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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Synthese von Prothymosin « (ProTx),
einem aus 109 Aminosiuren aufgebauten Protein**

Von Kleomenis Barlos*, Dimitrios Gatos
und Wolfram Schdfer

Die Synthese von Proteinen nach dem Prinzip der Fest-
phasenpeptidsynthese oder durch Fragmentkondensation in
Losung ist trotz der Verwendung extrem reiner Aminosaure-
derivate und effizienter Kupplungs- und Deblockierungsme-
thoden schwierig. In der Tat wurden bisher nur wenige Syn-
thesen von Proteinen, z.B. von Ribonuclease!'!, Interleu-
kin 3121, Ubiquitin®®! und Angiogenin!*! beschrieben. Effek-
tiver gelingt die Synthese von Proteinen mit biotechnologi-
schen Verfahren'®. Damit koénnen jedoch nur Proteine mit
biologisch codierbaren Strukturmerkmalen hergestelit wer-
den. Grolle Peptide und Proteine gewinnen jedoch zuneh-
mend an Bedeutung, besonders fiir die Immunologie und
K rebstherapie!®?. Die Entwicklung einer allgemeinen. ein-
fachen und in jeder Stufe gut durchschaubaren Syntheseme-
thodik fiir reine und posttransiational modifizierte Proteine
ist deshalb von erheblichem Interesse!®®.

Eine solche Synthese konnte. wie bereits frither postu-
liert!™, durch die sequentielle Verkniipfung geschiitzter Pep-
tidfragmente an einem Harz erfolgen. Das nach jeder Frag-
mentkondensation entstehende Peptid oder Protein muf}
einfach vom Harz abgespalten und analysiert werden kon-
nen. Die Peptidfragmente. deren funktionelle Seitenketten
mit leicht abspaltbaren Schutzgruppen vom ters-Butyl- und
Triphenylmethyl( Trityl)-Typ blockiert sind. sollten einfach.
schnell und mit méglichst hoher Ausbeute und Reinheit dar-
stellbar sein. Dieses ist derzeit nur nach der Festphasenme-
thode unter Einsatz speziell entwickelter Harze moglich.

Bei der Uberpriifung einer Reihe siiureempfindlicher Har-
ze des Diphenylmethyl- und des Triphenylmethyl-Typs!®- ¥
erwies sich das 2-Chlortrityl-Harz 2!® als besonders geeignet
(Abb. 2). Seine wichtigsten Eigenschaften sind: a) Die Ver-
esterung der C-terminalen Aminosdure des gewiinschten
Proteins gelingt schnell, racemisierungsfrei und in hoher
Ausbeute. Die Fmoc-Aminosduren reagieren mit 2 in Di-
chlormethan mit Diisopropyl(ethyl)amin (DIEA) als Chior-
wasserstoffacceptor in 25 min bei Raumtemperatur. Da die
Veresterung ohne elektrophile Aktivierung der Aminosduren
erfolgt. verlauft die Reaktion racemisierungsfrei. b) Das
groBle Volumen des 2-Chlortrityl-Harzes verhindert vollstin-
dig die Diketopiperazinbildung beim Durchlaufen der Di-

[*} Prof. Dr. K. Barlos. Dr. B. Gatos

Chemisches Institut der Universitit
GR-Patras (Griechenland)
Prof. Dr. W. Schiifer
Max Planck Institut fir Biochemie
W-8033 Martinsried

