
Auf dem Weg zur chemischen Synthese von Proteinen 

Von Ernst Bayer * 
Die chernische Totalsynthese von Proteinen tritt in die Phase der Realisierbarkeit ein. Darnit 
wird Wirklichkeit. was €mil Fischer schon 1902 voraussagte[**l: ..Ich sehe deshalb die Zeit 
voraus wo die physiologische Chernie . . . sich auch kiinstliche Ferrnente bereitet." Die bisher 
fur Peptide aus bis zu zwanzig Arninosauren sicher etablierte Festphasensynthese an polyme- 
ren Tragern konnte durch die Entwicklung neuer Polymere und moderner Methoden zur 
Trennung und Charakterisierung von Polypeptiden wesentlich verbessert werden. Hydrophi- 
lie. moglichst hornogene KorngroDenverteilung. gleiche Quellung in verschiedenen zur Peptid- 
synthese verwendeten Losungsmitteln sowie Druckstabilitit sind die wesentlichsten Eigen- 
schaften der neuen Triger fur schnelle Peptidsynthesen irn kontinuierlichen DurchfluD. Mit 
Pfropfcopolyrneren aus schwach vernetztern Polystyrol und linearern Polyethylenglycol kann 
irn Routinebetrieb der Synthesecyclus fur die Ankniipfung eines Arninosiurerestes auf 10 
20 rnin verkiirzt und zugleich eine hohere Ausbeute erzielt werden. Mit rnonodispersen Pfropf- 
copolyrneren von 10 prn Durchrnesser l l D t  sich die Dauer eines Synthesecyclus irn Prinzip auf 
1 - 5  rnin verringern. Mit dieser Hochgeschwindigkeits-Festphasensynthese konnen auch lan- 
gere Peptide bis in den Bereich von Proteinen in wenigen Stunden aufgebaut werden. Mit 
neueren rnassenspektrornetrischen Methoden. wie der Ionenspray-Massenspektrornetrie, kon- 
nen Proteine bis zu Molrnassen von 100 kDa charakterisiert werden. und rnit der Kapillar- 
zonenelektrophorese steht neben der HPLC eine weitere effiziente Trennrnethode zur Verfii- 
gung. 

1. Einleitung 

Die chernische Synthese von Peptiden hat in den vergange- 
nen zwanzig Jahren einen grol3en Aufschwung erfahren. Bei 
vielen neu isolierten naturlichen Wirkstoffen rnit Peptid- 
struktur, wie Hormonen. Neuropeptiden, Antibiotica. die 
oft nur in kleinen Mengen rein gewonnen werden konnten. 
hat sich die Synthese zur endgultigen Strukturdufklarung als 
unerllBlich erwiesen. Die Erforschung der Beziehungen zwi- 
schen Struktur und biologischer Aktivitat bei Peptidwirk- 
stoffen erfordert die Synthese von vielen Peptiden rnit vari- 
ierten Sequenzen. In der Irnrnunologie ist die Peptidsynthese 
ebenfalls ein unerlaDliches Werkzeug geworden. So ist zur 
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Epitop-Charakterisierung und Antikorperbildung die Syn- 
these von iiberlappenden Peptidsequenzen notwendig. 

Der Aufschwung der chernischen Peptidsynthese wire 
ohne die von Merrifield' eingefuhrte Festphasensynthe- 
se an polyrneren Tragern nicht rnoglich gewesen. Fur den 
aunenstehenden Betrachter scheint es. als o b  auf diese Art 
jedes Peptid routinernlDig synthetisiert werden konnte. und 
die heute verfiigbaren Syntheseautornaten verstirken diesen 
Eindruck noch. Es verwundert daher nicht, daB seit der Ein- 
fiihrung der Festphasensynthese imrner wieder vordusgesagt 
wurde, daD die chernische Synthese von Proteinen bald zu 
einer Routineangelegenheit wiirde. Tabelle 1 zeigt an einigen 
ausgewahlten Beispielen. daD seit iiber zwanzig Jahren im- 
rner wieder gelegentlich Berichte iiber die Festphasensynthe- 
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Wenn man die Reinheitskriterien der Organischen Synthe- 
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der in Tabelle 1 genannten ,,Proteinsynthesen" rnit Sicher- 
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heit ein einheitliches Produkt. Diese Erkenntnis hat auch 
dazu gefiihrt, daD nach den in den Jahren 1969 bis 1973 
haufiger beschriebenen ,,Proteinsynthesen" in der Folgezeit 
nur noch wenige Publikationen erschienen. Das Ziel einer 
zuverlassigen 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 Zusammenhinge 
zwischen Struktur und biologischer Aktivitiit erbracht. wie 
sie auch bei Proteinen erwartet werden konnten. sofern eine 
zuverlassige Synthese moglich ware. 

Tabelle I Versuchte Synthesen naturlich vorkommender Proteine mi1 dcr Fest- 
phasenmethode 

Protein Zahl der Jahr Autoren 
Amino- 
rlureresre 

Ferredoxin 55 1968 Buyer. Hagenmairr. Junx [I331 
Ribonucleasc A I24 I969 Cutre. Merrlfield [ 1341 
Cytochrom c 104 1969 S a m .  Kurrhara 11351 
Wachstumshormon 188 1970 L I ,  Yamashrro [136] 
Ribonuclease T, 104 1972 I:umiju [138] 
Lysozym 129 1973 Sharp el al. 11371 

Oft wird die Frage gestellt, o b  durch die Moglichkeiten der 
Gentechnik zur Darstellung rekombinanter Proteine die che- 
mische Synthese nicht iiberfliissig geworden sei. Solange eine 
zuverlissige chemische Synthese nicht moglich ist. laDt sich 
diese Frage nicht beantworten. Es ist aber einleuchtend, daD 
bei genetisch nicht codierten Aminosauren 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 Aminosauren iiberra- 
schende biologische Wirkungen erzielt hat. kann dies auch 
bei Proteinen erwartet werden. Vor allem die spezifische Ein- 
fiihrung 'C-markierter Aminosaurereste in Sequenzpositio- 
nen des aktiven Zentrums von Enzymen fur NMR-Studien 
des Mechanismus ist nur durch die chemische Synthese mog- 
lich. Die biotechnologische und die chemische Synthese kon- 
nen sich daher gut erganzen, und die noch junge Wissen- 
schaft des Protein-Design l4 '1 wiirde von einer zuverl5s- 
sigen Synthese lingerer Peptide einen kraftigen lmpuls 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 Merrijield 

Grundsiitzlich gehort die Synthese an festen Tragern zur 
Strategie des stufenweisen Aufbaus von Peptiden durch auf- 
einanderfolgende Kupplungen der Aminosauren. Dieses 
Vorgehen ist in der Peptidchemie mit niedermolekularen 
Schutzgruppen seit Iangerem bekannt"], hat aber eine gerin- 
gere Verbreitung als die klassische Kupplung von Fragmen- 
ten's - 101 gefunden. Es war auch schon bekannt, daD die 
stufenweise Kupplung jeweils vom C- zum N-terminalen En- 
de erfolgen sollter' ' *  ''], da hier eine geringere Racemisie- 
rung auftritt als bei der umgekehrten Orientierung. Die stu- 
fenweise Kupplung unter Venvendung niedermolekularer 
C-terminaler Schutzgruppen ist auch wegen der haufigen 
Schwerloslichkeit eines Kupplungspartners wenig verbreitet. 
Eine Fortfiihrung der Synthese in solchen Fallen 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 gemaD Schema 1 die 
N-geschiitzte C-terminale Aminosaure gekniipft wird. Nach 
Abspaltung der Aminoschutzgruppe wird die nachste N-ge- 
schiitzte Aminosaure gekuppelt und der Cyclus so oft wie- 
derholt, bis das Peptid am Trager aufgebaut ist. Der Vorteil 
dieser Arbeitsweise liegt darin, daD g r o k  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. 

Fur die Peptidkupplung wurde urspriinglich Dicyclo- 
hexylcarbodiimid als Wasser-Acceptor vorgeschlagen, aber 
auch viele andere bewahrte Kupplungsmethoden z. B. mit 
Aktivestern oder Anhydriden sind geeignet"' . N eben 
der zur Verankerung der C-terminalen Aminosaure am Poly- 
mer zuerst vorgeschlagenen Chlormethylgruppe sind in- 
zwischen viele andere Ankergruppen eingefuhrt wor- 
den[' 3.  21 -281  
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Schema 1. Synthesecyclus der Festphasensynrhese nach Merrifield. PS = 
Polystyrol, das mil 0.5- 1 % DVB vernetzt 1st; DCCI = Dicyclohexyl- 
carbodiirnid. 

Auch heute noch wird die urspriingliche Strategie von 
MerriJ7eld breit angewendet und die von ihm vorgeschlage- 
nen Ankergruppen sowie die sauer abspaltbare [err-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 eingefiihrten Gruppen zuriickgegrif- 

Nach der Synthese wird das Peptid vom Polymer abge- 
spalten. Bei der Merrifield-Strategie werden starke Sauren, 
z. B. die Fluorwasserstoffsaure, 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 erhaltlich13'* 36-381. 

fen[9- 13.29-351 

3. Probleme der Reindarstellung 

Auch geniale Ideen wie die der Festphasensynthese haben 
allerdings ihre Tiicken. So stellte sich bald heraus, daD die 
Tatsache, daD 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 fur welche organische Reaktion gilt schon, 
daD sie stets eindeutig und quantitativ verlauft? Auch bei der 
Peptidsynthese ist mit Nebenreaktionen zu rechnen, z. B. rnit 
der Abspaltung der Schutzgruppen trifunktioneller Amino- 
sauren und der Weiterreaktion der Drittfunktionen (Carb- 
oxy-, Amino-, Hydroxygruppe), rnit 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 vollstandige 
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 konnen die 
Ausbeute drastisch senken, und in der Literatur wird auf 
solche konformationsabhangigen Effekte hingewie- 
sen138-461. Vor allem die Bildung von P-Faltblattstrukturen 
bei Peptiden mit 6-20 Aminosaureresten 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 YO Ausbeute erzielen 
wiirde, bliebe das Problem der Rumpf- und Fehlsequen- 
zen~47-521. 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- 
mationsanderungen eine Endgruppe, die bei einer oder meh- 
reren Kupplungen nicht reagiert hat, bei spateren Reaktio- 
nen wieder zuganglich werden kann, entsteht eine rnit wach- 
sender Peptidlange 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, daD 
solche Fehlsequenzen auch bei im Prinzip gut verlaufenden 
Synthesen auftreten147- 541. Neben chromatographischen 
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B 
1 

A 
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n m 
Abb. 1 Rumpf- 11 und Fehlsequenzen 111 bei der Festphasensynrhese eines 
Pentapeptids A-B-C-D-E I. 

