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Methoden der multiplen Peptidsynthese und ihre Anwendungen 

Von Gunther Jung und Annette G. Beck-Sickinger 

Professor Ernst Bayer zum 6.5. Geburtstag gewidmet 

Die rasch fortschreitende Entwicklung in der Biotechnologie neuer Proteine, in der Immunolo- 
gie und in der auf Inhibitoren und Antagonisten basierenden Pharmaforschung fuhren zu 
einem immensen Bedarf an synthetischen Peptiden. Durch multiple Methoden konnen heute 
100- 150 vollig verschiedene Peptide mit Kettenlangen bis etwa 20 Aminosauren gleichzeitig 
hergestellt werden. Die erzielten Ausbeuten und Qualitaten reichen aus, um ein verlaI3liches 
Screening auf biologische Aktivitat in vitro und in vivo durchzufuhren; dasselbe gilt fur 
Syntheseoptimierungen, Sekundarstrukturvergleiche und Konformationskartierungen. Mit 
speziellen multiplen Methoden gelingt die Epitopkartierung auch groRerer Proteine zur Dia- 
gnostik und Impfstoffentwicklung anhand von einigen hundert freien oder an Stabchen gebun- 
denen Peptiden, die fur Immunoassays einsetzbar sind. Multiple Methoden der Peptidsynthese 
ermoglichen auch den Aufbau von sogenannten Peptidbibliotheken. Diese konnen Hundert- 
tausende von Peptiden umfassen, wodurch sich neue Perspektiven fur das Screening nach 
Leitstrukturen eroffnen. Mit einer speziellen Peptidsynthese, die die Verwendung von photola- 
bilen Schutzgruppen und photolithographischen Verfahren kombiniert, konnen Peptidbiblio- 
theken auf Plattchen fur miniaturisierte Immunoassays aufgebaut werden. Lipopeptid-Anti- 
gen-Konjugate, die komplette Proteinsequenzen aus uberlappenden Peptidsegmenten 
umfassen, machen die Herstellung peptidspezifischer und monoklonaler Antikorper sowie ein 
gezieltes Screening auf Epitope von B-, T-Helfer- und T-Killer-Zellen moglich. Anwendungen 
auf dem Gebiet der AIDS-Diagnostik, der Impfstoffentwicklung, oder dem Screening nach 
Hormonanaloga demonstrieren die Perspektiven, die sich durch die multiplen Synthesemetho- 
den eroffnen. 
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1. Peptidsynthese im Wandel der Zeit 

Die Peptidchemie erlebt momentan einen besonders ra- 
santen Aufschwung. Die vielfaltigen Forschungsmoglichkei- 
ten, mit synthetischen Peptiden biologische Problemstellun- 
gen zu losen, werden in zunehmendem Ma13 erkannt['-'I. 
Die Peptidchemie ist - wie kaum ein anderes Teilgebiet der 
Organischen Chemie - in intensive interdisziplinare Koope- 
rationen eingebunden. Die Forschungsgebiete der modernen 
Peptidchemie umfassen Synthese und Analytik, Isolierung 
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und Strukturaufklarung, Konformationsuntersuchung und 
Molecular Modeling. Die Arbeiten werden projektorientiert 
zusammen mit Forschergruppen in der Pharmakologie, 
Physiologie, Immunologie, Biologie und Biophysik durchge- 
fuhrt. 

Es werden vermehrt Peptide mit ungewohnlichen Amino- 
s a ~ r e n [ ~ - ' ~ ~ ,  abgewandelten Peptidbindungen['6-211 , Li n- 
ker- oder Spa~ermolekulen[~~~ 231 und P e p t i d m i m e t i ~ a [ ~ ~ - ~ ~ ]  
hergestellt. Die wichtigsten Ergebnisse der medizinischen 
Chemie der Agonisten und Antagonisten von Peptidwirk- 
stoffen und Inhibitoren wurden kurzlich von R. Hirsch- 
mannLZ6"] zusammengefafit. Grofie Fortschritte werden in 
der Immunologie auf der molekularen Ebene der Erken- 
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nungsmechanismen mit synthetischen Peptidenrz7". b1 und 
synthetischen Vaccinen[27c-e1 erzielt. 

Der Peptidcherniker mu13 sich stets neuen Herausforde- 
rungen in imrner kiirzeren Zeitabschnitten stellen[28, 291. Es 
besteht ein erhohter Bedarf an neuen Strategien, schnelleren 
Synthesemoglichkeiten (vgl. Ubersicht von E. Bayer[28ar), 
besseren Kupplungsreagentien und Schutzgruppen sowie 
im besonderen an Methoden, die gleichzeitig sehr viele 
Peptide in kurzer Zeit herstellen und analysieren. 

Wir mochten hier die neueren Entwicklungen der rnulti- 
plen Peptidsynthese (MPS) vorstellen und auch die Moglich- 
keiten der modernen Analytik einer Vielzahl von Polypepti- 
den (multiple Peptidanalytik, MPA) referieren. Diese 
Methoden sollen jeweils rnit charakteristischen Anwen- 
dungsbeispielen illustriert werden. 

1.1. Synthetische Proteinteilsequenzen 

F. Anderer stellte im Jahre 1963[301 virusneutralisierende 
Antikorper mit der C-terminalen Hexapeptidsequenz des 
Tabakmosaikvirus-Hiillproteins her; seither spielen synthe- 
tische Proteinteilsequenzen eine dominierende Rolle bei der 
Festlegung von antigenen Determinanten. Durch die gen- 
technologische Forschung und durch Sequenzierautomaten 
nimmt die Zahl der Proteinsequenzen stark zu, so daD die 
Sequenzen nur noch rnit speziellen Programmen und Daten- 
bankenL3 erfal3- und vergleichbar sind. Die chemische Syn- 
these kurzer Teilbereiche von Proteinen ist heute ~ trotz gen- 
technologischer Fortschritte - eine der schnellsten Moglich- 
keiten, experimentelle Informationen uber Bindungsdoma- 
nen, aktive Zentren und Modifikationen zu erhalten. 

Interessanterweise hatte R. B. Merrifield[32, 331 die ent- 
scheidende Idee zur automatisierbaren Peptidsynthese an fe- 
ster Phase kurz nach Anderers Versuchen. Die Merrifield- 
Synthese[28, 3 3 - 3 6 1  war Voraussetzung zur schnellen Herstel- 
lung vieler Peptide. Durch Seitenkettenmutagenese gelingt 
die Biosynthese sequenzabgewandelter Peptidwirkstoffe und 
Proteine; eine gezielte Variation rnit nichtproteinogenen 
Aminosauren wird nahezu ausschliel3lich mit chemischen 
Methoden durchgefiihrt. Da viele Proteine diagnostisch und 
therapeutisch interessant sind (und wegen des wachsenden 
Bedarfs an Proteinen in der biochemischen Grundlagenfor- 
schung), gelingt es rnit herkommlichen Methoden der Frag- 

mentkonden~at ion[~ ' -~~)  schon lange nicht mehr, genugend 
synthetische Peptide innerhalb eines akzeptablen Zeitraums 
herzustellen. 

1.2. Niedermolekulare Peptidwirkstoffe 

Die Zahl hochaktiver Peptidwirkstoffe, die als Basis fur 
Pharmaentwicklungen dienen oder in natiirlicher Sequenz 
zur Therapie eingesetzt werden, steigt steil an. Unser Korper 
,,kennt" und reagiert auf vie1 mehr Peptide, als wir bislang 
erahnten ! Bombesin, Endotheline, epidermaler Wachs- 
tumsfaktor (EGF), Magainine, Neuropeptid Y - dies sind 
einige der vielen hochaktiven Peptidwirkstoffe, die in den 
letzten Jahren peptidchemisch bearbeitet wurden. Aber auch 
das Abwandeln von ,,Dauerbrennern" wie Renin, Atrialem 
Natriuretischem Faktor, Somatostatin, Cholecystokinin, 
Pepstatin, Calcitonin, Bradykinin, Enkephalin, Angiotensin, 
Vasopressin, Oxytocin wird weiterhin intensiv unter- 
sucht" -'I. Die Kenntnis der Struktur-Wirkungs-Beziehun- 
gen, die den Zusammenhang zwischen Aminosaurense- 
quenz, Peptidkonformation und biologischer Aktivitat 
erschlieoen, ist sowohl fur die Aufklarung der Grundlagen 
von Signalerkennung und Ubermittlung von Informationen 
als auch fur pharmakologische Therapieansatze von Bedeu- 
tung. Das Verstehen von Agonismus und Antagonismus ei- 
nes Peptidhormons ist nur iiber systematisch variierte 
Peptid- und Nichtpeptidanaloga erlernbar. 

1.3. Analytik auf dem Vormarsch 

Durch verbesserte biologische und biochemische Metho- 
den sowie solchen der instrumentellen Analytik ist der Zu- 
gang zu neuen Wirkstoffen im picomolaren und noch gerin- 
ger konzentrierten Bereich rnoglich. Zur vollautomatischen 
Gasphasensequenzierung nach Edmanr4'. 411 benotigt man 
weniger als 100 pmol Protein, und durch HPLC-on-line- 
Kopplung konnen Polypeptide rnit weit iiber 10000 Da im 
I~nspray-Massenspektrometer[~'~ 421 ebenfalls in picomola- 
rer Losung analysiert werden. Zur Aminosaurenanalyse ge- 
nugen in speziellen Fallen sogar wenige Femt~mol[~' .  431. 

Somit konnen natiirliche Polypeptide immer haufiger im 
picomolaren MaBstab sequenziert, danach in mg-Mengen 
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synthetisiert und iiber synthetische Analoga in ihrer biologi- 
schen Aktivitat untersucht werdenL2’, 4 4 3  451. 

2. Multiple Peptidsynthese - die logische 
Konsequenz 

Um der rasch anwachsenden Nachfrage nach vielen, vollig 
verschiedenen synthetischen Peptidsequenzen gerecht zu 
werden, entwickelten ab 1985 mehrere Gruppen unabhangig 
voneinander unterschiedliche Konzepte einer multiplen Pep- 
tidsynthese (Tabellen 1 und 2). Unter der multiplen Peptid- 
synthese (MPS), auch als simultane multiple Peptidsynthese 
(SMPS) bezeichnet, versteht man die gleichzeitige Synthese 
vieler Peptidsequenzen unterschiedlicher Lange und beliebi- 
ger Aminosaurenzusammensetzung. 

zierung ist ebenfalls moglich. Haufig werden die multiplen 
Synthesemethoden in der Hormon- und Inhibitorforschung 
eingesetzt. Zur Identifizierung relevanter Seitenketten kann 
jede einzelne Aminosaure eines Peptidwirkstoffs systema- 
tisch und mehrfach ausgetauscht werden, Kettenlangen kon- 
nen variiert sowie N- und C-Termini modifiziert werden 
(Abb. N-terminale Modifikation wie Acetylierungen, 
Biotinylierungen, Succinimidylierungen oder Kupplungen 
zur Immunogenherstellung konnten bisher schon durch Auf- 
teilung des Peptidharzes nach herkommlichen Festphasen- 
synthesen erhalten werden. Modifikationen im C-terminalen 
Bereich gelingen dagegen nur beim Einsetzen von multiplen 
Methoden oder bei nacheinander durchgefiihrten Synthesen. 
So kann in der multiplen Peptidsynthese dasselbe Peptid 
gleichzeitig an verschiedenen Ankermolekulen hergestellt 
und nach Abspaltung vom Harz als Peptidsaure, Peptid- 

Tabelle 1. Ubersicht uber die Methoden der multiplen Peptidsynthese (MPS) fur Konzentrationen groOer 50 p ~ .  

