CHEMI

Auf dem Weg zur chemischen Synthese von Proteinen

Von Ernst Bayer *

Die chemische Totalsynthese von Proteinen tritt in die Phase der Realisierbarkeit ein. Damit
wird Wirklichkeit, was Emil Fischer schon 1902 voraussagte**!: _Ich sehe deshalb die Zeit
voraus wo die physiologische Chemie ... sich auch kiinstliche Fermente bereitet."* Die bisher
fiir Peptide aus bis zu zwanzig Aminoséduren sicher etablierte Festphasensynthese an polyme-
ren Tridgern konnte durch die Entwicklung neuer Polymere und moderner Methoden zur
Trennung und Charakterisierung von Polypeptiden wesentlich verbessert werden. Hydrophi-
lie, mdglichst homogene KorngréBenverteilung, gleiche Quellung in verschiedenen zur Peptid-
synthese verwendeten Losungsmitteln sowie Druckstabilitdt sind die wesentlichsten Eigen-
schaften der neuen Triger fiir schnelle Peptidsynthesen im kontinuierlichen Durchfluf. Mit
Pfropfcopolymeren aus schwach vernetztem Polystyrol und linearem Polyethylenglycol kann
im Routinebetrieb der Synthesecyclus fiir die Ankniipfung eines Aminosdurerestes auf 10 -
20 min verkiirzt und zugleich eine héhere Ausbeute erzielt werden. Mit monodispersen Pfropf-
copolymeren von 10 um Durchmesser 148t sich die Dauer eines Synthesecyclus im Prinzip auf
1-5 min verringern. Mit dieser Hochgeschwindigkeits-Festphasensynthese konnen auch ldn-
gere Peptide bis in den Bereich von Proteinen in wenigen Stunden aufgebaut werden. Mit
neueren massenspektrometrischen Methoden, wie der lonenspray-Massenspektrometrie, kon-
nen Proteine bis zu Molmassen von 100 kDa charakterisiert werden, und mit der Kapillar-
zonenelektrophorese steht neben der HPLC eine weitere effiziente Trennmethode zur Verfi-

gung.

ANGEWANDTE

103. Jahrgang 1991
Heft 2
Seite 117-222

1. Einleitung

Die chemische Synthese von Peptiden hat in den vergange-
nen zwanzig Jahren einen groBen Aufschwung erfahren. Bei
vielen neu isolierten natiirlichen Wirkstoffen mit Peptid-
struktur, wie Hormonen, Neuropeptiden, Antibiotica, die
oft nur in kleinen Mengen rein gewonnen werden konnten,
hat sich die Synthese zur endgiiltigen Strukturaufklidrung als
unerldBlich erwiesen. Die Erforschung der Bezichungen zwi-
schen Struktur und biologischer Aktivitdt bei Peptidwirk-
stoffen erfordert die Synthese von vielen Peptiden mit vari-
ierten Sequenzen. In der Immunologie ist die Peptidsynthese
ebenfalls ein unerldBliches Werkzeug geworden. So ist zur
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Epitop-Charakterisierung und Antikorperbildung die Syn-
these von iberlappenden Peptidsequenzen notwendig.

Der Aufschwung der chemischen Peptidsynthese wire
ohne die von Merrifield'! *!eingefithrte Festphasensynthe-
se an polymeren Trdgern nicht moglich gewesen. Fiir den
aufenstehenden Betrachter scheint es, als ob auf diese Art
jedes Peptid routinemiBig synthetisiert werden konnte, und
die heute verfilgbaren Syntheseautomaten verstirken diesen
Eindruck noch. Es verwundert daher nicht, daf seit der Ein-
fiihrung der Festphasensynthese immer wieder vorausgesagt
wurde, daB die chemische Synthese von Proteinen bald zu
einer Routineangelegenheit wiirde. Tabelle 1 zeigt an einigen
ausgewdhlten Beispielen, daB seit iiber zwanzig Jahren im-
mer wieder gelegentlich Berichte iiber die Festphasensynthe-
se von Proteinen in der Literatur auftauchen.

Wenn man die Reinheitskriterien der Organischen Synthe-
sechemie und der Arzneimittelsynthese anlegt, lieferte keine
der in Tabelle ! genannten ,,Proteinsynthesen* mit Sicher-

0044-8249/91/0202-0117 8 3.50 + .25/0 117



heit ein einheitliches Produkt. Diese Erkenntnis hat auch
dazu gefiihrt, daB nach den in den Jahren 1969 bis 1973
héufiger beschricbenen ,,Proteinsynthesen* in der Folgezeit
nur noch wenige Publikationen erschienen. Das Ziel einer
zuverlidssigen Synthese lingerer Polypeptide ist somit noch
nicht erreicht. Es ist aber lohnenswert, dieses Ziel anzu-
steuern. Denn bei den nach der Festphasenmethode durch-
aus rein herstellbaren kleineren Peptidwirkstoffen hat die
Synthese wesentliche Erkenntnisse iiber Zusammenhidnge
zwischen Struktur und biologischer Aktivitdt erbracht, wie
sie auch bei Proteinen erwartet werden kénnten, sofern eine
zuverlédssige Synthese moglich wire.

Tabelle 1. Versuchte Synthesen natiirlich vorkommender Proteine mit der Fest-
phasenmethode.

Protein Zahl der Jahr Autoren

Amino-

sdurereste
Ferredoxin 55 1968 Baver, Hagenmaier, Jung [133]
Ribonucleasc A 124 1969 Gutte, Merrifield {134]
Cytochrom ¢ 104 1969 Sano. Kurihara {135]
Wachstumshormon 188 1970 Li, Yamashiro [136]
Ribonuclease T, 104 1972 Izumiya [138]
Lysozym 129 1973 Sharp et al. {137]

Oft wird die Frage gestellt, ob durch die Mdglichkeiten der
Gentechnik zur Darstellung rekombinanter Proteine die che-
mische Synthese nicht iiberfliissig geworden sei. Solange eine
zuverldssige chemische Synthese nicht méglich ist. 148t sich
diese Frage nicht beantworten. Es ist aber einleuchtend, daf
bei genetisch nicht codierten Aminosduren oder bei
nachfolgender Derivatisierung der Proteine die chemische
Synthese eine geeignetere Darstellungsmethode sein konnte.
Wie man bei kleineren Peptiden durch Austausch von gene-
tisch codierten gegen nicht iibliche Aminoséduren iiberra-
schende biologische Wirkungen erzielt hat, kann dies auch
bei Proteinen erwartet werden. Vor allem die spezifische Ein-
fithrung '3C-markierter Aminosaurereste in Sequenzpositio-
nen des aktiven Zentrums von Enzymen fiir NMR-Studien
des Mechanismus ist nur durch die chemische Synthese mog-
lich. Die biotechnologische und die chemische Synthese kon-
nen sich daher gut erginzen, und die noch junge Wissen-
schaft des Protein-Design!® “®! wiirde von einer zuverlis-
sigen Synthese lingerer Peptide einen kriftigen Impuls er-
fahren.

Es ist daher wichtig, kritisch Bilanz zu ziehen iiber den
gegenwartigen Stand der automatisierbaren Peptidsynthesen
und kiinftige Entwicklungslinien aufzuzeigen.

2. Prinzip der Festphasensynthese nach Merrifield

Grundsitzlich gehort die Synthese an festen Trigern zur
Strategie des stufenweisen Aufbaus von Peptiden durch auf-
einanderfolgende Kupplungen der Aminosduren. Dieses
Vorgehen ist in der Peptidchemie mit niedermolekularen
Schutzgruppen seit lingerem bekannt!”), hat aber eine gerin-
gere Verbreitung als die klassische Kupplung von Fragmen-
ten® = 1% gefunden. Es war auch schon bekannt, daB die
stufenweise Kupplung jeweils vom C- zum N-terminalen En-
de erfolgen sollte! ' '21, da hier eine geringere Racemisie-
rung auftritt als bei der umgekehrten Orientierung. Die stu-
fenweise Kupplung unter Verwendung niedermolekularer
C-terminaler Schutzgruppen ist auch wegen der hiufigen
Schwerloslichkeit eines Kupplungspartners wenig verbreitet.
Eine Fortfiihrung der Synthese in soichen Fillen als hetero-
gene Reaktion scheitert an der schlechten Filtrierbarkeit der
Reaktionsmischung.

Die geniale Idee von Merrifield war nun, als C-terminale
Schutzgruppe ein Polymer zu verwenden, das gut filtrierbar
ist, z.B. ein mit Divinylbenzol (DVB) schwach vernetztes
chlormethyliertes Polystyrol, an das gemaB Schema 1 die
N-geschiitzte C-terminale Aminosdure gekniipft wird. Nach
Abspaltung der Aminoschutzgruppe wird die ndchste N-ge-
schiitzte Aminosédure gekuppelt und der Cyclus so oft wie-
derholt, bis das Peptid am Trédger aufgebaut ist. Der Vorteil
dieser Arbeitsweise liegt darin, daB groBe Uberschiisse an zu
kuppelnden Komponenten verwendet werden konnen, da sie
und alle zur Kupplung notwendigen Reagentien durch einfa-
ches Filtrieren vom polymergebundenen Peptid abgetrennt
werden konnen. Die miihsamen Zwischenreinigungen der
klassischen Peptidsynthese entfallen dadurch, und die Syn-
thesezeit wird erheblich kiirzer.

Fiir die Peptidkupplung wurde urspriinglich Dicyclo-
hexylcarbodiimid als Wasser-Acceptor vorgeschlagen, aber
auch viele andere bewihrte Kupplungsmethoden z. B. mit
Aktivestern oder Anhydriden sind geeignet!'® ~2% Neben
der zur Verankerung der C-terminalen Aminosiure am Poly-
mer zuerst vorgeschlagenen Chlormethylgruppe sind in-

zwischen viele andere Ankergruppen eingefiihrt wor-
den[l 3.21-28]
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Schema 1. Synthesecyclus der Festphasensynthese nach Merrifield. PS =

Polystyrol, das mit 0.5-1% DVB vernetzt ist; DCCI = Dicyclohexyl-
carbodiimid.