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 YO Ausbeute fur jede Kupplung 
und Abspaltung der N-Schutzgruppe wiirde eine Ribonucle- 
ase mit 124 Aminosaureresten nur in 0.0002% Ausbeute 
erhalten werden, wahrend zugleich die 15fache Menge an 
Peptiden rnit einer Aminosaure weniger vorlage. Es ist au- 
genscheinlich, daD eine Proteinsynthese daher beim ur- 
spriinglichen Stand der Festphasenmethode nur unter sehr 
gliicklichen Umstanden moglich ware. Nur wenn die Aus- 
beute durch Optimierung der Synthese drastisch erhoht 
wird, besteht bei langeren Peptiden Aussicht, die richtige 
Sequenz in groDeren Ausbeuten und dann auch rein erhalten 
zu konnen. Bei 99.5% Ausbeute in jedem Schritt wiirden 
immerhin schon 29 YO Hauptprodukt Ribonuclease erhalten 
werden konnen, gegeniiber nur noch 36 % Peptidsequenzen 
rnit einer Aminosaure weniger. 
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wichtig. Die unterschiedliche Reaktivitat der funktionellen 
Gruppen in vernetzten Polystyrolen ist von Rudinger et 
al.[571 sowie von Andrearia et al.[581 nachgewiesen worden. 

4.1. Fliissigphasensynthese 

Matrixeffekte des vernetzten Polymers und heterogene 
Reaktion konnen vermieden werden, wenn ein lineares, losli- 
ches Polymer verwendet wird. Dieser Weg ist von Shemya- 
kin, Ovchinnikov et al.[591 rnit linearem Polystyrol und von 
Bayer, Mutter et aI.[60-661 rnit linearem Polyethylenglycol 
beschritten worden. Lineares Polystyrol vernetzt sehr leicht 
und llDt sich schlecht handhaben. Vertraglicher ist Poly- 
ethylenglycol (PEG), das aufgrund seiner guten Loslichkeit 
in vielen organischen LoSungSmitteln Sogar auch Sonst Un- 
losliche Peptide solubilisieren kann. 

Abb. 2. Ionenspray-Massenspektrum des 17er Peptids H-Ala-Val-Leu-Gly- 
H~s-Asp-Glu-Ala-Ala-Tyr-Ser-Lys-Asn-Arg-~rg-Ala-V~~.OH M unmi[telbar 
nach der Absualtune. vom Polymer. Neben dem 17er Peptid m/r = 929.2 sind . -  
fiinf Fehlsequenzen-Peptide nachweisbar. Die m/z-Werte gelten fur die lonen Ein Synthesecyclus nach der Fliissigphasenmethode ist in 
der rechts angegebenen Zusammensetzung. die jeweils als diprotonierte Spezies 
detektiert werden. In Klammern sind die MassendifTerenzen zu M angegeben. Schema wiedergegeben. Die K’pplung in  homage- 

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 Anfmgsjahren der Festphasenme- 
thode schwierig. Erst durch die in den siebziger Jahren ent- 

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 Trager 
synthetisierten Peptids verwendet wiirde. Somit bedurfte es 
einer neuen Trennmethode, um die polymergestiitzte Synthe- 
se von Peptiden im Bereich bis zu etwa zwanzig Aminosiure- 
resten sicher zu etablieren. 

Die Trennung von Proteinen ist durch die konventionelle 
HPLC nicht so leicht moglich. Zum einen nimmt bei lange- 

@-OH + HOOC-CH-NH-R’ Polypept id 
I 

R 

I I  I II I 
wickelte trennwirksame Hochdruckfliissigkeitschromato- O R  O R  O R  

Kupplung 

@-OH + HO-IC-CH-NHln- C-CH-NH-R 

I 
m - O - S - F H - N H - R ’  

Abspaltung 

-o- ,c -CH-NH,,- 0 II I 

ren Polypeptiden die Zahl und Menge schwer abtrennbarer 
Peptide mit ihnlichen Sequenzen exponentiell zu, zum ande- 
ren sind viele stationare Phasen nicht fur Proteine geeignet. 
Daher ist die Entwicklung neuer Trenn- und Charakterisie- 
rungsmethoden grundsatzlich notwendig, um eine zuverlas- 
sige Synthese auch von Proteinen zu garantieren. In Ab- 
schnitt 6 wird auf das Zusammenspiel von Synthese und 
Trennmethoden nochmals zuriickgekommen. 

4. Optimierung des Tragerpolymers 

Ohne die Bedeutung der Optimierung von Peptidsynthe- 
sen durch die richtige Wahl der Schutzgruppen, der Anker 
zur Bindung der C-terminalen Aminosaure und der Strategie 
der Synthese einschranken zu wollen, ist es doch einleuch- 
tend, da13 eine Optimierung des Tragerpolymers am grund- 
satzlichsten zur Verbesserung der Festphasensynthese bei- 
tragen konnte. Polystyrol ist eine relativ hydrophobe Matrix 
und daher fur 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 Diffusionsabhangigkeit 

Schema 2. Synthesecyclus der Fliissigphasenmethode 160-661 

ner Losung statt. Kinetische U n t e r s ~ c h u n g e n [ ~ ~ ~  haben ge- 
zeigt, daD mit der polymeren C-terminalen Polyethylengly- 
colschutzgruppe gleiche Geschwindigkeitskonstanten der 
Peptidkupplungen erhalten werden wie rnit den iiblichen nie- 
dermolekularen Schutzgruppen (siehe Tabelle 3). Diffusions- 
phanomene 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- 
kiilgroOe erheblich unterscheiden. Auch die leichte Kristalli- 
sierbarkeit von Polyethylenglycolpeptiden zur Abtrennung 
zu nutzen hat sich b e ~ a h r t [ ~ ~ ] .  

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) routinemaBig 
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 Trifluorethdnol n = 3 
und 5 ungeordnet (random coil). n = 6 1 5 %  P-Faltblattstruktur. n = 8 
100% a-Faltblattstruktur 

von Peptiden bei deren stufenweisem Aufbau gefun- 
den16s.68- 701. Abbildung 3 zeigt eine solche CD-spektrosko- 
pische Studie des stufenweisen Aufbaus von PoIyvalin1711 
und Abbildung 4 das NMR-Spektrum einer an Polyethy- 
lenglycol gebundenen I n s u l i n ~ e q u e n z [ ~ ~ ~ .  

r _ _ _ l  _ _ _ , _ _ _ , _ _ , _  ~ 1_7 .I_,-._,__c.,-- 
80 70 60 50 LO 30 20 

-6 

Abb. 4. Aliphatischer Bereich der "C-NMR-Signale des an Polyethylenglycol 
gebundenen Octapeptids. das dem lnsulinsegment B 13-20 entspricht. Messung 
in [IT,, 2H,]Me,SO-Suspension. 

Nachteile der Fliissigphasenmethode sind jedoch die 
schlechte Automatisierbarkeit und der Z e i t a ~ f w a n d l ~ ~ ~ .  Die 
Ultrafiltration dauert oft sehr lange, und die Kristallisa- 
tionsmethode kann wegen Fallung, Waschen und Wieder- 
auflosen der Niederschlage praktisch nicht storungsfrei in 
einem Syntheseautomaten durchgefiihrt werden. Hinzu 
kommt, daB die Solubilisierung durch Polyethylenglycol bei 
langeren Peptidketten nicht ausreicht. 

4.2. Polyacrylamide als Trager 

Hydrophilere Trager als Polystyrol sind von Atherton, 
Sheppurd et al.[32. 7 4 - 7 6 1  mit Polyacrylamiden in die Peptid- 
synthese eingefiihrt worden. Poly(N,N-dimethyl-acrylamid) 
ist in seiner Polaritat peptidahnlicher und quillt daher in den 

fiir Peptidsynthesen oft notwendigen Losungsmitteln, z. B. 
Dimethylformamid (DMF), besser als die Polystyroltrager. 
Ein gutes Quellen des Polymers ist fiir die freie Zuganglich- 
keit der Funktionen im Polymer, vor allem auch in den Mi- 
kroporen, notwendig. Je weniger der Reaktionsraum durch 
die Polymermatrix eingeengt wird, desto giinstiger sind die 
Reaktionsbedingungen. 

Curpino und Hun ("I 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 eroffnet auch die Moglichkeit der 
spektroskopischen Synthesekontrolle. Insbesondere fiir Syn- 
theseautomaten ist die alkalische Abspaltung aus Korro- 
sionsgriinden giinstiger als die saure. Wesentlich ist auch die 
Erweiterung der Strategie durch die alkalische Abspaltung. 

I Kuppluq 

@O-C-CH-NH-R'  @-OH + HO-l$,-FH-NHIn- C-CH-NH~ 11 I 

O R  O R  

P 

fl 

+zo"/D Pipcridin 
In DMF 

@-0- t ~ - ~ H - N H ~ -  H 

O R  I 
I Ninhydrtntest auf I freie. ntcht reagterte 

Aminogruppen. 

f 

A 

Schema 3. Synthesecyclus der Festphasensynthese an Polyacrylamidgelen mil 
Fmoc-Strategie. PA = Copoly(dimethylacrylamidbis(acryloyl)ethylendiamin- 
acryloylsdrcosinmethylester) + Lmker. PFP = Pentafluorphenyl. 