Methode Tea bag R”MPS PS-PE-Copoly- Continous Flow Peptide Synthesizer 
mer-Filme Synthesis (CF-SP-MPS) PSSM-8 

Polymer 
Anzahl 
Menge 
Schutzgruppe 
Akivierung 

Wasch- 
cyclus 
Computer- 
programm 
Kontrolle 
Literatur 

PS-DVB 
<I50 
50-500 pmol 
Boc 
DIC 

manuell am 
Schiittler 
notwendig 

Pikrinslure 

WI 

PS-DVB 
<I50 
50- 500 pmol 
Fmoc 
TBTU/HOBt 

automatisch 
Labortec 41 1 
notwendig 

~521 

PS-DVB 
25 
50-100 pmol 
Fmoc/Boc 
beliebig 

manuell am 
Schiittler 
hilfreich 

Ninhydrin 

[791 

PS-PE-Film PS-DVB 
10 10 
500 pmol 20-400 pmol 
Boc Fmoc/Boc 
symm. Anhydrid HOBt/DlC 

manuell manuell mit verbun- 
denen Redktoren 

Bromphenolblau 

~901 PI1 

PS-DVB 
8 
5-400 pmol 
Fmoc 
HOBt/DIC 
TBTU. und andere 
automatisch 

enthaften 

PS = Polystyrol, PE = Polyethylen, DVB = Divinylbenzol, Boc = tert-Butoxycarbonyl, Fmoc = Fluorenylmethoxycarbonyl, TBTU = U-(Benzotriazol-1-y1)- 
N,N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluorborat, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, DIC = Diisopropylcarbodiimid 

Tabelle 2. Ubersicht iiber die Methoden der multiplen Peptidsynthese fur kleine Mengen und Diagnostica 

Methode Methoden mit Pipettierrobotern Multiple Pepscan Spots auf Cellulose Cellulose Baumwolle 
Saulchen Papier Rondelle Papier Rondelle 

Polymer 
Anzahl 
Menge 

Scbutzgrupe 
Aktivierung 

Wasch- 
cyclus 

Computer- 
programm 
Kontrolle 

Literatur 

PS-DVB 
90 oder 144 
5 - 25 pmol/ 
GefaD 
Fmoc 
DIC/HOBt oder 
TBTU 
automatisch 
TECAN 5032 
(Zinsser SMPS 532) 

enthalten 

PS-DVB 
48 
25-50 pmol/ 
GefaO 
Fmoc 
PyBOPiHOBt 

automatisch 
G i 1 son M 2 2 2 
Abimed 
AMS 422 
enthalten 

Macrosorb-SPR PE-Stabe 
96 96/Block 
7 pmol/ 300 nmol/ 
Kartusche Pin 
Fmoc Fmoc 
Dhbt-ester Pfp-ester 

manuell manuell 
mit Multi- 
pipette 

Dhbt 

no twendig 

Cellulose 
96 
100 nrnol/ 
Fleck 
Fmoc 
DICiHOBt, 
TBTU 
manuell 

notwendig 

Bromphenol- 
blau 

~711 

Cellulose 
10 
4-6 pmol/ 
Rondelle 
Fmoc 
DIC/HOBt, 
TBTU 
automatisch 
mit Durch- 
fluhynthesizer 

notwendig 

Bromphenol- 
blau 

~ 3 1  

Cellulose 
4 
3 pmol/cm2 

Fmoc 
DIC/HOBt 

manuell 

Bromphenol- 
blau 

[821 

Cellulose 
10 
3 pmol/cm2/ 
Stoff 0 3 cm 
Fmoc 
DIC/HOBt 

manuelle 
Waschschritte 
durch Zentrifu- 
gation 

Bromphenol. 
blau 

1881 

PyBOP = (Benzotriazo-1 -yl)-N-oxytripyrrolidinopbosphoniumhexaflno~hosphat. Dhbt = 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-l,2,3-benzotriazin, Pfp = Pentafluorphenyl. 

Die verschiedenen Ansatze unterscheiden sich grundsatz- 
lich durch die eingesetzten polymeren Trager, die Anzahl der 
moglichen Peptide und die Menge der erhaltenen Produkte. 
Werden mehr als 10 mg Produkt erhalten, so kann neben der 
stets notwendigen Charakterisierung auch eine effiziente 
Reinigung durchgefiihrt werden, eine nachfolgende Modifi- 

amid, alkyliertes Amid, Hydrazid oder als vollgeschiitztes 
Fragment erhalten werden. 

Das systematische Abtasten eines Proteins von Anti- 
peptid- und Antiprotein-Antikorpern bezeichnet man als 
Epitopkartierung, wobei iiberwiegend kontinuierliche B- 
Zellepitope erfal3t werden. Mit kurzen, freien Peptiden, die 
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'Y P 5 'K Ahx% H Y I N L I T R 0 R 36Y 

1.L-Ahx-25-36 Position. entsprechende o-Aminosaure 
ousgetouscht durch L-Alonln 

Glycin 

yPSK-Ahx-RHYINLITRQRY 
YpSK-Ahx-RHYINLITRQRY 
YPsK-Ahx-RHYINLITRQRY 
YPSk-Ahx-RHYINLITRQRY 
YPSK-Ahx-rHYINLITRQRY 
YPSK-Ahx-RhYINLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHylNLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHYiNLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHYlnLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHYINIITRQRY 
YPSK-Ahx-RHYINLiTRQRY 
YPSK-Ahx-RHYINLltRQRY 
YPSK-Ahx-RHYINLITrQRY 
YPSK-Ahx-RHYINLITRqRY 
YPSK-Ahx-RHYINLITRQrY 
YPSK-Ahx-RHYINLITRQRV 

APSK-Ahx-RHYINLITRQRY 
YASK-Ahx-RHYINLITRQRY 
YPAK-Ahx-RHYINLITRQRY 
YPSA-Ahx-RHY INLITRQRY 

YPSK-Ahx-RAY INLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHAINLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHYANLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHYIALITRQRY 
YPSK-AhX-RHYINAITRQRY 
YPSK-Ahx-RHYINLATRQRY 

YPSK-Ahx-RHYINLITAQRY 
YPSK-Ahx-RHYINLITRARY 
YPSK-Ahx-RHYINLITRQAY 
YPSK-Ahx-RHYINLITRQRA 

YPSK-Ahx-AHYINLITRQRY 

YPSK-Ahx-RHYINLIARQRY 

n 

203 Peptide notwendig. Allgemein gilt fur die Anzahl n der 
benotigten Peptide Gleichung (a). 

Anzahl der AS des Proteins - Anzahl der AS des Peptidsegments 
Rasterzahl + 1  - - 

Eine solche Feinrdsterung mit uberlappenden Teilsequen- 
zen wird insbesondere zur Bestimmung von Immunglobulin- 
bindungsstellen durchgefuhrt (Abb. 2). Zur Untersuchung 
der Immunogenitat von Proteinsegmenten werden Iangere 
Peptide, jedoch ein weniger dichtes Raster benotigt. So 
konnte das P6-Protein von Haemophilus influenza Typ b, das 
aus 134 Aminosauren besteht, rnit einem Raster von 4 und 
einer Peptidsegmentlange von 20 Aminosauren durch 
28 Peptide immunologisch charakterisiert ~ e r d e n ' ~ ~ ' .  

GPSK-AhX-RHYINLITRQRY 
YGSK-Ahx-RHYINLITRQRY 
YPGK-Ahx-RHYINLITRQRY 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ H " y ' I ~ : ~ ~ ~ ~ ~ ~  3. Verschiedene Synthesekonzepte - ein Ziel 
YPSK-Ahx-RGYINLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHGINLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHyGNLlTRQRy 3.1. Peptidsynthese im ,,Teebeutel" 
YPSK-Ahx-RHYIGLITRQRY 
YPSK-Ahx-RHYINGITRQRY 
YPSK-Ahx-RHYINLGTRQRY Die -Tea-badTeebeutelbMethode von R. A. Houghten 

- \  - 
YPSK-Ahx-RHYINLIGRQRY 
yPSK-Ahx-RHylNLITGQRy 
YPSK-Ahx-RHYINLITRGRY 

YpsK-AhX-RHyiNLiTRQRG 

zahlt, obwohl erstmals 1985 p ~ b l i z i e r t [ ~ ~ ] ,  bereits zu den 
alteren Methoden der multiplen Peptidsynthese. Sie ist fur 
bis zu 150 verschiedene Peptide mit einer Ausbeute von je- 

YPSK-Ahx-RHYINLITRQGY 

weils etwa 50mg geeignet. Die Separation des polymeren 

netze "Or der Festphasenpeptidsynthese durchgefuhrt. Fur 
jedes Peptid wird ein solches tea bag benotigt, das solvensbe- 

Abh. 1. Oben: Identifizierung der mit dem Rezeptor (Kaninchennieren-Cor- 
tex) interagierenden Aminosiuren des Hormons Neuropeptid Y(NPY). Durch 
MPS wurden 48 Analoga der hochaffinen 17-Peptid-Sequenz YpSK-Ahx. 
RHYINLITRQRY-NH, (Ahx = 6-Aminohexansiure) hergestellt, indem je- 

Trggers wird durch dessen EinschweiBen in PolypropyIen- 

weils eine Position der Sequenr durch die korrespondierende 1)-Aminosiure, 

C-terminale Tetrapeptidarnid RQRY-NH, essentiell fiir die Interaktion ist, da 

standig mit Tusche gekennzeichnet und mit ca. 100 mg Poly- 
fner gefiillt Normalerweise wird P0lyStyrOl-l yo- 

L-Alanin oder Glycin ausgetauscht wurde. Dabei hat sich geaeigt, daB das 

ein Austausch in diesen vier Positionen zu einer starken Abnahme der Affinitit 
fiihrt [57a]. Die Abhildung zeigt auf der x-Achse die oben angegebene natiirli- 
che Arninosiurenfolge. Rezeptorbindungsdaten der Analoga sind als -1g ICs0- 
Werte (PIC,,; IC,, = Konzentrntion in [MI der halbmaximalen Inhibition der 

Divinylbenzol als Trager verwendet, aber prinzipiell konnten 
auch andere Polymertrager oder Polymergemische, sofern 
die kleinste PartikelgroBe die Porenweite des Netzes nicht 

Bindung von '251-NPY) in Form von Balken dargestellt. Unten: Sequenzen der 
Analoga. Linke Spalte: Kleinbuchstabe synibolisiert die Position, die durch die 
n-Aminosiure ausgetauscht wurde: mittlere Spalte: Austausch durch L - A ~  
nin A; rechte Spalte: Austausch durch Glycin G. 

die gesamte Proteinsequenz abdecken, konnen zudem T- 
Helferzellepitope (1 2- 17 Aminosauren Lange) und T- 
Killerzellepitope (8 - 10 Aminosauren Lange) systematisch 
gesucht werden (T-Zellepitopkartierung). Ferner ist eine 
Konformationskartierung moglich, bei der die Faltungsten- 
denz (Bildung von Sekundarstrukturen) einer Proteinkette 
mittels uberlappenden Proteinteilstiicke (1 5-20 Aminosau- 
ren Lange) systematisch rnit experimentellen, konforma- 
tionsanalytischen Methoden untersucht wird. Diese und an- 
dere Proteinkartierungen (Mapping) sind um so genauer, je 
mehr definierte Einzelpeptide die gesamte Proteinsequenz 
uberlappend umfassen. Haufig geniigt allerdings weniger als 
ein Milligramm pro Einzelpeptid fur die Kartierung eines 
Proteins im immunologischen oder biochemischen Test. Die 
Lange der Proteinteilsequenzen und die Rasterbreite sind 
dabei den jeweiligen Fragestellungen anzupassen und be- 
stimmen die Anzahl der zu synthetisierenden Peptide 
(Abb. 2). 

