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Festphasen-Synthese (Nobel-Vortrag)**
Von Robert Bruce Merrifield*

Proteine sind, wie der aus dem Griechischen stammende
Name andeutet, fiir Lebewesen von groBter Bedeutung.
Thre kleineren Verwandten, die Peptide, spielen in der Bio-
logie ebenfalls eine wichtige Rolle, da zu ihnen viele Hor-
mone, die Releasing-Faktoren, Wachstumsfaktoren, Iono-
phore, Antibiotica, Toxine und die Neuropeptide gehdren.
Dieser Aufsatz beschreibt die chemische Synthese von
Peptiden und Proteinen und diskutiert die Anwendung der
Peptidsynthese zur Beantwortung biologischer Fragestel-
lungen.

Die hier zu erzihlende Geschichte beginnt mit Emil Fi-
scher', der um die Jahrhundertwende das erste Peptid
synthetisierte und den Namen dieser Verbindungsklasse
prigte. Fiir die Verkniipfung zweier Aminosduren ist es er-
forderlich, daB die Carboxygruppe der einen und die Ami-
nogruppe der anderen geschiitzt sind. Nach Aktivierung
der freien Carboxygruppe kann dann die Peptidbindung
gebildet werden, und selektive Abspaltung der beiden
Schutzgruppen fiihrt schlieBlich zum freien Dipeptid. Fi-
scher selbst fand keine passende Gruppe fiir die reversible
Blockierung der Aminfunktion, sein ehemaliger Student
Max Bergmann jedoch war zusammen mit Zervas erfolg-
reich?, Thre Entdeckung, daB der Benzyloxycarbonylrest
eine gute Schutzgruppe ist, leitete eine neue Ara ein. Als
ich viele Jahre spiter mit der Synthese von Peptiden be-
gann, wurde dieses Syntheseschema allgemein angewandt.
Es war sehr effizient; mit ihm war zum Beispiel du Vi-
gneaud et al. 1953 die erste Synthese eines Peptidhormons
gelungen. Mir wurde jedoch bald klar, daB Synthesen
dieser Art schwierig und zeitraubend waren und daf} es ei-
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ner vollig neuen Methode bedurfte, wenn viele Peptide
oder groBere und komplexere hergestellt werden sollten.

Synthese am festen Triiger

Eines Tages hatte ich die folgende Idee, die die Synthese
von Peptiden effizienter machen solite!¥): Ein Peptid nach
kovalenter Verankerung des einen Endes der Kette an ei-
nem unldslichen Trager schrittweise aufzubauen. Die
wachsende Peptidkette wire unloslich und wiirde schnel-
les Filtrieren und Waschen erlauben. Uberschiissige Rea-
gentien und Nebenprodukte knnten nach jedem Synthe-
seschritt durch Filtrieren und griindliches Waschen ent-
fernt werden, und die Zwischenstufen der Synthese lieBen
sich sehr einfach und schnell unter Umgehung der sonst
iiblichen, oft langwierigen Kristallisationsversuche reini-
gen. Fiir einen vielstufigen ProzeB wie die Herstellung ei-
nes Polypeptids oder Proteins bedeutete dies eine sehr
groBe Ersparnis an Zeit, Arbeitsaufwand und Chemika-
lien. Da alle Reaktionen zwischen einem geldsten Reagens
und der wachsenden Peptidkette am festen Tréger ablau-
fen (heterogene Reaktionen), wurde der Name ,Festpha-
sen-Peptidsynthese** eingefiihrt.

Das Prinzip der Festphasen-Synthese ist in Abbildung 1
dargestellt. Es beginnt mit einem unléslichen Partikel, an-
gedeutet durch die grofien Kreise, das die reaktive Gruppe
X enthilt. Das erste Monomer (kleiner Kreis) wird an ei-
nem der beiden Enden und an der eventuell vorhandenen
reaktiven Gruppe in der Seitenkette geschiltzt (schwarze
Punkte) und iiber eine stabile kovalente Bindung am Tri-
ger verankert. Dann wird die a-Schutzgruppe entfernt, und
das zweite Monomer wird durch eine geeignete Reaktion
an das erste angehdngt. Auf die gleiche Weise wird Schritt
fiir Schritt die gesamte Sequenz des Polymers aufgebaut.
SchlieBlich wird die Bindung zwischen Peptidkette und fe-
stem Triger gespalten, und gleichzeitig werden die Seiten-
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Abb. 1. Prinzip der Festphasen-Synthese (siche Text).

kettenschutzgruppen entfernt: Das freie Peptid geht in Lo-
sung. Dieses Schema bietet vier Hauptvorteile:

- Es vereinfacht und beschleunigt eine vielstufige Synthe-
se, da alle Reaktionen in einem einzigen GefiB stattfin-
den, so daB wiederholtes Transferieren von Substanzen
und damit verbundene Verluste vermieden werden.

- Es verhindert auch die groBen Verluste, die gewéhnlich
bei Isolierung und Reinigung von Zwischenstufen auf-
treten.

- Es ermdglicht hohe Ausbeuten an Endprodukten, da
Reagentien im UberschuB eingesetzt werden konnen, so
daB die einzelnen Reaktionen vollstindig ablaufen.

- Es erhéht die Solvatation und vermindert die Aggrega-
tion der Zwischenprodukte.

Die Aufgabe war nun, die 1dee in die Praxis, d.h. in che-
mische Reaktionen umzusetzen.

Obwohl der Plan urspriinglich fiir die Synthese von Pep-
tiden konzipiert worden war, wird die Natur der Mono-
mere durch das allgemeine Schema nicht spezifiziert. Es
wurde bald deutlich, daB die Methode auch auf andere
Bausteine als Aminosiuren anwendbar sein sollte, so z. B.
auf die in Abbildung 2 gezeigten. Uns gelang auf diese
Weise die Synthese von Depsipeptiden'”, andere Labora-
torien synthetisierten erfolgreich Polyamide!®!, Polynucle-
otide!” und Polysaccharide®. Prinzipiell kann als Mono-
mer jede difunktionelle Verbindung fungieren, die selektiv
an einem Ende geschiitzt und am anderen aktiviert werden
kann. Des weiteren kann die Festphasen-Synthese bei ei-
ner Vielzahl von konventionellen Reaktionen in der Orga-
nischen Chemie dazu genutzt werden, den Reaktionsver-
lauf zu steuern oder die Produkte von Reagentien und Ne-
benprodukten abzutrennen. Das Konzept liegt auch der
Festphasen-Sequenzierung zugrunde.
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Abb. 2. Festphasen-Synthesen mit verschiedenen Monomeren.

I

Festphasen-Peptidsynthese

Den detaillierten Verlauf einer Peptidsynthese zeigt Ab-
bildung 3. Zwar ist jeder Schritt mehrfach modifiziert wor-
den, doch hat diese Variante gute Dienste geleistet und ist
bei zahlreichen Peptiden angewandt worden®®. Die carb-
oxyterminale Aminosiure, deren Aminogruppe durch den
tert-Butyloxycarbonyl(Boc)rest geschiitzt ist, wird durch
Reaktion mit der Chlormethylgruppe als Benzylester kova-
lent an das Trigerharz gebunden. Die funktionellen Grup-
pen der Seitenketten miissen ebenfalls geschiitzt werden,
gewohnlich verwendet man Benzylderivate. Bei der Syn-
these wird die um den Faktor 1000 unterschiedliche Sdure-
empfindlichkeit dieser beiden Schutzgruppenklassen ge-
nutzt. Die Boc-Gruppe wird mit 50proz. Trifluoressigsiure
in Dichlormethan vollstindig abgespalten, die veran-
kernde Bindung und andere Schutzgruppen bleiben intakt.
Das entstandene Ammonium-Salz wird mit einem tertidren
Amin wie N,N-Diisopropylethylamin neutralisiert, und die
freie Aminogruppe der harzgebundenen Aminosdure ist
nun zur Kupplung mit einer zweiten Boc-Aminosiure be-
reit. Diese mufl aktiviert werden, damit eine Reaktion
stattfindet. Das einfachste und am hiufigsten benutzte
Verfahren ist die Aktivierung mit Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC)!' (Abb. 3), aber auch aktivierte Ester*"), Anhydri-
de""™ und andere Derivate wurden erfolgreich eingesetzt.
Alle diese Reaktionen werden in organischen Lésungsmit-
teln ausgefithrt, in denen das Harz quillt, was die Reakti-
onsgeschwindigkeiten erhéht. Dichlormethan und Dime-
thylformamid sind die Loésungsmittel der Wahl.
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Abb. 3. Schema einer Festphasen-Peptidsynthese (siehe Text).