Aus diesen Griinden haben die Polyacrylamidgele und die 
Fmoc-Strategie insbesondere in Europa eine weitere Verbrei- 
tung gefunden als die urspriingliche Merrifield-Strategic. 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 erwahnt, ist PEG ein sehr gut mit 
Peptiden vertragliches Polymer. Es lost sich in Wasser und 
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fast allen organischen Losungsmitteln mit Ausnahme von 
aliphatischen Kohlenwasserstoffen und Diethylether. In der 
Fliissigphasensynthese hat sich PEG bewahrt. 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 
langeren 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 groBe Einengung der Kettenmobilitat bedeutet hatte, 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 iiblichen wiederholten sauren oder alkali- 
schen Schutzgruppenabspaltungen nicht geniigend stabil 
sind. Die einfachste Immobilisierung ware die Bindung einer 
terminalen PEG-Hydroxygruppe an chlormethyliertes Poly- 
styrol nach einer klassischen EthersyntheseI”’ 791. Bei dieser 
Reaktion nehmen aber die Ausbeuten bei Iiingeren PEG- 
Ketten (> 800 Da) drastisch ab. AuBerdem reagieren beide 
terminalen Hydroxygruppen mit Chlomethylgruppen, so 
daB das Polystyrol noch zusatzlich vernetzt wird. Die Zahl 
der freien Hydroxygruppen und damit die Kapazitat 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 EthyIenoxid[80-861. Uber Synthese, Eigenschaften 
und Anwendung dieser Pfropfcopolymere wird hier erstmals 
zusammenfassend berichtet. Fur  die Synthese (Schema 4) 

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

wird vorzugsweise das Kaliumsalz von Poly(styrylmethy1- 
tetraethylenglycol-ether), das in Form eines offenen Kronen- 
ethers vorliegt, eingesetzt. In dieser Aufpfropfreaktion kon- 
nen funktionalisierte Polystyrolkiigelchen jeder beliebigen 
Porositat eingesetzt werden. Bei unporosen Kiigelchen wird 
Ethylenoxid nur an der Oberflache aufgepfropft, so daB die 
Polyoxyethylenketten wie Tentakeln vollig aus der Polysty- 
rolmatrix herausragen. Solche Polymere sind als stationare 
Phasen fur die HPLC interessant, fur Peptidsynthesen je- 
doch weniger geeignet, da die Beladung an Peptid zu gering 

ist. Fur  Peptid- und Nucleotidsynthesen interessanter sind 
die aus porosen 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 fur 
mehrere Losungsmittel verglichen. Die Pfropfcopolymere 
quellen in allen Losungsmitteln, in denen PEG selbst loslich 
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). 

Losungsmittel PS PS-PEG 

Wasser 
MeOH 
EtOH 
CH,CI, 
Toluol 
DMF 
CH,CN 
TH F 
Dioxan 
Ether 

0.95 
1.05 
5.2 
5.3 
3.5 
2 .o 
5.5 
4.8 
2.5 

2.5 
2.5 
1.2 
3.0 
3.1 
3.2 
3.0 
3.4 
3.1 
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 [871. Abbildung 5 
zeigt, daB die ‘3C-NMR-Relaxationszeit Ti von Peptiden, 
die an Polystyrol gebunden sind, geringer ist als die von 
Peptiden, die an losliches PEG oder an Pfropfcopolymere 
gebunden sind, wahrend letztere ungefahr gleiche Relaxa- 
tionszeiten aufweisen. Sowohl die PEG-Kette als auch die 

1.5, 

I ”O 

00 
R OMe OPEG OPS OPEG-PS 

Abb 5 ”C-NMR-Relaxationszeiten T, 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- 
halt. In Losungsmitteln wie Ether, die PEG nicht solvatisie- 
ren, werden dagegen die fur Festkorper iiblichen breiten Si- 
gnale gemessen. Wir konnen daher eine solvatisierte 
Tentakel und eine nicht solvatisierte Knauelkonformation 
der Pfropfcopolymere unterscheiden (Abb. 6). Aus diesem 

b) a) 

Bemerkenswert sind die ahnlichen Quellfaktoren der Ten- 
takelpolymere in verschiedenen Losungsmitteln (Tabelle 2). 
Dies ermoglicht die Packung von Siulen mit dem Pfropfco- 
polymer und eine Peptidsynthese im kontinuierlichen 
DurchfluD, da bei den wahrend des Synthesecyclus notwen- 
digen Losungsmittelwechseln 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 zusltzlich die Synthese im konti- 
nuierlichen DurchfluB: 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 DurchfluB 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)-Pfropfcopolyrnere (PS-PEG-Gly). Die Zahlen 
hinter PEG geben dessen rnittlere Molrnassen an. 

. -  

50 

Abb. 6. Oben: Konformattonen der Pfropfcopolymere aus PS und PEG; un- 
ten: die zugehorigen "C-NMR-Spektren. a )  Aufgefaltete solvatisierte Form; 
scharfes NMR-Signal trotz Festkbrper; b) Knauelkonformation bei Kontakt 
mi! nicht solvalisierenden Losungsrnitteln; iibliche Signalverbreiterung von 
Festkorpern. 

Grund werden die Polymere auch mit dem Trivialnamen 
Tentakelpolymere bezeichnet1881. Abbildung 7 zeigt die ho- 
mogene Verteilung der PEG-Ketten auf der Oberflache und 
im Innern der Polymerkiigelchen. 
mikroskopischen Aufnahme liegt die 
vor. 

Bei der elektronen- 
Knauelkonformation 

Abb. 7. Elektronenmikroskopische Aufnahme der Pfropfcopolymere aus PS 
und PEG (1 rnm z 3.227 pm). 

Polyrnertrager I O k  [rnol-ls-'] mequ. Gly pro 
g Polymer [a] 

PS-PEG-2000-Gly 0.37 0.20 
PS-PEG-3300-GIy 0.32 0.12 
PS-PEG-5700-GIy 0.29 0.08 

PEG-2000-Gly 0.16 0.49 
PEG-4000-Gly 0.17 0.38 
PEG-6000-GIy 0.13 0.27 

Clycinethylester 0.12 

[a] mequ. steht fur Milliaquivalente 

Da die Mobilitat 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 fur die Peptidkupplung, die 
denjenigen der Fliissigphasensynthese gleichen (Tabelle 3). 
Nach diesen Untersuchungen sind die Tentakelpolymere als 
hydrophile Trager fur eine schnelle Peptidsynthese geeignet. 

4.4. Monodisperse Tentakelpolymere 

Bei der Peptidsynthesenoptimierung sind Diffusionspha- 
nomene bisher kaum beriicksichtigt worden, obwohl sie fur 
das Erreichen kurzer Synthesecyclen von ausschlaggebender 
Bedeutung sein sollten. Da es sich urn eine heterogene Reak- 
tion handelt, spielt bei allen Diffusionsprozessen der Parti- 
keldurchmesser eine entscheidende Rolle. Je groBer er ist, 
desto groDer sind die Diffusionsbeitrage zur Reaktionsge- 
schwindigkeit. Die fiir die Merrifield-Synthese im Handel 
erhaltlichen 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 
groDten 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 ware daher moglich, wenn mono- 
disperse, einheitliche Partikel moglichst kleinen Durchmes- 
sers zur Verfiigung standen. Die meisten Polymerisationsver- 
fahren fiihren jedoch zu polydispersem Material. 
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Abb. 8. Willkiirlich vorgegebene Korngroknverteilungen polydisperser Poly- 
merkiigelchen (a) und berechnete prozentuale Anteile an funktionellen Grup- 
pen in den unterschiedlich g r o k n  Polymerkiigelchen (b). x :  beliebige GroDe 
monodisperser Kiigelchen. 

Nach eingehenden Betrachtungen von Diffusionsvorgan- 
gen haben Ugelslad et al.'89.901 die Parameter zur Darstel- 
lung monodisperser Polystyrolkugelchen untersucht. Auf- 
bauend darauf wurde die Herstellung monodisperser, 
vernetzter Polystyrolkugelchen mit Durchmessern von 5 -  
20 pm erarbeitet. In einem ZweistufenprozeD (Schema 5) 

I r s i o n s -  1 I I 

Puellung 

+ Ster i sch  anspruchsvoller 
Stabilisator 

I 

Saat ! Emulsion! - Monomer Monomer 
-Initiator - Vernetzer 

Komponente Y - monomerloslicher Initiator - organisches  Losungsmittel  - H,O - Stabilisator eventuell lnertkomponente 
(bei makroporosen  Beads1  

Schema 5.  ZweistufenprozeD zur Synthese monodisperser. vernetzter Polysty- 
role. 

wird dabei zunachst in homogener Losung rnit einem Initia- 
tor eine ,,Saat" gebildet 1911. Wichtig zur Erzielung gleicher 
Partikeldurchrnesser ist eine kurze Keirnbildungsphase und 
die Gegenwart sterisch anspruchsvoller Stabilisatoren, die 
Aggregationen und Micellenbildung unterdrucken. Die Par- 
tikel der Saat sind noch nicht vernetzt; sie werden dann in 
eine wal3rige Emulsion des Monomers Styrol, des Vernetzers 

Divinylbenzol und des Initiators gebracht. In einern diffu- 
sionskontrollierten Prozel3 in Gegenwart wasserloslicher ste- 
risch anspruchsvoller Stabilisatoren wird die Saat gequollen 
und vernetzt (Abb. 9). 

aM,(I) Ddtum D tspers tons - 

M. (11 

Emulstons- 
Saa tparttkel troofpn 

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 ublichen breiten Verteilung der 
MolekulgroDe synthetischer Polymere vergleicht, wird deut- 
lich, daO hier erstmals groDere Aggregate mit einer so mole- 
kulareinheitlichen Zusammensetzung und G r o k  hergestellt 
werden konnen, wie sie sonst nur in der Natur gebildet wer- 
den. 