Auch heute noch wird die urspriingliche Strategie von
Merrifield breit angewendet und die von ihm vorgeschlage-
nen Ankergruppen sowie die sauer abspaltbare tert-Butyl-
oxycarbonyl(Boc)-Gruppe als Aminoschutzgruppe verwen-
det. Zum Schutz trifunktioneller Aminosauren wird auch bei
der Festphasenmethode auf das reichhaltige Arsenal der in
die Peptidchemie eingefithrten Gruppen zuriickgegrif-
fen[9— 13, 29—35].

Nach der Synthese wird das Peptid vom Polymer abge-
spalten. Bei der Merrifield-Strategie werden starke Sauren,
z.B. die Fluorwasserstoffsdure, zur Abspaltung verwendet.
Unter diesen Bedingungen werden gleichzeitig die Schutz-
gruppen entfernt und die freien Peptide gebildet. Wegen der
standardisierten Arbeitsschritte ist die Festphasensynthese
leicht automatisierbar. Syntheseautomaten wurden entwik-
kelt und sind im Handel erhiltlich (31 36~ 381,

3. Probleme der Reindarstellung

Auch geniale Ideen wie die der Festphasensynthese haben
allerdings ihre Tiicken. So stellte sich bald heraus, daB die
Tatsache, dal3 die wachsende Peptidkette stets am Polymer
verbleibt, nicht nur Vorteile (leichte Abtrennbarkeit) hat.
Denn im Prinzip liefert eine ohne Zwischenreinigung vorge-
nommene vielstufige Synthese nur dann ein einheitliches
Produkt, wenn jede Teilreaktion eindeutig ist und quantita-
tiv verlauft. Doch fiir welche organische Reaktion gilt schon,
daB sie stets eindeutig und quantitativ verlduft? Auch bei der
Peptidsynthese ist mit Nebenreaktionen zu rechnen, z. B. mit
der Abspaltung der Schutzgruppen trifunktioneller Amino-
sduren und der Weiterreaktion der Drittfunktionen (Carb-
oxy-, Amino-, Hydroxygruppe), mit Racemisierung sowie
mit Umlagerungen und Ringschliissen.

Die dadurch entstehenden Nebenprodukte konnen weiter-
reagieren und verbleiben zusammen mit dem wachsenden
Peptid bis zum Syntheseende am Polymer. Doch selbst wenn
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Nebenreaktionen vermieden werden, ist eine vollstindige
Kupplung und Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe
in jedem Schritt bei der heterogenen Reaktion am Polymer-
kiigelchen unwahrscheinlich. Einfliisse der Polymermatrix
sowie die Bildung von rigiden Konformationen kénnen die
Ausbeute drastisch senken, und in der Literatur wird auf
solche konformationsabhdngigen Effekte hingewie-
sen 387481 Vor allem die Bildung von B-Faltblattstrukturen
bei Peptiden mit 6-20 Aminosédureresten kann oft das vor-
zeitige Ende einer geplanten Synthese bedeuten.

Selbst wenn man bei Kupplung und Abspaltung der Ami-
noschutzgruppe in jedem Schritt 99.5% Ausbeute erzielen
wiirde, bliebe das Problem der Rumpf- und Fehlsequen-
zen77521 Am Beispiel der Synthese eines Pentapeptids
A-B-C-D-E ist dies in Abbildung 1 gezeigt. Die Rumpfse-
quenzen-Peptide entstehen, wenn das Polymerpeptid in einer
Synthesestufe nicht mehr weiter reagiert. Sie haben im Prin-
zip noch die richtige Sequenzfolge. Da aber durch Konfor-
mationsidnderungen eine Endgruppe, die bei einer oder meh-
reren Kupplungen nicht reagiert hat, bei spiteren Reaktio-
nen wieder zuginglich werden kann, entsteht eine mit wach-
sender Peptidlinge binomial steigende Zahl von Peptid-
sequenzen mit Fehlstellen. Diese Vielzahl von Fehlsequen-
zen-Peptiden, die dem gewiinschten Produkt nahe verwandt .
sind, ist schwierig abzutrennen. Es ist nachgewiesen, daB3
solche Fehlsequenzen auch bei im Prinzip gut verlaufenden
Synthesen auftreten!*’ 341, Neben chromatographischen
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Abb. 1. Rumpf- II und Fehlsequenzen III bei der Festphasensynthese eines
Pentapeptids A-B-C-D-E L

Methoden sind vor allem die neueren massenspektrometri-
schen Methoden wie FAB(Fast Atom Bombardment)- und
Ionenspray-Verfahren zum Nachweis der Fehlsequenzen-
Peptide geeignet. Abbildung 2 zeigt den Nachweis solcher
Fehlsequenzen bei einem synthetisierten Heptadecapeptid
direkt nach der Abspaltung vom Polymer.

Bei der Annahme von 95% Ausbeute fiir jede Kupplung
und Abspaltung der N-Schutzgruppe wiirde eine Ribonucle-
ase mit 124 Aminosdureresten nur in 0.0002% Ausbeute
erhalten werden, wihrend zugleich die 15fache Menge an
Peptiden mit einer Aminosdure weniger vorldge. Es ist au-
genscheinlich, daB eine Proteinsynthese daher beim ur-
spriinglichen Stand der Festphasenmethode nur unter sehr
glicklichen Umstdnden mdglich wire. Nur wenn die Aus-
beute durch Optimierung der Synthese drastisch erhoht
wird, besteht bei lingeren Peptiden Aussicht, die richtige
Sequenz in groBeren Ausbeuten und dann auch rein erhalten
zu konnen. Bei 99.5% Ausbeute in jedem Schritt wiirden
immerhin schon 29 % Hauptprodukt Ribonuclease erhalten
werden konnen, gegeniiber nur noch 36 % Peptidsequenzen
mit einer Aminosdure weniger.
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Abb. 2. Ionenspray-Massenspektrum des 17er Peptids H-Ala-Val-Leu-Gly-
His-Asp-Glu-Ala-Ala-Tyr-Ser-Lys-Asn-Arg-Arg-Ala-Val-OH M unmittelbar
nach der Abspaltung vom Polymer. Neben dem 17er Peptid m/z = 929.2 sind
fiinf Fehlsequenzen-Peptide nachweisbar. Die m/z-Werte gelten fiir die Ionen
der rechts angegebenen Zusammensetzung, die jeweils als diprotonierte Spezies
detektiert werden. In Klammern sind die Massendifferenzen zu M angegeben.

Bei kleineren Peptiden ist der Anteil an Fehlsequenzen-
Peptiden geringer und eine chromatographische Trennung
leichter. Gleichwohl war die Reindarstellung auch bei diesen
kleineren Peptiden in den Anfangsjahren der Festphasenme-
thode schwierig. Erst durch die in den siebziger Jahren ent-
wickelte trennwirksame Hochdruckfliissigkeitschromato-
graphie (HPLC) konnte sich die Festphasenmethode
endgiiltig durchsetzen. Die ersten Anwendungen der HPLC
zur Trennung von synthetischen Peptiden sind 1973 doku-
mentiert!®% 561, Heute gibt es kaum noch eine Publikation, in
der nicht die HPLC zur Endreinigung eines am festen Triger
synthetisierten Peptids verwendet witrde. Somit bedurfte es
einer neuen Trennmethode, um die polymergestiitzte Synthe-
se von Peptiden im Bereich bis zu etwa zwanzig Aminosdure-
resten sicher zu etablieren.

Die Trennung von Proteinen ist durch die konventionelle
HPLC nicht so leicht méglich. Zum einen nimmt bei lange-
ren Polypeptiden die Zahl und Menge schwer abtrennbarer
Peptide mit dhnlichen Sequenzen exponentiell zu, zum ande-
ren sind viele stationire Phasen nicht fiir Proteine geeignet.
Dabher ist die Entwicklung neuer Trenn- und Charakterisie-
rungsmethoden grundsitzlich notwendig, um eine zuverlds-
sige Synthese auch von Proteinen zu garantieren. In Ab-
schnitt 6 wird auf das Zusammenspiel von Synthese und
Trennmethoden nochmals zuriickgekommen.

4. Optimierung des Trigerpolymers

Ohne die Bedeutung der Optimierung von Peptidsynthe-
sen durch die richtige Wahl der Schutzgruppen, der Anker
zur Bindung der C-terminalen Aminosdure und der Strategie
der Synthese einschrdnken zu wollen, ist es doch einleuch-
tend, daf eine Optimierung des Tragerpolymers am grund-
satzlichsten zur Verbesserung der Festphasensynthese bei-
tragen konnte. Polystyrol ist eine relativ hydrophobe Matrix
und daher fiir die hydrophilen Peptide nicht die erste Wahl.
Hinzu kommen sterische Faktoren und mangelnde kineti-
sche Aquivalenz der funktionellen Gruppen im vernetzten
Polymer. Da die Festphasensynthese eine heterogene Reak-
tion ist, ist die Verringerung der Diffusionsabhingigkeit
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wichtig. Die unterschiedliche Reaktivitdt der funktionellen
Gruppen in vernetzten Polystyrolen ist von Rudinger et
al.’"! sowie von Andreatta et al.'>8! nachgewiesen worden.

4.1. Fliissigphasensynthese

Matrixeffekte des vernetzten Polymers und heterogene
Reaktion konnen vermieden werden, wenn ein lineares, 16sli-
ches Polymer verwendet wird. Dieser Weg ist von Shemya-
kin, Ovchinnikov et al.[*®! mit linearem Polystyrol und von
Bayer, Mutter et al.[®°~ %] mit linearem Polyethylenglycol
beschritten worden. Lineares Polystyrol vernetzt sehr leicht
und 148t sich schlecht handhaben. Vertriglicher ist Poly-
ethylenglycol (PEG), das aufgrund seiner guten Loslichkeit
in vielen organischen Losungsmitteln sogar auch sonst un-
1osliche Peptide solubilisieren kann.