Zur Verlingerung der Peptidkette werden Deblockie-
rungs-, Neutralisations- und Kupplungsschritt fiir jede der
folgenden Aminos#éuren wiederholt, bis die gewiinschte
Sequenz aufgebaut ist. SchlieBlich wird das Peptid deblok-
kiert und vom festen Triger abgespalten; bei der hier be-
schriebenen Synthese wird dies durch Behandlung mit ei-
ner starken wasserfreien Siure wie HF'Y erreicht. Das
freie Peptid wird dann mit geeigneten Methoden gerei-
nigt.

Es ist sehr wichtig, daB die sich wiederholenden (repeti-
tiven) Schritte schnell und mit hohen Ausbeuten ablaufen;
Nebenreaktionen sollten méglichst nicht auftreten, damit
sich keine groBen Mengen an Nebenprodukten anhiufen.
Ein betrichtlicher Teil unserer Anstrengungen galt daher
der Suche und Optimierung von Reaktionen, damit diese
Anforderungen erfiillt wiirden.

Festphasen-Nucleotidsynthese

Ahnliche Reaktionssequenzen, die schnell und mit rela-
tiv hohen Ausbeuten zu den Produkten fiihren, sind jetzt
auch fiir die Festphasen-Synthese von Oligonucleotiden
entwickelt worden!'* ', Als Monomere dienen geschiitzte
Nucleotide, die Kettenverldngerung erfolgt nach der Phos-
phorsdure- oder Phosphorigsiuretriestermethode. Die
Grundziige eines dieser Verfahren zeigt Abbildung 4. Zu-
erst wird das Harz funktionalisiert (Aminomethylgruppe),
dann wird das Nucleotidderivat iiber einen ,,Spacer* als
Amid gebunden. Im konkreten Beispiel ist die 5'-Hydroxy-
gruppe mit dem ,,Spacer** verestert, wihrend die 3'-Hydro-
xygruppe mit einer Dimethoxytrityl(DMT)gruppe ge-
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schitzt ist. Diese wird mit Siure oder ZnBr, abgespalten,
um die Kette am 3'-Ende durch Kupplung mit dem néch-
sten geschiitzten Nucleotid nach Aktivierung mit 1-(Mesi-
tylen-2-sulfonyl)-3-nitro-1,2,4-triazolid (MSNT) zu verlidn-
gern. Das fertige Oligonucleotid wird durch sukzessive Be-
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Abb. 4. Schema ciner Festphasen-Nucleotidsynthese (siche Text).

handlung mit einer Base wie NH,OH oder Tetramethylgu-
anidin und mit heiBer Essigsdure vom festen Triger abge-
spalten und deblockiert. Die Produkte konnen leicht durch
Ionenaustauschchromatographie oder Elektrophorese ge-
reinigt werden; das gewiinschte Produkt hat dabei immer
die groBte negative Ladung. Ich méchte mich hier jedoch
nicht langer mit Polynucleotiden und ihrer Anwendung bei
der ortsspezifischen Mutagenese oder mit synthetischen
Genen befassen, sondern mich auf Peptide und Proteine
konzentrieren.

Der Triger

Zur Entwicklung der Festphasen-Synthese muBite als er-
stes ein geeigneter Triger gefunden werden. Nach Priifung
zahlreicher potentieller Trigermaterialien zeigte es sich,
daB ein Gel, das durch Suspensionscopolymerisation von
Styrol und 1% Divinylbenzol als Vernetzungsreagens erhal-
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Abb. 5. Copolymer aus Styrol und 1% Divinylbenzol. Oben: Strukturformel,
unten: elektronenmikroskopische Aufnahme.

ten wurde, die giinstigsten Eigenschaften aufweist'™. Die
von diesem Copolymer gebildeten Kiigelchen (Abb. 5) ha-
ben im trockenen Zustand einen Durchmesser von unge-
fihr 50 pm, quellen jedoch in organischen Lésungsmitteln
wie Dichlormethan auf das fiinf- bis sechsfache ihres
urspriinglichen Volumens. Mit wachsender Peptidkette
nimmt das Trockenvolumen zu, und auch das Quellvolu-
men steigt an. VolumenvergréBerungen auf das 25fache
sind gemessen worden, und nach Berechnungen ist eine
maximale Ausdehnung auf das 200fache des Trockenvolu-
mens moglich!'®. Das bedeutet, daB die Polystyrolmatrix
und das gebundene Peptid wihrend der Reaktionen stark
solvatisiert und fiir diffundierende Reagentien frei zugéng-
lich sind. Die Reaktionen finden nicht nur auf der Oberfla-
che der Kiigelchen statt, sondern zum gréBeren Teil im In-
nern der quervernetzten polymeren Matrix. Dies wurde
durch Autoradiographie des Querschnitts eines Harzkiigel-
chens gezeigt, das ein synthetisches Tritium-markiertes
Peptid enthielt!'”’. Bei dieser Aufldsung waren die Silber-
koérnchen gleichmiBig angeordnet, die Verteilung auf mo-
lekularer Ebene ist jedoch nicht bekannt. Quellung und
Solvatation der Kiigelchen fiihren zu sehr kurzen Reakti-
onszeiten sowohl fiir den Kupplungs- als auch fiir den
Deblockierungsschritt (Halbwertszeiten in der GréBenord-
nung von Sekunden). Massentransfer und Diffusion sind -
wie wir jetzt fanden - nicht geschwindigkeitsbestimmend.
Wir sind iiberzeugt, daB8 die feste Matrix nicht nur keine
nachteiligen, sondern in bestimmten Fillen sogar positive
Auswirkungen auf die Synthese hat.

Eine wohlbekannte Schwierigkeit der klassischen Pep-
tidsynthese in homogener Losung ist das Auftreten unlésli-
cher Zwischenprodukte. Dieses Problem kann in vielen
Fillen durch die Verwendung eines festen Tragers, an dem
eine ,,solvatisierende* Wechselwirkung zwischen den Pep-
tidketten und den schwach quervernetzten Polymerketten
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méglich ist, gelost werden. Unter diesen Bedingungen ist
Selbstaggregation des Peptids thermodynamisch ungiin-
stig, und es steht somit zur Weiterreaktion zur Verfiigung.
Dabei muB} der solvatisierte Zustand des gebundenen Pep-
tids nur gegeniiber dem amorphen, nicht solvatisierten Zu-
stand innerhalb der Peptid-Harz-Matrix begiinstigt sein!'®.
Auch lineare Polymere kénnen kovalent gebundene Ver-
bindungen solubilisieren, doch ist der Effekt eines
schwach quervernetzten polymeren Netzwerks grofier. Das
Phinomen kann anhand der Synthese von Oligoisoleuci-
nen illustriert werden"®: Durch Synthese in L8sung ge-
langte man nur bis zum Tetrapeptid, da dann die Loslich-
keit wegen Aggregation zu gering war; auf linearem Poly-
ethylenglykol konnte die Kette auf acht Reste verldngert
werden. Die Festphasen-Synthese verlief zumindest bis
zum Dodecamer glatt, dann wurde das Experiment been-
det. In den quervernetzten Polystyrolharzen sind die Poly-
merketten beweglich. Sowohl nach 'H- als auch nach '*C-
NMR-Messungen!'” ist die Beweglichkeit der aromati-
schen Seitengruppen und der aliphatischen Riickgrat-
atome in CH,Cl, groB3, und sie dhnelt der von linearem 16s-
lichem Polystyrol (r.=10"*s). Die '*C-NMR-Signale der
a-C-Atome von modellharz-gebundenen Peptiden in
CH,Cl; oder Dimethylformamid sind genauso scharf wie
das Losungsmittelsignal und dhnlich wie die von kleinen
Molekiilen in Losung (t.=107'°s). Auch viele chemische
Experimente haben die Flexibilitit des Polymers demon-
striert. So reagieren kurze, harzgebundene Peptide, die,
ldge eine starre Matrix vor, zu weit voneinander entfernt
wiren, um in Beriihrung zu kommen, in einem AusmaB
von 99.5%; dies beweist einmal mehr die betrichtliche Be-
wegung der Polystyrolsegmente innerhalb der Matrix™",
Viele andere feste Trager sind untersucht worden; einige
von ihnen erwiesen sich fiir die Peptidsynthese als geeig-
net. Zu diesen gehoren Polymethylmethacrylat, Polysac-
charide, Phenolharze, Kieselgel, poréses Glas und Poly-
acrylamide, aber nur die zuletzt genannten haben weite
Verbreitung gefunden®'). Nach vergleichenden Untersu-
chungen eignen sich Polystyrol und Polyacrylamid bei der
Synthese von kompliziert gebauten Peptiden gleich gut.