Wird beispielsweise das Nef-Protein des HIV-Virus, das 
aus 208 Aminosauren (AS) besteht, rnit Hexapeptidsegmen- 
ten und einem Raster von 1 unters~cht[~'l,  so sind hierfiir 

unterschreitet, eingesetzt werden (Abb. 3, S. 380). 
Das Abspalten der a-Aminoschutzgruppe und das Wa- 

schen erfolgt fur alle tea bags gemeinsam in einer Polypropy- 
lenschraubflasche, die der Anzahl der Peptide und dem 
Waschvolumen angepaRt ist. Das Waschvolumen pro Beutel 
betragt 3-5 mL. Zur Kupplung werden die tea bags nach der 
zu kuppelnden Aminosaure sortiert und parallel in getrenn- 
ten ReaktionsgefaBen mit der aktivierten Aminosaure be- 
handelt. Zum Auswaschen iiberschiissiger Reagentien wird 
zweimal separat gewaschen, wonach die tea bags wieder ver- 
einigt werden konnen. Um die Diffusion im Harz zu erleich- 
tern, findet sowohl das Waschen als auch die Kupplung un- 
ter starkem Schiitteln statt. 

Die Tea-bag-Methode ist prinzipiell unabhangig von 
der Schutzgruppenstrategie und der Aktivierung. R. A. 
Houghten entwickelte die Methode fur die tert-Butoxycar- 
bonyl(Boc)/Benzyl(Bzl)-Strategie rnit N,N'-Diisopropylcar- 
b~diimid(DIC)-Aktivierung[~', 'I. Von uns wird die vorteil- 
haftere FmocltBu-Strategie und die Aktivierung rnit 
0-(Benzotriazol- 1 -yl)-N,N,N',N'- tetramethyluronium-tetra- 
fluorborat (TBTU) e ingese t~ t [~~] ;  schnellere Kupplungs- 
reaktionen sowie der Verzicht auf halogenierte Lijsungsmit- 
tel sprechen fur diese Variante. 

Im Vergleich zu anderen parallelen Synthesemethoden be- 
tragt die Ausbeute bei der Tea-bag-Methode mindestens 30- 
50 mg Rohpeptid bei einer Peptidlange von mehr als zehn 
Aminosauren. Dies geniigt fur eine ausfiihrliche Analytik, 
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Abb. 2. Epitopkartierong des HIV-Nef-Proteins mit Pepscan-ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) nach F. Gombert et al. (vergleiche Abschnitt 3.2.1) [47]. 
Die kontinuierlichen B-Zell-Epitope der drei Nef-Proteine aus verschiedenen HIV-Isolaten SF2 (A), BRU (B) und MAL (C) wurden an Peptidstabchen gebunden (siehe 
Abb. 5 )  synthetisiert und mit Antikorpern, die gegen das Nef-Protein gerichtet sind, direkt aus HIV-positiven Einzelseren (Verdunnung 1 : 1200) bestimmt. Serum D 
1st ein HIV-negatives Kontrollserum. Aufgetragen wurden auf der y-Achse die ELISA-Werte (optische Dichte x 1000 bei 405 nm) gegen die Peptidnummern (x-Achse. 
Mehrere Sdtze von unterschiedlich langen Peptiden (vgl. dazu Abb. 6)  lieferten nach dem Test einer reprasentativen Zahl HIV-positiver Seren eine sehr klare 
Eingrenzung relevanter Epitope [47]. Die Stirke und Hiufung positiver ELISA-Werte auf bestimmten Sequenzabschnitten zeigt kontiiiuierliche B-Zellepitope an, gegen 
die Anti-Nef-Antikorper gerichtet sind. Ein kontinuierliches Epitop umfaDt einen Proteinteilbereich mit einer Kette aus direkt aufeinanderfolgenden Aminosauren. Die 
Spezifitdt und Bindungsstdrke der hdufiger vorkommenden Antikorper gegen diskontinuierliche Epitope aus L .  B. zwei nebeneinanderliegenden Proteinteilbe- 
reichen verschiedener Sequenzabschnitte kann oft besser sein; trotzdem bewdhren sich ELISA-Tests mit Peptidantigenen hervorragend in der Praxis. 

fur spektroskopische Untersuchungen einschlieBlich NMR- 
Studien und fur viele biologische Tests. 

Die Variabilitat dieser Methode ist besonders hervorzu- 
heben : Losungsmittel, Aktivierung der Aminosauren, 
Kupplungsschemata und weitere Syntheseparameter kon- 
nen sowohl von Kupplung zu Kupplung als auch wahrend 
eines Synthesecyclus fur bestimmte Peptide variiert werden. 
Daher eignet sich dieses Verfahren insbesondere fur metho- 
dische U n t e r s ~ c h u n g e n ~ ~ ~ ~ .  Verschiedene Basen zur Neutra- 
lisati~n[~'I, mehrere K~pplungsreagentien[~~"] und unter- 
schiedliche Reagentien zum Endcapping nicht gekuppelter 
N" -Aminogr~ppen[~~~]  konnten mit dieser Methode syste- 
matisch getestet werden. Aufgrund der Synthese von uber 
hundert Peptiden konnte auf die aminosaure- und positions- 
abhangige Kupplungseffizienz geschlossen ~e rden[ '~ ] .  

Hinweise zu Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Fibri- 
n~gen[ '~I ,  Magainin-2 und Neuropeptid Y[46, 571 sowie 
zur AuPltlarung von Antigen-Antikorper-Wechselwirkun- 
gen15'] konnten durch die Herstellung vieler Peptidanaloga 
nach der Tea-bag-Methode erhalten werden. Auch zur Kon- 
formations-Kartierung von Proteinen wurde die Tea-bag- 
Methode bereits einge~etzt[~~"~"].  Die Flexibilitat dieser Me- 
thode und die relativ groBen Produktmengen haben sich 
hierbei als vorteilhaft enviesen (Abb. 4, S. 381). Versuche, 
die Konformation aus dem Verhalten der Peptide in der 
HPLC-Chromatographie vorherzusagen, wurden jungst 
publiziert[60]. So wurde beispielsweise die Anderung des Ver- 
haltens amphiphiler Helices bezuglich des Austausches von 
Aminosauren untersuchtL611. Fur solche Studien benotigt 
man -um statistisch signifikante Aussagen zu erhalten - eine 

Vielzahl ahnlicher Peptide, die nur uber multiple Synthese- 
methoden erhalten werden kann. 

Ein weiterer Vorteil der Strategic nach Houghten sind die 
niedrigen Etablierungskosten; so sind Gerateinvestitionen 
unnotig. Ein groBer Nachteil dagegen ist die Arbeitsinten- 
sitat, da samtliche Schritte (Waschen, Sortieren der Beutel 
etc.) manuell durchgefuhrt werden. Eine perfekte computer- 
unterstutzte Berechnung der Synthesecyclen, insbesondere 
fur das Sortieren, ist unerlaBlich. Auch die Kupplungskon- 
t r ~ l l e [ ~ ~ ~ , " ~  ist in der Praxis fur eine groDere Anzahl von 
Peptiden undurchfuhrbar. Eine Erleichterung bietet die in 
unserem Arbeitskreis ausgearbeitete Kombination der Tea- 
bag-Methode mit einem Halbautomaten zur Peptidsynthese 
(Labortec-Bachem, Bubendorf), der eine Automatisierung 
der Waschschritte ermoglicht[s21 (Abb. 3 c), 

3.2. Peptidsynthese ohne sichtbare Peptidmengen? 

3.2.1. Peptidsynthese an Stabchen 

Peptidsynthese ohne wagbare Mengen an Peptid? - Dieses 
Konzept entwickelten Geysen et a1.r6'], wobei einige hundert 
Peptide nach dieser Methode parallel synthetisiert werden 
konnen. Jedoch verbleiben die Peptide nicht nur wahrend, 
sondern auch nach der Synthese am Trager und lediglich die 
Schutzgruppen werden abgespalten. 

Als Trager werden aminofunktionalisierte Polyethylen- 
stabchen (Durchmesser 4 mm, Lange 40 mm) verwendet. Je- 
weils 96 dieser sogenannten Pins sind auf einem Block in 
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Abb. 3. Schematische Darstellung a) eines tea bags, b) der Abfolge der Syntheseschritte einer multiplen Peptidsynthese und c) der halbautomatischen 
Syntheseapparatur [ 5 2 ] .  a) Polypropylennetr (64 p Porenweite) wird rnit Tusche beschriftet und zu Taschen (3 x 4 em) geschweiDt [49]. Nach Einfullen des 
polymeren Trdgers und SchlieDen der letzten SchweiDnaht wird der Beutel auf Dichtigkeit gepruft und in der Synthese eingesetzt. Pro Beutel wird ein Peptid 
erhalten. b) Das Abspalten der Nu-Schutzgruppe und die gesaniten Waschschritte erfolgen fur alle tea bags einer multiplen Synthese in einem gemeinsamen 
ReaktionsgefiD. Zur Kupplung werden die Beutel bezuglich der Aminosauren sortiert und in getrennten GefaBen rnit aktivierter, N"-geschiitzter Aminosaure 
behandelt. c) Das Waschen der Beutel erfolgt automatisch, wobei Zugabe und Absaugen der Losungsmittel mit einer cornputergesteuerten Ventilanlage 
durchgefuhrt wird [52]. TBTU = O-(Benzotriazol-l-yl)-N.N,N',N'-tetramethyluronium-tetrafluorborat, DMF = Dimethylformamid. Fmoc = Fluorenyl- 
me thox ycar bon y I.  

8 Reihen ii 12 Stabchen fixiert (Abb. 5). Die Pins sind so 
angeordnet, daD sie exakt in die Locher der Platten, die fur 
den Enzyme linked Zmmunosorbent Assay (ELISA) venven- 
det werden, passen. Wasch- und Deblockierungsschritte wer- 
den in groDen Wannen vorgenommen. Die Mengen und die 
Verteilung der zu kuppelnden Fmoc-Aminosauren werden 
von einem Computerprogramm berechnet. Eine wesentliche 
Erleichterung konnten wir n i t  computererzeugten Schablo- 
nen erreichen, die das Pipettieren in dimethylformamidstabi- 
le ELISA-Platten schnell und fehlerfrei ermoglichen. Nach 
der Aktivierung werden die Blocke in die Platten gestellt, 
und die Kupplung kann erfolgen. Die Polyethylenstabchen 
konnen nicht quellen oder schrumpfen, adsorbierte Molekii- 
le sind aus diesem Grund schwierig zu entfernen. Deshalb ist 
das intensive Waschen nach jedem Reaktionsschritt in den 
Synthesecyclen von entscheidender Bedeutung. In einer 
neueren Variante der Pinmethode werden nicht die Stabchen 
selbst, sondern abnehmbare Kopfchen funktionalisiert; so- 
mit sind die Blocke wiederverwendbar. 

Die Bedeutung der Pinmethode liegt im immunanalyti- 
schen B e r e i ~ h [ ~ ~ - ~ ~ ] .  Antikorper gegen grol3e Proteine kon- 

nen mit iiberlappenden Tetra- bis Nonapeptidsequenzen im 
sogenannen Pepscan getestet ~ e r d e n ~ ~ ~ ] .  Mono- oder poly- 
klonale Seren werden in ELISA-Platten verteilt und mit der 
Stabchenplatte inkubiert. Entsprechend spezifische Antikor- 
per in den Antiseren binden vorzugsweise nur an Peptidstab- 
chen rnit der Sequenz eines kontinierlichen B-Zell-Epitops. 
Die direkte Anwendung auf Humanseren erfordert etwas 
Erfahrung, um Unspezifitaten zu unterdriicken. Da  sich die 
synthetischen Peptide -jeweils urn nur eine Aminosaure ver- 
setzt - iiber das gesamte Protein erstrecken, ergeben sich sehr 
genaue B-Zell-Epitopanalysen. Im Falle monoklonaler Anti- 
korper kann die kontinuierliche Bindungsregion bis auf die 
Aminosaure genau bestimmt werden (Abb. 6, S. 382). 