Ein Synthesecyclus nach der Fliissigphasenmethode ist in
Schema 2 wiedergegeben. Die Kupplung findet in homoge-

(P)-oH . HOOC- GH-NH-R" Polypeptid
R
Kupplung %uhgruppenobswltur’g

R 0O R 0O R

/bspal!ung

®~o—(ﬁ—CH “NH Jp- C-CH-NH-R
i wo

0 R 0R
+H® +DCCL
\HOOC-(EH-NH-R‘
R

Analytische
Kontrolle

0OR

Ultrafiltration oder
Kristallisation

Schema 2. Synthesecyclus der Fliissigphasenmethode [60 - 66].

ner Losung statt. Kinetische Untersuchungen!®” haben ge-
zeigt, daB3 mit der polymeren C-terminalen Polyethylengly-
colschutzgruppe gleiche Geschwindigkeitskonstanten der
Peptidkupplungen erhalten werden wie mit den iiblichen nie-
dermolekularen Schutzgruppen (siche Tabelle 3). Diffusions-
phidnomene spielen also keine Rolle. An die Stelle der ein-
fachen Filtration bei der Festphasenmethode tritt die Ultra-
filtration, die hier geeignet ist, da sich Polymerpeptid (M =
3-20 kDa) und niedermolekulare Reagentien in der Mole-
kiilgréBe erheblich unterscheiden. Auch die leichte Kristalli-
sierbarkeit von Polyethylenglycolpeptiden zur Abtrennung
zu nutzen hat sich bewihrt(®4],

Wesentlicher Vorteil der Fliissigphasenmethode ist die
bessere analytische Kontrolle der Reaktion, da nun auch
spektroskopische Methoden wie die NMR-Spektroskopie
und Messung des Circulardichroismus (CD) routineméfig
eingesetzt werden konnen. Die breiteste Anwendung hat die
Fliissigphasenmethode in Studien zur Anderung der Faltung
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Abb. 3. CD-Spektren von Boc-(L-Val),-Gly-PEG in Trifluorethanol. n =3
und 5: ungeordnet (random coil); n = 6: 15% p-Faltblattstruktur; n = 8:
100% B-Faltblattstruktur.

von Peptiden bei deren stufenweisem Aufbau gefun-
den!¢%-68-701 Abbildung 3 zeigt eine solche CD-spektrosko-
pische Studie des stufenweisen Aufbaus von Polyvalin{"!!
und Abbildung 4 das NMR-Spektrum einer an Polyethy-
lenglycol gebundenen Insulinsequenz!”2!.

PEG
Boc

3 2
QW 1A
32 3 O
= & ad I
~ 33535 o
L
e _ B g
T= -\
~ & e
- : 2 \ g 9
=] - 5
= 3 © @ S o2
r 2 5 o L <
] 3 . )
15 = & o ]
\z Z . % ik
iz J 5 s R
o Y e :', 5 - 3 -
T F H o~ Sl e <Q
Fha 3 3 I 5 3
= & 3 - o
4 ° = . - © o >
[ w 1 o U- N I
< & > s P © 2
k4 (SR} h - S
@ { - [ 1 I
S o285 . .9
1 T 507y . 23
= !/ o < 2
< > [5)
(&)
i
!
U Y
A ad
o T T

5

Abb. 4. Aliphatischer Bereich der '*C-NMR-Signale des an Polyethylenglycol
gebundenen Octapeptids, das dem Insulinsegment B 13-20 entspricht. Messung
in ['2C,. *Hg]Me,SO-Suspension.

Nachteile der Fliissigphasenmethode sind jedoch die
schlechte Automatisierbarkeit und der Zeitaufwand!”3!. Die
Ultrafiltration dauert oft sehr lange, und die Kristallisa-
tionsmethode kann wegen Fillung, Waschen und Wieder-
auflosen der Niederschldge praktisch nicht stérungsfrei in
einem Syntheseautomaten durchgefithrt werden. Hinzu
kommt, daB die Solubilisierung durch Polyethylenglycol bei
lingeren Peptidketten nicht ausreicht.

4.2. Polyacrylamide als Triger

Hydrophilere Triager als Polystyrol sind von Atherton,
Sheppard et al.32 7*~ 78] mjt Polyacrylamiden in die Peptid-
synthese eingefiihrt worden. Poly(N,N-dimethyl-acrylamid)

ist in seiner Polaritdt peptiddhnlicher und quillt daher in den
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fiir Peptidsynthesen oft notwendigen Losungsmitteln, z. B.
Dimethylformamid (DMF), besser als die Polystyroltriger.
Ein gutes Quellen des Polymers ist fiir die freie Zuginglich-
keit der Funktionen im Polymer, vor allem auch in den Mi-
kroporen, notwendig. Je weniger der Reaktionsraum durch
die Polymermatrix eingeengt wird, desto gunstiger sind die
Reaktionsbedingungen.

Carpino und Han'7"! haben die Fluorenylmethoxycarbo-
nyl(Fmoc)-Gruppe zum Schutz der Aminofunktion be-
schrieben. Diese Fmoc-Gruppe kann alkalisch mit Piperidin
abgespalten werden und somit gezielt als Aminoschutzgrup-
pe verwendet werden, wahrend fiir die Drittfunktionen sauer
abspaltbare Schutzgruppen eingesetzt werden (,,orthogona-
ler Schutz**). Gegeniiber der nur sauer abspaltbaren Boc-
Gruppe bringt die Fmoc-Gruppe erhebliche Verbesserun-
gen. Ihre UV-Absorption erdffnet auch die Moglichkeit der
spektroskopischen Synthesekontrolle. Insbesondere fiir Syn-
theseautomaten ist die alkalische Abspaltung aus Korro-
stonsgriinden ginstiger als die saure. Wesentlich ist auch die
Erweiterung der Strategie durch die alkalische Abspaltung.

)

(PR-OH + PFPOOC- CH- NH-CO -OCH, — CH
]
R

Kupphurg

(B)-0H + HO-(G-GH-NHIn - C-CH-NH,

O-E-(':H—NH-R‘ i £

R
+ CF3m/bspultung

(B0~ (C-CH -NH Jn~ C-CH-NH-CO - 0CH,~ CY
0 R oOR

+20% Piperidin

in DMF

Ninhydrintest auf

_0_ {C-CH-NH}- H freie. nicht reagierte
T Aminogruppen,

OR eventuell Nachkuppein

o

PFPOOC- (':H-NH— CO-0-CHy - CH
R

Schema 3. Synthesecyclus der Festphasensynthese an Polyacrylamidgelen mit
Fmoc-Strategie. PA = Copoly(dimethylacrylamidbis(acryloyl)ethylendiamin-
acryloylsarcosinmethylester) + Linker. PFP = Pentafluorphenyl.

Aus diesen Griinden haben die Polyacrylamidgele und die
Fmoc-Strategie insbesondere in Europa eine weitere Verbrei-
tung gefunden als die urspriingliche Merrifield-Strategie. In
Schema 3 ist die Synthese an Poly(N,N-dimethylacrylamid)
unter Verwendung der Fmoc-Schutzgruppe schematisch
wiedergegeben.

4.3. Hydrophile Tentakelpolymere

Wie in Abschnitt 4.1 erwihnt, ist PEG ein sehr gut mit
Peptiden vertrdgliches Polymer. Es 16st sich in Wasser und
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fast allen organischen Losungsmitteln mit Ausnahme von
aliphatischen Kohlenwasserstoffen und Diethylether. In der
Flissigphasensynthese hat sich PEG bewdhrt. Lediglich die
Abtrennung des PEG-gebundenen Peptids von den Reagen-
tien in homogener Losung bereitete Schwierigkeiten. Es lag
daher nahe, diese Schwierigkeit durch Immobilisierung von
lingeren PEG-Ketten an einem festen Trager zu vermeiden
und so die Vorteile von Festphasen- und Fliissigphasen-Pep-
tidsynthese zu vereinen.

Da eine Vernetzung des linearen Polyethylenglycols eine
zu grofBe Einengung der Kettenmobilitdt bedeutet hdtte, war
das Syntheseziel eine Aufpfropfung von PEG auf eine feste
Matrix. Anorganische Festkorper wie Kieselgel schieden als
Matrix aus, da chemisch modifizierte Silicagele unter den bei
der Peptidsynthese tiblichen wiederholten sauren oder alkali-
schen Schutzgruppenabspaltungen nicht geniigend stabil
sind. Die einfachste Immobilisierung wire die Bindung einer
terminalen PEG-Hydroxygruppe an chlormethyliertes Poly-
styrol nach einer klassischen Ethersynthese!”® 791, Bei dieser
Reaktion nehmen aber die Ausbeuten bei lingeren PEG-
Ketten (>800 Da) drastisch ab. AuBerdem reagieren beide
terminalen Hydroxygruppen mit Chlormethylgruppen, so
daB das Polystyrol noch zusitzlich vernetzt wird. Die Zahl
der freien Hydroxygruppen und damit die Kapazitdt des
Polymers zur Bindung des Peptids werden dadurch vermin-
dert.

Inzwischen wurde ein Verfahren entwickelt, um PEG-Ket-
ten beliebigen Polymerisationsgrades auf durch Hydroxy-
gruppen funktionalisierte vernetzte Polystyrolkiigelchen
aufzupfropfen; es basiert auf der anionischen Polymerisa-
tion von Ethylenoxid#°~8¢!. Uber Synthese, Eigenschaften
und Anwendung dieser Pfropfcopolymere wird hier erstmals
zusammenfassend berichtet. Fiir die Synthese (Schema 4)

%@*C%'O"CzHL'O)L‘H '—K—’
N

}@cw—o .;\> "_&_,
{4

Hy

Schema 4. Synthese von Pfropfcopolymeren aus vernetztem PS und linearem
PEG.R =H, K.

wird vorzugsweise das Kaliumsalz von Poly(styrylmethyl-
tetraethylenglycol-ether), das in Form eines offenen Kronen-
ethers vorliegt, eingesetzt. In dieser Aufpfropfreaktion kon-
nen funktionalisierte Polystyrolkiigelchen jeder beliebigen
Porositit eingesetzt werden. Bei unpordsen Kiigelchen wird
Ethylenoxid nur an der Oberfliche aufgepfropft, so daB die
Polyoxyethylenketten wie Tentakeln vollig aus der Polysty-
rolmatrix herausragen. Solche Polymere sind als stationdre
Phasen fiir die HPLC interessant, fiir Peptidsynthesen je-
doch weniger geeignet, da die Beladung an Peptid zu gering
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ist. Fiir Peptid- und Nucleotidsynthesen interessanter sind
die aus pordsen Polystyrolkiigelchen hergestellten Pfropf-
copolymere.