Automation

Die Moglichkeit, nach jeder Reaktion durch einfaches
Filtrieren und Waschen zu reinigen, und die Tatsache, daB}
alle Reaktionen in einem einzigen GefaB3 ausgefiihrt wer-
den koénnen, waren ideale Voraussetzungen fiir eine Me-
chanisierung und Automatisierung des Prozesses. Anfangs
wurde ein einfacher, manuell zu bedienender Apparat
konstruiert (Abb. 6), der der Ausarbeitung der Methodik
diente und mit dem Bradykinin??, Angiotensin™®*, Oxyto-
cin®¥ und viele andere kleine Peptide synthetisiert wur-
den. Um den ProzeB zu beschleunigen, haben wir die in
Abbildung 7 gezeigte automatische Peptidsynthesema-
schine konstruiert'™!. Ihre wichtigsten Teile sind das Reak-
tionsgefdB, das das Harz mit der wachsenden Peptidkette
enthilt, und ein Leitungssystem, das es erlaubt, die erfor-
derlichen Losungsmittel und Reagentien in der richtigen
Reihenfolge zuzugeben, zu mischen und zu entfernen.
Diese mechanischen Vorgidnge wurden durch eine einfache
programmierbare Schritttrommel und eine Anzahl Stopp-
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Abb. 6. Manuell betriebener Peptidsyntbeseapparat.

uhren gesteuert. In den letzten Jahren sind viele kommer-
zielle Geridte in verschiedenen Lindern konstruiert wor-
den. Sie unterscheiden sich im Detail, vor allem in der
Elektronik, doch nutzen sie alle die gleiche Chemie.

Abb. 7. Automatische Peptidsynthesemaschine.

Synthese von Ribonuclease A

Die Idee, ein Enzym im Laboratorium chemisch zu syn-
thetisieren, muf} im Laufe der Jahre viele Leute beschiftigt
haben. Es gab eine Zeit, zu der ein solcher Gedanke selbst
vom philosophischen Standpunkt aus absolut unpassend
gewesen wire. Nachdem man jedoch gefunden hatte, da3
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Enzyme Proteine und Proteine definierte organische Mole-
kiile sind, begann man iber die Synthese von Enzymen
nachzudenken. Wenn ein Enzym im Laboratorium herge-
stellt werden kénnte, sollte es méglich sein, neue Erkennt-
nisse tiber die Wirkungsweise dieser gro3en und sehr kom-
plizierten Molekiile zu gewinnen. So konnten spezifische
Strukturdnderungen vorgenommen werden, die nicht ohne
weiteres durch Modifikation der nativen Proteine zu erzeu-
gen sind. Die Eigenschaften der resultierenden kiinstlichen
Mutanten kénnten dann das Wissen, das bereits iiber die
entsprechenden natiirlichen Enzyme vorliegt, erweitern.
Bezeichnend ist in dieser Hinsicht ein Zitat von Emil Fi-
scher aus dem Jahre 19061

»Wihrend vorsichtige Fachgenossen befiirchten, dass
eine rationelle Bearbeitung dieser Korperklasse [Protei-
ne] durch ihre verwickelte Zusammensetzung und ihre
héchst unbequemen physikalischen Eigenschaften
heute noch auf uniiberwindliche Schwierigkeiten stos-
sen werde, neigen andere, optimistisch veranlagte Be-
obachter, zu denen ich mich zihlen will, zu der Ansicht,
daB man wenigstens den Versuch machen soll, mit allen
Hiulfsmitteln der Gegenwart die jungfriuliche Feste zu
belagern; denn nur durch das Wagniss selbst kann die
Grenze fiir die Leistungsfahigkeit unserer Methoden er-
mittelt werden.**

Mit der Entwicklung der Festphasen-Peptidsynthese
und ihrer Automation schien die Zeit gekommen, die To-
talsynthese eines Enzyms in Angriff zu nehmen. Dr. Bernd
Guite und ich wihlten Ribonuclease A aus Rinderpankre-
as, ein kleines stabiles Protein mit bekannter Aminosaure-
sequenz?”), dessen Struktur durch Réntgenbeugung be-
stimmt worden war'®®. Der detaillierte Mechanismus, nach
dem dieses Enzym Ribonucleinsdure hydrolysiert und de-
polymerisiert, war zum groBen Teil ebenfalls bekannt. Pri-
mirer Zweck der chemischen Synthese dieses aus 124 Ami-
nosiureresten bestehenden Molekiils war es, den Beweis
zu erbringen, daB ein Protein mit der hohen katalytischen
Aktivitdit und Spezifitit eines natiirlich vorkommenden
Enzyms im Laboratorium hergestellt werden kann. Zu-
gleich hatten wir natiirlich das Ziel im Auge, eine neue
Methode zur Untersuchung von Enzymen einzufiihren.
Wir glaubten, daB es moglich sein sollte, durch Modifizie-
rung der Struktur eines Enzyms dessen Aktivitat und Sub-
stratspezifitit zu #ndern.

Die Synthese!?”! wurde an einem Copolymer aus Styrol
und Divinylbenzol (1%) nach dem oben beschriebenen
Verfahren durchgefiihrt. Das C-terminale Boc-Val wurde
an der festen Matrix iiber eine Benzylesterbindung veran-
kert; die Blockierung der reaktiven Seitenketten erfolgte
durch die iiblichen, auf dem Benzylrest basierenden
Schutzgruppen, die reversible N”-Blockierung durch die
Boc-Gruppe. Die Boc-Gruppen wurden mit Trifluoressig-
sdure abgespalten und die Kupplungsreaktionen mit Di-
cyclohexylcarbodiimid durchgefiihrt. Abbildung 8 zeigt
das geschiitzte Endprodukt der Ribonuclease-Synthese. Es
enthilt insgesamt 67 Seitenkettenschutzgruppen und hat
ein Molekulargewicht von 19791. Zusammenfassend ist
die Synthese in Tabelle 1 beschrieben. Die Gesamtaus-
beute betrug nach mehreren Reinigungsschritten etwa 3%,
bezogen auf die zu Beginn der Synthese am Harz gebun-
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Abb. 8. Harzgebundene, geschiitzte Ribonuclease.

Tabelle 1. Zusammenfassung der Ribonuclease(RNase)-A-Synthese.

