
ten. Die Tatsache jedoch, daB Proteine und Proteinaggregate 
mit dem RTM iiberhaupt abgebildet werden konnen. ist im 
Hinblick auf die Charakterisierung funktionalisierter Ober- 
flichen sehr vielversprechend. 
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[ I  I ]  Die Vcrhindung 4 wurdc bereits in [ X I  ausfuhrlich beschriehen. Die Vcr- 
bindungen 1 - 3  wurden wi t  folgt synthetisiert: I :  I I-Bromundccanol 
(Merck)  wurde mil Natr iumthiosulht  zum Bunte-Sali umgesetit.  Das 
kristallinc Produkt wurde abgetrennt und aus Ethanol umkristallisicrc. 
Direkte saure Hydrolyse licfcrte 1 als Rohprodukt. Umkristallisation :ius 
n-Hexan c r p b  I in 95% Ausbeute. 2 .  Das Bunte-Salz von 1 I-Bromundc- 
canol wurde nach der Vorschrift von Milligun und Siwn [Zl] zum cymnie- 
trischen Disulfid umgesetrt. Das Disulfid wurdc isoliert (95% Aushcute) 
und rnit einem gcringen Uberschull von d-Biotin nach dcr Methode von 
S t r ~ l i c h  e! .iI. 1231 in der  K i l t e  vcrcstert. Das  Rcaktionsgemisch wurde 
chromatographisch aufgetrennt und 2 in 13% Ausbeute NMR-spektro-  
skopkch und chromatographisch rein erhalten. 3: Der Aktivcstcr dcr I I -  
Bromundcc.inn;iurc wurde mit 1 .X-Diamino-3.h-dioxaoct~in (Deutschc Te- 
xaco) im UberschuD umgcsctzt und das iiherschussige Amin abgetrennt. 
Die erhaltene Zwischenstufc wurde mi! d-Biotin-Aktivester in der Kiilte 
umgcsetit und das Alkylhromid isoliert Das Rohprodukt wurdc rnit N:i- 
triumihiosulkit 7um Bunte-Salr umge5etzt und anschliellend sauer hydro- 
lysicrt. Chromatographie (CHCI,  C H  ,OH 1 ' 1 )  licfertc NMR-spektrosko- 
pisch reines Produkt (3% Ausbeute). 

[ I  21 Zur whnellen und einfachen Charakterisierung der  heschichtetcn Gold-  
obcrllichcn wurde der Kontaktuinkcl der Ohcrfliche mil einem Wasser- 
tropfen an  der Dreiphasenlinic Luft 'WasseriGold gemessen. Die Rand-  
uinkcl uu rd rn  mil dcin Kont~iktu~inkulmikroskop GI (Kriiss. Hamhurg)  
bestimmt. I)ie fortschreitcndcn und ruruckzichcnden Kontaktwinkcl wur- 
den an  Tropfen gemesscn. die mil einer mikrometergetriebenen Glasspritze 
langsam uiid gleichmillig ve rg rokr t  odcr vcrkleinert wurden. Wir he- 
stiminten dabei den knnsruni fortschreitcnden und riickrichcnden Rand- 
winkcl. 

1131 Als 1Jntcrl;igc fur die RTM-Untersuchungen dientc epitaktisch auf frisch 
gespaltenern Glimmer aufgewachsenes Gold.  Nach dem Spalten wurde der  
Glimmer niit bidestilliertcm Wasscr gcwaschen und bei einem Druck von 
wcniger als I0 - 'mbar  mil 2500 8, Gold hedampft. Das Gold wurde mil 
ciner Gescliwindigkcit von 5 A s  ' auf dcn auf 300 C crhitLtcn Glimmer 
aufgcdampft 1211. Die Obcrfliche dicscs Materials icigt ( I  I l)-Kristallfli- 
chcn. die ubcr Rcgionen von 1000 A iitomar filch sind. 