Als optimal haben sich aufgepfropfte PEG-Ketten von
etwa 3000 Da herausgestellt. Diese Pfropfcopolymere ent-
halten etwa 70 % lineares PEG und nur noch etwa 30% der
vernetzten PS-Matrix. Die Eigenschaften der Polymere wer-
den daher im wesentlichen durch den PEG-Anteil bestimmt.
Dies kommt vor allem in der Quellung zum Ausdruck. In
Tabelle 2 sind die Quellfaktoren der Polystyrol-Poly-
ethylenglycol-Pfropfcopolymere und der Polystyrole fiir
mehrere Losungsmittel verglichen. Die Pfropfcopolymere
quellen in allen Lésungsmitteln, in denen PEG selbst 16slich
ist.

Tabelle 2. Vergleich der Quellfaktoren von mit 1 % DVB vernetztem Polystyrol
(PS) mit denen eines Pfropfcopolymers aus Polyethylenglycol (M = 3300 Da)
und PS (PS-PEG).

Lésungsmittel PS PS-PEG
Wasser - 2.5
MeOH 0.95 2.5
EtOH 1.05 1.2
CH,Cl, 5.2 3.0
Toluol 53 31
DMF 35 3.2
CH,CN 2.0 30
THF 5.5 34
Dioxan 4.8 37
Ether 2.5 1.1

Die gute Solvatation fiihrt zu einer hohen Beweglichkeit
der PEG-Ketten und daran gebundener Peptide. Die Beweg-
lichkeit kann durch '3C-NMR-Relaxationszeitmessungen
an Polymerpeptiden nachgewiesen werden!®”!. Abbildung 5
zeigt, daB die '>C-NMR-Relaxationszeit T, von Peptiden,
die an Polystyrol gebunden sind, geringer ist als die von
Peptiden, die an l6sliches PEG oder an Pfropfcopolymere
gebunden sind, wihrend letztere ungeféhr gleiche Relaxa-
tionszeiten aufweisen. Sowohl die PEG-Kette als auch die

+-s Prog)
e Pro@2)
voJ xx Boe, Gty

R: OMe OPEG OPS

OPEG-PS

Abb. 5. '*C-NMR-Relaxationszeiten 7, des freien (R = OMe) und des poly-
mergebundenen Tripeptids Boc-Gly-Pro(2)-Pro(3)-R.
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gebundenen Peptide liefern daher in Suspension scharfe
NMR-Signale, wie man sie sonst von Festkorpern nicht er-
hilt. In Losungsmitteln wie Ether, die PEG nicht solvatisie-
ren, werden dagegen die fiir Festkorper iiblichen breiten Si-
gnale gemessen. Wir konnen daher eine solvatisierte
Tentakel und eine nicht solvatisierte Knduelkonformation
der Pfropfcopolymere unterscheiden (Abb. 6). Aus diesem

e

90

70 50

-
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Abb. 6. Oben: Konformationen der Pfropfcopolymere aus PS und PEG; un-
ten: die zugehorigen '3C-NMR-Spektren. a) Aufgefaltete solvatisierte Form;
scharfes NMR-Signal trotz Festkarper; b) Knduelkonformation bei Kontakt
mit nicht solvatisierenden Ldsungsmitteln; dbliche Signalverbreiterung von
Festkorpern.

Grund werden die Polymere auch mit dem Trivialnamen
Tentakelpolymere bezeichnet 8. Abbildung 7 zeigt die ho-
mogene Verteilung der PEG-Ketten auf der Oberfliche und
im Innern der Polymerkiigelchen. Bei der elektronen-
mikroskopischen Aufnahme liegt die Knduelkonformation

Vor.

Abb. 7. Elektronenmikroskopische Aufnahme der Pfropfcopolymere aus PS
und PEG (1 mm =~ 3.227 um).
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Bemerkenswert sind die dhnlichen Quelifaktoren der Ten-
takelpolymere in verschiedenen Losungsmitteln (Tabelle 2).
Dies ermdglicht die Packung von Sdulen mit dem Pfropfco-
polymer und eine Peptidsynthese im kontinuierlichen
DurchfluB, da bei den wihrend des Synthesecyclus notwen-
digen Lésungsmittelwechseln keine Anderung der Packung
auftritt. Die Quellfaktoren bleiben auch gleich, wenn die
Peptidkette wachst.

Eine weitere Eigenschaft, die bei Polymeren sonst kaum
beobachtet wird, erleichtert zusétzlich die Synthese im konti-
nuierlichen Durchfiuf3: Durch die Solvatation sind die PS-
PEG-Kiigelchen bis 200 bar druckstabil, so daB relativ hohe
DurchfluBgeschwindigkeiten moglich sind und die Dauer ei-
nes Synthesecyclus erheblich verkiirzt werden kann. Auf die
Vorteile der Synthese im kontinuierlichen Durchflu wird in
Abschnitt 5 eingegangen werden.

Tabelle 3. Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten k der Kupplung von Gly-
cinaktivestern an Polyethylenglycolglycin (PEG-Gly) in Losung und an Poly-
styrol-Poly(ethylenglycolglycin)-Pfropfcopolymere (PS-PEG-Gly). Die Zahlen
hinter PEG geben dessen mittlere Molmassen an.

10 k fmol "' s7Y] mequ. Gly pro

g Polymer [a)

Polymertrager

PS-PEG-2000-Gly 0.37 0.20
PS-PEG-3300-Gly 0.32 0.12
PS-PEG-5700-Gly 0.29 0.08
PEG-2000-Gly 0.16 0.49
PEG-4000-Gly 0.17 0.38
PEG-6000-Gly 0.13 0.27
Glycinethylester 0.12

[a] mequ. steht fiir Millidquivalente.

Da die Mobilitit der auf vernetztes Polystyrol aufge-
pfropften PEG-Ketten nach den NMR-Untersuchungen der
des freien PEG gleicht, kann nach Solvatation ein quasi-ho-
mogenes Verhalten angenommen werden. Dies zeigen auch
die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Peptidkupplung, die
denjenigen der Fliissigphasensynthese gleichen (Tabelle 3).
Nach diesen Untersuchungen sind die Tentakelpolymere als
hydrophile Triger fiir eine schnelle Peptidsynthese geeignet.

4.4. Monodisperse Tentakelpolymere

Bei der Peptidsynthesenoptimierung sind Diffusionsphi-
nomene bisher kaum beriicksichtigt worden, obwohl sie fiir
das Erreichen kurzer Synthesecyclen von ausschlaggebender
Bedeutung sein sollten. Da es sich um eine heterogene Reak-
tion handelt, spielt bei allen Diffusionsprozessen der Parti-
keldurchmesser eine entscheidende Rolle. Je groBer er ist,
desto groBer sind die Diffusionsbeitrige zur Reaktionsge-
schwindigkeit. Die fiir die Merrifield-Synthese im Handel
erhiltlichen Polymere sind polydispers, zeigen also eine brei-
te Verteilung des Partikeldurchmessers z. B. zwischen 10 und
200 pm. Es ist einleuchtend, daB die Synthesezeit durch die
grofBten Partikel bestimmt wird. Sie enthalten auch prozen-
tual mehr funktionelle Gruppen als die kleinen Partikel, wie
Abbildung 8 zeigt. Eine erhebliche weitere Verkiirzung der
Dauer des Synthesecyclus wire daher moglich, wenn mono-
disperse, einheitliche Partikel méglichst kleinen Durchmes-
sers zur Verfiigung stinden. Die meisten Polymerisationsver-
fahren fithren jedoch zu polydispersem Material.

123



a) 100%
30%
60%
2%/ Yo
10%, 10%

20 0 60um 20 40 60um X um
b) 1007
70%

52%
46%,
2%%
2% 1%
20 40 60pm 20 40 60pm X pm

Abb. 8. Willkiirlich vorgegebene KorngroBenverteilungen polydisperser Poly-
merkiigelchen (a) und berechnete prozentuale Anteile an funktionellen Grup-
pen in den unterschiedlich groBen Polymerkiigelchen (b). x: beliebige GroBe
monodisperser Kiigelchen.

Nach eingehenden Betrachtungen von Diffusionsvorgin-
gen haben Ugelstad et al.!%% %% die Parameter zur Darstel-
lung monodisperser Polystyrolkiigelchen untersucht. Auf-
bauend darauf wurde die Herstellung monodisperser,
vernetzter Polystyrolkiigelchen mit Durchmessern von 5-
20 um erarbeitet. In einem ZweistufenprozeB (Schema 5)

Dispersions-
polymerisation —
mit KomponenteY

Saat «
Komponente Y

N\

I Quellung

Emulsion

+H,0
+Sterisch anspruchsvoller
Stabilisator
Polymerisation
eventuell
Funktionaiisierung

Saat: Emulsion:

* Monomer ¢ Monomer

« Initiator « Vernetzer
*Komponente Y « monomerloslicher Initiator
»organisches Losungsmittel « H0

« Stabilisator « eventuell Inertkomponente

{bei makropordsen Beads)

Schema 5. ZweistufenprozeB zur Synthese monodisperser, vernetzter Polysty-
role.

wird dabei zunichst in homogener Lésung mit einem Initia-
tor eine ,,Saat* gebildet’®!). Wichtig zur Erzielung gleicher
Partikeldurchmesser ist eine kurze Keimbildungsphase und
die Gegenwart sterisch anspruchsvoller Stabilisatoren, die
Aggregationen und Micellenbildung unterdriicken. Die Par-
tikel der Saat sind noch nicht vernetzt; sic werden dann in
eine wiBrige Emulsion des Monomers Styrol, des Vernetzers
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Divinylbenzol und des Initiators gebracht. In einem diffu-
sionskontrollierten Proze8 in Gegenwart wasserloslicher ste-
risch anspruchsvoller Stabilisatoren wird die Saat gequollen
und vernetzt (Abb. 9).