Synthesestufe Gesamtausbeute
[mg] (%)
Boc-Val-Harz 2000 100
deblockieren
neutralisieren » 123mal
| kuppeln
Geschiitztes RNase-Harz 3430 17
abspalten und
deblockieren mit HF
Rohe RNase (SH)y 697 12
Sephadex G-75
RNase A (Monomerfraktion) 373 6.4
Trypsinverdauung
l Sephadex G-50
RNase A (Trypsinresistente Fraktion) 256 44
l (NH,);SO,-Fraktionierung
RNase A 169 29

dene Menge Valin. Ein groBer Verlust (83%) trat beim suk-
zessiven Aufbau des Ribonucleasemolekiils durch ungenii-
gende Stabilitdt der Bindung zum Harz auf, weitere Verlu-
ste von insgesamt 80% entstanden bei der Abspaltung vom
Harz mit HF und bei der Reinigung. Das abgespaltene
Rohprodukt wurde mit Luft oxidiert, um die vier Disulfid-
bindungen zu erzeugen, und die Monomerfraktion wurde
durch Gelfiltration isoliert. Monomere mit falschen Disul-
fidbindungen oder falscher Faltung wurden durch Trypsin
verdaut, und die gebildeten tryptischen Fragmente wurden
vom unverdauten Protein abgetrennt. Ammoniumsulfat-
fraktionierung ergab das gereinigte Enzym mit etwa 80%
der spezifischen Aktivitit von nativer Ribonuclease A.
Zwar konnten wir nicht behaupten, daB unser Produkt vol-
lig rein war oder daB die Synthese einen Strukturbeweis
fiir Ribonuclease geliefert hitte, doch konnten wir sagen,
daB das synthetische Produkt in seinen chemischen und
physikalischen Eigenschaften sehr gut mit denen des nati-
ven Proteins iibereinstimmte und daB es ein echtes Enzym
war. Verglichen hatten wir natives und kiinstliches Enzym
durch Aminosdureanalyse, Enzymverdauungen, zweidi-
mensionale Auftrennung der tryptischen Peptide (,,peptide
maps‘‘), Papierelektrophorese, Gelfiltration, Ionenaus-
tauschchromatographie und Antikdrperneutralisierung.
HPLC und Affinitdtschromatographie standen noch nicht
zur Verfiigung.
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Tabelle 2 zeigt die Abhingigkeit der Aktivitiat des syn-
thetischen Enzyms vom Grad der Reinigung. Da sowohl
die spezifische Aktivitdt als auch die Zahl der Einheiten
der RNase mit fortschreitender Reinigung anstiegen, wur-
den entweder inhibitorische Verunreinigungen entfernt,

Tabelle 2. Ribonuclease-A-Aktivitit.

Reinigungsstufe Spezifische Gesamtaktivitit
Aktivitat mg RNase
(%] 2g Harz

Spaltung mit HF 2 14

Sephadex G-75 9 33

IRC-50 13 53

Trypsin 61 . 156

(NH,),S0, ’ 78 132

oder das Molekiil nahm mehr und mehr die Konformation
der nativen Struktur an. Die Substratspezifitit des synthe-
tischen Enzyms entsprach derjenigen von RNase A: Es
wurden sowohl groBe (RNA) als auch kleine (cyclisches
2',3’-Cytidinmonophosphat) Substrate gespalten und da-
mit beide Reaktionsschritte (Transphosphorylierung und
Hydrolyse) katalysiert; die synthetische RNase war spezi-
fisch fiir D-Ribose statt D-Desoxyribose und fiir eine Pyri-
midinbase statt einer Purinbase an der 3’-Position des
Phosphodiestersubstrats (Tabelle 3). Die K\,-Werte gegen-
tiber RNA waren fiir das natiirliche und das synthetische
Enzym gleichfalls gleich.

Tabelle 3. Substratspezifitit von synthetischer Ribonuclease A.

Substrate Aktivitat [%]
Ribonucleinsiure (RNA) 78
Desoxyribonucleinsiure (DNA) 0
cyclisches Cytidin-2’,3’-monophosphat (C>p) 65
cyclisches Guanosin-2’,3’-monophosphat (G>p) 0
5'-(3'-Guanylylcytidylsdure (GpCp) 0
5'-(3'-Adenylyl)adenylsiure (ApAp) 0

Die gereinigte RNase wurde auf einer CM-Cellulose-
sdule mit natiirlicher und mit reduzierter-reoxidierter na-
tiirlicher RNase A verglichen. Nach diesem Kriterium, das
zuerst von White® angewandt worden war, um zu zeigen,
dafl RNase A nach Reduktion und Reoxidation der Disul-
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fidbindungen vom nativen Enzym nicht zu unterscheiden
ist, waren die drei Ribonucleasen identisch. Die Experi-
mente von White®™® fiihrten zur Hypothese, da8 die Pri-
mérstruktur eines Proteins dessen Tertidrstruktur be-
stimmt®', Unsere Befunde stiitzten auf neuartige Weise
diese Hypothese. Die Tatsache, daB3 der Synthese als ein-
zige Information die Aminosiuresequenz zugrunde lag,
bedeutete, daB die Primirstruktur die Faltung des Mole-
kiils in die aktive Tertifirstruktur bestimmt. Die Synthese
eines aktiven Enzyms, das einzig und allein aus Aminosiu-
ren aufgebaut war, erbrachte auch einen neuen Beweis fiir
die heute aligemein akzeptierte Anschauung, daB schon
ein einfaches Protein, das keine anderen Komponenten
enthilt, enzymatisch aktiv sein kann.

Struktur-Funktions-Untersuchungen an Ribonuclease

Die Synthese der Ribonuclease A beantwortete einige
fundamentale Fragen und bildete die Grundlage fiir neue
Untersuchungen zur Beziehung zwischen Struktur und
Funktion dieses Enzyms. Das von Richards®®? entdeckte
klassische S-Peptid-S-Protein-System war hierfiir ideal ge-
eignet, weil ein kleines Peptid (Reste 1-20) und eine groBe
Proteinkomponente (Reste 21-124) nicht-kovalent kombi-
niert werden konnten und dabei die nahezu volle enzyma-
tische Aktivitit regeneriert wurde. Die intensiven Studien
in den Laboratorien von Hofmann®® und Scoffone®¥ iiber
die Synthese des S-Peptids und dessen Kombination mit
nattrlichem S-Protein hatten bereits eine groBe Zahl von
Informationen iiber die Bedeutung einzelner Reste der N-
terminalen Region des Enzyms erbracht. Wir nahmen uns
vor, diese Region der RNase auf dem Wege der Totalsyn-
these zu untersuchen (Abb. 9). Zu Beginn unserer Arbeiten

S-Peptid 20

LAl Alo-0OH
H
|

1 Lys Ser 2!

i c2 I
ys Ser
Cys 5?’

65 Asn
I
58 ] Tylr 25
Cys 84 Cys-Cys 26
1 124
Cys ———————Vol-0H
(% -
Cys

[
Cys
Q0

S-Protein

Abb. 9. Das S-Peptid-S-Protein-System.

synthetisierten wir S-Protein (21-124) und S-Protein (26-
124). Die vier Disulfidbindungen der partiell gereinigten
Proteine wurden reduziert, und die reduzierten Proteine
wurden mit synthetischem S-Peptid gemischt, reoxidiert
und auf enzymatische Aktivitit gepriift. Jedes dieser Gemi-
sche hatte dieselbe Aktivitit wie das Produkt mit nativem
S-Protein nach identischer Behandlung. Daraus wurde ge-
schlossen, daB S-Protein synthetisiert worden war und daf3
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die fiinf Reste 21-25 fiir die Bindung und Reaktivierung
nicht notwendig sind. Nach einer Réntgen-Strukturanaly-
sel*! war vorausgesagt worden, daB die Serinreste in den
Positionen 21, 22 und 23 wahrscheinlich nicht notwendig
sind, daB aber Asn 24 und Tyr 25, die in RNase S an fiinf
Wasserstoffbriicken beteiligt sind, fiir die Bildung des akti-
ven Komplexes essentiell sein konnten. Unsere Untersu-
chungen zeigten, daB3 sie es nicht sind.