Das VP1-Protein des Erregers der Maul- und Klauenseu- 
das FeLVgp70-Pr0tein[~~I, das Epstein-Barr-Virus- 

K a p ~ e l p r o t e i n ~ ~ ~ l  und verschiedene Proteine von HIV-Sub- 
typen[47*671 sind nur einige Beispiele von Proteinen, die 
bislang auf ihre Antikorperbindungsstellen untersucht wur- 
den. 

1st die Primarsequenz des Proteins, gegen das ein mono- 
klonaler Antikorper gerichtet ist, nicht bekannt oder handelt 
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Abb. 6. Epitopfeinkartierung am Beispiel zweier monoklonaler Antikorper gegen das HIV-1-Nef-Protein (R.Spohn, Universitat Tubingen, 
personliche Mitteilung). Die hierfur verwendeten 2mer bis 13mer-Peptide ( 8 -  13mer links, 2-7mer rechts) wurden durch Pinsynthese (vgl. Abb. 5) 
hergestellt und im Pepscan-ELISA getestet. Auf der x-Achse ist die Sequenz des getesteten Proteinbereithes aufgetragen. (C-terminale Konsensus- 
sequenz des Nef-Proteins von verschiedenen HIV-1-Isoiaten bezogen auf HIV-Bru 193-206). Jeder Balken reprasentiert ein Peptid, wobei eine 
Zuordnung zur N-terminalen Aminoslure erfolgt. Die y-Achse gibt die Absorption im ELISA in mOD (OD = optische Dichte = Absorption) 
bei 405 nm an; dies ist ein Ma0 fur die Stirke der Bindung zum Antikorper. Oben: Zur Gewinnung des monoklonalen Antikorpers (DU 6) wurde 
eine Maus mit dem Lipopeptid-Immunogen (vgl. [27 b]) Pam,Cys-VARELHPEYYKDC ohne weitere Adjuvantien oder Carrier immunisiert. Der 
erhaltene monoklonale Antikorper erkennt das Nef-Protein, die minimale Sequenz ist das Tripeptid H-P-E. Unten: Der monoklonale Antikorper 
(Du 106) wurde durch Immunisierung mit dem Nef-Protein erhalten. Die minimale Sequenz ist das Pentapeptid P-E-Y-Y-K. 

bieten die gut in der Selektivitat ihrer Abspaltung untersuch- 
ten, besonders saurelabilen Ankergruppen [69 ] ,  wie beispiels- 
weise 4- (2’, 4‘-Dimethoxyphenylhydroxymethyl) -phenoxy- 
und 2-Methoxy-4-alkoxybenzyl-Anker. 

Die rationelle Synthesemethode an der Stabchenplatte ist 
also zur Herstellung von Peptiden fur immunochemische 
Untersuchungen gut geeignet. Die Methode ist besonders 
effektiv zur Identifizierung von Epitopen, die von monoklo- 
nalen Antikorpern oder polyklonalen Seren erkannt werden. 
Aufgrund der unterschiedlichen Anfangsbeladungen und 
der fehlenden Reinheitskontrollen muB von einer Quantifi- 
zierung abgeraten werden[”]. Da pro Stabchen maximal 
300 nmol Peptid synthetisiert werden, ist die Peptidsynthese 
an Stabchen fur Struktur-Wirkungs-Untersuchungen von 
Hormonanaloga meist nicht geeignet. 

3.2.2. Spot-Synthese 

Eine kostengunstige Methode zur Herstellung von poly- 
mergebundenen Peptiden wurde kurzlich von R. Frank 

et al.[”] zum Screening von Seren vorgestellt. Auf Cellulose- 
papier (55 x 105 cm) wird die erste Aminosaure gekuppelt. 
Dazu werden die Kupplungsreagentien als 1 pL-Aliquote im 
Abstand von 1 cm auf das Papier pipettiert. Fur die Wasch- 
schritte, den Acetylierungs- und den Deblockierungsschritt 
wird der gesamte Papierstreifen in entsprechende Losungen 
getaucht. Nach dem letzten Schritt, einem Ethanolbad, wird 
das Papier getrocknet. Die Kupplung der nachsten Amino- 
saure erfolgt - manuell oder aber mit einem Pipettierrobo- 
ter - abermals durch Verteilen der Aliquote auf die entspre- 
chenden Flecken. Zum Abspalten der Seitenschutzgruppen 
(20 % Trifluoressigsiiure, 1 % Triisobutylsilan) werden die 
Peptide nicht vom Papier gelost, so daD die Streifen direkt 
fur immunologische Tests verwendet werden konnen. Die 
peptidtragenden Papierstreifen konnen somit ahnlich wie die 
geblotteten Membranen des Westernblots behandelt und ge- 
testet werden. R. Frank et al.[541 zeigen dies am Beispiel der 
Epitopanalyse der immunogenen Region des Cytomegalie- 
virus (hCMV) anhand von 49 parallel auf Papierstreifen syn- 
thetisierten Peptiden. Sollen freie Peptide erhalten werden, 
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376 Aminosiuren hestehenden Herprs-simplex-Virus-Thymidinkinase [59 a]. 
Mit sequenziellen Peptiden (Linge 15-17 Aminosiuren) gelang eine Verfeine- 
rung des durch Molekuldynamiksimulation ermittelten dreidimensionalen Mo- 
dells [S9 b] (Mitte). 26 Peptide wurden nach der Tea-bag-Methode hergestellt, 
analytisch charakterisiert ond rnit Circuldrdichroismus (CD) untersucht. 
Abb. 4 ohen zeigt auf der y-Achse die aus den CD-Spektren berechneten pro- 
zentualen Anteile der verschiedenen Konformationen fur jedes Peptid 
(schwarze Balken = a-Helix, gestreifte = fi-Faltblatt, gepunktete = ungeord- 
nete (coil) Konformation; x-Achse= Peptidnummern). In Ahb. 4 unten ist die 
Erkennung der Peptide durch ein Anti-Thymidinkinase-Serum dargestellt. Im 
Modell an der Oherflache liegende Bereiche (B-Zell-Epitope) werden besser 
erkannt als Peptide aus inneren Segmenten des Proteins. x-Achse: Peptidnum- 
mern, BSA = Rinderserumalbum als Negativkontrolle; y-Achse: ELISA- 
Werte, relative Absorptionswerte. 

es sich um ein diskontinuierliches Epitop, dann kann dieses 
Epitop auch durch Peptide imitiert werden, die in der Pro- 
teinsequenz gar nicht vorkommen. Solche antikorperbin- 
denden Peptide werden als Mimotope be~eichnet l~~] .  Durch 
Kombinationen von D- und L-Aminosauren, immer kontrol- 
Iiert durch den Antikorperbindungstest (Pepscan-ELISA), 
wird ein Mimitop entwickelt. Allerdings ist eine hohe Spezi- 
fitat des monoklonalen Antikorpers notwendig, da mit dem 
Screening ublicherweise auf Dipeptidebene begonnen 
wirdL6’1. Tragergebundene Mimotope konnen beispielsweise 
zur Isolierung von Antikorpern aus Antiseren durch Affini- 
tatschromatographie oder zur Blockierung einer Antikor- 
perbindungsstelle eingesetzt werden. Auch fur das Screening 
nach neuen Leitstrukturen sind sie interessant. 

CH2-O-CO-NH-ICH,~z-CO-NH-lCHz~6-NH-CO-~CHz12 - e- 

Fmoc-p- hlanin- Polyethylenpin 
Hexamethylendiamin-Spacer rnit Acrylsaure 

funktionalisiert 

0 - 50 nmol Peptid 
kovalent gebunden 

- o - D - e - - D - a  

Antiserum in 
Mi k rot i ter plat te 

~ o D o o o D o o ~ .  
. - o o D ~ . ~ o o  

I 

Ahb. 5 .  Schematische Darstellung a) eines Pins und b) des Blocks fur die Pin- 
synthese. Die Polyethylenstabchen (4 x 40 nun) werden mit Acrylsiure funk- 
tionalisiert; als Spacer wird NP-Fmoc-fi-alanyl-l ,6-diaminohexan eingefuhrt. 
Die Peptidsynthese erfolgt in DMF-stdbilen Polyethylen-Mikrotiterplatten. 
Mit einem Pepscan-ELISA werden die am Pin kovalent gebundenen Peptide in 
ublichen Mikrotiterplatten auf die Bindungsfahigkeit von Antikorpern unter- 
sucht (vgl. Abb. 2). Ndch erfolgtem Test werden die Pins rnit Detergens gewa- 
schen und stehen fur das Erproben neuer Seren zur Verfugung. Ein Block kann 
fur his zu SO Tests eingesetzt werden. 

Um rnit der Pinmethode freie Peptide zu erhalten, muI3 
entweder ein saurelabiles Ankermolekul vor der ersten Ami- 
nosaure auf die Polyethylenstabchen gekuppelt werden oder 
es mussen spezielle enzymatische oder acidolytische Spalt- 
stellen C-terminal eingefuhrt werden. R. van der Zee 
et a1.[68a. b1 schlagen als C-terminale Spaltsequenz Asp-Pro- 
Gly oder Lys-Gly vor; erstere kann mit Ameisensaure, die 
zweite rnit Trypsin gespalten werden. Eine weitere Moglich- 
keit wiire die Spaltung einer Lys-Pro-Polymer-Sequenz 
durch Diketopiperazinbildung im Neutralen, allerdings liegt 
danach nicht die freie Peptidsaure, sondern das C-terminale 
Diketopiperazinaddukt vor[68c]. Eine bessere Alternative 
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wird vor die erste Aminosaure eine Spaltstelle geschaltet[68c], 
die Spots werden ausgestanzt und die Peptide abgespalten. 

3.3. Vollautomaten auf Erfolgskurs 

Viele Arbeitsgange miissen bei Tea-bag- und Pinsynthesen 
manuell durchgefiihrt werden ; dies verhinderte bislang den 
Einzug der multiplen Methoden in viele Laboratorien. Da 
sich jedoch bei den multiplen Peptidsynthesen (Tabellen 1 
und 2), wie bei Fes tphasensyn the~en[~~-~~]  im ‘ allgemeinen, 
die Deblockierungs-, Wasch- und Kupplungsschritte bei 
jedem Synthesecyclus wiederholen, sollte auch die SMPS 
automatisierbar sein. Zwei Methoden wurden inzwischen 
unabhangig voneinander erfolgreich realisiert. In beiden 
Fallen wurde ein handelsublicher Pipettierroboter modifi- 
ziert und fur die Anforderungen der multiplen Peptid- 
synthese programmiert (Abb. 7). 

1 Arm2 - 

Reaktionsgefaflen 
n.DlC 

I -  
DMF-Vorratsflasche 

bi ~ t o s u n g s m i t t e i -  
verteiler 

Losungs- Oerivate Reaktions- Macintosh 
mittel system 

Absaug- 
behalter 

Abb. 7. Schematische Darstellung der vollautomatischen, multiplen Peptidsyn- 
theseapparaturen auf der Basis von PC-gesteuerten Pipettierrobotern: a) nach 
Schnorrenberg [72]: Der Roboter mit zwei in x-, y- und z-Richtung beweglichen 
Armen pipettiert Reagentien und Derivdte gemlo der gewunschten Sequenz. 
Als Systemflussigkeit dient DMF. Das Absaugen erfolgt mit der zweiten Nadel 
(Waschnadel), die rnit einem Platinnetz versehen ist. b) Nach Gausepohl [75]: 
Die Zugabe von Reagentien erfolgt ebenfalls rnit einer Pipettiernadel. Die Syn- 
these findet in Fritten statt, so daO das Losungsmittel durch Anlegen von 
Vakuum abgesaugt werden kann. (Fur das Uberlassen dieser Abbildung sei Dr. 
H. Gausepohl, ABIMED, herzlich geddnkt.) 