Dispersions -
M1 P medium

Saatpartikel ETruolg;‘%rrlls-

Abb. 9. Quellung der monodispersen Saat. M = Monomer; I = Initiator;
Y = Komponente Y.

Abbildung 10 zeigt oben die so erhaltenen monodispersen,
vernetzten Polystyrolkiigelchen. Die Abweichungen im
Durchmesser betragen weniger als 2%, z. B. 10 + 0.02 pm.
Wenn man dies mit der sonst {iblichen breiten Verteilung der
MolekiilgroBe synthetischer Polymere vergleicht, wird deut-
lich, da8 hier erstmals groBere Aggregate mit einer so mole-
kulareinheitlichen Zusammensetzung und GroBe hergestelit
werden konnen, wie sie sonst nur in der Natur gebildet wer-

L '*-'u: < 5 9~ Weo PoB’ ThER
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Abb. 10. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der monodispersen Polysty-
role (oben, 1 mm = 1.424 ym) und der Pfropfcopolymere aus Polystyrol und
Polyethylenglycol (unten, 1 mm = 0.420 um).

Diese monodispersen, vernetzten Polystyrolkiigelchen
konnen nun weiter zu Tragern fiir die Peptidsynthese funk-
tionalisiert werden. So lassen sich, wie in Abschnitt 4.3 be-
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schrieben, PEG-Ketten aufpfropfen. Abbildung 10 unten
zeigt solche monodispersen Pfropfcopolymere. Die PEG-
Ketten liegen unter den Bedingungen der elektronen-
mikroskopischen Aufnahme als geordnete Kniuel vor.

Mit diesen polymeren, druckstabilen, hydrophilen Tra-
gern lassen sich die Diffusionsprobleme der Festphasensyn-
these minimieren. Die neuen Trager konnen daher nicht nur
fiir Peptid- und Nucleotidsynthesen, sondern auch als statio-
ndre Phasen fiir die HPLC verwendet werden(®?),

5. Synthese im kontinuierlichen Durchflufl

Die Tentakelpolymere sind druckstabil, und ihre Quell-
faktoren sind relativ wenig l6sungsmittelabhingig, so daB
die Polymere in Sdulen gepackt und fiir Peptidsynthesen mit
sehr hohen DurchfluBgeschwindigkeiten verwendet werden
konnen. Hierdurch zeichnen sich die Tentakelpolymere vor
allen anderen Polymeren aus. Eine DurchfluBsynthese hat
gegeniiber der von Merrifield empfohlenen Batch-Synthese
Vorteile. Bayer, Halasz et al. haben schon 1970'°31 die erste
DurchfluBsynthese an chemisch modifizierten Kieselgelen
als Tragern beschrieben und die kiirzere Dauer eines Synthe-
secyclus bei gleichzeitig groBerer Reinheit der synthetisierten
Peptide gezeigt. Fiir den Aufbau langerer Peptidketten sind
die modifizierten Silicagele jedoch chemisch zu wenig be-
standig.

Spiter wurden Pellikularharze®*! im DurchfluBverfahren
verwendet, Wegen der geringen Druckstabilitit und unter-
schiedlicher Quellfaktoren kénnen normale Polymere nicht
verwendet werden. Daher haben Frank und Gausepohi'®®!
lose mit verschiedenen Polymergelen gepackte Kartuschen
fiir die DurchfluBsynthese eingesetzt. Atherton, Sheppard et
al. haben Polydimethylacrylamidgele in Kieselgur einpoly-
merisiert und erfolgreich fiir die DurchfluBsynthese in auto-
matisierten Geriten eingesetzt(°®°7) Allerdings ist Kiesel-
gur kein sehr regulires Trigermaterial, wie die elektronen-
mikroskopische Aufnahme eines in Kieselgur einpolymeri-
sierten Polydimethylacrylamids in Abbildung 11 zeigt. Deut-
lich ist auch die im Vergleich zu den Pfropfcopolymeren in
Abbildung 10 unten wesentlich heterogenere Verteilung des
Polymers zu sehen.

Die Pfropfcopolymere aus vernetztem Polystyrol und Po-
lyethylenglycol zeigen beziiglich Druckstabilitdt, Quellver-

Abb. 11. Elektronenmikroskopische Aufnahme von Tragern aus Polyacryl-
amid auf Kieselgur (1 mm = 28.486 um).

Angew. Chem. 103 (1991) 117-133

halten, chemischer Stabilitdt, Gestalt (sphdrisch) und Korn-
groBe (einheitlich) alle fiir eine schnelle Peptidsynthese im
DurchfluB erforderlichen Eigenschaften und haben sich seit
ihrer ersten Einfithrung gegeniiber dem Batch-Verfahren in
vielen Fillen als iliberlegen erwiesen.

Ein wesentlicher Vorteil der DurchfluBsynthese besteht
darin, daB die Uberschiisse an Kupplungskomponenten so-
wie der Losungsmittelverbrauch erheblich reduziert werden
und durch UV-Detektoren am Sédulenein- und -ausgang die
Kupplung und die Abspaltung der Schutzgruppen verfolgt
werden konnen. Hierbei sind besonders UV-aktive Schutz-
gruppen wie die Fmoc-Gruppe geeignet.

Die Verringerung der Uberschiisse an Reagentien gegen-
iiber der Batch-Methode ergibt sich aus der Reaktionsfiih-
rung im DurchfluB. Wenn man relativ hoch konzentrierte
Kupplungskomponenten in kleinen Volumina durch die
Sdulen wandern 1dBt, entwickelt sich ein Konzentrationspro-
fil, wie es in Abbildung 12 rechts wiedergegeben ist. Da beim

-]

|
. Lo ol )
‘" Polymerer Trager - .

[~

Aktivierte A

[Detektor

Abb. 12. Bande der Losung von Kupplungskomponenten (AS = Aminosdure)
beim Durchwandern des Reaktorbetts im DurchfluBreaktor.

Durchgang der Bande durch die Séule relativ kleine Bereiche
des funktionellen Polymers mit den Kupplungskomponen-
ten in Kontakt sind, ist der UberschuB in dem jeweiligen
Sdulensegment groBer, als wenn die Losung mit der ge-
samten Menge des in der Sdule befindlichen Trigers im Kon-
takt wire. Je schmaler die Bande ist, desto groBere Uber-
schiisse sind in einem Sdulensegment vorhanden. Dadurch
kann die Reaktion vollstindiger ablaufen, und der Gehalt an
Peptiden mit statistischen Fehlsequenzen wird reduziert.
Eine typische spektrophotometrische Verfolgung eines Syn-
thesecyclus zeigt Abbildung 13a.

Mit Polymerkiigelchen von ca. 80 pm Durchmesser dauert
der Cyclus fiir die Ankniipfung einer Aminosdure ca. 6—
15 min. Selbst bei Doppelkupplung kann damit ein Peptid
mit 30 Aminosdureresten in wenigen Stunden aufgebaut
werden. Mit den bereits zur Verfiigung stehenden Tentakel-
polymeren von 8 um Durchmesser kann der Kupplungs-
cyclus nochmals auf etwa ein Zehntel, d.h. 1-2 min, ver-
kiirzt werden. Fiir solche kurzen Zeiten stehen allerdings
noch keine Syntheseautomaten zur Verfiigung. Die konti-
nuierliche Verfolgung der Synthese erméglicht auch die Er-
kennung von Kupplungsschritten, die z.B. wegen Konfor-
mationseinfliissen schwierig sind. Besonders bei der Abspal-
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tung der N-Schutzgruppe sind diese Einflisse zu erkennen,
da starkes Tailing der UV-Signale auftritt. Abbildung 13
zeigt neben einem Synthesecyclus mit normaler Kupplungs-
zeit auch einen durch Konformationseinfliisse verlang-
samten Synthesecyclus (Abb. 13b)*]. Es ist ratsam, vor der
eigentlichen Synthese zundchst in kleinerem MaBstab eine
Preview-Synthese durchzufiihren, spektrophotometrisch zu
verfolgen und analytisch das Peptid zu untersuchen. Da die
Zeit fiir eine Totalsynthese durch die neuen Trager sehr kurz
geworden ist, lohnt sich dieser Aufwand.

a)

—
Abspalten [Waschen Kuppein
4 min 3min 10 min
b}
Abspalten | Waschen Kuppeln
7 min 8 min 30min

Abb. 13. Kontinuierliche UV-spektroskopische Verfolgung a) der Kupplungs-
und Abspaltungskinetik eines Synthesecyclus am Tentakelpolymer im Durch-
fluBverfahren. b) der verlangsamten Kinetik bei der Bildung einer p-Faltblatt-
struktur.

Bei der Preview-Synthese werden schwierige Kupplungs-
schritte erkannt, und man kann dann fiir die optimierte Syn-
these die Strategie dndern, z. B. andere Losungsmittel, eine
hohere Temperatur, andere Schutzgruppen wihlen oder
schwierige Stufen durch Ankuppeln von kleineren Peptiden
an Stelle einer einzigen Aminosdure iiberbriicken. Durch
Weiterentwicklung der spektrophotometrischen Kontrolle
der Synthese im kontinuierlichen Durchflu8 wird man kiinf-
tig Syntheseautomaten haben, die Kupplungszeit und even-
tuell notwendige Nachkupplungen selbsttitig steuern, d. h.
zu intelligenter Selbstregelung fahig sind.

6. Analytische Kontrolle und Reinigung

Die Anwendung der Trigersynthese zur Herstellung von
Proteinen ist naturgemaB an eine sichere Charakterisierung
und Abtrennung der Syntheseprodukte gebunden. So ist die
Etablierung der Festphasensynthese erst nach Einfiihrung
der effizienten HPLC méglich gewesen.