Einige Jahre vorher hatte mich die Frage interessiert, ob
nicht ein Peptid vom Carboxyende der RNase eine dhnli-
che Funktion wie das S-Peptid am Aminoende ausiiben
konnte. Deshalb synthetisierten wir das Tetradecapeptid
RNase-111-124. Dann wurde RNase durch Carboxyme-
thylierung des Imidazolrings von His 119 inaktiviert.
Versuche, das Enzym durch Hinzufiigen des synthetischen
Peptids zu reaktivieren, verliefen negativ. Etwas spiter ge-
lang es Lin, in unabhingigen Untersuchungen eine Reihe
verkiirzter Ribonucleasen - RNase 1-120, RNase 1-119
und RNase 1-118 - durch enzymische Verdauung herzu-
stellen®®. Wenn das synthetische Peptid 111-124 mit die-
sen inaktiven Proteinen gemischt wurde, entstand hohe en-
zymatische Aktivitdt®”, und es wurde offenbar, daB am C-
terminalen Bereich der RNase ein System existiert, das
dem am N-terminalen Zhnelt.

Wir machten dann die interessante Entdeckung, daB das
C-terminale Peptid 111-124, das His 119 enthilt, das N-
terminale Peptid 1-20, das His 12 enthilt, und die zentrale
Proteinkomponente 21-118 mit Lys 41 einen nicht-kova-
lent gebundenen Komplex bilden, der Ribonuclease-Akti-
vitit hat. Drei Komponenten, von denen jede einen der
Reste enthilt, die fiir die enzymatische Aktivitit erforder-
fich sind, konnten also einen Kompliex bilden, der die spe-
zifische geordnete Struktur hat, die fiir Substratbindung
und katalytische Aktivitit notwendig ist.

Wir fiihrten dann eine Reihe von Synthesen durch, um
die Funktion einzelner Aminosiurereste der C-terminalen
Region zu kliren. Diese Untersuchungen kdnnen anhand
von Abbildung 10 zusammengefaBBt und diskutiert werden.
Wenn Peptide, die kiirzer als die Sequenz 111-]24 sind,
mit RNase 1-118 kombiniert wurden, nahmen Bindungs-
konstante und Aktivitit stufenweise ab; Peptid 117-124
war inaktiv. Dies deutete an, daB jeder Rest einen Beitrag

Abb. 10. Dreidimensionale Darsteilung der Ribonuclease-Fragmente 1-20,
21-118 und 111-124.

807



zur Bindung leistet™®, Im Komplex der Komponenten 1-
118 und 116-124 war immer noch eine Uberlappung von
drei Resten vorhanden. Es wurde dann gefunden, daf3 der
Komplex 1-115+116-124, bei dem keine Reste iiberlap-
pen, eine hundertmal groBere Bindungskonstante hat?.
Durch diese Experimente wurde auch gezeigt, dal Tyr 115
fiir die enzymatische Aktivitit nicht notwendig ist.

Die Bedeutung von Phe 120 fiir die Stabilitdt der Ribo-
nuclease-Struktur und fiir die Interaktion mit den Pyrimi-
din-Substraten wurde durch Messung der Ubergangstem-
peratur bzw. durch Roéntgenbeugungs- und NMR-Untersu-
chungen demonstriert. Unsere Arbeiten mit synthetischen
Analoga am System RNase 1-118+ 111-124 ergaben, dall
der Austausch von Phe 120 durch Leu 120 oder Ile 120 die
Bindung um das fiinf- bzw. siebzehnfache herabsetzt und
die maximale enzymatische Aktivitit auf 10 bzw. 5% redu-
ziert. Dies wies auf die Bedeutung der aromatischen Sei-
tenkette des Phenylalanins fiir die Bindung zwischen Pep-
tid und Protein hin'*, Sie kann nur partiell durch eine hy-
drophobe aliphatische Seitenkette ersetzt werden, da in de-
ren Gegenwart das aktive Zentrum nicht exakt konstituiert
wird. Wurde der kleine Rest Ala oder der groBe aromati-
sche Rest Trp in Position 120 eingebaut, so konnte kein ak-
tiver Komplex erhalten werden. Das Peptid 111-124, in
dem Phe 120 durch Tyr 120, einen aromatischen Rest dhn-
licher Gréfle, ersetzt wurde, ergab mit RNase 1-118 einen
Komplex, der gegeniiber cyclischem Cytidin-2’,3"-mono-
phosphat als Substrat voll aktiv war und gegeniiber cycli-
schem Uridin-2‘,3-monophosphat 190% Aktivitat hatte!*".
Ein semisynthetisches Enzym, das erhohte Aktivitit hat,
war neu. K- und K;-Daten erlaubten den SchluB, da3 Phe
120 fiir die Substratbindung nicht essentiell ist, daB es aber
fiir die Stabilitit des Peptid-Protein-Komplexes und des
nativen Enzyms selbst sehr wichtig ist. In Gegenwart von
Substrat nahm die Bindungskonstante zwischen RNase 1-
118 und RNase 111-124 noch um den Faktor 50 zu.

Ahnliche Experimente wurden mit dem Asparaginséure-
rest in Position 121 durchgefiihrt. Wurde er durch Gluta-
minsdure ecsetzt, so sank die Aktivitit auf ca. 20%; die
Asn-121- und Ala-121-Analoga wiesen keine meBbare Bin-
dung auf. Abspaltung von Val 124 der RNase A beein-
trichtigte deren enzymatische Aktivitit nicht, ebenso redu-
zierte die Abspaltung von Val 124 des S-Proteins die Akti-
vitit des Komplexes mit dem S-Peptid nicht. Wurde hinge-
gen im C-terminalen Tetradecapeptid auf Val 124 verzich-
tet, so entstand mit RNase 1-118 ein nahezu inaktiver
Komplex; dies verdeutlichte die Notwendigkeit dieses hy-
drophoben Restes fiir die Peptid-Protein-Bindung. Der
kleinere aliphatische Rest Ala 124 konnte nur die Hilfte
der Bindungsenergie regenerieren™'.

Nach Befunden einer Réntgen-Strukturanalyse™? wer-
den die Uracil- und Cytosinreste der RNA und die ent-
sprechenden cyclischen Nucleotide wahrscheinlich durch
die in Abbildung 11 skizzierten Wasserstoffbriicken an Ri-
bonuclease gebunden. Fiir Uracil ist die Hydroxygruppe
von Thr 45 ein H-Acceptor, fiir Cytosin ein H-Donor. Da-
gegen ist die Hydroxygruppe von Ser 123 ein H-Donor fiir
Uracil und ein H-Acceptor fiir Cytosin, Wenn diese beiden
Hydroxygruppen als Methylether blockiert wiren, kénnten
sie nur noch H-Acceptoren sein; wiirden hingegen Thr 45
und Ser 123 z.B. durch Alauin ersetzt, kénnten die beiden
Reste weder als Donor noch als Acceptor fungieren. Eine
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Abb. 11. Postulierte WasserstofTbriickenbindungen zwischen Uracil- und Cy-
tosinsubstraten und Ribonuclease.

geeignete Kombination dieser Variationsméglichkeiten
konnte zu einer synthetischen Ribonuclease mit verinder-
ter Substratspezifitit fiihren. Analoga dieser Art wurden
fiir Ser 123 hergestellt"*?,

Das Tetradecapeptid mit Alanin in Position 123 bildete
mit RNase 1-118 einen Komplex, der eine deutliche Selek-
tivitit fiir Cytosinsubstrate gegenliber Uracilsubstraten
(entweder die cyclischen 2°,3’-Nucleotide oder Polynucle-
otide) hatte (Tabelle 4). Ersatz durch O-Methylserin verin-
derte die Substratspezifitit nicht. Aus diesen Ergebnissen

Tabelle 4. Substratselektivitit von [Ala'**}-RNase-Komplexen.