1141 Die RTM-Untcrsuchungen wurden unter Normalbcdingungcn an  Luft 
mit einem Bioscope-RTM [20] ausgcfiihrt. Die Bildcr wurden bei einem 
Tuniielstrom (1,) von 100 pA und einer Tunnelspannung (r;, Spitre-Probe) 
von 200 mV aufgenommen. Wir henutzten elektrochcmisch geitztc Gold-  
und Wolfr.tmspitzcn. Beide ergdhcn die gleichen Ergebnissc. 

[IS] R .  < i .  Nur to .  E. M .  Korenic. L. H Duhois. J. Chrw P/ir.\. 93 (1990) 767 
[I61 10 100 pt.1 Streptavidin in I 0  mM Tris-HCI. 10 mM NaCI. pH 7.4. 
[ 171 P <' Webcr. D .  H. Ohlcndorf. J. J Wcndoloski. F. R. S;~lcmmc. Sr . iwec  

243 (1989) X5. 
1181 3)  M. Ahlcrs. R.  Blankcnhurg. D. W. Grainger. P. Mellcr. H.  Ringsdorf. 

C Salcsse. ~ / i i n S o l i d ~ i l f n . s I X O ( I 9 8 ' ~ ) 9 3 :  b)S. A. Darst. M.  Ah1ers.P. H.  

Synthese von Prothymosin a (ProTa), 
einem aus 109 Aminosauren aufgebauten Protein** 
Von Kloornrnis Barlos*, Diniitrios Gatos 
und Wnljkm Schuikr 

Die Synthese von Proteinen nach dem Prinzip der Fest- 
phasenpeptidsynthese oder durch Fragmentkondensation in 
Losung ist trotz der Verwendung extrem reiner Aminosiure- 
derivate und effizienter Kupplungs- und Deblockierungsme- 
thoden schwierig. I n  der Tat wurden bisher nur wenige Syn- 
thesen von Proteinen, z. B. von Ribonuclease"', Interleu- 
kin 31'1. U b i q ~ i t i n ' ~ ~  und A n g i ~ g e n i n ' ~ ]  beschrieben. Effek- 
tiver gelingt die Synthese von Proteinen mit biotechnologi- 
schen VerpdhrenlS1. Damit konnen jedoch nur Proteine mit 
biologisch codierbaren Strukturmerkmalen hergestellt wer- 
den. GroBe Peptide und Proteine gewinnen jedoch zuneh- 
mend an  Bedeutung. besonders fur die Immunologie und 
KrebstherapieI6"]. Die Entwicklung einer allgemeinen. ein- 
fachen und in jeder Stufe gut durchschaubaren Syntheseme- 
thodik fur reine und posttranslational modifizierte Proteine 
ist deshalb von erheblichem Interesse'hhl. 

Eine solche Synthese konnte. wie bereits friiher postu- 
liert"], durch die sequentielle Verkniipfung geschiitzter Pep- 
tidfragmente an einem Harz erfolgen. Das nach jeder Frag- 
mentkondensation entstehende Peptid oder Protein mulJ 
einfach vom Harz abgespalten und analysiert werden k6n- 
nen. Die Peptidfragmente. deren funktionelle Seitenketten 
mit leicht abspaltbaren Schutzgruppen vorn rrrt-Butyl- und 
Triphenylmethyl(Trity1)-Typ blockiert sind. sollten einfach. 
schnell und mit moglichst hoher Ausbeute und Reinheit dar- 
stellbar sein. Diescs 1st derzcit n u r  nach der Festphasenme- 
thode unter Einsatz speziell entwickelter Harze rnoglich. 

Bei der Uberprufung einer Reihe slureempfindlicher Hrir- 
ze des Diphenylmethyl- und des Triphenylmethyl-Typs", 
erwies sich das 2-Chlortrityl-Harz 21R1 als besonders geeignet 
(Abb. 2). Seine wichtigsten Eigenschaften sind: a )  Die Ver- 
esterung der C-terminalen AminosCure des gewiinschten 
Proteins gelingt schnell. racemisierungsfrei und in  hoher 
Ausbeute. Die Fmoc-AminosCuren reagieren init 2 in Di- 
chlormethan mit Diisopropyl(ethy1)amin (DIEA) als Chlor- 
wasserstoffacceptor in 25 min bet Raumtemperatur. Da die 
Veresterung ohne elektrophile Aktivierung der Aminosiuren 
erfolgt. verlCuft die Reaktion racemisierungsfrei. b) Das 
groBe Volumen des 2-Chlortrityl-Harzes verhindert vollstin- 
dig die Diketopiperazinbildung beim Durchlaufen der Di- 

