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Proteinsynthese durch chemische Verknupfung ungeschutzter Peptide 
in wal3riger Losung 

Michael A. Walker* 

Proteine sind fur die Organische Chemie, die Biochemie und 
die medizinische Chemie unentbehrlich. Enzyme werden als 
Katalysatoren zur Racematspaltung und zum Aufbau von so 
herausfordernden Zielverbindungen wie den Kohlenhydraten 
eingesetzt. Mit mutierten Proteinen konnen Informationen uber 
Funktionen und Strukturen von Proteinen erhalten werden. In 
der medizinischen Chemie werden Proteine als Zielverbindun- 
gen fur Wirkstoff-Assays und als Therapeutica eingesetzt. Eine 
Grundvoraussetzung fur all diese Anwendungen in der For- 
schung ist die Zuganglichkeit der Proteine in hinreichend 
grooen Mengen. 

Gegenwartig spielt die Rekombinationsmethode eine bedeu- 
tende Rolle fur die Proteinsynthese. Sie ist auf lineare Peptide 
rnit proteinogenen Aminosauren anwendbar, neuere Entwick- 
lungen ermoglichen allerdings auch den Einsatz nichtkodierter 
Aminosauren. Fur Organiker ist dieser Weg der Proteinsynthese 
nur begrenzt anwendbar, da ihnen die zum Umgang mit diesen 
Methoden erforderliche Erfahrung in der Molekularbiologie 
fehlt. Eine Alternative ist die chemische Peptidsynthese am 
festen Trager. Proteine aus mehr als 50 Aminosauren sind nach 
dieser Methode wegen Loslichkeitsproblemen und zahlreichen 
Verunreinigungen durch Auslassungen und Epimerisierungen 
allerdings nur schwer herzustellen. 

Um diese Einschrankungen zu umgehen, hat man sich der 
chemischen Kupplung mittelgrofler Proteinfragmente zuge- 
wandt. Drei Wege sind beschritten worden: die Fragmentkupp- 
lung seitenkettengeschutzter Peptide am festen Trager,"] die en- 
zymatisch katalysierte Kupplung von Peptidfragmenten['I und 
die chemische Verknupfung (ligation) ungeschutzter Peptidfrag- 
mente in wa13riger Losung (eine Methode, die auch als ,,ortho- 
gonale Verknupfung", ,,natiirliche chemische Ligation" oder 
,,dove tailing" bezeichnet wird) . Die zuletzt genannte Methode 
bietet gegenuber herkommlichen Kupplungsverfahren den Vor- 
teil, daB keine Aktivierung der Carboxygruppen und kein 
Schutz der Seitenketten erforderlich sind, wodurch die Chemo- 
selektivitat und die Loslichkeit verbessert werden. Theoretisch 
kann dieses Verfahren auf einen weiteren Bereich von Substra- 
ten angewendet werden als die enzymatischen Methoden. 

Die meisten Verfahren zur chemischen Verknupfung ahneln 
herkommlichen Protein-Querverknupfungs- und -Konjuga- 
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tionsmethoden, abgesehen davon, daR die Proteine nicht als 
Gemische entstehen, sondern einheitlich sind. Die Peptidseg- 
mente werden durch ,,orthogonale Reaktionen"[31 wie die Bil- 
dung von Hydrazon-, Thioester-, Disulfid- oder Thioetherbin- 
dungen verknupft. Auf diese Weise sind beispielsweise Degrados 
Vier-Heli~-BUndel,[~] G-CSF und verkurzte G - C S F - A ~ ~ I O ~ ~ , ~ ~ ]  
ein kunstliches Protein,[61 HIV-1-Protease, Blutplattchen-GP- 
IIb-IIa- und P-Faltblatt-M~dellproteine['~ hergestellt worden. 
Diese Proteine unterscheiden sich allerdings von naturlich vor- 
kommenden Proteinen insofern, als da13 sie an der Verknup- 
fungsstelle eine nichtnatiirliche Funktionalitat aufweisen. 

