypsins konnte gezeigt werden, dal 4¢-Phe-Ala-NH, mit guter
Ausbeute aus nahezu dquimolaren Mengen Ac-Phe-OMe und H-Ala-
NH, kinetisch kontrolliert entstandi8.

Unter veranderten experimentellen Bedingungen blieb Bz-Arg-Leu-
Ala-NH, in Loésung und wir untersuchten dessen kinetisch kontrollierte
Bildung aus Bz-Arg-OFt und H-Leu-Ala-NH, unter Katalyse von
immobilisiertem Trypsin und Papain analytisch mit Hilfe der reversed-
phase Hochdruckflissigkeitschromatographie (RPHPLC). Beim Ein-
satz des Trypsin-Enzacryl AA-Konjugats als Biokatalysator war be-
reits nach 1 min Bz-Arg-OF{ nicht mehr nachweisbar und das Umsatz-
maximum betrug 89% d.Th. Bz-Arg-Leu-Ala-NH,, Im Gegensatz zur
raschen Produktsynthese erfolgt die anschlieBende tryptische Hy-
drolyse des Reaktionsproduktes relativ langsam. Nach 5min waren
86%, nach 10min nur noch 79% Bz-Arg-Leu-Ala-NH, chromato-
graphisch nachweisbar (Tab. 3). Bemerkenswert ist, dal} die Reaktion
mit dem immobilisierten Enzym ebenso schnell wie bei Verwendung des
geldsten Enzyms3! ablauft. Von priparativer Signifikanz ist die relativ
ausgeprigte Plateauphase des Reaktionsproduktes, bevor dessen hy-
drolytische Spaltung merklich ins Gewicht f4llt. Bei Verringerung der
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002 AUFS

b

Abb. 1. RPHPLC-Chromatogramm eines kinetisch kontrollierten Reaktions-

ansatzes, Elutionsfolge: Bz-Arg-OH, Bz-Arg-Leu-Ala-NH,, Bz-Arg-OFt, H-

Leu-Ala-NH,, Fluf} 1,24 ml/min, T 22°C, A p 51 bar, UV-Detektion 220nm 0,2
AUFS, 0,25 cm/min Papiervorschub

Tabelle 3. Zeitabhdangigkeit der kinetisch kontrollierten Bildung von Bz-Arg-Leu-
Ala-NHjy mit immobilisiertem Trypsin

Zeit (min) t 2 3 4 5 6 7 9 10
Umsatz (%)2 89 8% 865 86 86 845 84 81 79

2 Bezogen auf Bz-Arg-OFEt, analytisch mit RPHPLC bestimmt.

Reaktandenkonzentration (0,06 M Bz-Arg-OEf, 0,1 M H-Leu-Ala-NH,)
findet die Synthegersaktion nur in untergeordnetem Male statt und es
dominiert die Hydrolyse des Estersubstrates. Das bestitigt den Be-
fund3t, dal} zur tryptischen Peptidbindungsbildung die Reaktanden-
konzentration > 0,1 M sein sollte.

Die Versuche zur kinetisch kontrollierten Synthese von Bz-Arg-
Leu-Ala-NH, mit immobilisiertem Papain verliefen weniger erfolg-
reich. Die in Tab. 4 zusammengestellten Ergebnisse zeigen, dal} es nicht

30*
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Tabelle 4. Zeitabhdngigkeit der Umsetzung von Bz-Arg-OEt mit H-Leu-Ala-NH,
katalysiert durch tmmobilisiertes Papain

pH-Wert Zeit Bz-Arg-OFt Bz-Arg-OH Bz-Arg-Leu-Ala-NH,
(min) (%) (%) (7o)
7,3 30 64 23 13
602 42 45 13
1202 35 51 14
7,7 5 76,5 9.5 14
10 67,5 13 19,5
152 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 kinetisch kontrollierten Produktakkumulation kommt. In
Abhingigkeit vom pH-Wert stellt sich eine relativ konstante Produkt-
konzentration ein, Bz-Arg-OEt wird langsam verbraucht und in
gleichem Mafle steigt die Konzentration von Bz-Arg-OH an.