G. Schnorrenberg et al.r721 verwendet einen modifizierten 
Tecan RSP 5032 (Zinsser SMPS 532), ein Gerat rnit zwei in 
x-, y- und z-Richtung frei beweglichen Nadeln an zwei Ar- 
men. Nadel 1 wird fur die Zugabe der Reagentien, der akti- 
vierten Aminosauren und der Losungsmittel verwendet. Na- 
de12 ist mit einem Edelstahlsieb versehen und saugt die 
Losungsmittel ab. Als ReaktionsgefaBe dienen je nach Pro- 

grammierung beliebige GlasgefaDe oder 1.5 mL-Kunststoff- 
gefaBe (Eppendorf-Tubes). Als polymerer Trager wird, wie 
bei der Tea-bag-Methode, quellbares, 1 % quervernetzts Po- 
lystyrol-Divinylbenzol verwendet, und die in Dimethylform- 
amid/l -Hydroxybenzotriazol vorgelosten Fmoc-Aminosau- 
ren werden rnit N,N’-Diiopropylcarbodiimid aktiviert. Der 
Synthesecyclus und die sequenzabhangige Aminosaurenver- 
teilung werden iiber einen Personalcomputer (PC) gesteuert 
(Abb. 7a). 

Viele erfolgreiche Anwendungen, wie Untersuchungen zu 
Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Endothelin[73a1 und zu 
T-Zell-Epitopen des Influenza-Nucle~proteins[~~~~~~, sowie 
der‘ mogliche Einsatz unterschiedlicher Aktivierungsmetho- 
den von Aminosa~ren[’~I belegen die Eignung dieses Robo- 
ters zur multiplen Peptidsynthese. Durch die Verwendung 
einer GefaIjhalterung zum simultanen Absaugen verringert 
sich in einer neueren Gerateversion des SMPS 532 der Lo- 
sungsmittelverbrauch und die Zeit zur Synthese von 
48 Dekapeptiden von drei Tagen auf nur einen Tag. 

Der von Gausepohl et al.[751 entwickelte, multiple Synthe- 
sizer (Abimed AMS 422) beruht auf einem Laborroboter 
Gilson M 222. Das durch einen PC gesteuerte Einarmgerat 
wird zusatzlich zur Reagensverteilungsnadel mit sechs weite- 
ren Nadeln ausgeriistet, die Reagentien und Losungsmittel 
in die 6 x 8 ReaktionsgefaBe parallel verteilen. Der Boden 
der ReaktionsgefaDe ist eine Fritte, so daD der Absaugvor- 
gang ventilgesteuert iiber eine automatisch zugeschaltete Va- 
kuumpumpe fur alle ReaktionsgefaDe gleichzeitig ausge- 
fuhrt werden kann (Abb. 7b). Dadurch konnen die 
Cycluszeiten entscheidend verringert werden. Der Einsatz 
von bis zu 50 mg polymerem Trager pro ReaktionsgefaD so- 
wie die Verteilung von Fmoc-Aminosauren und Aktivie- 
rungsreagens fur die Synthese von Peptid-Polypropylenpins 
wurde b e ~ c h r i e b e n ~ ~ ~ ~ ] .  Zur Aktivierung wurde zuerst Ben- 
zotriazol- 1 - yl-oxy - tris (dimethy1amino)phosphoniumhexa- 
fluorphosphat (BOP)/N-Methylmorpholin eingesetzt; neu- 
erdings wird das weniger toxische Benzotriazol-1 -yl-oxy- 
tripyrrolidinophosphoniumhexafluorphosphat (PyBOP) 
verwendet [761. 

Die automatische multiple Peptidsynthese mit Laborro- 
botern ist bis heute nur mit der Fmoc-Strategie moglich. 
Offene GefaIje machen den Einsatz von Trifluoressigsaure 
unmoglich, die jedoch bei der Boc-Strategie bei jedem Cyclus 
notwendig ist. Die parallele, vollautomatische Synthese von 
acht Peptiden in Mengen von 5-400 pmol wurde kiirzlich 
von K. Nokihara et al. ~orgestellt[~’~. Auf acht Schienen 
werden ReaktionsgefaBe, VorratsgefaDe und Aminosaurede- 
rivate bereitgestellt. Jede Schiene dient zur Synthese eines 
Peptides und enthalt den kompletten Satz an Reagentien fur 
eine Synthese. Acht Nadeln auf einem in x-Richtung beweg- 
lichen Arm pipettieren Losungsmittel und Reagentien. Die 
Software ist beziiglich der Aktivierungsmethoden und der 
AnsatzgroBen sehr variabel. Eine gleichzeitige Synthese ist 
jedoch - bedingt durch das Basisgerat - auf acht Peptide 
limitiert, und eine Erweiterung ist nicht moglich. 

A. Holm und M. Melda1L78a1 reduzierten den Arbeitsauf- 
wand der manuellen, parallelen Synthese durch das Verwen- 
den eines Halbautomaten. In bis zu 96 GefaDe werden Lo- 
sungen und Losungsmittel gleichzeitig iiber bis zu 96 An- 
schlusse gegeben; das Absaugen erfolgt durch Unterdruck. 
Als polymerer Trager wird Macrosorb-SPR (7 pM) verwen- 
det, die Reagentienzugabe erfolgt manuell durch Zupipettie- 
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ren, zur Aktivierung werden Fmoc-Aminosauren-Dhbt- 
Ester (Dhbt = 3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-1,2,3-benzo- 
triazin) eingesetzt und der bei der Umsetzung entstehende 
Farbstoff kann spektroskopisch verfolgt werden. Diese 
Methode wurde zur Synthese von 20 Tetrapeptid-Enzym- 
substraten bei jeweils 100 mg Harz pro GefaB einge~etzt"~~' .  

H. Wolfe stellte 1987 einen Halbautomaten R"MPS (Du- 
Pont) zur parallelen Synthese von 25 Peptiden an je 50 mg 
Polystyrol V O ~ [ ~ ~ ] .  Die Reagentien werden ebenfalls manuell 
durch Pipettieren zugegeben; abgesaugt werden alle GefaBe 
parallel iiber eine Vakuumapparatur. Dies war das erste Ge- 
rat, bei dem zumindest eine Halbautomatisierung der mul- 
tiplen Peptidsynthese realisiert wurde, jedoch ist es gegen- 
iiber den heutigen Weiterentwicklungen sowohl beziiglich 
der Menge als auch beziiglich der Automation und der An- 
zahl der Peptide nicht mehr konkurrenzfahig. Es mag aller- 
dings fur Laboratorien, die maximal 25 Peptide gleichzeitig 
benotigen, eine sehr kostengunstige Alternative sein. Eine 
multiple Variante der DurchfluBsynthese bei niedrigem 
Druck[801 stellte Krchiiik et al.Ial] vor. Er verwendet dabei 
bis zu zehn Reaktoren, die jeweils 40-500 mg quellbares 
Polystyrol-1 %-Divinylbenzol enthalten. Die Waschlosun- 
gen aus den Reservoirs werden gleichzeitig iiber Ventile in die 
entsprechenden Kupplungsgefane eingeleitet. Das gesamte 
System steht unter Stickstoffuberdruck. Die als 1 -Hydroxy- 
benzotriazolester in situ aktivierten Aminosiuren werden 
manuell jeweils den entsprechenden Reaktoren zugegeben. 
Sowohl die Anwendung der Fmoc- als auch der Boc-Strate- 
gie der Peptidsynthese sind beschrieben["]. 

stellung fur eine minimale Cyclenanzahl. Die Peptide stehen 
entweder am Cellulose-Trager fur immunologische Tests 
oder nach Abspaltung als freie Peptide, z.B. fur Tests zu 
Struktur-Wirkungs-Beziehungen, zur Verfug~ng[~'I. Allyli- 
sche AnkergruppenLs6] wurden zur parallelen Herstellung 
von geschutzten Segmenten des Parathyroidhormons einge- 
~ e t z t [ ~ ~ ] .  Eine Ausbeute von nur 8-10 mg Rohpeptid 
schrankt die Anwendungsmoglichkeiten der Papierblattchen 
als Tragermaterial etwas ein ; bedingt durch die geratespezifi- 
sche Saule kann die GroBe der Filterblattchen nicht beliebig 
variiert werden. Wie bei den bereits beschriebenen automati- 
schen Methoden ist die Flexibilitat bezuglich Synthesestrate- 
gie und Kupplungsreagentien limitiert, die Chemikalien- 
und Zeitersparnis ist jedoch sehr gro8. 

Mechanisch wesentlich starker belastbar als Papier 1st 
Baumwolle, die reinste Form der Cellulose. Lebl et al. nutz- 
ten dieses Tragermaterial schon lange zur Festphnsensynthe- 
sera'] und auch zur kontinuierlichen Peptidsynthese (CPPS) 
[881. Baumwollstiicke (a 3 cm) wurden zur multiplen Syn- 
these von uberlappenden Fragmenten des Corticotropin Re- 
leasing Factor (CRF) verwendet, wobei Dekapeptide in Aus- 
beuten von 4-6 mg erhalten werden k~nnten[ '~] .  Interessant 
an dieser Methode sind die Waschschritte; das Losungsmit- 
tel wird durch Zentrifugieren entfernt, vergleichbar rnit dem 
Schleudern von Waschestucken. Die effiziente Methode des 
Zentrifugierens von Peptidbarzen wurde bereits von Birr bei 
seinem automatischen Zentrifugalreaktor zur Peptidsyn- 
these e i n g e ~ e t z t ~ ~ ~ l .  

3.5. Polystyrol-Polyethylen-Filme - ein neuer Weg ? 
3.4. Cellulose als Trager bei multiplen Synthesen 

Funktionalisiertes Papier eignet sich ebenfalls als Trager 
fur die multiple Peptidsynthese. J. Eichler et al.[aZ1 verwen- 
den Papierstreifen (Whatman 540), die mit 1-2 pmol pro 
cm2 an N-terminal geschiitzten Aminosauren beladen wur- 
den, wobei die Boc/Bzl- und auch die FmoclzBu-Strategie 
anwendbar sind. Die synthetisierten Peptide konnen entwe- 
der vom Papier abgespalten werden oder nach Entfernen der 
Seitenketten-Schutzgruppen zu Antikorperbindungstests 
rnit ELISA am Papier (dot blot) verbleiben. Kupplungscy- 
clen, Anwendungen und Vorteile entsprechen denen der Tea- 
bag-Synthese (vgl. Abschnitt 3. l). Weitere Vorteile liegen in 
der einfacheren Handhabung - Schneiden statt SchweiRen 
und Fullen (wie bei den tea bags) - sowie in den niedrigeren 
Kosten durch die Verwendung billigerer Materialien und 
dem geringen Verbrauch an Losungsmittel zum Waschen. 
Vorerst sind noch wenig Erfahrungen mit dem Tragermate- 
rial Cellulose in der Peptidsynthese und -analytik gesammelt 
worden, aber die geringe mechanische Stabilitat und Poly- 
funktionalitat des Tragers mussen in Kauf genommen wer- 
den. 

R. Frank et al.[83, 841 beschreiben die multiple Synthese an 
numerierten Cellulose-Papierblattchen (vg. Abschnitt 3.2.2), 
wobei an jedem Blattchen halbautomatisch im DurchfluR- 
synthesizer ein Peptid synthetisiert wird. Diese Methode 
eignet sich insbesondere fur systemdtische Sequenzvariatio- 
nen, da vor jeder Kupplung die Papierblattchen in Saulen 
(Durchmesser 1.55 cm, Whatman 3 MM) gestapelt werden 
miissen. Pro Saule kann nur eine Aminosaure gekuppelt wer- 
den. Ein Computerprogramm liefert die richtige Zusammen- 

Mit dem Pfropfcopolymer Polystyrol-Polyethylen (PS- 
PE) wurde eine weitere Variante der multiplen Peptid- 
synthese m o g l i ~ h [ ~ ~ ' .  Dazu wird auf einem Polyethylenfilm 
Styrol durch y-Bestrahlung polymerisiert. Kleine Filmstiick- 
chen (1.5 x 3 cm) konnen, wie die tea bags, gemeinsam ge- 
waschen und deblockiert werden, die Kupplungen erfolgen 
gleichzeitig in getrennten GefiiBen. Aufgrund der kovalenten 
Bindung des Polystyrols an Polyethylen ergibt sich kein 
Harzverlust, und die Herstellung der Polypropylenbeutel 
durch Schweiaen entfallt ebenfalls. 