[**] Dicse Arbeit wurde vom griechischen Ministerium fiir Industrie, Energie
und Forschung (K. B.) sowie vom Bundesministerium tlir Forschung und
Technologie (PTb 038824) (B° S.) gefordert. Wir danken Dr. C. N. Baxe-
vanis und Dr. M. Papamihaif (Abteilung Immunologie, Krebsforschungs-
institut, Athen) fir die Prifung der biologischen Aktivitit des syntheti-
schen ProTax.
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peptidstufe withrend der Festphasensynthese. Dies ist ein
ungeldstes Problem bei der Darstellung von Peptiden mit
C-terrflinillem Glycin oder P'rolin; diese Amings:}iuren wer- Fmoc -Asp(tBUJOH +  Ci— OF ——  Fmoc- Asp (tBu) - OR
den fiur Fragmentkondensationen bevorzugt eingesetzt, da cl
Racemisierungen nicht moglich bzw. sehr schwierig sind. 3
¢) Die Esterbindung zwischen Peptid und Harz ist stabil, wie
sich bei der Darstellung mehrerer Peptide mit hohen Aus- 2 = RCI
beuten zeigte. d) Die Abspaltung der Peptide vom 2-Chlor-
trityl-Harz erfolgt schnell und quantitativ bei volistiindiger 76
Erhallung des Seitenkettenschutzes vom lcrl-Bulyl- und Tri- H-Asp{tBu)-Glu{tBu)-Asp(tBu)-Glu{tBu)-Glu(tBu)-Ala-Glu{tBu)~
tyl-Typ und unter sehr milden Reuaktionsbedingungen, z. B.
mit Eisessig/Trifluorethanol/Dichlormethan 1:1:8 (, Spalt-
gemisch™) in wenigen Minuten.

Als erstes Beispiel einer Proteindarstellung mit dem Harz Asp (tBul ~Thr (tBu) ~Lys (Boc) ~Lys (Boc) ~G1n-Lys (Boc) ~Thr ( tBu) -
2 synthetisierten wir das aus 109 Aminosiuren bestehende Asp( tBu) -Glu( tBu) -Asp ( tBu) -Asp ( tBu) -OR
humane Prothymosin x (ProTa)!'?% das in Abbildung I in
geschiitzter und harzgebundener Form gezeigt ist. ProTz ist

Ser {X)-Ala-Thr{ tBu)-Gly-Lys (Boc)-Arg{(Pmc}-Ala-Ala-Glu{ tBu}-

Asp(tBu)-Asp(tBu)-Glu{ tBu)-Asp{ tBu)-Asp{ tBu)-Asp{ tBu)-Val-~

69 75
Fmoc-Asp( tBu) -Gly-Glu( tBu)-Glu( tBu)-Glu( tBu)-Asp{tBu)-Gly-OH

59 68
Fmoc-Gly-[Glu{ tBu) )8 -Gly-OH

51 58
Fmoc-Val-Asp( tBu)-[Glu( tBu) ]5 -Gly-OH

44 50
Fmoc-Glu{ tBu}-Gln-Glu( tBu)-Ala-Asp{ tBu)-Asn(Trt)-Glu{ tBu)-OH

Abb. 1. Aminosiuresequenz (Ein-Buchstaben-Notation) von Prothymosin x
(ProTx), mit Schutzgruppen und gebunden am 2-Chlortrityl-Harz; die Pfeile
markicren die Verknipfungsstellen bei den Fragmentkondensationen. Ac =
Acetyl.  Trt = Trityl.  Boc = tert-Butoxycarbonyl,  Pmc = 2,2,5,7 8-Penta-
methylchroman-6-suifonyl.

im menschlichen Organismus weit verbreitet!'! = '3 schiitzt
gegen Infektion von Candida albicans'''-'*) und systemi-
schen Lupus erythematosus!' ), induziert die erhohte Sekre-
tion von Interleukin!'® und des Migrationsinhibierungsfak-
tors (MIF)U'! aktiviert Monocyten und T-Lymphocyten,
ist ein starker Immunmodulator!! 7! und scheint fiir die Zell-
teilung notwendig zu sein!'®). Um die therapeutischen Mog-
lichkeiten von ProTa untersuchen zu konnen, sollte es in
groBerer Menge zur Verfiigung stehen.