Enzym Selektivitdt (k./K )
>p
U>p
RNase A 4.6
[Ser'**)-RNase 111-124+ RNase 1-118 5.0
[Ala'®}-RNase 111-124+ RNase 1-(18 9

wurde geschlossen, dall eine Wasserstoffbriicke zwischen
der Hydroxygruppe von Ser 123 und der C*-Aminogruppe
von Cytosin fiir Substratbindung und katalytische Aktivi-
tdt nicht wichtig ist, dal aber die Wasserstoffbriicke zwi-
schen der Hydroxygruppe von Ser 123 und der C*-Carbo-
nylgruppe von Uracil einen signifikanten Beitrag zu Bin-
dung und Aktivitit leistet; wenn Serin durch Alanin ersetzt
wird, fehlt diese Wasserstoffbriicke, und die Aktivitit ist
reduziert. Der entsprechende Austausch von Thr 45 durch
Ala 45 und O-Me-Ser 45 erfordert die Totalsynthese des
Enzyms; diese sehr viel schwierigeren Experimente sind
noch nicht abgeschlossen. Wir vermuten, daB3 die Substrat-
bindung an Thr 45 viel fester als an Ser 123 ist und daB
Anderungen in dieser Position zu einer viel gréBeren Sub-
stratselektivitit fiithren.

Verbesserungen der Festphasen-Peptidsynthese

Obgleich sich die Festphasen-Synthese in ihrer ur-
spriinglich eingefiithrten Version fiir die Untersuchungen
an Ribonuclease bewihrt hatte, bestand kein Zweifel, daB
Verbesserungen notwendig waren. Eine betraf die Art der
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Bindung des Peptids an das Harz. Wenn die Strategie der
unterschiedlichen Saurestabilitat der N*- und C*-Gruppe
beibehalten werden sollte, war eine Peptid-Harz-Bindung
mit erhéhter Sdurestabilitit nétig. Wir vermuteten, daBl der
Einschub einer Acetamidomethylgruppe zwischen den
Benzylester und die Polystyrolmatrix die Stabilitidt des
Benzylesters gegeniiber Trifluoressigsdure etwa um den
Faktor 25 bis 400 erhéhen wiirde. Wir setzten den Plan in
die Tat um und fanden, daB sie hundertmal stabiler war als
die einfache Benzylester-Verkniipfung¥, Zuerst entwik-
kelten wir eine neue Methode zur Synthese des Aminome-
thylharzes durch Friedel-Crafts-Reaktion von N-Hydroxy-
methylphthalimid und Polystyrolharz unter AlCl;-Kataly-
se**. Das Harz wurde dann mit einem Derivat der C-ter-
minalen Aminosdure unter DCC-Aktivierung gekuppelt;
bei dem Derivat handelte es sich um N®-Boc-aminoacylo-
xymethylphenylessigsdure, ein Copolymer aus Polystyrol
und Divinylbenzol (1%), das Acyloxymethylphenylacet-
amidomethylgruppen trug (Acyloxymethyl-Pam-Harz)
(Abb. 12). Dieses neue Priparat ist gegeniiber Sdure stabi-

0 0
R-C-O—CH2-©-CH2-C-NH-CH2

Abb. 12. Acyloxymethyl-Pam-Harz.

ler und es ist reiner, da es aus gereinigten, gut charakteri-
sierten Zwischenstufen gewonnen wird. Es ist frei von
Chlormethylgruppen, die Quaternisierung und Ionenaus-
tauschreaktionen hervorrufen k6nnen, und auch frei von
Hydroxygruppen, die iiber den Umweg der Trifluoracety-
lierung die Verlingerung von Peptidketten verhindern
kénnen!*sl,

Als alternative Schutzgruppenstrategie kann ein ,,ortho-
gonales System*™” beniitzt werden, in dem N, C*- und
Seitenketten-Schutzgruppen drei verschiedene Verbin-
dungstypen reprisentieren, die durch drei verschiedene
Reaktionstypen abspaltbar sind. Auf diese Weise kann
jede Schutzgruppenklasse selektiv in Gegenwart der bei-
den anderen entfernt werden. Abbildung 13 illustriert ein
solches System. Der die Peptidkette verankernde o-Nitro-
benzylester ist photolabil, jedoch stabil gegeniiber Sauren
und Nucleophilen; die funktionellen Gruppen in den Sei-
tenketten werden mit fert-Butylgruppen geschiitzt, die sehr
sdurelabil, gegeniiber Licht oder Nucleophilen aber stabil
sind; die N®-Schutzgruppe schlieflich ist der Dithiasucci-
nylrest, der durch nucleophile Thiole entfernt wird, jedoch
sdure- und photostabil ist. Dieses System wurde vor kur-
zem erprobt und lieferte ausgezeichnete Ergebnisse!*®.

CHa
CHs’C'CH
9 GHs
0 TR cuyCoh,
NH 0
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H—— ',N CH——C-NH ——CH
o

Abb. 13. Schema einer Anwendung von ,orthogonalen* Schutzgruppen.
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Wasserfreier Fluorwasserstoff, das iibliche Deblockie-
rungsreagens in der Festphasen-Peptidsynthese, fiihrt als
sehr starke Saure (pK,= — 10.8) zu Nebenreaktionen. Da-
bei entstehen Carbokationen, die Tyrosin-, Tryptophan-,
Methionin- und Cysteinreste des Peptids alkylieren kén-
nen. Weiterhin kann HF die Seitenkettencarboxygruppe
von Glutaminsdureresten protonieren und dehydratisieren,
wobei das sehr reaktive Acylium-lon entsteht, das die aro-
matischen Ringe von Anisol und anderen kationenabfan-
genden Verbindungen, die im Gemisch enthalten sind, acy-
liert. Aktivierte Glutaminsiurereste kénnen auch Pyrroli-
don(Pyroglutaminsdure)-Verbindungen bilden. Asparagin-
sdurereste kdnnen in Gegenwart von HF durch Ringschlu3
zum Aspartimid-Derivat reagieren, durch anschlieBende
Offnung des Rings entstehen B-Asparaginsiurereste. Diese
unerwiinschten Reaktionen resultieren aus dem Sy1-Me-
chanismus der Abspaltung des Peptids vom Harz unter
den iblichen Bedingungen (90% HF +10% Anisol, 0°C,
1 h). Wir vermuteten, daB8 unter Bedingungen, die die Ab-
spaltung nach einem Sy2-Mechanismus erméglichten, bei
dem die Acidolyse durch ein Nucleophil unterstiitzt wird
und keine Carbokationen auftreten (Abb. 14), diese Pro-
bleme vermindert oder vermieden werden kénnten. Dr. Ja-
mes Tam und Bill Heath, ein Doktorand, waren bei der Su-
che nach geeigneten Bedingungen erfolgreich und konnten
so die Festphasen-Peptidsynthese verbessern',

Es mufite eine schwache Base gefunden werden, die die
Sidurewirkung von HF reduzierte, die aber im vorliegenden
sauren Milieu weitgehend unprotoniert und nucleophil
bleiben sollte. Sie muBte schwicher basisch sein als die ab-
zuspaltenden Gruppen, damit jene bevorzugt protoniert
wiirden. Ideal erfiillte die Anforderungen Dimethylsulfid
(DMS). Es hat einen pK,-Wert von —6.8. Die zu spalten-
den Benzylether, -ester und -carbamate weisen solche von
—2 bis — 5 auf. Es ist ein gutes Lésungsmittel fir HF, und
es ist fliichtig und deshalb leicht aus dem Reaktionsge-
misch zu entfernen. Eine dquimolare Mischung von HF
und DMS (1:3, V/¥) hat einen mit Hilfe von Hammett-
Indikatoren bestimmten pK,-Wert zwischen —4.6 und
—5.2. Die Mechanismen der Abspaltung verschiedener,
auf dem Benzylrest basierender Schutzgruppen durch HF/
DMS-Gemische wurden durch kinetische Experimente
und Produktanalyse untersucht. Auf Grund fritherer Be-
funde iiber H,SO,-Hydrolyse von Alkylacetaten®® wurde
mit steigender Sdurekonzentration ein scharfer Anstieg der
Geschwindigkeitskonstante erwartet. An einem bestimm-
ten Punkt wechselt der Mechanismus von Sn2 nach Syl.
Ein solcher Wechsel wurde bei der Spaltung von O-Ben-
zylserin durch HF/DMS-Gemische gefunden; oberhalb
50% Volumenanteil HF stieg die Reaktionsgeschwindigkeit

c 0 CHz@c NHCHZ“
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Abb. 14. Sy1- und Sn2-Acidolyse.