Abb. 10. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der monodispersen Polysty- 
role (oben. 1 mm z 1.424 pm) und der Pfropfcopolymere aus Polystyrol und 
Polyethylenglycol (unten. 1 mm z 0.420 pm). 

Diese monodispersen, vernetzten Polystyrolkugelchen 
konnen nun weiter zu Tragern fur 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 Knauel vor. 

Mit diesen polymeren, druckstabilen, hydrophilen Tra- 
gern lassen sich die Diffusionsprobleme der Festphasensyn- 
these minimieren. Die neuen Trager konnen daher nicht nur 
fur Peptid- und Nucleotidsynthesen, sondern auch als statio- 
nare Phasen fur die HPLC verwendet werden[”]. 

5. Synthese im kontinuierlichen DurchfluB 

Die Tentakelpolymere sind druckstabil, und ihre Quell- 
faktoren sind relativ wenig losungsmittelabhangig, so daB 
die Polymere in Saulen gepackt und fur Peptidsynthesen rnit 
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. Buyer, Hulusz et al. haben schon 1970[93J die erste 
DurchfluDsynthese an chemisch modifizierten Kieselgelen 
als Tragern beschrieben und die kiirzere Dauer eines Synthe- 
secyclus bei gleichzeitig groBerer Reinheit der synthetisierten 
Peptide gezeigt. Fur den Aufbau lingerer Peptidketten sind 
die modifizierten Silicagele jedoch chemisch zu wenig be- 
standig. 

Spater wurden P e l l i k ~ l a r h a r z e [ ~ ~ ~  im DurchfluBverfahren 
verwendet. Wegen der geringen Druckstabilitat und unter- 
schiedlicher Quellfaktoren konnen normale Polymere nicht 
verwendet werden. Daher haben Frank und G ~ u s e p o h l [ ~ ~ ~  
lose rnit verschiedenen Polymergelen gepackte Kartuschen 
fur die DurchfluBsynthese eingesetzt. Alherton, Sheppurd et 
al. haben Polydimethylacrylamidgele in Kieselgur einpoly- 
merisiert und erfolgreich fur die DurchfluBsynthese in auto- 
matisierten Geraten eingesetzt Ig6* 971. Allerdings ist Kiesel- 
gur kein sehr regulares Tragermaterial, 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 Druckstabilitat, Quellver- 

Abb 11 Elektronenmikroskoptsche Aufnahme von Tragern aus Polyacryl- 
amid auf Kieselgur ( 1  mm % 28 486 pm). 

halten, chemischer Stabilitat, Gestalt (spharisch) und Korn- 
groBe (einheitlich) alle fur eine schnelle Peptidsynthese im 
DurchfluB erforderlichen Eigenschaften und haben sich seit 
ihrer ersten Einfiihrung gegeniiber dem Batch-Verfahren in 
vielen Fallen als iiberlegen erwiesen. 

Ein wesentlicher Vorteil der DurchfluBsynthese besteht 
darin, daD die Uberschiisse an Kupplungskomponenten so- 
wie der Losungsmittelverbrauch erheblich reduziert werden 
und durch UV-Detektoren am Saulenein- 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 
Saulen wandern IiBt, entwickelt sich ein Konzentrationspro- 
fil ,  wie es in Abbildung 12 rechts wiedergegeben ist. Da beim 

Aktivierte A b 

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

Durchgang der Bande durch die Saule relativ kleine Bereiche 
des funktionellen Polymers mit den Kupplungskomponen- 
ten in Kontakt sind, ist der UberschuB in dem jeweiligen 
Saulensegment groBer, als wenn die Losung rnit der ge- 
samten Menge des in der Saule befindlichen Tragers im Kon- 
takt ware. Je schmaler die Bande ist, desto groBere Uber- 
schiisse sind in einem Saulensegment vorhanden. Dadurch 
kann die Reaktion vollstandiger 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 fur die Ankniipfung einer Aminosaure ca. 6- 
15 min. Selbst bei Doppelkupplung kann damit ein Peptid 
rnit 30 Aminosaureresten in wenigen Stunden aufgebaut 
werden. Mit den bereits zur Verfiigung stehenden Tentakel- 
polymeren von 8 pm Durchmesser kann der Kupplungs- 
cyclus nochmals auf etwa ein Zehntel, d. h. 1-2 min, ver- 
kiirzt werden. Fur solche kurzen Zeiten stehen allerdings 
noch keine Syntheseautomaten zur Verfiigung. Die konti- 
nuierliche Verfolgung der Synthese ermoglicht 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 Einfliisse 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 zunachst in kleinerem MaDstab eine 
Preview-Synthese durchzufuhren, spektrophotometrisch zu 
verfolgen und analytisch das Peptid zu untersuchen. Da die 
Zeit fur eine Totalsynthese durch die neuen Trager sehr kurz 
geworden ist, lohnt sich dieser Aufwand. 

a1 

Kuppeln 

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

Bei der Preview-Synthese werden schwierige Kupplungs- 
schritte erkannt, und man kann dann fur die optimierte Syn- 
these die Strategie andern, z. B. andere Losungsmittel, eine 
hohere Temperatur, andere Schutzgruppen wahlen oder 
schwierige Stufen durch Ankuppeln von kleineren Peptiden 
an Stelle einer einzigen Aminosaure iiberbriicken. Durch 
Weiterentwicklung der spektrophotometrischen Kontrolle 
der Synthese im kontinuierlichen DurchfluD wird man kunf- 
tig Syntheseautomaten haben, die Kupplungszeit und even- 
tuell notwendige Nachkupplungen selbsttatig steuern, d. h. 
zu intelligenter Selbstregelung fihig sind. 

6. Analytische Kontrolle und Reinigung 

Die Anwendung der Tragersynthese zur Herstellung von 
Proteinen ist naturgemal3 an eine sichere Charakterisierung 
und Abtrennung der Syntheseprodukte gebunden. So ist die 
Etablierung der Festphasensynthese erst nach Einfiihrung 
der eftizienten HPLC moglich gewesen. 

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

['I Anmerkung bei der Korrektur: D. Seehuch hat in einer kiirzlich erschiene- 
nen Ubersicht (Angew. Chem. 102(1990) 1363; Angew. Chem. In!. Ed. €ng/ .  
29(1990) 1320) beschrieben (dort S. 1379 bzw. 1337). daB Pfropfcopolyme- 
re aus Polystyrol und Polyethylenglycol bei kritischen Sequenzen in LiX- 
haltigen Losungsmitteln vollstandigere Kupplungen ergeben als Polystyrol- 
trager. 

15. Europiischen Peptidsymposium 1973 vorgestellt [ 5 5 *  561. 

Seither ist die HPLC hauptsachliche 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 iiber Festphasensynthesen 
fast ausnahmslos die Reinheit eines Produkts durch einfache 
Integration und Verhaltnisbildung der Peakflachen, d. h. 
ohne Beriicksichtigung der von Peptid zu Peptid oft stark 
variierenden spezifischen UV-Extinktion, angegeben. Zu- 
mindest ware es angebracht, auf die Fehlermoglichkeiten in 
den Reinheitsangaben hinzuweisen, die auf die Nichtberuck- 
sichtigung der Response-Faktoren des UV-Detektors zu- 
riickzufuhren sind. 

Da trotz aller Optimierung der Synthesemethoden immer 
ein Verdacht auf Verunreinigungen durch Fehlsequenzen- 
Peptide bestehen bleibt, geniigt die HPLC und eine Amino- 
saureanalyse nicht zur Charakterisierung des Produkts. Die 
Umkehrphasen-HPLC unterscheidet Peptide nur nach ihren 
hydrophoben Wechselwirkungen, wobei oft kleine Teilstruk- 
turen des Peptids fur die Wechselwirkung mit der Umkehr- 
phase verantwortlich sindr9* - loo]. Umkehrphasen sind zur 
Unterscheidung von Peptiden nach unterschiedlicher Acidi- 
tat oder Basizitat und unterschiedlicher MolekulgroDe nicht 
geeignet. Daher muD fur eine vollstandige Charakterisierung 
auch eine Elektrophorese oder Ionenaustauschchromato- 
graphie (Unterscheidung nach Ladung) und eine AusschluO- 
chromatographie (Unterscheidung nach MolekiilgroDe) 
durchgefiihrt werden. Die mehrdimensionale Chromatogra- 
phie ermoglicht optimale Trennungen bei Anwendung unter- 
schiedlicher Trennmechanismen[''' - lo3]. 

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

Bei groOeren Peptiden und Proteinen, deren sichere Syn- 
these in der Zukunft ansteht, versagen jedoch viele der bei 
kleineren Peptiden bewahrten Methoden. So treten bei der 
HPLC an den iiblichen modifizierten Kieselgelen oft Dena- 
turierungen der Proteine auf['04* '051, und die massenspek- 
trometrische Charakterisierung von Proteinen ist mit den 
konventionellen Methoden (EI, FAB, CI) nicht moglich. 

Gliicklicherweise sind aber parallel zur Weiterentwicklung 
der Tragersynthese sowohl fur die Trennung als auch fur die 
massenspektrometrische Identifizierung g r o k r  Peptide neue 
Methoden erarbeitet worden, die der Tragersynthese von 
Proteinen einen ahnlich starken Impuls geben werden, wie 
seinerzeit die HPLC der Tragersynthese kleinerer Peptide. 

Fur die schnelle Trennung von Proteinen ist nun eine Viel- 
zahl neuer stationarer Phasen entwickelt worden, die eine 
groDere mechanische und chemische Stabilitat als die her- 
kommlichen Umkehrphasen aufweisen. So seien die Pellikul- 
arharze erwahnt, bei denen ein funktionalisiertes Monomer 
auf einen festen, anorganischen Trager wie Kieselgel polyme- 
risiert wird['06-'091, aber auch die in den Abschnitten 4.5 
und 4.4 erwahnten druckstabilen Tentakelpolymere'' "1. 