Zum sequentiellen Aufbau von ProTx gingen wir wie folgt
vor: Durch Umsetzung von Fmoc-Asp(fBu)OH (0.1 mmol)
mit 2 (1 g. 1.6 mmol Cl) 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 fiir die hohe Kupplungsausbeute bei der Synthese groBer
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37 43

Fmoc—-Asn{Trt)-Ala-Asn{Trt)-Glu{tBu})-Glu{ tBu)-Asn-Gly-OH

30 36

Fmoc-Arg{Pmc}-Asp{ tBu}-Ala-Pro-Ala-Asn{Trt)-Gly-OH

20

Fmoc-Lys (Boc)-Glu({tBul-Val-Val-Glu( tBu)-Glu{ tBu)-Ala-Glu(tBu}-

29
Asn-Gly-OH

11

Fmoc-Ile-Thr ( tBu) -Thr ( tBu) -Lys (Boc)-Asp{ tBu) -Leu-Lys (Boc) -

13
Glu{ tBu) -Lys {(Boc!-OH

1
Fmoc-Ser {X)-Asp(tBu)-Al-Ala-Val-Asp(tBu})-Thr{ tBu)-Ser(X)—

10
Ser (X)-Glu( tBu)-OH

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

Abb. 2. Synthese der Peptidfragmente zum sequentiellen Aufbau von ProTa.

Peptide, z. B. von 4, und fiir den optimalen Ablauf der Frag-
mentkondensationen. Ausgehend von 3 erhielten wir mit je-
weils dreifachem Uberschul der Fmoc-Aminosiuren nach
Voraktivierung mit 1-Hydroxybenzotriazol (1-HOBt) und
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in Dimethylformamid
(DMF)das ProTa (76-109)-Fragment 4. Die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppen erfolgte mit 20% Piperidin in DMF.
Die Vollstindigkeit der Kupplungen wurde mit dem Kaiser-
Test iiberpriift. Die geschiitzten Fragmente 5--13 erhielten
wir analog. Die Harze hatten eine Beladung von 0.4-
0.6 mmol Aminosdure pro g Harz. Sie wurden mit der Spalt-
16sung in 60 min vom Harz abgelost und roh in Ausbeuten
> 90% erhaiten. Thre Reinheit wurde mit Hochleistungs-
diinnschichtchromatographie (HPTLC) und Umkehrpha-
sen (RP)-HPLC iberpriift. Wir fanden eine Reinheit von
> 98 % fiir die Fragmente §, 6, 7und 9, > 96% fiir 8 und 10
und > 90% fiir 11 und 12. Trotz der hohen Reinheit der
meisten Peptide wurden diese durch Sdulenchromatographie
(Silicagel 60, 240-400 mesh, Merck; Eluens: Gemische aus
Chloroform/Methanol/Eisessig) weiter gereinigt und dann
zur Entfernung von hartnickig an die Peptide adsorbierter
Essigsdure aus Trifluorethanol/Wasser umgefillt. Wegen der
Schwerldslichkeit in den Losungsmittelgemischen konnten
die Fragmente 13a und 13b mit HPLC nicht analysiert wer-
den. Die Struktur aller geschiitzten Peptide wurde durch
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Abb. 3. HPL-Chromatogramme: a) entschiitztes ProTx(11 - 109} (Rohprodukt): b) Desacetyl-ProTa (Rohprodukt); ¢) rohes Gemisch ProTa(11 109) + ProTa(!1

109) nach Acetylierung: d) ProTx. HPLC gereinigt; ¢) Gemisch des tryptischen Abbaus von ProTx(1 109): A = ProT«(89 101), B = ProT=(21 30). C = Ac-
ProTa(t 14), D = ProT«31 87): f) Gemisch des tryptischen Abbaus von ProTx. Bedingungen: Nucleosil C-8 (4.6 x 25 mm); FluB 1 mL min~'. 5 min isokratisch.
dann linear von 100% A 100% Bin 60 min. A:0.1% Trifluoressigsdure (TFA) in Wasser, B: 0.1 % TFA in Acetonitril (fir 3a ¢): A: 0.06% TFA in Wasser, B: 0.054%
TFA in Acetonitril (fiir 3d ). Detektion bei 210 nm. Die in b und ¢ nach 40 min cluterenden Komponenten sind partiell entschiitzte Peptide, dic in ¢ und f nach 48 min

cluierende Komponente ist Bestandteil der Trypsinpriparation.

massenspektrometrische  Molekulargewichtsbestimmung
(FAB-MS, Xe, 9kV, ca. 50 uA oder LSIMS, Cs®, 20kV,
4 uA, Matrix m-Nitrobenzylalkohol (NBA) oder NBA/Eis-
essig) bestatigt.