rasch an, wodurch die Anderung des Mechanismus deut-
lich wurde. Abbildung 15 zeigt die Produktanalyse der
Spaltung von Tyrosinbenzylether als Funktion der HF-
Konzentration. Bei einem HF-Anteil iiber 15% war die Ty-
rosinausbeute nach 1h bei 0°C quantitativ, als weiteres
Produkt wurde Benzyl(dimethyl)sulfoniumsalz gebildet.
Zwischen 40% und 50% HF-Anteil nahm die Ausbeute an
Sulfoniumsalz ab, wiithrend die des unerwiinschten Neben-
produkts 3-Benzyltyrosin anstieg. Wiederum erfolgte eine
Anderung des Mechanismus von Sn2 nach Syl bei einer
HF-Konzentration von 40-50%. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von 5-10% Kresol beschleunigt. Als optimal
erwies sich ein Gemisch aus 25% HF, 65% DMS und 10%
Kresol, das wir als ,,schwaches HF* (,low HF*) bezeich-
nen.
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Abb. 15. Produktanalyse der Spaltung von Tyrosinbenzylether mit Gemi-
schen von HF und Dimethylsulfid in Abhingigkeit vom HF-Anteil.

»Schwaches HF* verhinderte auch die Bildung von Acy-
lium-Ionen in Glutamyl- und Aspartylpeptiden sowie Acy-
lierung und Imidbildung. Es erwies sich weiterhin als sehr
wirkungsvoll in der Umwandlung von Methioninsulfoxid
zu Methionin (Coprodukt: Dimethylsulfoxid). In Gegen-
wart von 5% eines Thiols (z. B. Thiokresol) erméglichte es
auch eine nahezu quantitative Abspaltung der Formyl-
schutzgruppe vom Indol-Stickstoffatom des Tryptophans
(Coprodukt: HC(SR);). Bei hoher HF-Konzentration
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(90%) laufen die beiden letztgenannten Reaktionen wegen
Protonierung der Reagentien nicht ab.

Die Derivate Arg(Tos), Arg(NO,), Cys(4-MeBzl) oder
Asp(Octyl,Hexy!) werden durch ,schwaches HF* nicht
deblockiert. Peptide, die diese und bestimmte andere Reste
enthalten, miissen deshalb nach Entfernung von DMS mit
HF hoher Konzentration (90%) nachbehandelt werden. Da
jedoch die meisten potentiellen Carbokationen im Peptid
bereits als weniger reaktive Dimethylsulfoniumsalze abge-
fangen werden, entstehen auch bei der Reaktion mit
90proz. HF erheblich weniger Nebenprodukte.

Die Beachtung von Details ist essentiell

Ich kann nicht genug betonen, wie wichtig es fiir die
Synthese eines Peptids von hoher Qualitit ist, selbst dem
kleinsten Detail Aufmerksamkeit zu schenken. Die wich-
tigsten Nebenprodukte der Festphasen-Peptidsynthese
kénnen in Terminierungs- und Deletionspeptide sowie
modifizierte Peptide eingeteilt werden. GroBBe Anstrengun-
gen sind unternommen worden, um die Nebenreaktionen
zu unterdriicken. Zuallererst ist darauf zu achten, daBl mit
reinen, gut charakterisierten Harzen, reinen Aminoséure-
derivaten und reinen Lésungsmitteln gearbeitet wird. Die
meisten Nebenreaktionen kdnnen heute durch die Wahl
geeigneter Kupplungsmethoden und -bedingungen®" ver-
hindert oder doch stark zuriickgedrangt werden. Es ist
wichtig, die Vollstindigkeit der Kupplungsreaktionen zu
kontrollieren, um das Auftreten von Deletionspeptiden, in
denen ein oder mehrere Aminosdurereste fehlen, zu ver-
meiden. Fiir diesen Zweck eignet sich die quantitative Nin-
hydrinreaktion*?, die noch positiv ist, wenn nur 0.1% der
Ketten nicht reagiert hat, die Kupplungsausbeute also
99.9% betrigt. Nachdem eine Peptidkette synthetisiert wor-
den ist, konnen durch Festphasen-Sequenzierung®™ die
Deletionssequenzen quantifiziert werden™*, Abgesehen
von Spezialfillen stellt die Racemisierung bei der schritt-
weisen Festphasen-Synthese gewdhnlich kein Problem
dar; empfindliche Detektionsmethoden stehen auch hier-
fiir zur Verfiigung!®®. Wenn die in diesem Abschnitt er-
wohnten VorsichtsmaBregeln getroffen werden, ist in den
meisten Fillen mit befriedigenden Ergebnissen zu rech-
nen.

Einige neuere Peptidsynthesen

Eine sehr groBe Zahl von Peptiden ist in den letzten Jah-
ren via Festphasen-Synthese hergestellt worden, und es ist
vollig unmaoglich, diese Synthesen hier im einzelnen zu be-
schreiben. In meinem Laboratorium haben wir uns mit
Synthesen von Apamin®®, Thymosin a,"”, Glucagon*¥
und Cecropin AP*%% beschiftigt. Fiir diesen Bericht habe
ich Synthesebeispiele ausgewihlt, die zur Erlduterung der
gegenwirtig bearbeiteten Gebiete beitragen.

Ein ausgezeichnetes Beispiel einer peptidsynthetischen
Untersuchung, die zu niitzlichen Medikamenten fiihrte, ist
die Entwicklung von Vasopressin-Analoga, die hohe anti-
diuretische Aktivitdt haben und im wesentlichen frei von
blutdrucksteigernder Wirkung sind; die von Manning und
Sawyer et al.'! synthetisierten Derivate eignen sich fiir die
Behandlung von Diabetes insipidus. Das beste Analogon
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war |-Desamino(4-valin 8-D-arginin)vasopressin. Eben-
falls durch Synthese stieBen sie auf Argininvasopressin-
Analoga, die starke Inhibitoren antidiuretischer und blut-
drucksteigernder Aktivitit sind und bei Patienten mit Hy-
ponatridmie, die durch iibermiBige Retention von Wasser
verursacht wird, Verwendung finden'*?; am wirksamsten
ist das Analogon [1-(B-Mercapto-8,8-cyclopentamethylen-
propionsiure),2-D-phenylalanin,4-valin]-argininvasopres-
sin,

In einigen Fillen werden Festphasen-Synthesen im
kommerziellen MaBstab durchgefiihrt. Ein gutes Beispiel
ist Lachs-Calcitonin'®*. Es wurde in Ansitzen von 50-
100 g in hoch gereinigter Form hergestellt. Dieses aus 32
Aminosdureresten bestehende Hormon ist sehr wirksam
bei der Behandlung der Paget-Krankheit und anderer
Symptome von Hypercalcimie.