Abbildung 14 zeigt eine schnelle Proteintrennung an einem 
solchen Trager. 
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Abb. 14. Schnelle Proteintrennung an monodispersem TentaGel (13 pm): 
1 = Ribonuclease. 2 = Insulin, 3 = Lysozym. 4 = Albumin. Gradient von 
0.1 % Trifluoressigsaure (TFA) in H,O nach 20.80 0.1 % TFA in H,O: Aceto- 
nitril in 20 min; 1.5 mL min- '. Saule 6 cm x 4.6 mm. UV-Detektion bei ;i = 
210 nm. 

Als weitere automatisierbare Trennmethode zeichnet sich 
die Kapillarzonenelektrophorese (CE) ab" - I 'I, die be- 
ziiglich Trennscharfe, Schnelligkeit und bequemer Handha- 
bung der HPLC ebenbiirtig ist und sicher eine ahnlich weite 
Verbreitung wie diese finden wird. Die Kapillarzonenelek- 
trophorese in offenen Kapillaren von 40- 100 prn Durch- 
messer und 20-80 cm Lange 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, erganzt sie die nach hydropho- 
ben Wechselwirkungen trennende Umkehrphasen-HPLC. 

Peptide, die HPLC-chromatographisch einheitlich schei- 
nen, konnen dennoch in der Kapillarzonenelektrophorese 
Verunreinigungen zeigen, wie Abbildung 15 belegt l6].  Hier 

a) 

4 

30 15 0 10 5 0 
f lrninl - t Iminl - 

Abb. 15. Trennung eines Peptids a) durch HPLC, b)durch CE. HPLC: Um- 
kehrphase C,,-Saule 25 cm x 4.6 mm. Gradient WasseriAcetonitril. CE: 
Quarzkapillare. chemisch moditiziert mil Chirasil-Val 500 pm x 40 cm; 100 mM 
Phosphatpuffer. pH = 2.5; 15 kV. UV-Detektion bei i = 200 nm (a und b). 

wird einmal rnehr deutlich, daB ,,orthogonale" Trennverfah- 
ren zur Reinheitscharakterisierung von Peptiden verwendet 
werden mussen und nicht nur die Umkehrphasen HPLC. 
Fur Nucleotidtrennungen ist die CE schon gut ausgearbeitet. 
Bei Proteintrennungen ist jedoch zu berucksichtigen, daD 
unbehandelte Kapillaren wegen Adsorption der Proteine an 

die Quarzoberflache wenig geeignet sind. Deshalb miissen 
die Oberflachen 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'"81. 

f,lminl - fR lminl - 
Abb. 16. CE-Trennung eines Proteingernisches ( 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) 0.05 M 
KH,PO,-Puffer, pH = 4.1 (nach [1181). 

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. I2O* lZE1 zu 
erwahnen, bei der die Probe, in einem Losungsmittel gelost, 
verspriiht und im elektrischen Feld positiv oder negativ gela- 
den wird. Beim Verdampfen des Losungsmittels wird an der 
Oberflache der verbleibenden Tropfchen ein kritisches Feld 
erreicht, bei dem sich die Ionen so stark abstoBen, daI3 sie in 
die Gasphase emittiert werden und in den Massenanalysator 
eintreten. Da Peptide und Proteine basische Aminosauren 
wie Lysin und Arginin enthalten, konnen sie mehrfach gela- 
den werden. Die m/z-Werte dieser mehrfach geladenen Ionen 
liegen selbst fur Proteine in dem von einem iiblichen Quadru- 
polmassenspektrometer erfaBbaren Bereich. Abbildung 17 
zeigt das mit dieser Methode erhaltene Massenspektrurn ei- 
nes Da in der ersten Stufe der Ionenspray- 
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Abb 17 Ionenspray-Massenspektrum von Schwelneserumalbumin. M = 

66 439 Da m/z  1796 6 entspricht dem 37mal positiv geladenen Protein (SCIEX- 
Massenspektrometer) 
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Massenspektrometrie aus einer Losung der zu analysieren- 
den Substanz bei Atmospharendruck Nebel gebildet werden, 
kann sie sehr leicht direkt mit der Flussigkeitschromatogra- 
phie oder der Kapillarzonenelektrophorese gekoppelt wer- 

te[ '2t1. Durch Tandem-Massenspektrometrie kann aus dem 
( M  + H)@-Peak die Sequenz ermittelt werden (Abb. 19 b). 

I J  

I[%1 * 

50. 

den. Mit dieser Anordnung wird in der Untersuchung ma- 
krornolekularer Naturstoffe eine neue Dimension er- 7. Synthesen an Tentakelpolymeren 
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reicht[t'6s 12' 1221, Abbildung 18 zeigt die bei Direktkopp- 
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H~-CH-CNH-CY-C-NH-CH~-C -NH-~M-C-NM-CH- c -014 

A t  8 2 1 i+&j? c A3 Abb. 20. Ionenspray-Massenspektrum des (M + 4H)'e-Peaks des nach der 
OH IAI.Y211 

IM+HP Fliissigphasenmethode synthetisierten PEG-Peptids A-V-L-G-H-D-E-A-A-Y- 
556 S-K-N-R-R-A-V-PEG,,,, . Durchschnittliche Molmasse 4850.9 (SCIEX-Mas- 

senspektrometer). 
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Um diese Hypothese zu testen, wurde eine Epitop-Region 
z2 des Haemophiles-influenza-P6-Proteins, entsprechend der 
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Abb. 18. Direktkopplung CE/lonenspray-Massenspektrometrie zur Trennung 
von Dynorphinen 11211: 1 = Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg, 2 = Tyr- 
Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg. 3 = Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile. 4 = Tyr- 
Gly-Gly-Phe-Leu-Arg, 5 = Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu. Quarzkapillare 100 pm x 
100cm. Puffer: Ammoniumacetat (30 mM): Acetonitril = 50:SO. pH = 4.8 
(SCIEX-Massenspektrometer. Total-lonenstrom). 

lung CE/Ionenspray-Massenspektrometrie erhaltene Tren- 
nung von Dynorphinen. Fur Peak 5 in Abbildung 18 errech- 
net sich eine Trennleistung von etwa 250 000 theoretischen 
Boden. Abbildung 19 a zeigt das Ionenspray-Massenspek- 
trurn des Dynorphins, das Peak 5 in Abbildung 18 liefer- 

01 

t 'O0I 
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556 

I 

Die praktische Anwendung der Tentakelpolymere sol1 an 
Hand der Synthese zweier Polypeptide gezeigt werden, wobei 
auch auf die Bedeutung der neuen analytischen Verfahren 
fur die Kontrolle und Optirnierung der Synthese eingegangen 
wird. Am Beispiel der HIV-I-Protease-Sequenz 89- 59 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 
Antikorpern 

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 uber- 
lappenden Peptiden ist fur eine sichere Voraussage 
notwendig. Konjugate der Peptide mit Tragern wie Serumal- 
bumin oder Lipopeptiden werden fur die Irnmunisierung 
~ e r w e n d e t [ ' ~ ~ - ' ~ ~ 1 .  Es ware nun ein wesentlicher methodi- 
scher Fortschritt, wenn das Peptid nicht vom Polymertrager 
abgespalten werden miiBte, sondern direkt an Stelle von 
Konjugaten fur die in-vitro- und in-vivo-Immunisierung und 
Erzeugung von Antikorpern verwendet werden konnte. Die 
Tentakelpolymere sollten wegen der Vertraglichkeit der Po- 
lyethylenglycolketten mit biologischen Systemen hierfur ge- 
eignet sein. 

IMt LH)" 

Glu-Ala-Ala-Tyr-Ser-Lys-Asn-Arg-Ala-Val-OH wurde nach 

lyse. funktionen synthetisiert: 4-Methoxy-2,3,6-trimethylbenzyl- 

Abb. 19. Masseospektrenzum Peak S in  Abbildung 18. a) Ionenspray-Massen- 
spektrum. b) Tochter-lonen-Spektrum zum Peak in (a) I1211 zur Sequenzana- der Fmoc-Strategie mit folgenden Schutzgruppen der Dritt- 
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sulfonyl (Mtr) fur Arg, Boc fur Lys, Triphenylmethyl (Trt) 
fur His, IBU fur Ser, OtBu fur Glu, OIBU fur Asp und 4- 
Nitrophenylester (ONp) fur Asn. 

Abbildung 20 zeigt das Ionenspray-Massenspektrum des 
PEG-Peptids. Interessant ist hierbei, daD mit einem einzigen 
Massenspektrum die exakte Molmassenverteilung des Poly- 
merpeptids bestimmt werden kann, wahrend sie sonst nur 
indirekt und uber Eichsubstanzen durch AusschluDchroma- 
tographie erhalten wird. Die Unterschiede der einzelnen 
Peaks irn Massenspektrum des vierfach protonierten Poly- 
merpeptids ( M  + 4H)4@ der mittleren Molmasse 4850 ent- 
sprechen genau einem Viertel der Molmasse der CH,-CH,- 
0-Monomereinheit. 

004 008 0 1 2  016 

ffi 115 131 

P3CS (ffi 115-131) 

BSA-(ffi  115-131) 

(PS 115-131) PEG 

(ffi 115 131)-PEG-PS 

Abb. 21. ELISA-Titer der Seren nach lmmunisierung mit verschiedenen Kon- 
jugaten des Peptids der Sequenz 1 1  5 - 131 des Haemoph1les-influenza-P6-Pro- 
teins 11261. G = Ziege, M = Maus; A = Ncgativ-Kontrolle. 

Zur Immunisierung wurde sowohl das losliche PEG-Pep- 
tid als auch das irnmobilisierte PEG-Peptid Mausen appli- 
ziert. Nach vier Wochen wurden an Serurnproben die Anti- 
korper mit ELISA bestimrnt. Die ELISA-Titer in Abbildung 
21 zeigen, daD die Polymerpeptide ebenso gut Antikorper 
bilden wie die Serumalburnin-Konjugate BSA-(PG 11 5 -  
1 3 1 )I ' 'I. 