Die ersten Anwendungen der HPLC zur Trennung und
Charakterisierung von synthetischen Peptiden wurden beim

{*] Anmerkung bei der Korrektur: D. Seebach hat in einer kiirzlich erschiene-
nen Ubersicht (Angew. Chem. 102 (1990) 1363 ; Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
29 (1990) 1320) beschrieben (dort S. 1379 bzw. 1337), daB Pfropfcopolyme-
re aus Polystyrol und Polyethylenglycol bei kritischen Sequenzen in LiX-
haltigen Losungsmitteln vollstindigere Kupplungen ergeben als Polystyrol-
trager.
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15. Europiischen Peptidsymposium 1973 vorgestellt!>3: 36},

Seither ist die HPLC hauptsichliche und leider oft auch allei-
nige Methode zur Charakterisierung geworden. Oft wird in
Publikationen unkritisch von einem einheitlichen Peak im
Chromatogramm die Einheitlichkeit der Substanz abgelei-
tet. Ebenso wird in Publikationen liber Festphasensynthesen
fast ausnahmslos die Reinheit eines Produkts durch einfache
Integration und Verhéltnisbildung der Peakflichen, d.h.
ohne Beriicksichtigung der von Peptid zu Peptid oft stark
variierenden spezifischen UV-Extinktion, angegeben. Zu-
mindest wire es angebracht, auf die Fehlerméglichkeiten in
den Reinheitsangaben hinzuweisen, die auf die Nichtberiick-
sichtigung der Response-Faktoren des UV-Detektors zu-
riickzufithren sind.

Da trotz aller Optimierung der Synthesemethoden immer
ein Verdacht auf Verunreinigungen durch Fehlsequenzen-
Peptide bestehen bleibt, geniigt die HPLC und eine Amino-
sdureanalyse nicht zur Charakterisierung des Produkts. Die
Umkehrphasen-HPLC unterscheidet Peptide nur nach ihren
hydrophoben Wechselwirkungen, wobei oft kleine Teilstruk-
turen des Peptids fiir die Wechselwirkung mit der Umkehr-
phase verantwortlich sind®® ~1°°), Umkehrphasen sind zur
Unterscheidung von Peptiden nach unterschiedlicher Acidi-
tdt oder Basizitdt und unterschiedlicher MolekiilgrdBe nicht
geeignet. Daher mubB fiir eine vollstindige Charakterisierung
auch eine Elektrophorese oder Ionenaustauschchromato-
graphie (Unterscheidung nach Ladung) und eine AusschluB-
chromatographie (Unterscheidung nach MolekiilgréBe)
durchgefiihrt werden. Die mehrdimensionale Chromatogra-
phie ermdglicht optimale Trennungen bei Anwendung unter-
schiedlicher Trennmechanismen 10! ~2031,

Notwendig ist neben der chromatographischen auch die
spektroskopische Charakterisierung, z.B. durch Massen-
spektrometrie oder NMR-Spektroskopie. Fiir die bisher
hauptsichlich synthetisierten Polypeptide bis etwa 20 Ami-
nosdureresten steht inzwischen ein Arsenal an Trenn- und
Charakterisierungsmethoden zur Verfiigung, das mit einiger
Sicherheit ermittelt, ob das gewiinschte Syntheseziel erreicht
ist.

Bei groBeren Peptiden und Proteinen, deren sichere Syn-
these in der Zukunft ansteht, versagen jedoch viele der bei
kleineren Peptiden bewidhrten Methoden. So treten bei der
HPLC an den iiblichen modifizierten Kieselgelen oft Dena-
turierungen der Proteine auf!!%* 1°%1 und die massenspek-
trometrische Charakterisierung von Proteinen ist mit den
konventionellen Methoden (EI, FAB, CI) nicht méglich.

Gliicklicherweise sind aber parallel zur Weiterentwicklung
der Tragersynthese sowohl fiir die Trennung als auch fiir die
massenspektrometrische Identifizierung groBer Peptide neue
Methoden erarbeitet worden, die der Tragersynthese von
Proteinen einen dhnlich starken Impuls geben werden, wie
seinerzeit die HPLC der Tragersynthese kleinerer Peptide.

Fiir die schnelle Trennung von Proteinen ist nun eine Viel-
zahl neuer stationdrer Phasen entwickelt worden, die eine
groBere mechanische und chemische Stabilitdt als die her-
kémmlichen Umkehrphasen aufweisen. So seien die Pellikul-
arharze erwihnt, bei denen ein funktionalisiertes Monomer
aufeinen festen, anorganischen Trager wie Kieselgel polyme-
risiert wird(!96~19%1 aber auch die in den Abschnitten 4.5
und 4.4 erwihnten druckstabilen Tentakelpolymere!!!%),
Abbildung 14 zeigt eine schnelle Proteintrennung an einem
solchen Trager.
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Abb. 14. Schnelle Proteintrennung an monodispersem TentaGel (13 pm):
{ = Ribonuclease, 2 = Insulin, 3 = Lysozym, 4 = Albumin. Gradient von
0.1% Trifluoressigsdure (TFA) in H,0 nach 20:80 0.1 % TFA in H,0: Aceto-

nitril in 20 min; 1.5 mL min~', Siule 6 cm x 4.6 mm, UV-Detektion bei A =
210 nm.

Als weitere automatisierbare Trennmethode zeichnet sich
die Kapillarzonenelektrophorese (CE) ab!!'* ~118] die be-
ziiglich Trennscharfe, Schnelligkeit und bequemer Handha-
bung der HPLC ebenbiirtig ist und sicher eine dhnlich weite
Verbreitung wie diese finden wird. Die Kapillarzonenelek-
trophorese in offenen Kapillaren von 40-100 ym Durch-
messer und 2080 cm Linge erreicht leicht Trennstufenzah-
len von mehreren 100000, wie man sie sonst nur von der
Kapillargaschromatographie gewohnt ist. Da die Kapillar-
zonenelektrophorese im wesentlichen Molekiile nach unter-
schiedlicher Ladung trennt, ergidnzt sie die nach hydropho-
ben Wechselwirkungen trennende Umkehrphasen-HPLC.

Peptide, die HPLC-chromatographisch einheitlich schei-
nen, kénnen dennoch in der Kapillarzonenelektrophorese
Verunreinigungen zeigen, wie Abbildung 15 belegt !¢}, Hier

a) b)

Mo—

—_—T T T

30 15 0 10 5 0
t [min) —e t[min] —

Abb. 15. Trennung eines Peptids a) durch HPLC, b) durch CE. HPLC: Um-
kehrphase C 4-Sdule 25cmx4.6 mm, Gradient Wasser/Acetonitril. CE:
Quarzkapiliare, chemisch modifiziert mit Chirasif-Val 500 um x 40 cm; 100 mm
Phosphatpuffer, pH = 2.5; 15 kV. UV-Detektion bei 2 = 200 nm (a und b).

wird einmal mehr deutlich, daB ,,orthogonale* Trennverfah-
ren zur Reinheitscharakterisierung von Peptiden verwendet
werden miissen und nicht nur die Umkehrphasen HPLC.
Fiir Nucleotidtrennungen ist die CE schon gut ausgearbeitet.
Bei Proteintrennungen ist jedoch zu beriicksichtigen, daB
unbehandelte Kapillaren wegen Adsorption der Proteine an
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die Quarzoberfliche wenig geeignet sind. Deshalb miissen
die Oberfliachen z. B. durch Bindung von Polymeren desakti-
viert werden. Dann werden scharfe Signale erhalten, wie die
Trennung an einer mit Polyethylenglycol desaktivierten
Quarzkapillare in Abbildung 16 zeigt!!18],

—~——

20 30 40 50
tq Imin) —=

—_

10 20 30
talmin] —e

Abb. 16. CE-Trennung eines Proteingemisches (1 = Lysozym, 2 = Trypsin,
3 = Chymotrypsinogen) a) an einer unbehandelten Kapillare, b) an einer PEG-
imprignierten Kapillare. a)0.01 M KH,PO,-Puffer, pH =6.8. b)0.05m
KH,PO,-Puffer, pH = 4.1 (nach [118]).

Parallel zur Entwicklung dieser neuen Trennmethoden ist
die Massenspektrometrie in den Bereich der Proteine vor-
gedrungen, derzeit bis zu Molmassen von etwa 120000 Da.
Hier ist neben der FAB- und der Plasmadesorptions-Ionisa-
tion besonders die Ionenspray-Methode!!!9- 1201271281
erwihnen, bei der die Probe, in einem Losungsmittel gelost,
verspriiht und im elektrischen Feld positiv oder negativ gela-
den wird. Beim Verdampfen des Lésungsmittels wird an der
Oberfliche der verbleibenden Tropfchen ein kritisches Feld
erreicht, bei dem sich die Ionen so stark abstoBen, daB sie in
die Gasphase emittiert werden und in den Massenanalysator
eintreten. Da Peptide und Proteine basische Aminosduren
wie Lysin und Arginin enthalten, kénnen sie mehrfach gela-
den werden. Die m/z-Werte dieser mehrfach geladenen Ionen
liegen selbst fiir Proteine in dem von einem iiblichen Quadru-
polmassenspektrometer erfabaren Bereich. Abbildung 17
zeigt das mit dieser Methode erhaltene Massenspektrum ei-
nes Proteins!!!®l. Da in der ersten Stufe der lonenspray-

1414.7
100 X
1477.7
|
1546.5
175
1Al 1621.7
50
1749.4
1796.6
25
Ll
1000 1150 1300 1450 1600 1750 1900 2050

m/z ——=
Abb. 17. lonenspray-Massenspektrum von Schweineserumalbumin, M =

66439 Da. m/z 1796.6 entspricht dem 37mal positiv geladenen Protein (SCIEX-
Massenspek trometer).
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Massenspektrometrie aus einer Losung der zu analysieren-
den Substanz bei Atmosphérendruck Nebel gebildet werden,
kann sie sehr leicht direkt mit der Flitssigkeitschromatogra-
phie oder der Kapillarzonenelektrophorese gekoppelt wer-
den. Mit dieser Anordnung wird in der Untersuchung ma-
kromolekularer Naturstoffe eine neue Dimension er-
reicht{!1¢- 1211221 Apbildung 18 zeigt die bei Direktkopp-