Das Gebiet, das gegenwdrtig am meisten interessiert und
am intensivsten bearbeitet wird, ist zweifellos die Synthese
von Peptiden zur Aufkldrung der immunogenen Determi-
nanten von Proteinen und zur Entwicklung synthetischer
Impfstoffe gegen virale und andere Infektionskrankheiten.
Die Arbeiten aus dem Laboratorium von Lerner'®! haben
dazu einen wichtigen AnstoB gegeben. Synthetische Anti-
gene sind auch fiir die Entwicklung von Diagnostica und
die Produktion von Antikérpern als Hilfsmittel fir die
Auffindung und Isolierung nicht identifizierter Genpro-
dukte niitzlich.

Um die Bedeutung von ,,neuer Chemie* und die Not-
wendigkeit der Beachtung von Details bei der Anwendung
der Festphasen-Peptidsynthese noch einmal zu unterstrei-
chen, mochte ich neue Arbeiten am epidermalen Wachs-
tumsfaktor (EGF) von Bill Heath'* erwihnen. EGF stimu-
liert die Zellproliferation, inhibiert die Sekretion der Ma-
gensiure und spielt eine Rolle in der embryonalen Ent-
wicklung. Die Struktur dieses aus 53 Aminosiureresten be-
stehenden Peptids®® zeigt Abbildung 16. Es ist ein hydro-
phobes, stark quervernetztes, kompaktes Molekiil, das, wie
andere Autoren fanden, nur sehr schwer zu synthetisieren
ist. Unter Verwendung des neu entwickelten Pam-Harzes,
verschiedener neuer Schutzgruppen, reiner Reagentien,
der quantitativen Monitorverfahren, der neuen HF-Ab-
spaltungsmethoden und unter Beachtung aller anderen be-
kannten VorsichtsmaBregeln zur Verhiitung von Nebenre-
aktionen gelang ihm eine nahezu quantitative Synthese der
Peptidkette und eine Abspaltung mit einer Ausbeute von
97%, wobei ein Rohprodukt entstand, an dem das ge-
wiinschte EGF einen Anteil von 65% hatte. Das syntheti-
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Abb. 16. Struktur des epidermalen Wachstumsfaktors aus Méusen.
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sche EGF konnte leicht als hochreines Produkt, das auf ei-
ner C,3-HPLC-S4ule exakt die gleiche Retentionszeit wie
natiirliches EGF hat (Abb. 17), isoliert werden. Im emp-
findlichen und charakteristischen Leydig-Zellen-Wachs-
tumstest hatten synthetisches und natiirliches EGF identi-
sche Aktivitit.
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Abb. 7. HPLC-Analyse von synthetischem EGF.

Aus der Fiille der prisentierten Befunde schlieBen wir,
daB mit der Festphasen-Synthese Peptide bis zu einer
Linge von 50 Resten oder etwas dariiber rasch, in guter
Ausbeute und hoher Reinheit hergestellt werden konnen.
Dies ist weit mehr, als ich bei Einfiihrung der Methode er-
warten konnte.

Als Beispiel fiir die Synthese eines Proteins habe ich un-
sere neueren Untersuchungen iiber Interferon gewihlt. Die
Sequenz von Human-Leukocyteninterferon-a, wurde zu-
erst aus der DNA-Sequenz des klonierten Gens abgelei-
tet!®’), Sie enthélt 166 Aminosiurereste, darunter fiinf Cy-
steinreste (Abb. 18). Die Aminosiuresequenz von isolier-

- _ _ Glu - - - Asp-Asn - PRy -
1 Cys-Asp-Leu-Pro cln Thr-His-Ser-Leu Gly-Ser Arg-Arg-Thr-leu

- _ - - - Ser-Arg - Pro-Ser - - -
l6 Metr-leu-Leu-Ala-Gln HEt-Arg—Lys Ile-Ser ;. pne Se¥-Cys-leu
31 :;; Asp-Arg-Kis-Asp-Phe-Gly-Phe-Pro-Gln-Glu-Glu-Phe 5P G1y-

- e Tvee Pro-ala Ser - i Leu
46  Asn-Gln-Phe-Gln-Lys-Ala .\, o0 Ile o Val-Leu-Ris-Glu Met

61 1le-Gln-Gln-Ile-Phe-Asn-Leu-Phe ';:: Thr-Lys-Asp-Ser-ser-Ala-

_ _ Asp e SR Cys
76 Ala-Trp-Asp-Glu Thr lLeu-Leu-Asp-lys-Phe Nr

Met _ . Glu-Glu~Arg
11e %17 Giy-val-Gly

Thr-Glu-Leu~-Tyr-
91 Gln-Gln-Leu-Asn-Asp-Leu-Glu-Ala-Cys-val

Gly Asn-hla

106

121

136

151

val Glu-Thr-Pro-leu-Met Asp-Ser-lle-Léu-Ala-Val-

Thr Lys-Glu

LYE ) ys-Tyr-Pne 2‘9 Arg-1le-Thr-Leu-Tyr-leu 1%

Arg 1n Lys Glu-LlLys-Lys-

Tyr-Ser-Pro-Cys-Ala-Trp-Glu-val-vVal-Arg-Ala-Glu-lle~Met-Arg-
166
Asn~Leu-Gln-Glu-Arg-Leu-Arg-Arg-Llys-~Glu

Ser Irf:: Ser-leu-Ser-Thr

Abb. 18. Sequenzen der Leukocyteninterferone a, und a,.

tem Human-Leukocyteninterferon-a, wurde auch protein-
chemisch bestimmt!®®); sie wies nur 155 Reste auf. Zwi-
schen den beiden Sequenzen besteht ein hoher Grad an
Ubereinstimmung, die letztgenannte hat jedoch eine Dele-
tion an der Position von Asp* und ist, entgegen der Vor-
hersage aus der DNA-Sequenz, am COOH-Ende zehn Re-
ste kiirzer (Abb. 18). Wir haben diese beiden Proteine und
auch deren Ser'-Analoga synthetisiert und durch Reduk-
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tion, Gelfiltration, Reoxidation, wiederum Gelfiltration
und Affinititschromatographie auf einer Siule, die immo-
bilisierte Antikérper gegen polyklonales Human-Leukocy-
teninterferon enthielt, gereinigt'®”. Die synthetischen Pro-
teine sowie natirliches und rekombinantes Interferon hat-
ten in antiviralen Tests gegen ein breites Spektrum von
Zellinien eine Aktivitit von 10° bis 10° Einheiten/mg. Ent-
wicklung und Dauer des antiviralen Zustands waren eben-
falls dhnlich. Synthetisches [Ser'}-Interferon-a, und natiir-
liches Human-Leukocyteninterferon-o zeigten vergleich-
bare Wachstumsinhibierung von K-562-Zellen. [Cys']-In-
terferon-a, und natiirliches Human-Leukocyteninterferon-
o verursachten einen dhnlichen Anstieg der Aktivitit von
natiirlichen Killerzellen, wihrend synthetisches [Ser']-In-
terferon-a, eine Abnahme dieser Aktivitit bewirkte. Alle
vier synthetischen Interferone werden von immobilisierten
polyklonalen Anti-Human-Leukocyteninterferon-a-Anti-
kérpern unter dhnlichen Bedingungen eluiert.

Diese Ergebnisse sind ermutigend, doch bleibt noch viel
zu tun, um zu gewihrleisten, daB selbst kleine Proteine in
hoher Ausbeute und Reinheit synthetisiert werden konnen.
Ich glaube, dal wir in dieser Hinsicht optimistisch in die
Zukunft blicken kénnen.

Ich schulde ganz besonderen Dank meinen Lehrern Dr.
M. S. Dunn von der University of California, Los Angeles,
und Dr. D. W. Woolley von der Rockefeller University. Meh-
rere meiner fritheren und jetzigen Mitarbeiter sind schon ge-
nannt worden, aber den vielen anderen, die nicht namentlich
erwdhnt wurden, bin ich gleichermafen dankbar, weil sie alle
zum Fortschritt unserer Arbeit beigetragen haben. Schlief3-
lich méchte ich fiir die fortwdhrende Unterstiitzung durch die
Rockefeller University und die National Institutes of Health
danken.
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