['I Prof Dr.  K.  Barlos. Dr. B. Gatos 
Chcmiaches Institut der Univcrsitac 
GR-Pa t r a s  (Griechrnland) 
Prof. D r .  W. Schifer 
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[**I Dicse Arhcit wurde vnm gricchischen Ministcrium fur Industrie. Energie 
und Forschung (K. 8.) sowic vnni Bundesministerium fur Forschung und 
Technologie (PTb  038824) (M' S.)  gcfordert. Wir danken Dr. C. N .  B o w -  
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peptidstufe wiihrend der Festphasensynthese. Dies ist ein 
ungeliistes Problem bei der Darstellung von Peptiden mit 
C-terminalem Glycin oder Prolin; diese Aminosiiuren wer- 
den fur Fragmentkondensationen bevorzugt eingesetzt. da 
Racemisierungen nicht moglich bzw. sehr schwierig sind. 
c) Die Esterbindung zwischen Peptid und Harz ist stabil, wie 
sich bei der Darstellung mehrerer Peptide rnit hohen Aus- 
beuten zeigte. d) Die Abspaltung der Peptide vom 2-Chlor- 
trityl-Harz erfolgt schnell und quantitativ bei vollstiindiger 
Erhaltung des Seitenkettenschutzes vom /err-Butyl- und Tri- 
tyl-Typ und unter sehr milden Reaktionsbedingungen, z. B. 
mit EisessIg~TrIfluorethanol/Dichlor~nethan 1 :1:8 (,,Spalt- 
gemisch") in  wenigen Minuten. 

Als erstes Beispiel einer Proteindarstellung mit dem Harz 
2 synthetisiertcn wir das aus 109 Aminosluren bestehende 
humane Prothymosin 2 (ProTr)l"']. das in Abbildung 1 in 
geschutzter und harzgebundener Form gezeigt ist. ProTr ist 

IBu f 0 u  Boc Boc Boc IB" I& 

Abb. I Aminosiuresequen? (Ein-Buchstaben-Notation) von Prothymosin z 
(ProTz) .  mil Schutzgruppen und gebunden am 2-Chlortrityl-Harr: die Pfeile 
markierrn die Verknupfungsstellen bei den ~ragmentkondensat ionen.  Ac = 

Acetyl. Trr = Trityl. Boc = rc,rr-Butoxycarbonyl. Pmc = 2.2.5.7.8-Penta- 
met hylchroman-h-sul~)nyI 

im menschlichen Organismus weit verbreitetl' * - 1 3 ] ,  schutzt 
gegen Infektion von Cundidu u/hicuns["~ 14] und systerni- 
schen Lupus erythematosus" 'I, induziert die erhohte Sekre- 
tion von Interleukin["l und des Migrationsinhibierungsfak- 
tors (MIF)"  ' I ,  aktiviert Monocyten und T-Lymphocyten, 
1st ein starker Iminunmodulatorl'71 und scheint fur die Zell- 
teilung notwendig zu seinI' 'I. Urn die therapeutischen Mog- 
lichkeiten von ProTa untersuchen zu konnen. sollte es in 
grouerer Menge zur Verfugung stehen. 