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 
Arninosaurereste des aktiven Zentrum spezifisch I3C-mar- 
kiert und so NMR-spektroskopisch Inhibitorstudien durch- 
gefiihrt werden konnen. Die beiden kritischen Cysteinreste, 
die bei den Syntheseversuchen von Kent et al.['3'1 durch 
weniger kritische Arninosaurereste ersetzt wurden, befinden 
sich in den Sequenzpositionen 95 und 67. Die HIV-l-Prote- 
ase-Sequenz 59-99 wurde an TentaGel mit der schnellen 
DurchfluDsynthese aufgebaut (Schema 6). 

Durch Preview-Synthese und anschlieDende 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 kornplex zusammenge- 
setztes Rohprodukt erhalten, wie das Chromatogramm in 
Abbildung 22 zeigt. Die hauptsachlichen Nebenprodukte 
konnen - ohne Vortrennung - durch DirekteinlaD in das 
Ionenspray-Massenspektrometer aufgrund ihrer Molmasse 
zugeordnet werden (Abb. 23). Durch HPLC mit Single Ion 
Monitoring (Abb. 24) konnen die Retentionszeiten des ge- 

-\ 

Fmoc-Phe + ~ - p E G - p s  

1. Kupplung: Fmoc-AS-OH / BOP oder HEW / HOBT 
2. KUpplunQ: Fmoc-AS-OH / DIC / HOET 

Fmoc-Tyr(fBu)-Asp(0f Eu)-Gln~rt)-lle-Pro-Val-Glu(OfEu)-lle-Cys~rt)-Gly-His~~)-Lys(BOC)- 
Ala-lle-Gly-Tnr (fEu)-Val-Leu-Val-GIy-Pro-Thr(f Eu)-Pro-Val-Asn(lR)-Ile-lle-Gly-Arg(Pmc)- 
Asn~rt)-Leu-Leu-Thr(fEu)-Gln~rt)-lle-Gly-Cys~rt)-Thr(fEu)-Leu-Asn~n)-Phe-PEG-PS 

I I 1 20 % Piperidin in DMF 
I 2  1 5 46 TFA in CH2C12 
(31 80 TFA 1 2 % H20 / 18 % HSCH2CH2SH 1 

Tyr-Asp-Gln-lle-Pro-Val-Glu-lle-Cys-Gly-His-Lys-Ala-lle-Gly-Thr-Val-Leu-Val-Gly-Pro-~r 
Pro-Val-Asn-lle-lle-Gly-Arg-Asn-Leu-Leu-Thr-Gln-lle-Gly-Cys-Thr-Leu-Asn-Phe-OH 

Schema 6. Schema der Synthese der HIV-1-Profease-Sequenz 59-99. BOP = 

Benzotriazol- 1 -yloxy-tris(dimethylamino)phosphoniumhexafluorophosphat; 
HOBT = Hydroxybenztriazol; HBTU = O-Benzotriazol-l-yl-N.N.N"'-te- 
tramethyluronium-hexafluorphosphat ; DIC = Diisopropylcarbodiimld ; AS = 
Aminosaure. 

I 
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t Irninl - 
Abb. 22. HPL-Chromatogramm des Rohprodukts der HIV-1-Protease-Se- 
quenz-Synthese nach Abspaltung vom Trager. Saule 25 cm x 0.46 cm Nucleosil 
100 C18. 5 pm. Mobile Phase: H,O/AcetonitriI/O.l % TFA; Gradient von 25 zu 
50% Acetonitril. 1 = Fehlsequenz; 7 = HIV-Protease-Sequenz 59-99. 

I000 I250 I500 I750 
m / z  - 

Abb. 23. Ionenspray-Massenspektrum des Rohprodukts der HIV-1-Protease- 
Sequenz-Synthese bei DirekteinlaD ohne vorherige HPLC-Trennung. 
A = Sequenz 59-99; Z = Sequenz 88-99. B-I andere Fehlsequenzen (siehe 
auch Abb. 27). 
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deutig zugeordnet werden konnte. Die wichtigsten Neben- 
produkte sind in AbbiIdung 27 aufgefiihrt. Daraus ergibt 
sich, dalj 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 vollstandig, und es werden 
keine Fehlsequenzen-Peptide mehr beobachtet. Interessant 
ist, daB wegen der konformativ bedingten geringen Ausbeute 

Abb. 24. Aus Single lon Monitoring rekonstruiertes HPLC-Chrornatogramrn 
des Rohprodukts der HIV- I-Protr.ase-Sequenz-Synrhese; Bezifferung wie in 
Abbildung 23. I = relative Intensitit 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 fur die Aufklarung der Nebenpro- 
duktstrukturen nur noch die Zeit eines HPL-Chrornato- 
gramms von etwa 30 min benotigt. Abbildung 26 zeigt das 
bei der Tandemmassenspektrometrie erhaltene Fragmentie- 
rungsschema eines Nebenproduktes, dessen Struktur ein- 

Abb 26. MS/MS-Fragmenrierungsschema des Fehlsequenzen-Peptids 2 

130 

Abb. 25. lonenspray-Massenspektrum der rein isolierten HIV-1-Protease-Se- 
quenz 59-99. Molmasse gefunden 4377.8 I I .  

in neun Kopplungsstufen auch Fehlsequenzen-Peptide mit 
bis zu neun Arninosaureresten weniger auftreten. Das Syn- 
theseziel, die Reindarstellung der HIV- I-Protease-Sequenz, 
wurde also schon bei dieser Preview-Synthese erreicht. Zur 
Herstellung groDcrer Mengcn Substanz fur Inhibitorstudien 
sollte die Strategic natiirlich trotzdem noch optimiert wer- 
den. Dies ist auch fur die Synthese therapeutisch anwendba- 
rer Polypeptide wichtig. 
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Abb. 27. Fehlsequenzen-Peptide im Rohprodukt der Synthese der HIV-Protease-Sequenz 59-99 A. x = Fehlstellen (ausgelassene Aminosluren). 

8. Ausblick 

Die neuen polymeren Triger ermoglichen im DurchfluDre- 
aktor die Synthese auch langerer Polypeptide innerhalb we- 
niger Tage, mit 8 pm-Tragern kann die Dauer eines Synthe- 
secyclus sogar auf 1-2  min verringert werden. 

Durch neue analytische Methoden wie die Kapillarzonen- 
elektrophorese und die Ionenspray-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 rnoglich. Bei dem geringen 
Zeitaufwand derartiger Peptidsynthesen kann zunachst eine 
Preview-Synthese in kleinerem MaRstab durchgefiihrt wer- 
den. Die genaue analytische Untersuchung enthiillt die 
Schwachstellen des Synthesekonzepts, und danach kann die 
Strategie fur die eigentliche Synthese festgelegt werden. Da- 
durch wird schon am Polymer ein reineres Peptid aufgebaut 
und die sonst oft erfolglose oder zumindest miihsame End- 
reinigung erleichtert. Das DurchfluDverfahren kann auch 
leichter als das Batch-Verfahren in einen groBeren MaDstab 
iibertragen werden. 

In Pilotsynthesen wurden von uns Proteine mit bis zu 120 
Aminoslureresten wie HIV-Protease11301, Humaninsulin, 
Metallothionein11291 sowie Cardiodilatin['321 an Tentakel- 
polymeren aufgebaut, analytisch die kritischen Stufen ermit- 
telt und die Strategien fur die optimierten Synthesen festge- 
legt. 

Diese Untersuchungen zeigen eindeutig, daD die Totalsyn- 
these von Proteinen bis zu Molmassen von iiber 10000 Da 
moglich ist und die analytischen Methoden zum Nachweis 
der Reinheit zur Verfiigung stehen. Es wird wesentlich von 
der Weiterentwicklung der Triger und der analytischen Me- 
thoden abhangen, o b  die Tragersynthese auch zu noch 
groDeren Proteinen vordringen kann. Zum Verstindnis der 
biologischen Aktivitat von Proteinen werden die jetzt bereits 
erschlossenen Synthesebereiche wertvolle Beitrage liefern 
und somit zur Entschliisselung noch verborgener Zusam- 
menhinge in der belebten Natur beitragen. 

Die hier vorgestellten Arbeiten aus dern Tiibinger Laborato- 
rium waren nur durch die engagierte Mitarbeit vieler Genera- 
tionen junger Chemiker moglich. Wenn hier nun einige hervor- 
gehoben nvrden, sol1 dies die Beitrage der nur in den 
Literaturzitaten erwahnien Mitarbeiter nicht schmalern. 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 erwahnt, vor allem bei den ersten 
Geh versuchen der Polypeptidsynthese an festen Tragern bis 
Zuni Apoferredoxin und dern wichtigen Nachweis der Fehl- 
sequenzen. Von 1971 bis 1976 Miurde gemeinsam mil Professor 
M .  Mutter die Fliissigphasenmethode entwickelt. Alle oben 
genannten Mitarbeiter haben inzwischen eigene Arheitsge- 
hiete der Peptidchemie erschiossen und herausragende Arbeii 
geleistet. Zur Entnicklung der HPLC und der gaschromato- 
graphischen Racemisierungskontrolle haben die Herren 
Dr. Uhmann, Dr. Frank, Dr. Hupe und Nicholson enischei- 
dend heigetragen. In jiingerer Zeit is! die Entwicklung der 
monodispersen Trager und der Pol.vstyrol- Pol~~etti.vlengl.vcol- 
Pol.vmere rnit Dr. W Rapp durchgefihrt und gemrinsarn rnit 
Herrn Zhang die Synthese liingerer Poljpptide erschlossen 
worden. 

Es seiuuch alien Forderern dieser Arbeil gedankt. dern Land 
Baden- Wurttemberg, der Deutschen Forschungsgemeinscha~, 
dem Fonds der Chemischen Industrie, dern Bundesminister fur 
Forschung und Technologie sowie den Firnien Hoffmann- 
LaRoche, Basel, Hoechst AG, Frankfurt, Diamalt AG, Miin- 
chen, und BACHEM. USA.  