Die Peptidausbeuten pro Gramm PS-PE-Film sollen de- 
nen der Tea-bag-Synthese entsprechen, so da13 alle unter Ab- 
schnitt 3.1 beschriebenen Anwendungen prinzipiell durch- 
fuhrbar sind. Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Meli ttin- 
Analogs["] und des parathyroiden Hormons (PTH)Iq2J 
wurden bereits mit Syntheseprodukten dieser Methode un- 
tersucht. 

4. Multiple Abspaltung 

Bei den bereits zahlreichen Konzepten der multiplen Pep- 
tidsynthese mu13 sofort die Frage nach der multiplen Abspal- 
tung der Peptide vom polymeren Trlger gestellt werden. Die- 
ses Problem stellt sich bei den Pins (Pepscan) als Trlger 
nicht, da die Peptide fur die meisten Anwendungen an die 
Stabchen gebunden bleiben, und lediglich die Seitenschutz- 
gruppen entfernt werden. Dies wird bei der verwendeten 
Fmoc-Strategie rnit Trifluoressigsaure durchgefuhrt. Die 
einzige, kommerziell erhlltliche ,,multiple Abspaltungsap- 
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paratur" wurde fur die Tea-bag-Methode und die Boc-Stra- 
tegie entwickelt. Damit konnen 24 Peptidharze gleichzeitig 
in TeflongefaDen rnit Fluorwasserstoff behandelt ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  
Bei allen anderen publizierten Methoden wird das wichtige 
Problem der multiplen Abspaltung nicht diskutiert. 

Ein wesentlicher Vorteil der Fmoc-Strategie gegeniiber der 
Boc-Strategie ist die Verwendung von Trifluoressigsaure an- 
stelle von Fluorwasserstoff, denn so konnen ubliche Glas- 
und Kunststoffgerate fur das gleichzeitige Abspalten der vie- 
len Peptide eingesetzt werden. Nach einer optimierten mul- 
tiplen Methode wird in unserem Arbeitskreis die Peptid- 
Harz-Aufschlammung in der Losung mit dem Abspalt- 
reagens einfach in unten mit Glaswolle gestopfte Pasteurpi- 
petten uberfiihrt und die Peptidlosung, in Trifluoressigsaure 
mit Kationenfangerzusatz (Scavenger), durch Drucken des 
Pipettenhiitchens vom Harz abfiltriert. Anschlieljend wird 
das Peptid wie iiblich mit Ether ausgefallt. Von iiberdurch- 
schnittlicher Kapazitat sollten - bedingt durch die grolje 
Anzahl yon Peptiden - Zentrifuge und Gefriertrockner sein. 

5. Multiple Analytik - eine Herausforderung 

Seit Merrifield die Peptidsynthese an polymeren Tragern 
entwickelte, stellt sich die Frage, wie rein die Synthesepro- 
dukte sind. Die Merrifield-Synthese konnte ihren eigentli- 
chen Siegeszug erst durch die Entwicklung der HPLC und 
den damit verbundenen Reinigungsmoglichkeiten antreten 
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(vgl. dazu128a1). Neben der groljtmoglichen Trennleistung 
von chromatographischen Methoden erfordert die multiple 
Peptidanalytik die Bearbeitung einer Vielzahl von Analyse- 
proben in kurzer Zeit. 

Reversed-phase-HPLC (Umkehrphasen-HPLC, RP- 
HPLC) rnit automatischem HPLC-Probengeber und On- 
l ine-UV-Spektr~meter[~~~ 941 sind notwendige Voraussetzun- 
gen, ebenso wie die vollautomatische Peptidhydrolyse mit 
On-line-Amin~saurenanalytik[~~~ 43, "I. Die ebenfalls mit ei- 
nem Probenwechsler erhaltliche Kapillarzonenelektropho- 
rese (CZE)[963 971 ist eine neuere Moglichkeit zur raschen 
hochauflosenden analytischen Untersuchung einer Vielzahl 
synthetischer Peptide["]. Eine der besten Methoden zur On- 
line-Peptidanalytik ist die derzeit zur Routineanwendung 
kommende Kombination von Fliissigkeitschromatographie 
(LC) oder von CZE und M a s s e n ~ p e k t r o m e t r i e [ ~ ~ ~ ~ ~ ~  991. Ho- 
he Empfindlichkeit, sanfte Ionisierung und Detektion hoher 
Molekulmassen werden bei Elektro- und Ionspray- 
Ionisierung erhalten, so dalj diese Methoden sich zur 
Analytik von Peptidlosungen besonders gut eignen 
(Abb. 8) [98 ,  Fur die HPLC-Komponente ist eine 
Microbore-HPLC-Einheit aufgrund ihrer geringen FluDrate 
zu bevorzugen, da bei mehr als 200 pLmin-' das anfallende 
Solvens vom Vakuumsystem nicht mehr entfernt werden 
kann. Aber auch mit einer normalen HPLC und einem T- 
Splitter kann gearbeitet werden, wobei gleichaeitig UV- und 
Massenspektren aller Peaks aufgenommen werden. Bei Ver- 
wendung eines automatischeii Probenaufgebers und ohne 
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Abb. 8. Analyse von 17 Peptidproben mit Ionspray-Massenspektrometrie innerhalb von 55 min [loo]. Die gelosten Peptide (50 pmol) werden rnit einem 
Autosampler alle 1-3 min injiziert. Im Spektrometer wird der Totalionenstrom T aufgenommen, und nach Ende des Laufs konnen die einzelnen 
Massenpeaks getrennt analysiert werden. Bei dieser Ionisierungsmethode, die sich besonders fur Peptide und Proteine eignet, entstehen mehrere, 
mehrfach geladene Molekiilionen. Folgende Massen wurden hier detektiert. Peptid 5: 2159 am ( M  + H)e 2160, ( M  + 2H)*@ 1080.4, ( M  + 3H)3e 
720.0, ( M  + 4H)4@ 539.6. Peptid 13: 2189.4 am ( M  + H)@ 2190.4, ( M  + 2H)3m 1096.0, ( M  + 3H)3@ 730.4, ( M  + 4H)40 547.6. Peptid 17: 2236.6 am 
(M + H)@ 2237.6, (M + 2H)2e 1119.6, ( M  + 3H)3e 746.4, ( M  + 4H)4@ 558.8. 
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On-line-HPLC-Betrieb lassen sich 60 Peptidlosungen pro 
Stunde massenspektrometrisch analysieren. 

6. Peptidbibliotheken - oder wie man Tausende von 
Peptiden synthetisiert 

In Peptidbibliotheken konnen Tausende von Einzelpepti- 
den gespeichert sein, die als Mischungen oder einzeln lokali- 
siert hergestellt werden. Die Ubersicht in Tabelle 3 faljt die 
bisher publizierten Arbeiten zu diesem stark beachteten The- 
ma zusammen. Die Pharmaindustrie hofft iiber Peptid- 
bibliotheken rasch zu vielen neuen Leitstrukturen zu kom- 
men. 

Ebenfalls durch Kuppeln von Aminosaurenmischungen 
synthetisierten Gras-Masse et al.[1041 7.5 x lo5 Analoga ei- 
ner HIV-gpl20-Sequenz. Jedes Peptid besteht aus 22 Ami- 
nosauren, die ausgetauschten Positionen spiegeln die varia- 
blen Aminosauren der verschiedenen HIV-Isolate wider, die 
konservierten Positionen bleiben erhalten. Diese sogenann- 
ten M i ~ o t o p e [ " ~ ~  sind somit keine zufalligen Sequenzen, 
sondern Analoga des Basispeptids. In der Entwicklung von 
synthetischen Vaccinen kann solch ein Ansatz von Vorteil 
sein. Ein multipler Austausch bei konstanten, sogenannten 
natiirlichen Ankerpositionen wurde auch zur Identifizierung 
von Okta- und Nonapeptidmotiven der an MHC-I-Molekii- 
le gebundenen Peptide herangezogen, die von cytotoxischen 
T-Lymphozyten erkannt ~ e r d e n [ " ~ .  441. 

Tabelle 3. Ubersicht iiber die Methoden zum Erstellen von Peptidbibliotheken mit einer Anzahl von iiber 1000 Peptiden. 

Methode lichtgesteuerte Synthese Expression in Phage Separationsmethode Bibliothek freier Peptide Mixotope 

Polymer 

Prozedur [a] 

Screening 

Identifikdtion 

Applikdtion 

Literatur 

aminylierte Glasplattchen 

photolabile Nu-Schutz- 
gruppe (Nvoc), Entfer- 
nung durch einen ProreB 
der Photolithographie 
HOBt/DIC-Kupplung 

Fluoreszenz gelabelte 
Antikorper werden im 
Fluoreszenzmikroskop 
detektiert 

Synthese an lokalisierten 
Spots, gezielt ansteuerbar 

Sci-eening von Antikor- 
pern oder Ioslichen Re- 
aeptoren 

pIII-Protein des Fusions- 
phagen 

Random modifizierte 
Phagen ((NNK),-her- 
tion in pIII-Protein) Ex- 
pression von Hexa- 
peptiden 

Selektion und Subklonie- 
rung von Phagen, Erken- 
nung durch Antikorper 

DNA-Sequenzierung des 
Phagengenoms 

Screening von Antikor- 
pern oder Ioslichen Re- 
zeptoren 

[109a, 1081 

[a] SPS = Solid-Phase Peptide Synthesis 

Polymerkornei 

SPS mit Fmoc- oder 
Boc-Strategie, beliebige 
Aktivierung, Separation 
der Korner vor der 
Kupplung, Deprotektion 
und Waschschritte erfol- 
geii gemeinsam 

Enzymmarkierte Anti- 
korper katalysieren 
Farbreaktion und far- 
hen Polymerkorner ndch 
Bindung an 

Proteinsequenzierung 
von positiv identifizierten 
Peptid-Polymerkornern 

Screening von Antikor- 
pern oder Ioslichen Re- 
zeptoren 

[106, 1071 

PS-DVB PS-DVB 

Tea-bag-SPS, Fmoc- oder SPS, Fmoc- oder Boc-Stra- 
Boc-Strategie, behebige Akti- tegie, beliebige Aktivierung, 
vierung, Kupplung von Kupplung von Aminosiu- 
Aminosauremischungen an remischungen an bestimm- 
bestimmten Positionen ten Positionen 

Kombination von Biotest und 
nichstem Synthesecyclus 

nicht notwendig 

definierte Peptidsequenzen im definierte Synthese- 
letzten Bioassay mischung 

Screening von Antikorpern Impfung, Immunisierung 
oder Ioslichen Rezeptoren 

Die ersten Veroffentlichungen zur parallelen, unseparier- 
ten Peptidsynthese wurden 1990 beschrieben" O2I. Inspiriert 
von der ,,mixed"-Synthese bei O l i g o n u ~ l e o t i d e n ~ ~ ~ ~ ~  wurden 
an bestimmten Positionen - statt einzelner Derivate-Mi- 
schungen verschiedener Aminosauren aktiviert und einge- 
setzt. Die daraus resultierenden Analoga wurden mit prapa- 
rativer HPLC aufgetrennt, analysiert und charakterisiert; so 
wurde die parallele Synthese von sechs Analoga beschrie- 
ben[1021. Werden kleine Mengen (< 0.1 - 1 mg) von Analoga 
eines Peptides gewiinscht, so scheint diese Methode vielver- 
sprechend. Die HPLC-Isolierung der Komponenten ent- 
spricht gleichzeitig ihrer Reinigung. Probleme treten bei sehr 
ahnlichen Derivaten und vielen Nebenprodukten, die durch 
einfache RP-HPLC nicht mehr getrennt werden konnen, 
auf. Dies ist haufig nicht vorherzusehen, insbesondere wenn 
mehrere Positionen gleichzeitig und mehrfach ausgetauscht 
werden und wenn das Laufverhalten im chromatographi- 
schen ProzeB bei groljeren Peptiden auch von der Sekundar- 
struktur beeinfluBt wird. Zudem fiihrt die strukturbedingte 
ungleichmaBige Kupplung der Aminosauren zu ungleicher 
Produktverteilung. 