100 5
f 2 .
11%]
50 3
!
e
) N S
0 5 0 5 20

tImin) —=

Abb. 18. Direktkopplung CE/lonenspray-Massenspektrometrie zur Trennung
von Dynorphinen {121]: 1 = Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg, 2 = Tys-
Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg, 3 = Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle, 4 = Tyr-
Gly-Gly-Phe-Leu-Arg, S = Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu. Quarzkapillare 100 pm x
100 cm. Puffer: Ammoniumacetat (30 mm): Acetonitril = 50:50, pH = 4.8
(SCIEX-Massenspektrometer, Total-Ionenstrom).

lung CE/lonenspray-Massenspektrometrie erhaltene Tren-
nung von Dynorphinen. Fiir Peak 5 in Abbildung 18 errech-
net sich eine Trennleistung von etwa 250000 theoretischen
Boden. Abbildung 192z zeigt das Ionenspray-Massenspek-
trum des Dynorphins, das Peak 5 in Abbildung 18 liefer-

a) (MoHY®
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I%] 1
o]
)
0 PR N “
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m/z —=
CZ ZZ
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b) 8, 1 A
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W CHy CH (;HZ
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{A.Y,), 136
nw | - 20 On (A Y;),
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0 i 11 l ll J
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Abb. 19. Massenspektren zum Peak 5in Abbildung 18. a) Ionenspray-Massen-
spektrum. b) Tochter-lonen-Spektrum zum Peak in (a) [121] zur Sequenzana-
lyse.
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te!*2!. Durch Tandem-Massenspektrometrie kann aus dem
(M + H)®-Peak die Sequenz ermittelt werden (Abb. 19b).

7. Synthesen an Tentakelpolymeren

Die praktische Anwendung der Tentakelpolymere soll an
Hand der Synthese zweier Polypeptide gezeigt werden, wobei
auch auf die Bedeutung der neuen analytischen Verfahren
fiir die Kontrolle und Optimierung der Synthese eingegangen
wird. Am Beispiel der HIV-1-Protease-Sequenz 8959 wird
eine schnelle Synthese in Form einer Preview-Synthese be-
schrieben, die mit den analytischen Methoden verfolgt wird.

7.1. Tentakelpolymerpeptide zur in-vivo-Bildung von
Antikérpern

Die Voraussage von Epitopen zur Bildung von Antikor-
pern und die Synthese dieser Epitope sind in der Immunolo-
gie heute unverzichtbare Werkzeuge. Eine Vielzahl von tiber-
lappenden Peptiden ist fiir eine sichere Voraussage
notwendig. Konjugate der Peptide mit Trigern wie Serumal-
bumin oder Lipopeptiden werden fiir die Immunisierung
verwendet 12271251 Es wiire nun ein wesentlicher methodi-
scher Fortschritt, wenn das Peptid nicht vom Polymertrager
abgespalten werden miifte, sondern direkt an Stelle von
Konjugaten fiir die in-vitro- und in-vivo-Immunisierung und
Erzeugung von Antikérpern verwendet werden konnte. Die
Tentakelpolymere sollten wegen der Vertrdglichkeit der Po-
lyethylenglycolketten mit biologischen Systemen hierfiir ge-
eignet sein.

(M LH)'®
11912
100 ‘ 1213.2235
692 12565
147.0
I a1 4 125.0
10815
1035

62
43 N
254 . . —

1055 1130 1205 1280

m/z

Abb. 20. lonenspray-Massenspektrum des (M + 4H)*®-Peaks des nach der
Fliissigphasenmethode synthetisierten PEG-Peptids A-V-L-G-H-D-E-A-A-Y-
S-K-N-R-R-A-V-PEG 354,. Durchschnittliche Molmasse 4850.9 (SCIEX-Mas-
senspektrometer).

Um diese Hypothese zu testen, wurde eine Epitop-Region
des Haemophiles-influenza-P6-Proteins, entsprechend der
Sequenz 115-131, an TentaGel und Polyethylenglycol auf-
gebaut!'26]. Die Sequenz H,N-Ala-Val-Leu-Gly-His-Asp-
Glu-Ala-Ala-Tyr-Ser-Lys-Asn-Arg-Ala-Val-OH wurde nach
der Fmoc-Strategie mit folgenden Schutzgruppen der Dritt-
funktionen synthetisiert: 4-Methoxy-2,3,6-trimethylbenzyl-
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sulfonyl (Mtr) fiir Arg, Boc fiir Lys, Triphenylmethyl (Trt)
fur His, tBu fiir Ser, OrBu fiir Glu, OrBu fiir Asp und 4-
Nitrophenylester (ONp) fiir Asn.

Abbildung 20 zeigt das lonenspray-Massenspektrum des
PEG-Peptids. Interessant ist hierbei, daB mit einem einzigen
Massenspektrum die exakte Molmassenverteilung des Poly-
merpeptids bestimmt werden kann, wiahrend sie sonst nur
indirekt und iber Eichsubstanzen durch AusschluBchroma-
tographie erhalten wird. Die Unterschiede der einzelnen
Peaks im Massenspektrum des vierfach protonierten Poly-
merpeptids (M + 4H)*® der mittleren Molmasse 4850 ent-
sprechen genau einem Viertel der Molmasse der CH,-CH ,-
O-Monomereinheit.

004 008 012

1gG/IgM —

0.16

A
P6 115131
P3CS-(PS 115-131)
BSA-(P6 115-131)
(P6 115-131)-PEG

(P6 115-131)-PEG-PS

Abb. 21. ELISA-Titer der Seren nach Immunisierung mit verschiedenen Kon-
jugaten des Peptids der Sequenz 115-131 des Haemophiles-influenza-P6-Pro-
teins [126). G = Ziege; M = Maus; A = Negativ-Kontrolle.

Zur Immunisierung wurde sowohl das 19sliche PEG-Pep-
tid als auch das immobilisierte PEG-Peptid Mdausen appli-
ziert. Nach vier Wochen wurden an Serumproben die Anti-
kérper mit ELISA bestimmt. Die ELISA-Titer in Abbildung
21 zeigen, daB die Polymerpeptide ebenso gut Antikdrper
bilden wie die Serumalbumin-Konjugate BSA-(PG 115-
131)11261,

7.2. Preview-Synthese der HIV-1-Protease-Sequenz
59-99

Die chemische Synthese der zur Aktivierung des AIDS-Vi-
rus notwendigen HIV-1-Protease ist interessant, da dabei die
Aminosiurereste des aktiven Zentrum spezifisch !'*C-mar-
kiert und so NMR-spektroskopisch Inhibitorstudien durch-
gefiihrt werden kénnen. Die beiden kritischen Cysteinreste,
die bei den Syntheseversuchen von Ken: et al.l'*!] durch
weniger kritische Aminoséurereste ersetzt wurden, befinden
sich in den Sequenzpositionen 95 und 67. Die HIV-1-Prote-
ase-Sequenz 59-99 wurde an TentaGel mit der schnellen
DurchfluBsynthese aufgebaut (Schema 6).

Durch Preview-Synthese und anschlieBende Charakteri-
sierung der Nebenprodukte konnte sehr schnell festgestellt
werden, bei welchen Kupplungen Schwierigkeiten auftraten,
und nach diesen Erkenntnissen wurde die Synthesestrategie
optimiert. Bei der Synthese wird ein komplex zusammenge-
setztes Rohprodukt erhalten, wie das Chromatogramm in
Abbildung 22 zeigt. Die hauptsdchlichen Nebenprodukte
konnen — ohne Vortrennung — durch DirekteinlaB in das
Ionenspray-Massenspektrometer aufgrund ihrer Molmasse
zugeordnet werden (Abb. 23). Durch HPLC mit Single Ion
Monitoring (Abb. 24) konnen die Retentionszeiten des ge-
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HLO
Fmoc-Phe -0CH, @— OCH,CO-PEG-PS

1. Kupplung: Fmoc-AS-OH / BOP oder HBTU / HOBT
2. Kupplung: Fmoc-AS-OH / DIC / HOBT

Fmoc-Tyr{tBu)-Asp(OtBu)-GIn(Trt)-lie-Pro-Val-Glu{OtBu)-lle-Cys(Tr)-Gly-His (Trt)-Lys(Boc)-
Ala-lle-Gly-Thr (¢Bu)-Val-Leu-Val-Gly-Pro-Thr (tBu)-Pro-Val-Asn(Trt)-lle-lle-Gly-Arg(Pmc)-
Asn(Trt)-Leu-Leu-Thr(tBu)-GIn(Trt)-lle-Gly-Cys(Tr)-Thr(tBu)-Leu-Asn(Trt)-Phe-PEG-PS

(1) 20 % Piperidin in DMF
{2) 5% TFAIn CHyCly
(3] B0%TFA /2% Hy0 /18 % HSCH,CHoSH

Tyr-Asp-Gin-lle-Pro-Val-Giu-lle-Cys-Gly-His-Lys-Ala-lie-Gly-Thr-Val-Leu-Val-Gly-Pro-Thr-
Pro-Val-Asn-lle-lie-Gly-Arg-Asn-Leu-Leu-Thr-GIn-lle-Gly-Cys-Thr-Leu-Asn-Phe-OH

Schema 6. Schema der Synthese der HIV-1-Protease-Sequenz 59-99. BOP =
Benzotriazol-1-yloxy-tris(dimethylamino)phosphoniumhexafluorophosphat;
HOBT = Hydroxybenztriazol; HBTU = O-Benzotriazol-1-yl-N, N N’ N'-te-
tramethyluronium-hexafluorphosphat; DIC = Diisopropylcarbodiimid; AS =
Aminoséure.

| LR L0 I S SO S BN S S S SO SN (N B S AR N SN SN B i S S S BN e 0 SN SN S S Shn SR R |

2 4 6 8 1 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

t{min] —

Abb. 22. HPL-Chromatogramm des Rohprodukts der HIV-1-Protease-Se-
quenz-Synthese nach Abspaltung vom Trdger. Sdule 25 cm x 0.46 cm Nucleosil
100 C18, 5 um. Mobile Phase: H,O/Acetonitril/0.1% TFA; Gradient von 25 zu
50% Acetonitril. 1 = Fehlsequenz; 7 = HIV-Protease-Sequenz 59-99.