Eingegangen am 21. Mai 1990 [A 8041 

[ I ]  R. B. Merrifield. Fed. Pror. Fed. Am. Soc. Exp. B i d .  21 (1962) 412. 
[2] R. B. Merrifield, J.  Am. Chem. Sor. 85 (1963) 2149. 
[3] R. B. Merrifield. Biochemrsrry 3 (1964) 1385. 
[4] E. T. Kaiser. Angen'. Chem. 100 (19x8) 945; Angen. Chem. I n [ .  Ed. Engl. 

[ 5 ]  E. T. Kaiser, E J. Kezdy. Annu. Rev Bioph.vs. Bioph.vs. Chrm. / 6  (1987) 

[6] M .  Mutter. S. Vuilleumier. Angen. Chem. 10/ (1989) 551 ; Angew. Chem. 

[7] M. Bodanszky, Ann. N. Y Arud. Sci. 88 (1960) 655. 
[XI R. Schwyzer. P. Sieber. Nuprurcz (London) 199 (1963) 172. 
191 E. Wiinsch, Angem,. Chrm. 83 (1971) 773; Angeu.. Chem. Inr .  Ed. Engl. /0 

[lo] E. Gross. J. Meienhofer (Hrsg.): The Pepprides ' AnulwJs, Synthesis. Biolo- 

27(1988) 913. 

561. 

Inr.  Ed. Engl. 28 (19x9) 535. 

(1971) 786. 

g.~. Academic Press, New York 1975. 

Angiw. Chem. 103 119911 117-133 131 



[ I  11 M. Bodanzky, M. A. Ondetti: Peprides Synthesis, Interscience, New York 

[12] K. Hofmann, P.  G. Katsoyannis in H. Neurath (Hrsg.): The Proreins, 

[13] G. Barany. R. B. Merrifield in [lo], S. 100. 
[14] S. Moore. A. Felix, J. Meienhofer. C. W. Smith, R. Walter, J. Med. Chem. 

[l5] T. Wieland. C. Birr. F. Flor. Angew. Chem. 83 (1971); Angew. Chem. I n / .  

[I61 H. Hagenmaier. H. Frank, Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 356 (1972) 

[I71 E. Atherton. D. L. Clive, R. C. Sheppard, J.  Am. Chem. Sac. 97 (1975) 

[18] R. 8.  Merrifield. Endeavour 24 (1965) 3. 
[19] K. Kovics. B. Penkein H. Hanson. H. D. Jakubke(Hrsg.): Peprides 1972. 

(201 M. Bodanszky, K. W. Funk, J .  Org. Chem. 38 (1973) 1296. 
[21] R. L. Letsinger, M. J. Kornet. V. Mahadevan. D. M. Jerina. J. Am. Chem. 

[22] a )  E. Bricas (Hrsg.): Peprides 196R. North-Holland, Amsterdam 1968; 

[23] S. S. Wang, R. B. Merrifield. J. Am. Chem. Soc. 91 (1969) 6488. 
(241 E. Bayer. E. Breitmaier. G. Jung, W. Parr. Hoppe-Seyleri 2. Ph.vsiol. 

[25] R. C. Sheppard, B. J. Williams. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1982. 587. 
[26] F. Albericio. G. Barany, I n [ .  J .  Pepr. Prorein Res. 30 (1987) 206. 
[27] M. S. Bernatowtcz. S. B. Daniels, H. Koster, Terrahedron Lerr. 30 (1989) 

[28] H. Rink, Terruhedron k r r .  28 (1987) 3787. 
[29] E. Wiinsch, Merhoden Org. Chem. (Houhen- Weyl) 4rh Ed. 15 (1974) 1.  
[30] H:D. Jakubke. H. Jeschkeit: Ammosiuren, Pepfide. Proreine, Verlag 

[3l] J. M. Stewart. J. D. Young: Solid Phase Pepride Svnrhesis, Freeman, San 

[32] E. Atherton. R. C. Sheppard: Solid Phase Peptide Svnthesis. u Prucricul 

1331 M. Bodanszky: The Prucrice of Pepride Synthesis. Springer. Berlin 1984. 
(341 C. Birr: Aspecrs of the Merrrjield Peptide Synthesis. Springer. Berlin 1979. 
[35] R. Geiger in H. Tschesche (Hrsg.): Modern Merhods in Prorein Chemistry, 

[36] R. B. Merrifield, Adv. Enzymol. 32 (1969) 221. 
[37] A. Loffet, J. Close in [22a]. S. 189. 
[38] A. Dryland. R. C.  Sheppard, J.  Chem. Sac. Perkin Trans. 1 1968, 125. 
(391 M. Mutter. V. N. R. Pillai. H. Anzinger, E. Bayer. C. Toniolo in K. 

1401 C. M. Deber, V. J. Hruby, K. D. Kopple (Hrsg.): Peprides Srrucrure and 

[41] S. B. H. Kent in [40]. S. 407. 
[42] E. Atherton. R. C. Sheppard in [40]. S. 415. 
(431 A. G. Ludwick, L. W. Jelinski, D. Live, A. Kintanar. J. J. Dumais. J. Am. 

[44] C. Toniolo, G. M. Bonora, E. P. Heimer. A. M. Felix, Inr.  J .  Pepr. Prorein 

[45] V. N. R. Pillai. M. Mutter. Arc. Chem. Res. 14 (1981) 122. 
[46] M. Gausepohl, W. Frank, W. Rapp, E. Bayer, unveroffentlicht. 
(471 E. Bayer. H. Eckstein, K. Hagele, W A. Konig. W Briining, H. Hagen- 

[48] E. Bayer, H. Hagenmaier, G .  Jung, W. A. Konig in [22a], S. 162. 
[49] E. Bayer in B. Weinstein. S. Laude (Hrsg.): Peprides, Chemistry and Bio- 

chemisrry, Marcel Dekker. New York 1970. 
[SO] E. Bayer, Chem. Labor Berr. 20 (1969) 193. 
[Sl] E. Bayer. H. Hagenmaier. G. Jung, W. Parr, H. Eckstein, P. Hunziker. 

R. E. Sievers in E. Nesvabada (Hrsg.): Peprides 1969. North-Holland, 
Amsterdam 1971, S. 65. 

[52] E. Bayer. P. Hunzrker, M. Mutter. R. E. Sievers. R. Uhmann, J. Am. 
Chem. Sac. 94 (1972) 265. 

[53] H. Hagenmaier. Tetrahedron Lerr. 1974, 283. 
[54] B. W. Erickson, R. B. Merrifield. J. Am. Chem. Sac. 95 (1973) 3757. 
[SS] a) J. Wolman (Hrsg.): Peprides 1973. Wiley. New York 1973; b) E. Bayer 

(561 M. Goodman in [%a], S. 250. 
[57] V. Gut, J. Rudinger in [22a], S. 185. 
[SS] R. H. Andreatta, H. Rink, Helv. Chim. Ar ia  56 (1973) 1205. 
(591 M. N. Shemyakin. Y. A. Ovchinnikov. A. A. Kiryushkin, 1. V. Kozhevni- 

I601 E. Bayer. Nuchr. Chem. Tech. 20 (1972) 495. 
1611 M. Mutter. H. Hagenmaier. E. Bayer. Angew. Chem. 83 (1971) 883; 

1621 E. Bayer, M. Mutter, Nature (London) 237 (1972) 512. 
1631 M. Mutter. E. Bayer in E. Gross, J. Meienhofer (Hrsg.): The Peprides, 

[64] M. Mutter. E. Bayer, Angew. Chem. 86 (1974) 101 ; AngeH'. Chem. fnr. Ed. 

I651 E. Bayer. M. Mutter. Chem. Ber. /07(1974) 1344. 
[66] M. Mutter, R. Uhmann, E. Bayer. Jusrus Liehigs Ann. Chem. 1975, 901. 

1966. S. 162. 

Val. 1. 2. Aufl.. Academic Press, New York 1963. 

20 (1977) 495. 

Ed. Engl. 10 (1971) 336. 

1973. 

6584. 

North Holland, Amsterdam 1973. S. 187. 

Sac. 86 (1964) 5163. 

b) F. Weygand in [22a], S. 183. 

Chem. 352 (1971) 759. 

4645. 

Chemie. Weinheim 1982. 

Francisco 1969. 

Approach. Oxford University Press, Oxford 1989. 

Val. 2. de Gruyter. Berlin 1985. S. 399. 

Brunfeldt (Hrsg.): Peprides 1980, Scriptor, Kopenhagen 1981, S. 660. 

Function. Pierce Chem. Comp.. Rockford. IL. USA 1985. 

Chem. Soc. 108 (1986) 6493. 

Res. 30 (1  987) 232. 

maier, W. Parr. J. Am. Chem. Soc. 92 (1970) 1735. 

in [55a], S. 247. 

kova. Terruhedron Lef t .  1965, 2323. 

Angew. Chem. I n [ .  Ed. Engl. 10 (1971) 811. 

Val. 2, Academic Press. New York 1970, S. 285. 

Engl. 13 (1974) 149. 

[67] E. Bayer. M. Mutter. R. Uhmann. J. Polster, H. Mauser, J .  Am. Chem. 

[68] M. Mutter, Macromolecules 10 (1977) 1413. 
[691 M. Mutter. F. Maser. K.-H. Altmann, C. Toniolo. G. M. Bonora. Bio- 

1701 M. Mutter, H. Mutter. E. Bayer, P e p .  Chem. Srrucr. Biol. Proc. Am. 

(711 M. Mutter, Terruhedron &ti. 1978. 2843. 
[72] W. Schoknecht, K.  Albert, G. Jung. E. Bayer. Liebigs Ann. Chem. 1982. 

1514. 
(731 E. Bayer. M. Mutter, G .  Holzer, Pept. Chem. Strucr. Biol. Pror. Am. 