Auf demselben Prinzip beruht die von Houghten et al. 
vorgeschlagene Methode zum Aufbdu einer Peptidbiblio- 
thek[lo5] und zur Identifizierung einer bestimmten, im biolo- 
gischen Test aktiven Sequenz. Fur ein Oligopeptid einer be- 
stimmten Lange werden ,,feste Aminosauren", ,,definierte 
Positionen" und ,,Mixpositionen" unterschieden. Feste 
Aminosauren charakterisieren bereits bekannte essentielle 
Sequenzpositionen und bleiben deshalb in allen Peptiden er- 
halten. Die Anzahl der definierten Positionen bestimmt die 
Zahl der Peptidmischungen, die bei Houghten mit der Tea- 
bag-Meth~de[~ ' -~ ' ]  hergestellt werden. Bei einer definierten 
Position werden 20 sogenannte Bibliotheksteilbestande 
(Sublibraries) benotigt, die an dieser Stelle definiert eine der 
20 Aminosauren enthalten. Zwei definierte Positionen fuh- 
ren zu 400, drei zu 8000 Peptidmischungen. Werden nicht 
nur proteinogene Aminosauren eingesetzt, so steigt die An- 
zahl der resultierenden Peptide rapide an. Die verbleibenden 
Positionen (Mixpositionen) werden als Mischung aller Deri- 
vate gekuppelt. Jeder Bibliotheksteilbestand enthalt somit 
bei 20 Aminosauren und n-Mixpositionen eine Mischung 
aus 20" Peptiden. Zur Identifizierung eines biologisch akti- 
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ven Peptids erfolgt weder eine Analyse noch eine Auftren- 
nung der Mischungen, ausschliel3lich der biologische Test 
entscheidet, in welchem Bibliotheksteilbestand, d.h. in wel- 
chem tea bag, das aktive Peptid ist. Die so ermittelte defi- 
nierte Position zahlt nun zu den festen Aminosauren beim 
nachsten Synthesecyclus, und ist ein neues Peptidbuch der 
Oligopeptidbibliothek. Pro unbekannter Aminosaurenposi- 
tion ist somit eine multiple Peptidsynthese notwendig (Ta- 
belle 4). 

Nur die Seitenschutzgruppen werden abgespalten. Eine Se- 
parierung entfallt, lediglich die biologische Aktivitat der 
Analoga ist entscheidend. Wird das Polymer in Form von 
Kornern eingesetzt, so befindet sich auf jedem Korn nur ein 
definiertes Peptid sowie dessen syntehsebedingte Fehlse- 
quenzen. Wird das Peptid dieses einzelnen Polymerkorns 
von einem Antikorper erkannt, kann durch einen zweiten 
Antikorper, der ein Fluorophor oder ein Enzym tragt, der 
Polymer-Peptid-Antikorper-Komplex angefarbt werden. 

Tabelle 4. Anzahl und Gehalt der einzelnen Peptide in einer Peptidmischung beim Erstellen von Peptidbibliotheken in Abhlngigkeit yon der Anzahl der variablen 
Positionen. 

Anzahl der variablen sechs funf vier drei zwei eine keine [a] 
Positionen 

Bei 20 Aminosauren . 

1 mg enthalten pro Peptid: 
hei Masse von 660 arnu (Hexapeptid) 25 fmol 0.5 pmol 9.4 pmol 190 pmol 4 nmol 15 nmol 1.5 pmol 
Molaritiit pro Peptid bei 1 mgmL-' 2.5 x 10-11 5 x 10-10 9 x 10-9 9 x 10-7 4 x 8 x 1.5 x 
Bei 40 Arninosauren (inklusive u-Amino- 
sauren): Anzahl der Peptide in der Mischung 4096000000 102400000 2560000 64 000 1600 40 
1 mg enthalten pro Peptid: 
hei Masse von 660 amu (Hexapeptid) 0.4 fmol 15 fmol 590 fmol 23 pmol 1 nmol 40 nmol 

Anzahl der Peptide in der Mischung 64000000 3200000 160000 8000 400 20 1 

16 PDO 30opg 6 ng 125 ng 2.5 pg 50 pg 1 mg 

0.25 pg 10 Pg 390 Pg 16 ng 625 ng 25 pg 

Molaritiit pro Peptid bei 1 mgmL-' 4 x 1.5 x lo-" 5.9 x lo-' ' 2.3 x lo-* 4 x 10-5 

[a] Normale Synthese. 

Limitierend fur die Anzahl der Mixpositionen ist die Emp- 
findlichkeit des biologischen Testsystems, die unter anderem 
durch die Bindungskonstante definiert ist. Beispielsweise bei 
funf Mixpositionen enthalt 1 mg Peptidmischung lediglich 
300 pg jedes Einzelpeptids. Bei Hexapeptidmischungen in 
Losungen von 1 mg pro mL entspricht dies einer Konzentra- 
tion von 5 x lo-" molL-' (Tabelle 4); somit ist ein Test nur 
bei hochst affinen Rezeptorsystemen sinnvoll. 

Gut sortierte Peptidbibliotheken ermoglichen das Finden 
von aktiven Analoga, von Liganden an Rezeptoren oder 
Antikorpern und das Austesten von Kreuzreaktivitaten. 
Nicht polymergebundene Peptidmischungen konnen auch 
fur Untersuchungen an membranstandigen Proteinen einge- 
setzt werden. Sollen allerdings Proteinsegmente untersucht 
werden, so ist der Arbeitsaufwand immens. Die Probleme 
der unterschiedlichen prozentualen Anteile der Analoga, be- 
dingt durch ungleichmaljige Kupplung, sind auch hier vor- 
handen. 

Um diese Probleme zu umgehen, separierten zuerst Furka 
et a1.['06] und danach Lam et al.[1071 die polymeren Trager zu 
den Kupplungen jedes der 20 Aminosaurenderivate. Gleich- 
maljigeres Kuppeln kann so erreicht werden, da die Konkur- 
renz zwischen schnell und langsam ablaufenden Kupplungen 
entfallt. Danach wird das Polymer wieder gemischt, gewa- 
schen und gemeinsam die N-terminale Schutzgruppe ent- 
fernt. Das Polymer wird auf jedes der AminosaurengefaDe 
fur die nachste Kupplung rein statistisch verteilt. Furka 
et al.['06] setzen diese Portionierung-Mischungs-Methode 
zuerst beispielhaft fur Synthese, Abspaltung und anschlie- 
13ende chromatographische Trennung von neun Tetrapepti- 
den, die durch Sequenzierung identifiziert wurden, ein. Diese 
Methode eignet sich zur manuellen Herstellung von extrem 
vielen harzgebundenen Oligopeptiden innerhalb kurzester 
Zeit. Lam et al.['07' legten ebenfalls eine Bibliothek von Oli- 
gopeptiden an, die am polymeren Trager gebunden bleiben. 

Unter dem Mikroskop werden die als positiv identifizierten 
Peptid-Polymere von Polymerkornern mit nichtbindenden 
Peptiden (ohne Antikorper) separiert und die Sequenz des 
Peptids uber Edman-Abbau identifiziert. Die Methode 
zeichnet sich durch groBe Effizienz und Praktikabilitat aus, 
da sie in jedem Peptidlabor ohne aufwendige Apparatur und 
rnit Standardmethoden durchgefuhrt werden kann. 

Uber folgende Beschrankungen mu13 man sich bei der Por- 
tionierung-Mischungs-Methode allerdings bezuglich der 
AnsatzgrolJen im Klaren sein. Eine iibliche Beladung von 
0.5 mmol pro g bedeutet etwa 200 pmol Peptid pro Polymer- 
korn. Die Zahl der Polymerkorner sollte gegeniiber der Zahl 
der Peptide etwa zehn ma1 groljer sein, da die Beladung pro 
Korn schwankt, und man praktisch doch mehr als ein Korn 
zur Detektion und Analyse braucht. Unter der Annahme, 
da13 jeweils zehn mit einem definierten Peptid beladene 
Korner mit 200 mesh GroI3e und nur die 20 proteinogenen 
Aminosauren in jeder Position eingesetzt werden, resultiert 
ein Bedarf an 10 g Peptidharz bei Pentapeptidbibliotheken, 
150 g bei Hexa-, 3 kg bei Hepta- und bereits uber 50-100kg 
bei Oktapeptidbibliotheken. Werden gleichzeitig auch D- 

Aminosauren fur mehrere Positionen miteinbezogen, dann 
wurde fur grolje Bibliotheken tonnenweise Harz benotigt. 
Ein Ausweg aus solchen absurden Verhaltnissen ist auch hier 
das Erstellen von Bibliotheksteilbestanden rnit festen oder 
definierten Positionen sowie die Verwendung sehr kleiner 
Harzkorner. Diese Moglichkeiten sind durch die Empfind- 
lichkeit und Kapazitat der biologischen Tests und der instru- 
mentellen Analytik eingeschrankt. 

In molekularbiologischen Laboratorien wurde von Scott 
und Smith['08] sowie Devlin et al.['091 eine vollig andere Art 
von Epitopbibliothek entwickelt. Fusionsphagen in E. coli 
werden durch -(KKN),,- transformiert, wobei K einer Mi- 
schung aller vier Desoxynucleotide entspricht, N einer Mi- 
schung von Guanidin und Thymidin. Jedes Triplett KKN 
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kann fur alle 20 Aminosauren codieren, jedoch nur fur ein 
Stoppcodon. Der Einbau erfolgt in dem vom Phagen codier- 
ten Gen-111-Protein, das an einem definierten Ende der Pha- 
genoberflache exprimiert wird. Die Identifizierung der akti- 
ven Peptidsequenz erfolgt wieder auf der Ebene der DNA. 
Phagen, die an Biotin-gelabelte Antikorper binden, werden 
iiber Streptavidin isoliert (Affinitatsreinigung), vermehrt 
und ihre DNA sequenziert. Da das Restriktionsenzymmu- 
ster des Phagen und die Einbaustelle bekannt sind, ist die 
Sequenzierung weniger aufwendig als envartet. Fur gentech- 
nologisch arbeitende Laboratorien, die Epitopbibliotheken 
benotigen, kann dies die einfachere Methode sein. Inwiefern 
jedoch Wechselwirkungen mit der Phagenoberflache sowie 
Sekundarstrukturanderungen des Liganden im Protein die 
gewiinschte Erkennung beeintrachtigen konnen, muB noch 
untersucht werden. 