Beim Papain ist das Verhiltnis der Acylierungsgeschwindigkeiten
durch Ester- und Amidsubstrate viel geringer als auf Grund der
unterschiedlichen chemischen Reaktivitit zu erwarten wire, was auf
zusdtzliche Wasserstoffbriicken des Amidsubstrates mit der Carbonyl-
gruppe von Aspiss des Enzyms zuriickgefiihrt wird36. Bei dem Sub-
stratpaar Bz-Arg-OFt/Bz-Arg-NH, betragt das Verhaltnis der Acylie-
rungsgeschwindigkeiten nur 173 und das Verhéltnis der proteolyti-
schen Konstanten k., /K, 437; dagegen als Vergleich fiir Ac-Phe-
OMe/Ac-Phe-NHy und Chymotrypsin rund 2000 bzw. 36 50038,

Auf Grundlage dieser Befunde lassen sich die Ergebnisse der
Syntheseversuche so interpretieren, daf3 die Produktbildung bis zu
einer bestimmten Konzentration erfolgt, bei welcher dann das Ester-
substrat und das Reaktionsprodukt um das Enzym konkurrieren und
somit eine kinetisch kontrollierte Akkumulation des Produkts aus-
bleibt.

Folglich ist zur erfolgreichen Durchfihrung kinetisch kontrollierter
Peptidsynthesen nicht jede esterolytische Protease geeignet. Als zu-
sitzliche Randbedingung mul} erfullt sein, dafl die Acylierung des
Enzyms durch das Hstersubstrat erheblich schneller als durch das
Reaktionsprodukt 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 BRD), Papain (EC 3.4.22.2)
mit 1 Anson-Einheit/g war ein Produkt der Fa. Merck (Darmstadt, BRD).
Enzacryl AA und AH (Koch & Light, England), Kieselgel Si60, 70—230 mesh
(Merck), Bz-Arg-OE¢-HCl (Fluka, Scheiz), Z-Lys(Boc)-OH - DOH A sowie wei-
tere Aminosauren und Derivate (Reanal, Ungarn) wurden von den jeweiligen
Firmen bezogen. Alle weiteren Reagenzien und Lésungsmittel waren entweder
analysenrein oder wurden nach bekannten Verfahren gereinigt und getrocknet
bzw. synthetisiert.

Z-Lys-OMe-HCl wurde aus Z-Lys(Boc)-OH durch Veresterung mit Dia-
zomethan und anschlieBender acidolytischer Entfernung der Boc-Gruppe mit
1,2N HCl in AcOH als Ol erhalten; Gesamtausbeute 90-—95% d.Th. Z-Ala-
Phe-OH und Z-Leu-Met-OH entstanden durch Subtilisin-katalysierte De-
blockierung der entsprechenden durch Mischanhydridkupplung!® syntheti-
sierten Z-Dipeptidmethylester?®. H-Ile-Ala-NH, und H-Leu-Ala-NH,-HCIl
wurden aus den durch Mischanhydridkupplung dargestellten Boc-Dipeptid-
methylestern durch Ammonolyse mit NHg in MeOH und folgende Abspaltung
der Boc-Gruppe mit HCl/4¢OH. erhalten.

Die Einheitlichkeit aller Substrate wurde diinnschichtehromatographisch
auf Silufol-Fertigfolien (Kavalier, CSSR) in den Laufmitteln CHCly/MeOH
(9:1), CHCl3/ Me,CO/MeOH (7:2:1) und n-BuOH/AcOH/H,0 (4:1:1) und/oder
durch Hochdruckflissigkeitschromatographie gepriift. Fir die analytische
reversed-phase Hochdruckfliissigkeitschromatographie (RPHPLC) stand ein
Liquochrom 307 mit einem OE 308 UV-Detektor mit variabler Wellenlange
und einem stopped-flow Injektionssystem (Labor MIM, Ungarn) sowie ein
Dukol UV-Festwellendetektor (254 nm) der Fa. Carl Zeiss (DDR) zur Verfi-
gung. Die Trennungen erfolgten an einer Hewlett-Packard-Fertigsaule
200 x 4,6 mm, gepackt mit Lichrosorb RP-18, 10 um und isokratischer Elution
mit MeOH/MeCN/0,19, HzPO, (67,5 +2,54+30, vjo/v). Das Elutionsmittel
wurde mit Ultragchall im Wasserstrahlvakuum entgast und bei FluBraten von
0,8—1,5ml/min betrug der Druckabfall 35—65bar bei 26—28°C Siulen-
temperatur. Das chemische Tailing und Peakverbreiterung bei Trennungen von
Verbindungen mit basischen Aminosduren wurde in Kauf genommen, da die
Auflésung hinreichend gut war (Abb.1). Die Kapazititsfaktoren &' 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-NH, 3,59; Z-Leu-Met-Tie-Ala-NH, 4,32;
Z-Lys-OMe 0,38; Z-Lys-Leu-NH, 4,47 ; Bz-Arg-OH 2,20; Bz-Arg-OFEt 5,00, Bz-
Arg-Leu-Ala-NH; 3,82. Als Totzeit wurde die Retentionszeit von MeOH
verwendet.