Pept. Symp. 4fh 1975, 425. 
[741 E. Atherton. M. J. Gait, R. C. Sheppard. B. J. Williams. Biorg. Chem. 8 

(1979) 351. 
[75] E. Atherton. J. Holder, M. Meldal, R. C. Sheppard, R. M. Valerio. J. 

Chem. Sac. Perkin Truns. 1 1988, 2887. 
(761 E. Atherton, C. J. Logan, R. C. Sheppard, 1 Chem. Sac. Perkin Truns. 1 

1981, 538; Tetrahedron 44 (1988) 843. 
[77] L. A. Carpino. G .  Y. Han. J .  Am. Chem. Sac. 92 (1970) 5748; J. Org. 

Chem. 37 (1  972) 3404. 
[78] A. Warshavsky, R. Kaliv. A. Doshe, H. Berkovitz, A. Patchornik, J. Am. 

Chem. Soc. 101 (1979) 4249. 
(791 E. Tsuchida. H. Nishide, N. Shimidazu, A. Yamada. M. Keneko, Makro- 

mol. Chem. Rapid Commun. 2 (1981) 621. 
[XO] E. Bayer. B. Hemmasi. K. Albert, W. Rapp. M. Dengler in V. J. Hruby. 

D. H. Rich (Hrsg.): Peprides' Slrucrure and Funcrion. Pierce Chem. 
Comp.. Rockford. IL. USA 1983. S. 87. 

Soc. 96 (1974) 7333. 

polymers 24 (198s) 1057. 

Pep!. Symp. 5th 1977, 403. 

[Sl] E. Bayer, W. Rapp. DE-A 3714258 (1988). 
[82] E. Bayer, M. Dengler. B. Hemmasi. In ! .  J. Pep!. Prorein Rer. 25 (1985) 

178. 
[83] E. Bayer. W. Rapp in W. Voelter, E. Bayer. Y. A. Ovchinnikov. V. 1. 

Ivanov (Hrsg.): Chemistry of Peprides und Proreins, de Gruyter. Berlin 
1986. S. 3. 

[84] E. Bayer. H. Hellstern. H. Eckstein, 2. Nuturforsch. C 42 (1987) 455. 
[85] W. Rapp. Dissertation, Universitat Tiibingen 1985. 
[86] W. Rapp, L. Zhang, R. Hlbich, E. Bayer in G. Jung. E. Bayer (Hrsg.): 

Peprides 1988, de Gruyter. Berlin 1989. S. 199. 
[87] E. Bayer, K. Albert. H.  Willisch, W. Rapp, B. Hemmasi. Macromolecules 

23 (1990) 1937. 
I881 Tentakelpolymere sind erhaltlich als TentaCel* durch W. Rapp Polyme- 

re, Tiibingen. 
[89] J. Ugelstad. P. C. Mork. Adv. Colloid fnrerjoce Sci. 13 (1980) 101. 
[90] F. K. Hansen. J. Ugelstad, J.  Polym. Sci. 16 (1978) 1953; ihid. 17(1979) 

[91] E. Bayer. W. Rapp, unveroffentlicht. 
[92] E. Bayer, 10th I n [ .  Symp. Column Liquid Chromurogr. 1980 (San Francis- 

[93] E. Bayer, G .  Jung, I .  Halasz. I. Sebestian, Tetrahedron Lerr. 1970, 4503. 
[94] R. P. W. Scott, K. K. Chan. P. Kucna. P. Zolty, J .  Chromurogr. Sci. 9 

[95] R. Frank. H. Gausepohl in H. Tscheche (Hrsg.): Modern Merhods in 

1961 E. Atherton. E. Brown, R. C. Sheppard. J. Chem. Sac. Chem. Commun. 

[97] A. Dryland, R. C.  Sheppard. J. Chem. Sor. Chem. Commun. 1986. 125. 
1981 M. T. W. Hearn. Methods Enzymol. 104 (1984) 190. 
1991 R. A. Houghton. J. M. Ostresh, Biochromurogruphy 2 (1986) 80. 

3033. 

co), Abstract 504. 

(1971) 577. 

Prorein Chemisrrv. Val. 3. de Gruyter. Berlin 1988. S. 41. 

1981, 1151. 

[I001 B. Pfleiderer. K. Albert, K. D. Lork. K. K. Unger, H. Briickner. E. 
Bayer. Angew. Chem. 101 (1989) 336; Angew. Chem. In! .  Ed. Engl. 28 
(1989) 327. 

[ loll  G .  Schomburg, E Wecke. F. Miiller. M. Oreans, Chromurographiu 16 
(1982) 87. 

[I021 J. F. K. Huber. Vorlrag bei der ANAKON. Baden-Baden, Mai 1987. 
[lo31 H. Hulpke, U. Werthmann, Chromafographiu 13 (1980) 395. 
[I041 S:L. Wu. A. Figueroa, B. L. Karger, J. Chromarogr. 371 (1986) 3. 
[IOS] S. Shaltiel. Methods Enzymol. 104 (1984) 69. 
[I061 C. Horvath, B. A. Preiss, S. R. Lipsky. And.  Chem. 39 (1967) 1422. 
[I071 K. K. Unger. G. Jilge. J. N. Kinkel. M. T. W Hearn. J .  Chromafogr. 359 

[lo81 1. Mazsaroff, M. A. Rounds, F. F. Regnier. J Chromurogr. 411 (1987) 

(1091 L. VarPdy, K. Kalghatgi, C. Horvath, J .  Chromarogr. 458 (1988) 207. 
[I101 E. Bayer. W. Rapp. 14th Inr. Svmp. Column Liquid Chromarogr. 1990 

11111 J. W. Jorgenson. K. D. Lukacs, Science (Wushingron) 222 (1983) 266. 
11121 J. W. Jorgenson, K. D. Lukacs, Anal. Chem. 53 (1981) 1298. 
11131 A. S. Cohen. A. Paulus, B. L. Karger. Chromurogruphiu 24 (1987) IS. 
11141 S. Hjerten. M.-D. Zhu, J. Chromarogr. 327(1985) 157. 
Ill51 A. Chrambach, M. J. Dann, B. J. Radola, Advances in Elecrrophoresis. 

Val. 2. VCH. Weinheim 1988. 
[116] E. Bayer in H. Tscheche (Hrsg.): Modern Merhods in Prorein Chemrsrry. 

Val. 4. 1990. im Druck. 
[I171 K. A. Gobb, M. Novotny. Anal. Chem. 61 (1989) 2226; P. D. Gross- 

mann. J. C. Colburn. H. H. Lauer, R. G .  Nielsen. R. M. Riggin. G. S. 
Sittampalam, E. C. Richard, rhid. 61 (1989) 1186. 

(1986) 61. 

452. 

(Boston). 

132 Angew. Chem. 103 (1991) 117-133 



[I181 G. J. M. Bruin. J. P. Chang. R. H. Kuhlmann. K. Zegers. J. C. Kraak, H. 

11191 A. P. Bruins, T. R. Covey. J. D. Henion. Anal. Chem. 59 (1987) 2642. 
[120] S. F. Wong. C. K. Meng. J. B. Fenn, J.  Phys. Chem. 92 (1988) 546. 
[I211 Anonymus. 1989. The API 111 Book. Selbstverlag Fa. SCIEX, Division 

11221 E. D. Lee. T. R. Covey. W. Muck. J. D. Heni0n.J. Chromarogr. 458(1988) 

11231 H. Zeppezauer, W. Rapp. E. Bayer. unveroffentlicht. 
[124] K.-H. Wiesmiiller. G .  Jung. G. Hess. Vaccine 7 (1989) 29. 
11251 K. Deres. H. Schild. K.-H. Wiesmiiller. G .  Jung, H . 4 .  Rammensce. 

[126] E. Bayer, W. Rapp. L. Zhang. A. Beck-Sickinger. K. Deres, K.-H. Wies- 

11271 R. D. Smith. J. A. Loo. C. G. Edmonds. C. J. Barringa, H. R. Udseth. 

Poppe. J.  Chromarogr. 471 (1989) 429. 

of MDS Health Group Ltd.. Toronto. Canada. 

313. 

Narure (London) 342 (1989) 561. 

miiller, G .  Jung, unveroffentlicht. 

Anal. Chem. 62 (1990) 882. 
[I281 I. Jardine. Nafure /London) 345 (1990) 747. 
[129] E. Bayer, W. Rapp, L. Zhang. unvero~entlicht. 
I1301 E. Bayer, W. Rapp. L. Zhang, 21sf Europ. Pepr. Symp. 1990 (Barcelona). 
[131] J. Schneider. S. B. H. Kent, Cell 54 (1988) 363. 
[132] W. Rapp. K. Nokohara. 21sr Europ. Pepr. Svmp. 1990 (Barcelona). 
11331 E. Bayer. H. Hagenmaier. G .  Jung, Terrahedron 24 (1968) 4853. 
[1341 B. Guile, R. B. Merrifield, J. Am. Chem. SOC. 91 (1969) 1348. 
11351 S. Sano, M. Kurihara. Hoppe-Seybr'sZ. Physiol. Chem.350(1969) 1183. 
11361 C. H. Li. D. Yamashiro. J.  Am. Chem. Sac. 92 (1970) 7608. 
11371 J. Sharp, A. B. Robinson, M. D. Kamen, J.  Am. Chem. Sac. 95 (1973) 

6097. 
11381 N. Izumiya. M. Waki. T. Kato, M. Ono. H. Aoyagi. N. Mitsayasu in J. 

Meienhofer (Hrsg.): Chemistry and Biology of Peprides, Science Pub]., 
Ann Arbor, MI. USA 1972, S. 269. 

-WUT ZUR LU KE 

Hat schon wieder ein anderer die Angewandte? 
Statt vor Wut zu kochen: Liickenlos auf dem 
neuesten Stand mit einem personlichen 
Abonnement ! 

pfltuf OdPt 

Tel. (06201) 602216, Fax (06201) 602328 
Postfach 1011 61, D-6940 Weinheim 

Angew. Chem. 103 f1991) 117-133 133 