Zum sequentiellen Aufbau von ProTr gingen wir wie folgt 
vor: Durch Umsetzung von Fmoc-Asp(/Bu)OH (0.1 mmol) 
mit 2 (1  g, 1.6 mniol CI) und DIEA (2 mmol) in Dichlorme- 
than erhielten wir das mit 0.09 mmol Aminosiure pro g bela- 
dene Harz 3 (Abb. 2 oben). Diese niedrige Beladung ist wich- 
tig fur die hohe Kupplungsausbeute bei der Synthese groOer 

Fmcc -Asp(fBu)OH + Cl- Fmoc - Asp (f Bu) - OR 

3 

2 E RCI 

69 75 
Fmoc-Asp ( t a u )  -Gly-Glu I tBu) -GlU ( tBu) -Glu ( tBu) -Asp ( CBu) -Gly-OH 

59 68 
Fmoc-Gly- [Glu ( t a u )  18 -Cly-OH 

51 58 
Fmoc-Val-Asp( tBu1 -[Clu( tBu) 15-Gly-OH 

4 4  5 0  
Fmoc-Glu( CBu)-Gln-Glu( tBu)-Ala-Asp( tBu)-Asn(Trt) - G l u (  tBu)-OH 

37 4 3  
Fmoc-Asn(Trt)-Ala-Asn(Trt)-Glu(CBu)-Glu(CBu)-Asn-Gly-OH 

3 0  3 6  
Fmoc-Arg(Pmc)-Asp(tBu)-Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Asn(Trt)-Gly-OH 

20 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

F m o c - L y s ~ B o c ~ - G l u ~ t B u l - V a l - V a l - G l u ~ C B u ~ - G l u ~ t B u ~ - A l a - G l u ~ C B u ~ -  
2 9  

Asn-Gly-OH 11 

11 
Fmoc-Ile-Thr(tBul-Thr(CBul-Lys(Boc)-Asp(tBu)-Leu-Lys(Bocl- 

19 
Glu(tBu)-Lys(Bocl-OH 12 

1 
F m o c - S e r ~ X ~ - A s p l t B u ~ - A l - A l a - V a l - A s p ~ t B u ~ - T h r ~ t B u ~ - S e r ~ X ~ -  

10 
SerlX)-Glu( tBu)-OH 

4,13: a,X= Trt; b, X =  CBu 

Abb 2. Synthese der Peptidfragmente zum sequentiellen Aulbau von ProTz.  

Peptide. z. B. von 4, und fur den optimalen Ablauf der Frag- 
mentkondensationen. Ausgehend von 3 erhielten wir rnit je- 
weils dreifachem UberschuB der Fmoc-Aminosauren nach 
Voraktivierung mit I-Hydroxybenzotriazol ( 1  -HOBt) und 
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in Dimethylformamid 
(DMF) das ProTr(76-109)-Fragrnent 4. Die Abspaltung der 
Fmoc-Schutzgruppen erfolgte rn i t  20% Piperidin in DM F. 
Die Vollstiindigkeit der Kupplungen wurde rnit dem Kaiser- 
Test uberpruft. Die geschutzten Fragmente 5.- 13 erhielten 
wir analog. Die Harze hatten eine Beladung von 0.4- 
0.6 mmol Aminosaure pro g Harz. Sie wurden mit der Spalt- 
losung in 60 min vom Harz abgelost und roh in Ausbeuten 
> 90% erhalten. Ihre Reinheit wurde rnit Hochleistungs- 
dunnschichtchromatographie (HPTLC) und Umkehrpha- 
sen (RP)-HPLC uberpruft. Wir fanden eine Reinheit von 
> 98 % fur die Fragmente 5.6.7 und 9. > 96 % fur 8 und 10 
und > 90% fur 11 und 12. Trotz der hohen Reinheit der 
rneisten Peptide wurden diese durch Saulenchromatographie 
(Silicagel 60. 240-400 mesh. Merck; Eluens: Gemische BUS 

Chloroform/Methanol/Eisessig) wei ter gereinigt und dann 
zur Entfernung von hartnickig an die Peptide adsorbierter 
EssigsCure aus TrifluorethanoliWasser umgefdlt. Wegen der 
Schwerloslichkeit in den Losungsmittelgemischen konnten 
die Fragmente 13a und 13b rnit HPLC nicht analysiert wer- 
den. Die Struktur aller geschutzten Peptide wurde durch 

13 



0 20 LO 60 0 20 LO 60 0 20 LO 60 
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0 307 I 
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0.06 i C 