I'mmobilisierung

Trypsin: Die kovalente Bindung an Kieselgel 60 erfolgte nach der N-
Hydroxysuccinimidoester-Methode40:4t, ausgehend von 3-Aminopropylkiesel-
gel mit ca. 0,7 mmol NH,-Gruppen/g10. 1 g Kieselgel-Aktivester-Konjugat und
100 mg Trypsin wurden in 0,1 M Boratpuffer pH 8,4 2h bei Raumtemperatur
umgesetzt und wie tblich proteinfrei gewaschen. Der Proteingehalt betrug laut
Aminosdureanalyse 11 mg/g Kieselgel mit einer relativen Aktivitit von 46%,
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und einer Aktivitdt von 190U/g, bestimmt mit Bz-Arg-OEt bei pH 7,9 am
Autotitrator TTT 1d (Radiometer, Didnemark). Zur Immobilisierung an
Enzacryl AA wurden 500 mg Trdgermaterial in 50 ml 2 N HC] mit 20 ml 49,
NaN®),-Lésung bei 0 °C diazotiert, mit 0,1 M Phosphatpuffer pH 7 gewaschen
und w1 8 ml dieses Puffers mit 50 mg Trypsin wahrend 2 h bei Raumtemperatur
gekuppelt, anschliefend mit 0,01% Phenollésung in 10%iger Nadc-Losung
15 min gerihrt und dann gewaschen. Es wurden 52 mg/g Trager an Protein mit
einer relativen Aktivitdt von 70% und einer Aktivitat von 1400 U/g gebunden.

Thermolysin: Dieses Enzym wurde wie beschrieben3 an Enzacryl AH
fixiert, wobei jedoch 100 mg der kommerziellen Enzympréparation in 10ml
Phosphatpuffer (25 mM, pH 8) suspendiert und durch Zentrifugation von
Calciumsalzen abgetrennt wurden. Der Uberstand mit einem Proteingehalt von
ca. 5mg/ml wurde zur Immobilisierung an 1g aktivierten Trager verwendet,
wobei 10 mg/g Trigermaterial an Protein gebunden wurden; auf eine Aktivi-
tiatsbestimmung wurde verzichtet.

Papain: Zur Bindung an Kieselgel 60 wurden 1g 3-Aminopropyl-Kieselgel
in 20ml CH,Cl, mit 1,5ml Glutarsauredichlorid und 0,11 ml Triethylamin
aktiviert, grindlich mit CH,Cl, gewaschen und im Vak. getrocknet. Der
aktivierte Trager wurde mit 15 ml Enzymlosung in 0,056 M Boratpuffer pH 8,3
(60 U/ml) 0,5 h geriihrt. Die gebundene Enzymaktivitit betrug lediglich 35 U/g,
titrimetrisch mit Bz-Arg-OFEt bei pH 74 bestimmt. Die Immobilisierung an
Enzacryl AA wurde wie fiir Trypsin beschrieben durchgefiihrt, wobei 10 ml
Enzymlosung mit 1g Triger Gber Nacht bei 4°C umgesetzt wurden. Die
gebundene Aktivitit betrug 240 U/g Tréger.