Die parallele Synthese von Tausenden von Oligopeptiden 
an definierten Orten im Mikrometermaljstab ist mit der 
Peptidsynthese nach Fodor et al." moglich. In diesem 
kiirzlich referierten" "1, neuartigen Konzept wird als N- 
terminale, photolabile Schutzgruppe Nitroveratryloxycar- 
bony1 verwendet. Mit Matrizen ist eine Bestrahlung und 
somit eine Schutzgruppenabspaltung von nur 100 x 
100 pm groBen quadratischen FlCchen moglich; die 
Kupplung der nachsten Aminosaure erfolgt anschlieBend. 
Die geeignete Wahl und Kombination der Matrizen 
ermoglicht die Synthese von 100 x 100 verschiedenen 
Peptiden pro mi2. Da die Steuerung der Maske analog dem 
ProzeB der Photolithographie durchgefuhrt wird, ist eine 
genaue Zuordnung der Positionen moglich. Die Detektion 
erfolgt durch ein biologisches Testsystem, beispielsweise 
am Fluoreszenzmikroskop durch Antikorper, die ein 
Fluoreszenzlabel tragen. Beeindruckend ist die Prazision der 
Methode, die Effizienz und die Anwendung der photolitho- 
graphischen Technik in der Peptidsynthese. Als problema- 
tisch konnte sich eine unvollstlndige photolytische Schutz- 
gruppenabspaltung bei der Synthese langerer Peptide 
erweisen. Die Etablierung in Routinelabors ist nicht ohne 
weiteres moglich und mit hohen Investitions- und Personal- 
kosten verbunden. Es ist jedoch wahrscheinlich, da13 diese 
Mikrotechnik, insbesondere im Bereich der Biosensorik, 
Fortschritte bringt. 

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Methoden zur Er- 
stellung von Peptidbibliotheken eroffnen eine neue Dimen- 
sion der Peptidsynthese. Die Selektion erfolgt durch biologi- 
sche Testsysteme, die Peptide selbst werden dazu haufig 
tragergebunden eingesetzt, entweder C-terminal am Trager 
der Synthese oder in einem Protein am Phagen. Dies beinhal- 
tet zwei Einschrankungen : die Blockierung des C-Terminus 
bei der Detektion darf nicht hinderlich sein, und das biologi- 
sche Testsystem mulj in loslicher oder solubilisierbarer Form 
aktiv sein. Beide Voraussetzungen sind fur Antigen-Antikor- 
per-Wechselwirkungen meist gegeben. Insbesondere fur das 
Screening und die Identifizierung der Bindungsstelle von 
monoklonalen Antikorpern haben sich alle Methoden be- 
reits bewahrt. 

Tests an membrangebundenen Rezeptoren oder ganzen 
Zellen erfordern jedoch freie Peptidmischungen, wobei die 
Einzelpeptide in moglichst noch detektierbaren Mengen 
enthalten sein sollten. Einzig bei der Variante von 
Houghten[loS1 1st dies bisher moglich, jedoch mit wesentlich 
groljerem synthetischen Aufwand. 

7. Naturliche Peptidbibliotheken und die Zukunft 
multipler Peptidsynthesen 

Peptidbibliotheken wurden nicht vom Menschen erfun- 
den. Die Natur demonstriert die Wechselwirkungen von Ein- 
zelpeptiden aus naturlichen Oligopeptidbibliotheken ein- 
drucksvoll bei der hochpezifischen Differenzierung von 
korpereigenen und korperfremden Proteinen. Vor kurzem 
gelang es erstmals durch Isolierung und sogenannte Pool-Se- 
quenzierung die individuenspezifischen Sequenzmotive von 
naturlich prozessierten Selbstpeptiden einiger definierter 
MHC-Klasse-I-Allele zu be~timrnen[~'"]. Tausende dieser 
Selbstpeptide erscheinen standig als Abbauprodukte korper- 
eigener zellularer Proteine, an der Zelloberflache gebunden, 
in einer Spalte der Molekule des Major Histocompatibility 
Complex (MHC; Gewebevertraglichkeitskomplex). Die 
membrangebundenen Proteine der MHC-Klasse-I prasen- 
tieren kurze Peptide den T-Killerzellrezeptoren (cyto- 
toxische T-Lymphocyten, CTL). MHC-Klasse-11-Proteine 
prasentieren etwas langere Peptide dem T-Helferzellrezep- 
tor, iiber den die B-Zellen zur Antikorperproduktion stimu- 
lierbar sind. Die Bindungsverhaltnisse im Spalt der MHC- 
Klasse-I-Molekiile sind inzwischen sehr gut bekannt" 2 1 .  

Die Sequenzmotive der hochkomplexen naturlichen Peptid- 

Octapeptid mit 8 unbehnten 
Positionen 

b e h t e  Werpsitianen 

Synthesc vm 4w Sublibraries, jeweils 20 mg 

Ala-Ala-X-X-Phc-X-X-Leu 
Ah-Cys-X-X-Phe-X-X-Leu 
Ala-Asp-X-X-Phe-X-X-Leu 

ca. 20 g Peptidplymer, 
getestet an 16slichen Rezeptoren I 

I I  
Trp-Trp-X-X-Phe-X-X-Leu 

Bioassay: aiaive Sequcnz: 
Sublibrary: SqLnkX-X-PhCX-X-Leu 

&mn] 
Ser-ne-Ala-X-Phe-X-X-Leu Ser-Ile-Ala-X-Phe-X-X-Leu 

Ser-IlcTrp-X-Phe-X-X-Leu Ser-IlcTrp-X-Phe-X-X-Leu 
Ser-ne-Cys-x-Phe-X-X-Leu s ~ ~ n e ~ ~ s ~ x ~ p h e ~ x ~ x ~ L e u  Ser-ne-&-X.Phe-X.X-Lu 

Synthese van 20 Mischungen: 

Ser-Ile-Ile-Ala-Phe-X-X-Lcu 
Ser-Ile-Ile-Cys-Phe-X-X-Leu 

Ser-Ile-Ile-Trp-Phe-X-X-Leu 
I 

Biosssa aktiveS uenz. tGXLlSZ1 
Jeder Bioassay defiNm eine 
weitere Posiuon 

Ser-Ile-X-Ah-Phe-X-X-Leu 
Ser-Ile-X-Cys-Phe-X-X-Leu 

Su-ne-X-Trp-Phe-X-X-Len 

Ser-Ile-X-X-Phe-Ala-X-Leu 
Ser-Ile-X-X-Phe-Cy s-X-Leu 

I Ser-ne-X-bsn-Phe-X-X-Leu 

I Ser-Ile-X-X-Phe-&-X-Leu 
Ser-Ilc-X-X-Phc-Txp-X-Leu 

Ser-IlcX-X-Phe-X-&-Leu 
Sex-IleX-X-Phe-X-Cys-Leu 

I Ser-nc-X-X-Phc-X-Trp-LN Ser-ne-X-X-Phe-X-LyS-Leu 

Abb. 9. Mogliche Identifizierung von aktiven Sequenzen am Beispiel des Kb- 
restringierten CTL-Epitops Ovalbumin 258-276. Als Bioassay dient die Bin- 
dung an den MHC-Klasse-I-Rezeptor der Killerzellen. Position 5 (Phe) und 8 
(Leu) sind als Ankerpositionen fur die Bindung in der Spalte des MHC-Klasse- 
I-Molekiils aus der Literatur bekannt [27a]. Eine entsprechende Peptidbiblio- 
thek kann entweder nach der Proportionierung-Mischungs-Methode B oder 
mit freien Peptiden in Bibliotheksteilbestanden (Subhbraries) C erstellt werden. 
Hierfur mussen 400 Sublibraries niit jeweils zwei definierten Sequenzen und 
vier variablen Positionen X synthetisiert werden. Die variablen Positionen 
konnen entweder sequenziell (D) oder durch Kombination (E) identitiziert wer- 
den. In beiden Fallen benotigt man 80 weitere Peptidmischungen. 
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mischungen zeigen bestimmte Ankeraminosauren (Abb. 9) 
in konstanten Positionen in Okta- oder Nonapeptiden. Diese 
Aminosaurenseitenketten der Ankermolekiile passen in 
Allele-spezifische Taschen der MHC-Spalte, wahrend zwi- 
schen den Ankerpositionen eine oft sehr groBe Variabilitat 
der Aminosauren a~ftritt[~'"]. 

Aus unseren korpereigenen umfangreichen Peptidbiblio- 
theken konnen Peptide somit mit zwei aufeinanderfolgenden 
Erkennungsprozessen selektioniert werden. Erstens lafit die 
Bindung in der MHC-Spalte nur bestimmte Motive von Pep- 
tidsequenzen zu, und zweitens wird bei Zell-Zell-Kontakt 
durch ternare Wechselwirkungen von MHC, Peptid und T- 
Zellrezeptor entschieden, ob es sich um ein korpereigenes 
oder korperfremdes Peptid handelt. Die Zelle, die beispiels- 
weise ein virales Fremdpeptid tragt, wird dann vom Immun- 
system durch Killerzellen umgebracht oder eine T-Helfer- 
zell-vermittelte Antikorperreaktion setzt gegen ein Hiillpro- 
tein des Virus ein. 

Dem Peptidchemiker kommt bei den in den einleitenden 
Abschnitten diskutierten interdisziplinaren Forschungspro- 
jekten eine entscheidende Schliisselstellung zu. Er hat spe- 
zielle Erfahrungen und sieht die Moglichkeiten fur neue Va- 
rianten des Einsatzes der multiplen Synthesemethoden und 
der neueren Analytik. Somit trifft in den allermeisten Fallen 
er die Entscheidung, welche Strukturvariationen durchge- 
fiihrt werden. Die wertvollen ,,Werkzeuge", die der Peptid- 
chemiker fur die Pharmakologie, Immunchemie, Molekular- 
biologie, Physiologie und Biophysik bisher zur Verfugung 
stellte, waren maDgeschneidert und trugen zur raschen Ent- 
wicklung dieser Gebiete bei. Der erfolgreiche Einsatz von 
multiplen Peptidsynthesemethoden wird diesen Forschungs- 
gebieten weitere Bereiche erschliehen, deren experimentelle 
Zuganglichkeit noch vor kurzem utopisch erschien. 

Als groBe Einsatzgebiete der Produkte der multiplen Pep- 
tidsynthese, die in dieser Ubersicht nur kurz angesprochen 
werden konnen, seien folgende genannt. Die Vaccinentwick- 
lung kann durch Auffinden der oben diskutierten, natiirlich 
prozessierten und auf MHC-I- und 11-Molekiilen prasentier- 
ten Peptiden aus viralen, bakteriellen oder korpereigenen 
Proteinen auf die molekulare Ebene verlegt werdenc2' b,C1. 
Man kann Vergleiche zwischen den Bioassayergebnissen von 
natiirlichen Isolaten und denen synthetischer Peptidmi- 
schungen durchfuhren. Durch systernatische Variationen 
kann die Faltungstendenz langerer Peptide durch Austausch 
von Aminosauren experimentell schneller und genauer stu- 
diert werden. Es wird raschere Entwicklungen von Enzymin- 
hibitoren geben, und das Screening auf neue Enzyme oder 
Enzymspezifitaten kann sogar unter Einbeziehung von 
Backbone-Modifikationen und ungewohnlichen Aminosau- 
ren durchgefiihrt werden. 

Die multiplen Peptidsynthesemethoden werden mit Si- 
cherheit iiberraschende neue Moglichkeiten auf Gebieten 
wie der Biosensorik und vor allem der Automation des 
Screenings auf Leitstrukturen in der Pharmaforschung bie- 
ten. 

Fur dieJinnnzieEEe Unterstiitzung projektorientierter eigener 
Forschungen mit Bezug zur multiplen Peptidsynthese sei dem 
Bundesministeriurn f i r  Forschung und Technologie, der Deut- 
schen Forschungsgerneinschaft (SFB 323) und dem Fonds der 
Chemischen Industrie gedankt. Ohne das Engagement und die 
wesentlichen ideellen und experimentellen Beitrage von K.-H. 
Wiesmuller, F. Gombert, R. Spohn, u! Troger, H. Diirr, H. 

Drechsel, E. Hoffnzann, J.  Metzger, S. Stefanovid und u! 
Beck hatten die multiplen Methoden der Peptidsynthese und 
-analytik in unserem Arbeitskreis nicht den hohen Standard 
erreicht. A .  G. Beck-Sickinger dankt der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft fur ein Forschungsstipendium. 
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