D 

4 , . , , , ,  i . , , , , ,  
0 20 LO 60 0 20 LO 60 0 20 40 60 

t lminl - t lmin l  - tlminl - 
Ahh.  3 .  t (PL-Chromalogramme: a) enlschiitrtes ProTz(I I 109) (Rohprodukt) .  h) Desacetyl-ProTa (Rohprodukt) ;  c )  rohes Gern ixh  ProTz(1 I 109) + ProTr(  1 
109) nach Aceiylierung: d) ProTz. HP1.C gereinigt. e )  (iemisch des iryptischen Ahhaus von ProTs(1 l0Y). A = ProTz(XY 101). B = ProTz(21 3 0 ) .  C = Ac- 
ProTz(1 14). I )  = ProTz(31 87). f )  (iemisch des tryptischen Ahbaus von ProTz Bcdingungen: Nucleosil C-X (4.6 x 25  mm): FluU 1 r n l m i n - ' .  5 rnin iwkratisch. 
dann linear von 100% A 100% Bin 00 miii. A :  0.1 '/o Trifluoressigsiure (TFA) in Wusber. B .  0.1 "4 TFA in Acetonitril ( l i r  3 a  c ) :  A :  0.06% 1 F A  i n  Wasser. H :  0.054% 
TFA in Acetonitril ( fur  3d 0. Detektion hei 210 nm. Die in b und c nach 40 min eluierenden Komponenten sind partiell entschiit7te Peptide. die in e und f n x h  4X min 
eluierende Komponente 1st Beshndteil der Trypsinpfiiparation 

massenspektrometrische Molekulargewichtsbestimmung 
(FAB-MS. Xe, 9 kV, ca. 50 pA oder LSIMS. Cs@. 20 kV, 
4 pA. Matrix rii-Nitrobenzylalkohol (NBA) oder NBA/Eis- 
essig) bestitigt. 

Die Synthese des geschiitzten ProTr erfolgte dann durch 
sequentielle Kondensation der Fragmente 5-13 mit dem am 
Harz gebundenen Peptidester 4. Dabei verwendeten wir ei- 
nen fiinffachen Uberschul3 an geschiitztem Fragment/l- 
HOBtiDCC (1 :1.5:1) in Dimethylsulfoxid. AIle Kupplungen 
bis zum A u b a u  des Proteins 1 1  -109 waren nach 6-18 h 
vollstiindig (Kaiser-Test, HPTLC). Nach jeder Fragment- 
kupplung wurden kleine Mengen der Peptidester-Harze ent- 
nommen und mit Spaltlosung behandelt; bei den so vom 
Harz abgespaltenen Peptiden wurde der Seitenkettenschutz 
rnit Trifluoressigsiure/Wasser (95:5) entfernt. Die HPLC- 
Analysen der erhaltenen Rohprodukte bestitigte die in ho- 
hen Ausbeuten verlaufenden Fragmentkupplungen bis zur 
Stufe ProTr( l1-  109) (Abb. 3a). Das schwerlosliche 
ProTr(1-10)-Fragment 13a konnte nur mit ca. 55% Aus- 
beute gekuppelt werden (Abb. 3 b). Der Austausch der fert- 
Butylgruppc am Serin gegen eine Tritylgruppe fiihrte zwar 
zur Erhohung der Loslichkeit von 13b in Dimethylsulfoxid, 
die Kupplungsausbeute erhohte sich aber nicht wesentlich. 
da wiihrend der Kupplung der Benzotriazolylester von 13b 
aus dem Reaktionsgemisch gelartig ausfiillt. 