Bei neueren Methoden werden ,,naturliche" Amid-Kupp- 
lungsstellen uber eine zweistufige Reaktion aufgebaut: Zu- 
nachst werden zwei Fragmente uber eine schnelle, chemoselekti- 
ve Reaktion, wie die Thioester-, Disulfid- oder Thiazolidin- 
Bildung, in Kopf-Schwanz-Anordnung verkniipft, so da13 die 
Amino- und die Carboxygruppe in enge Nachbarschaft zuein- 
ander gebracht werden. AnschlieBend wird die Amidbindung 
geknupft, die wegen des intramolekularen Charakters der Reak- 
tion durch eine hohe ,,effektive Molaritat" begunstigt ist. Es 
sind weder ein Schutz der Seitenketten noch eine Aktivierung 
der Carboxygruppe erforderlich. Diese Methode ist verwandt 
mit der in den Pionier-Arbeiten von Wieland et aI.['] sowie 
Brenner et a1.['] beschriebenen und ahnelt der Peptidverknup- 
fungsmethode von Kemp et al.[lol durch Seitenketteneinfang 
sowie der ,,konformationsgesteuerten Rekombination" akti- 
vierter Peptidfragmente." 'I Die Einfachheit und Vielseitigkeit 
dieser Verfahren wird anhand der folgenden Beispiele deutlich. 

[Ala33]IL8 4, ein aus 72 Aminosauren bestehendes Protein, 
wurde von Kent et al. synthetisiert (Schema 1).[121 Das Benzyl- 
thioester-Peptidsegment 1 und das mit einem Cysteinrest enden- 
de Segment 2 wurden durch Festphasensynthese hergestellt. Sie 
wurden in wa13riger Pufferlosung (pH 7.6, Phosphat, 6 M Guani- 
dinhydrochiorid) in Gegenwart von Phenylmethanthiol ver- 
knupft, wodurch die Disulfid-Bildung vermieden wurde. Das 
Produkt, der Thioester 3, konnte nicht isoliert werden, da es sich 
spontan durch eine S-t N-Acylgruppenwanderung zu [Ala33]IL8 
umlagerte. Es ist bemerkenswert, da13 die inneren Cystein-Thiol- 
gruppen die Kupplung nicht beeintrachtigen. An der Luft bilde- 
ten sich die beiden naturlichen Disulfidbriicken. 

Tam et al. wendeten ein ahnliches Verfahren zur Synthese von 
Modellpeptiden aus bis zu 54 Aminosauren an.[131 Die Reaktion 
wurde in Hinblick auf den pH-Wert optimiert. Durch Zusatz 
von Hilfsstoffen wie R,P und R S H  (2 bzw. 10 Aquiv.) wurden 
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Schema 1. Synthese von [Ala3']1IL8 nach Kent et al. 
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Schema 2. Urnkehrung der Richtung des nucleophilen Angriffs: Bildung von 
Thioestern (a) und Carboxydisulfanen (b). 
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Nebenreaktionen wie die Bildung 
von Disulfidbrucken oder die Acylie- 
rung innerer Thiolfunktionen unter- 
driickt (oder umgekehrt). 

Peptidthioester konnen auch ge- 
bildet werden, wenn man die Rich- 
tung des bei obiger Methode be- 
schriebenen, nucleophilen Angriffs 
umkehrt. So reagiert die Thiosaure 5 
bei pH 5 mit dem /?-Bromalanin-sub- 
stituierten Peptid 6 zum Thioester 7, 
der sich unter S-N-Acylgruppen- 
wanderung umlagert (Schema 2 a). 
Nach diesem Verfahren haben Tam 
et al. ein aus 12 Aminosaureresten 
bestehendes, spermaaktivierendes 
Peptid in 85% Ausbeute syntheti- 
siert. Auch iiber eine Disulfidbrucke 
konnen die Peptidfragmente ver- 
kniipft werden (Schema 2 b).Ii4] Der 
S+N-Acyltransfer verlauft bei 9 

iiber einen sechsgliedrigen cyclischen Ubergangszustand, wo- 
hingegen bei 7 ein fiinfgliedriger durchlaufen wird. Nach der 
Kupplung mu13 die Hydrodisulfidseitenkette reduziert werden. 