Die Synthese des geschiitzten ProTx erfolgte dann durch
sequentielle Kondensation der Fragmente 5—13 mit dem am
Harz gebundenen Peptidester 4. Dabei verwendeten wir ei-
nen finffachen UberschuB an geschiitztem Fragment/1-
HOBt/DCC (1:1.5:1) in Dimethyisulfoxid. Alle Kupplungen
bis zum Aufbau des Proteins 11-109 waren nach 6-18 h
vollstindig (Kaiser-Test, HPTLC). Nach jeder Fragment-
kupplung wurden kleine Mengen der Peptidester-Harze ent-
nommen und mit Spaltldsung behandelt; bei den so vom
Harz abgespaltenen Peptiden wurde der Seitenkettenschutz
mit Trifluoressigsdure/Wasser (95:5) entfernt. Die HPLC-
Analysen der erhaltenen Rohprodukte bestitigte die in ho-
hen Ausbeuten verlaufenden Fragmentkupplungen bis zur
Stufe ProTa(11-109) (Abb. 3a). Das schwerldsliche
ProTx(1-10)-Fragment 13a konnte nur mit ca. 55% Aus-
beute gekuppeit werden (Abb. 3b). Der Austausch der rert-
Butylgruppe am Serin gegen eine Tritylgruppe fiihrte zwar
zur Erhdhung der Léslichkeit von 13b in Dimethylsulfoxid,
die Kupplungsausbeute erhéhte sich aber nicht wesentlich,
da wihrend der Kupplung der Benzotriazolylester von 13b
aus dem Reaktionsgemisch gelartig ausfillt.

Das bei der letzten Fragmentkondensation entstandene
Gemisch von am Harz verestertem, geschiitztem Desacetyl-
ProTa und nicht umgesetztem ProTa(11-109) wurde mit
dem zehnfachen UberschuB Acetanhydrid/DIEA in DMF
acetyliert (Abb. 3¢). Aus dem so erhaltenen Gemisch wurde
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schlieBlich nach Abspaltung der Schutzgruppen ProTz,
durch HPLC gereinigt, in 11% Ausbeute iiber alle Stufen
isoliert (Abb. 3d). Die Identitdt von ProTa und der ebenfalls
durch HPLC gereinigten und in > 55% Ausbeute erhalte-
nen Peptide 87-109, 59-109, 11-109 wurde durch Amino-
sdureanalyse gesichert. Durch enzymatische Spaltung mit
Trypsin wurden ProTa und ProTx(11-109) in die erwarteten
Fragmente gespalten (Abb. 3e.f). Die Hauptfragmente 89—
101, 21 -30 und Acetyl-(I 14) wurden durch HPLC isoliert
und durch FAB-MS identifiziert. Die extrem hohe Aciditiit
des Fragments 31-87 sowie von ProTx selbst verhinderte
bisher deren massenspektrometrische Analyse.

Die biologische Aktivitit von synthetischem ProTx wurde
durch autologe multiple Lymphocytenreaktion (Auto-
MLR-Reaktion)!*® an T-Lymphocyten von gesunden Spen-
dern iberpriift. Man findet eine Erhdhung der Immunant-
wort um den Faktor 1.7; aus Rattenthymus isoliertes ProTa
erhoht die Immunantwort um den Faktor 1.5.