Das bei der letzten Fragmentkondensation entstandene 
Gemisch von am Harz verestertem, geschiitztem Desacetyl- 
ProTr und nicht umgesetztem ProTa(l1-109) wurde mit 
dem zehnfachen Uberschul3 Acetanhydrid/DIEA in D M F  
acetyliert (Abb. 3c). Aus dem so erhaltenen Gemisch wurde 

schlielJlich nach Abspaltung der Schutzgruppen ProTr. 
durch HPLC gereinigt, in 1 1  YO Ausbeute iiber alle Stufen 
isoliert (Abb. 3d). Die Identitit von ProTr und der ebenfalls 
durch HPLC gereinigten und in > 55  YO Ausbeute erhalte- 
nen Peptide 87- 109. 59- 109, 1 1  - 109 wurde durch Amino- 
siureanalyse gesichert. Durch enzymatische Spaltung mit 
Trypsin wurden ProTr und ProTr( 1 1  - 109) in die erwarteten 
Fragmente gespalten (Abb. 3e. 1). Die Hauptfragmente 89- 
101. 21 -30 und Acetyl-(1 14) wurden durch HPLC isoliert 
und durch FAB-MS identifiziert. Die extrem hohe Aciditit 
des Fragments 31 -87 sowie von ProTr selbst verhinderte 
bisher deren massenspektrometrische Analyse. 

Die biologische Aktivitit von synthetischem ProTr wurde 
durch autologe multiple Lymphocytenreaktion (Auto- 
MLR-Reaktion)["] an T-Lymphocyten von gesunden Spen- 
dern iiberpriift. Man findet eine Erhohung der Immunant- 
wort um den Faktor 1.7; aus Rattenthymus isoliertes ProTr 
erhoht die Immunantwort um den Faktor 1.5. 

Eingegangen am 20. September 19Y0. 
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Bildung einer Clusterhiille urn einen zentralen 
Cluster durch einen ,,SelbstorganisationsprozeR": 
das gernischtvalente Polyoxovanadat [V34082]1 O0 ** 
Von Achim Miillilr *. Rulf Rolilfing, Joachitti Diiritiy 
und Michucl Penh 

Das Studiurn der Eigenschaften gemischtvalenter Spezies 
ist fur die Katalyseforschung, die Geo- und vor allem die 
Biochernie. aber auch allgemein fur die Materialwissenschaf- 
ten von Bedeutungl'. 'I, Die Titelverbindung. ein hochnucle- 
ares. gemischtvalentes binares Cluster-Anion. konnte als 
Kaliumsalz 1. das topologisch, rnagnetochernisch und durch 
die Priformation einer Festkorperstruktur von Interesse 1st. 
durch Reduktion einer willrigen Kaliumvanadatlosung her- 

Ahh.  a )  Struktur des [Vi,O,,]l""-Antons in Krist;illcn von I (Blickrichtung 
senkrecht Lur virtuellcn S,-Achsel): h )  Struktur der icntralcn :V:'O,jO,-Ein- 
heir von I (V"-p-O 1 9 2 ~  196 und 220 222pm) mit m e i  (hervorgchohenen) 
V-V-Bindungcn (265 pm) und angcdeutcten V-O-Bindungen zur Schalc (205 
210 pm: mi! angcniher tcr  D2,-Symmctrie sntsprcchend der Drchung der hct- 

K , , JVi>6Vy808L] .  20 1j20 1 

gestellt und durch Elernentaranalyse (einschlieDlich rnanga- 

turanalyse[3' charak terisiert werden. 

1'1 Prof Dr. A Mdller. DipI.-('hem. R. Rohlhne. Dr.  J. DBrine. . .  
Dip].-Chem M Penk Topologisch Iallt sich das Anion vereinfacht wie folgt be- 

schreiben: Jede der V,,O,,-HClften enthalt 20 der 24 O-Ato- 
me des fur viele Aspekte der Polyoxometallat-Chernie 
grundlegenden O,,-Rhombenkuboktaeders (mit zwolf qua- 

Fakultat fur Chemie dcr Univerritit  
P o s t f x h  X M I .  W-4XOO Biclefeld I 

["I Fur die Durchfiihrung magnetischer Messungen danken wir den Herren 
Prof Vr. K. CVic8zhordr. Prof. Dr .  W Ilousc~. Prof. Dr. E. Pc&rscii und fur 
die Hilfc bei dcr Rontgenatrukturanalysc Hcrrn Dr.  H. BGgge dratischen 110)- und sechs 1100)-Flachen sowie acht 1 1  1 1  1-  