Tam et al. haben gezeigt, da13 die Seitenkette auch durch 
Thiazolidin-Bildung eingefangen werden kann (Schema 3) .[''I 
entsteht durch Acylgruppenwanderung ein Pseudoprolin. Auf 
diese Weise erhoht sich die Anwendungsbreite der Reaktion, da 
damit nicht nur AA-Cys-, sondern auch AA-Pro-Verkniipfun- 
gen in Frage kommen. 

Die N-terminale Halfte wurde als Thioester am festen Trager 
synthetisiert. AnschlieBend wurde durch Agi-katalysierte Um- 
esterung der C-terminale Glycoaldehydester eingefiihrt. Bei 
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Schema 3. Einfangen der Seitenkette durch Thiazolidin-Bildung und anschlieBende 
Acylgruppenwanderung. 
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pH 3-4 ist die Bildung des Thiazolidinrings irreversibel, wes- 
halb 12 selektiv gegeniiber anderen moglichen Aldehyd/Amin- 
Kondensationsprodukten entsteht. Die Bildung des Hetero- 
cyclus wurde HPLC-chromatographisch verfolgt und ist selbst 
in verdunnter Losung (0.05-0.2 mM Substrat) in weniger als 
5 h im wesentlichen abgeschlossen. Bei pH 5.5 findet die 
O+N-Acylgruppenwanderung statt ( t I i z  z 20 h). Drei HIV- 
1 -Protease-Analoga wurden auf diesem Weg hergestellt : 
[ S p r ~ ~ ~ , A b u ~ ’ ,  9 5 ] - ,  [Ala38,SPro39,Ab~67. 9 5 ] -  und [Leu- 
N H C H , - T ~ Z ~ ~ .  39 ,Ab~67.  95]-HIV-1PR. Das zuletzt genannte 
entsteht aus einem Glycinalamid, das nach der Reaktion zum 
Thiazolidin keine Acyltransferreaktion eingeht. Auf ganz ahnli- 
chem Weg wurde auch ein aus 50 Aminosaureresten bestehender 
Epidermis-Wachstumsfaktor synthetisiert. 

Durch chemische Verkniipfung wurden also natiirliche und 
nichtnatiirliche Proteine von einer GroBe bis zu 10-20 kDa syn- 
thetisiert. Anders als die Rekombinationsmethoden sind diese 
Verfahren von Synthesechemikern problemlos zu handhaben. 
Fur die Auswahl der Verkniipfungsstelle sind allerdings Kennt- 
nisse iiber die Proteinstruktur erforderlich. Es ist durchaus zu 
erwarten, daB mit verbesserten Verfahren bald auch Proteine 
aus mehr als 100- 200 Aminosaureresten synthetisiert werden 
konnen. 

Wegen des nichtenzymatischen Charakters der Synthese las- 
sen sich auf einfache Weise Proteine aufbauen, die nichtkodierte 
Aminosauren enthalten (z. B. Enzyme aus ausschlieBlich D-kon- 
figurierten Aminosauren). AuRerdem wird es durch den modu- 
laren Charakter der Verkniipfung moglich, groDe Struktur- 
motive einzufiigen oder wegzulassen. Auch Strukturen ohne 
Gegenstuck in der Natur, wie Proteindendrimere, sind nach 
dieser Methode leicht zuganglich. 

Durch die chemische Verknupfung von Peptidsegmenten wird 
es moglich sein, die Strukturen von Proteinen zu optimieren und 

so deren Stabilitat und Bindungsselektivitat zu verbessern. Die- 
se Entwicklung sollte durch Anwendung kombinatorischer Ver- 
fahren auf der Stufe der Aminosauren und der Peptidfragmente 
zusatzlichen Aufschwung erfahren. 
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