Enzymatische Synthesen

Alle Syntheseversuche mit den immobilisierten Proteasen wurden in 2 ml-
Ansétzen bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Bei den Enzacryl-Enzym-Kon-
jugaten konnte auf Grund deren mechanischer Stabilitit magnetisch gerihrt
werden, was bei den Kieselgel-gebundenen Enzymen zur Pulverisierung des
Tragers filhrt und hierfiir deshalb ein Mikroriihrer verwandt wurde. Fiir die
kinetisch kontrollierten Synthesen fanden Reaktionsgefafie mit Frittenboden
Anwendung, womit die Reaktion einfach durch Absaugen der Reaktionslosung
unterbrochen werden kann.

Trypsin: Die Ansitze enthielten 0,12 M Z-Lys-OMe-HCl und 0,18 M
H-Leu-NH; HCI in 1 M Carbonatpuffer, pH 10,5 bzw. 0,1 M Bz-Arg-OEt-HC1
und 0,2 M H-Leu-Ala-NH, - HCl in 0,5 M Carbonatpuffer, pH 10,5 sowie die in
Tab. 1 angegebene Menge immobilisiertes Trypsin. Um Z-Lys-OMe in Losung
zu halten, waren aullerdem 12,5% Dimethylformamid erforderlich. Nach 45
bzw. 15 min Rithren wurde abgesaugt und das ausgefallene Reaktionsprodukt
mit Methanol vom immobilisierten Enzym abgelst. Nach Einengen des
methanolischen Filtrats wurde der Riickstand in dest. Wasser gelést, auf eine
2 x 6 cm-Amberlite IRA 400-Austauschersdule aufgegeben, mit Wasser eluiert,
das Eluat im Vak. eingeengt und die Ausbeute gravimetrisch bestimmt. Bz-
Arg-Leu-Ala-NH, enthielt nach dieser Aufarbeitung noch ca. 7% Bz-Arg-OH
(laut RPHPLC), das nicht am Austauscher gebunden wurde. Z-Lys-Leu-NH,
war RPHPLC-einheitlich und schmolz bei 140—145°C (Zers.), [a]iz):)’-—IO,ZO
{c=1, MeOH). 0,1 M Bz-Arg-OE¢-HCl und 0,24 H-Leu-Ala-NH,-HCI in
0,2 M Carbonatpuffer, pH 10,5 mit 205, Dimethylformamid und 40 U Enzacryl-
AA-Trypsin wurden zur kinetisch kontrollierten Synthese von Bz-Arg-Leu-Ala-
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NH, (Tab. 3) eingesetzt. Die pH-Werte in den Reaktionsansitzen wurden mit
4 N NaOH korrigiert.

Thermolysin: 0,06 M Z-Phe-OH bzw. Z-geschiitzte Dipeptidsiure, 0,08 M
Nucleophil und Enzacryl-AH-Thermolysin (Tab. 1) in 0,2 M Tris-Maleat-
Puffer, pH 7,0, wurden 20h geribhrt, dann abgesaugt und das Reaktions-
produkt mit einigen Portionen vorgekiihltem Dimethylformamid vom im-
mobilisierten Enzym abgelost. Das Filtrat wurde mit dem 10—15fachen
Volumen dest. Wasser versetzt und iiber Nacht bei 4°C aufbewahrt, das
ausgefallene Peptid abgesaugt, mit 1N HCl und - gesittigter NaHCO;-Losung
gewaschen und im Vak. getrocknet. Nach Uberprifung der Einheitlichkeit
wurde die Ausbeute gravimetrisch bestimmt.

Papain: 0,1 M Bz-Arg-OFt-HCl und 0,12 M H-Leu-Ala-NH, - HCI wurden
in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,3 und 7.7 sowie in Carbonatpuffer pH 8,9 (0,1 M)
mit 10U, 22 U Kieselgel-Papain und 22 U Enzacryl-AA-Papain umgesetzt. Um
das bei den ersteren Synthesen bemerkte Ausfallen von Bz-Arg-OH zu ver-
meiden, wurden bei pH 8,9 209, Dimethylformamid zugesetzt. Die Umsatz-
bestimmung erfolgte hierbei ausschlieBlich analytisch mit RPHPLC.
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