1337.0

1000 1250 1500 1750
miz —=

Abb. 23. lonenspray-Massenspektrum des Rohprodukts der HIV-1-Protease-
Sequenz-Synthese bei DirekteinlaB ohne vorherige HPLC-Trennung.
A = Sequenz 59-99; Z = Sequenz 88-99. B-I andere Fehlsequenzen (siche
auch Abb. 27).
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Abb. 24. Aus Single lon Monitoring rekonstruiertes HPLC-Chromatogramm
des Rohprodukts der HIV-1-Protease-Sequenz-Synthese; Bezifferung wie in
Abbildung 23. | = relative Intensitdt der Massenpeaks.

wiinschten Hauptprodukts und der Nebenprodukte exakt
festgelegt werden. So kann die Fraktion der HIV-1-Protease-
Sequenz (A) in reiner Form durch HPLC isoliert werden, wie
das Massenspektrum in Abbildung 25 zeigt.

Die Nebenprodukte wurden durch Direktkopplung von
HPLC und Tandemmassenspektrometrie aufgeklart. Durch
die Direktkopplung wird fiir die Aufklarung der Nebenpro-
duktstrukturen nur noch die Zeit eines HPL-Chromato-
gramms von etwa 30 min benotigt. Abbildung 26 zeigt das
bei der Tandemmassenspektrometrie erhaltene Fragmentie-
rungsschema eines Nebenproduktes, dessen Struktur ein-

=

Asn - Lau - L!U -

B; Bg _B

=L

1004 669.5

(Ma2H)® e

1%
50

Bg

Thr - Gln - lle - Gly - Cys - Thr -

deutig zugeordnet werden konnte. Die wichtigsten Neben-
produkte sind in Abbildung 27 aufgefiihrt. Daraus ergibt
sich, daB wegen der Bildung starrer Konformationen die
Kupplungen von der Sequenzposition 91 (Thr) bis zur Posi-
tion 82 (Val) mit geringeren Ausbeuten verlaufen. Die an-
schlieBenden Kupplungen sind vollstindig, und es werden
keine Fehlsequenzen-Peptide mehr beobachtet. Interessant
ist, dafl wegen der konformativ bedingten geringen Ausbeute

W@
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1095.3
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I1%e]
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50
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Abb. 25. lonenspray-Massenspektrum der rein isolierten HIV-1-Protease-Se-
quenz 59-99. Molmasse gefunden 4377.8 + 1.

in neun Kopplungsstufen auch Fehlsequenzen-Peptide mit
bis zu neun Aminosaureresten weniger auftreten. Das Syn-
theseziel, die Reindarstellung der HIV-1-Protease-Sequenz,
wurde also schon bei dieser Preview-Synthese erreicht. Zur
Herstellung gréBerer Mengen Substanz fiir Inhibitorstudien
sollte die Strategie natiirlich trotzdem noch optimiert wer-
den. Dies ist auch fiir die Synthese therapeutisch anwendba-
rer Polypeptide wichtig.

B Bio By

l.eu - Asn -

o 3

Abb. 26.

MS/MS-Fragmentierungsschema des Fehlsequenzen-Peptids Z.
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59 60 61 62 63 76 77 78 79 80 81 B2 B3 B4 85 86 87|88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99
Paplld Tyr AspGin lle Pro .. Leu Val Gly Pro Thr Pro Val Asnlle lle Gly ArglAsnLeu Leu Thr Gin lle Gly Cys Thr Leu AsnPhe
M X
A 4378 x G E-R f R N Ex 2 X x %= x x x|x *x x x x x = X %X X X X
Z 1336 X X X X X X X X X X X X
B 4264 X X X X X X X X X x x x x x x x|[? x x X X X X X X X X X
X X X X X X xXx x 2 X x x x x x x|x? x x x X X X X X X X
[+ 4050 X X X X X X X X X x x x x z x|=x X X X X X X X X
X X X X X X X X X x x X X|x x x X X X X X X X X X
X X X X X X X X X x x x x X X X X X X X X X X
D 3937 X X X X X X X X X X X X X X X Xx X X X X X X X X
X X X X X X X X X X x x X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X x X x x x X X X X X X X X X X X X
E | 3823 AsnllelleGlyArg X * X X 2 X T X = x = E @ ¥ ¥ zix X ¥ = ' X ¥
F 3725 val(82) - Arq(&7) Z X X X X X X X X x X X X X X X X X X X X X
G 3628 Pro(81) - Arg(87) X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
H 3526 Thr(80) - Arq(87) X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
1 3430 Pro(79) - Arg(87) X X X X XT X X X X X X X X X X X X X X X X
Abb. 27. Fehlsequenzen-Peptide im Rohprodukt der Synthese der HIV-Protease-Sequenz 59-99 A, x = Fehlstellen (ausgelassene Aminosiiuren)

Abb. 27. Fehlsequenzen-Peptide im Rohprodukt der Synthese der HIV-Protease-Sequenz 59-99 A. x = Fehistellen (ausgelassene Aminosduren).

8. Ausblick

Die neuen polymeren Trager ermdglichen im DurchfluB3re-
aktor die Synthese auch lingerer Polypeptide innerhalb we-
niger Tage, mit 8 um-Trdgern kann die Dauer eines Synthe-
secyclus sogar auf 1-2 min verringert werden.

Durch neue analytische Methoden wie die Kapillarzonen-
elektrophorese und die lonenspray-Massenspektrometrie
sowie durch die kontinuierliche UV-spektroskopische Ver-
folgung der Synthese kOnnen schwierige Sequenzen und
Fehler im Synthesegang erkannt werden. Die bisherige
..black box* der Tragersynthese wird durchsichtig und eine
Optimierung kritischer Stufen moéglich. Bei dem geringen
Zeitaufwand derartiger Peptidsynthesen kann zunéchst eine
Preview-Synthese in kleinerem Mafstab durchgefiihrt wer-
den. Die genaue analytische Untersuchung enthillt die
Schwachstellen des Synthesekonzepts, und danach kann die
Strategie fiir die eigentliche Synthese festgelegt werden. Da-
durch wird schon am Polymer ein reineres Peptid aufgebaut
und die sonst oft erfolglose oder zumindest mithsame End-
reinigung erleichtert. Das DurchfluBverfahren kann auch
leichter als das Batch-Verfahren in einen groBeren MaBstab
libertragen werden.

In Pilotsynthesen wurden von uns Proteine mit bis zu 120
Aminosdureresten wie HIV-Protease!!3%, Humaninsulin,
Metallothionein'2%1 sowie Cardiodilatin!*?*?! an Tentakel-
polymeren aufgebaut, analytisch die kritischen Stufen ermit-
telt und die Strategien fiir die optimierten Synthesen festge-
legt.

Diese Untersuchungen zeigen eindeutig, daB die Totalsyn-
these von Proteinen bis zu Molmassen von liber 10000 Da
moglich ist und die analytischen Methoden zum Nachweis
der Reinheit zur Verfigung stehen. Es wird wesentlich von
der Weiterentwicklung der Trdger und der analytischen Me-
thoden abhingen, ob die Trdgersynthese auch zu noch
grofBeren Proteinen vordringen kann. Zum Verstdndnis der
biologischen Aktivitdt von Proteinen werden die jetzt bereits
erschlossenen Synthesebereiche wertvolle Beitriige liefern
und somit zur Entschliisselung noch verborgener Zusam-
menhédnge in der belebten Natur beitragen.
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Die hier vorgestellten Arbeiten aus dem Tiibinger Laborato-
rium waren nur durch die engagierte Mitarbeit vieler Genera-
tionen junger Chemiker moglich. Wenn hier nun einige hervor-
gehoben werden, soll dies die Beitrdge der nur in den
Literaturzitaten erwdhnten Mitarbeiter nicht schmdlern. In
der Periode von 1966 bis 1973 seien die Herren Professoren G.
Jung, H. Hagenmaier, W. Voelter, W. Parr und H. Eckstein
sowie Herr Dr. B. Hemmasi erwdhnt, vor allem bei den ersten
Gehversuchen der Polypeptidsynthese an fesien Trdgern bis
zum Apoferredoxin und dem wichtigen Nachweis der Fehl-
sequenzen. Von 1971 bis 1976 wurde gemeinsam mit Professor
M. Mutter die Flissigphasenmethode entwickelt. Alle oben
genannten Mitarbeiter haben inzwischen eigene Arbeitsge-
biete der Pepiidchemie erschlossen und herausragende Arbeit
geleistet. Zur Entwicklung der HPLC und der gaschromato-
graphischen Racemisierungskontrolle haben die Herren
Dr. Uhmann, Dr. Frank, Dr. Hupe und Nicholson entschei-
dend beigetragen. In jingerer Zeit ist die Entwicklung der
monodispersen Trdger und der Polystyrol-Polyethylenglycol-
Polymere mit Dr. W. Rapp durchgefiihrt und gemeinsam mit
Herrn Zhang die Synthese lingerer Polypeptide erschlossen
worden.

Es sei auch allen Forderern dieser Arbeit gedankt, dem Land
Baden-Wiirttemberg, der Deutschen Forschungsgemeinschaft,
dem Fonds der Chemischen Industrie, dem Bundesminister fiir
Forschung und Technologie sowie den Firmen Hoffmann-
LaRoche, Basel, Hoechst AG, Frankfurt, Diamalt AG, Miin-
chen, und BACHEM, USA.
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