Eingegangen am 20. September 1990,
verinderte Fassung am 6. Februar 1991 [Z 4194]
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Bildung einer Clusterhiille um einen zentralen
Cluster durch einen ,,Selbstorganisationsprozefi*‘:
das gemischtvalente Polyoxovanadat [V;,Oyg,]'°® **

Von Achim Miller*, Ralf Rohlfing, Joachim Doring
und Michael Penk

Das Studium der Eigenschaften gemischtvalenter Spezies
ist fur die Katalyseforschung, die Geo- und vor allem die
Biochemie, aber auch allgemein fiir die Materialwissenschaf-
ten von Bedeutung!'- 2], Die Titelverbindung, ein hochnucle-
ares, gemischtvalentes binidres Cluster-Anion, konnte als
Kaliumsalz 1. das topologisch, magnetochemisch und durch
die Priformation ciner Festkorperstruktur von Interesse ist,
durch Reduktion einer wiBrigen Kaliumvanadatlosung her-

K I(JVI\\;\VYHOM] "0 H,0 1

gestellt und durch Elementaranalyse (einschlieBlich manga-
nometrischer Titration des V'Y-Gehaltes und thermogravi-
metrischer Kristallwasserbestimmung), IR-spektroskopische
und magnetische Messungen sowie Einkristall-Rontgenstruk-
turanalyse?! charakterisiert werden.

[*] Prof. Dr. A. Miiller, Dipl.-Chem. R. Rohlfing, Dr. J. Déring,
Dipl.-Chem. M. Penk
Fakultit fiir Chemie der Universitiit
Postfach 86401, W-4800 Bielefeld 1
[**] Fir die Durchfithrung magnetischer Messungen danken wir den Herren
Prof. Dr. K. Wieghurdt, Prof. Dr. W. Haase. Prof. Dr. E. Pedersen und fir
dic Hilfe bei der Rontgenstrukturanalyse Herrn Dr. H. Bogge.
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1 kristallisiert in der triklinen Raumgruppe P1. Sein Clu-
ster-Anion [V,,04,]'°® weist angeniherte D,,-Symmetrie
auf (Abb.1a) und besteht aus einer ellipsoidformigen
V,00,,-Hiille, die durch Verkniipfung von 30 tetragonalen
VO,-Pyramiden gebildet wird. und einem =zentralen
{V,0,}0,-Kubus. Dies bedeutet, dall durch Verknipfung
der VO,-Pyramiden eine Schale resultiert, die sich dem ver-
zerrten, zentralen V,0,-Kubus (und dessen vier terminalen
O-Atomen, Abb. 1b) anpafBit. Die beiden identischen Hailf-
ten der V,;,0,,-Schale sind. der Geometrie des zentralen Ku-
bus entsprechend, um 90" gegeneinander gedreht (Abb. 1 a).

c)

Abb. 1. a) Struktur des [V,,04,]'?"-Anions in Kristallen von 1 (Blickrichtung
senkrecht zur virtuellen S,-Achsel}: b) Struktur der zentralen | VY0,10,-Ein-
heit von 1 (V'Y-p-0Q 192-196 und 220 222 pm) mit zwei (hervorgehobenen)
V-V-Bindungen (265 pm) und angedeuteten V-O-Bindungen zur Schale (205
210 pm; mit angeniherter D,,-Symmetrie entsprechend der Drehung der bei-
den Clusterschalen gegeneinander): ¢) Darstellung der (approximativen)
Schichten der O-Atome von 1 (zur Verdeutlichung des Uberganges zur Festkor-
perstruktur; Blickrichtung senkrecht zur virtuellen S;-Achse, aber gegeniber a)
um 45 gedreht). V = grau, V'V = schwarz, O = weil.

Topologisch a8t sich das Anion vereinfacht wie folgt be-
schreiben: Jede der V,0,,-Hilften enthélt 20 der 24 O-Ato-
me des fiir viele Aspekte der Polyoxometallat-Chemie
grundlegenden O,,-Rhombenkuboktaeders (mit zwdlf qua-
dratischen {110}- und sechs {100}-Flichen sowie acht {111}-
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