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Die Peptidsynthese ist seit vielen Jahrzehnten ein For-
schungsschwerpunkt fiir Chemiker. Zu den Hohepunkten
zéahlen die erste Peptidsynthese in Losung von Fischer und
Fourneau 1901, Merrifields Festphasensynthese? und die
Entwicklung der chemischen Ligation — insbesondere der
nativen chemischen Ligation (NCL) durch Kent et al.’! -, die
die Herstellung von ungeschiitzten Peptiden und Proteinen
synthetischer und biotechnologischer Herkunft ermoglicht.
Von diesen revolutionédren Beitrdgen hat sich die Festpha-
sensynthese (solid phase peptide synthesis, SPPS), die sich die
Immobilisierung des wachsenden Peptids an einem unlosli-
chen Kunstharz zu Nutze macht und so Peptide mit 40-50
Aminosduren in guten Ausbeuten liefert, als Standardme-
thode etabliert. Bei der SPPS werden Aminosiuren schritt-
weise an eine wachsende Peptidkette addiert, wobei jeder
Aminosédurebaustein zuvor aktiviert und orthogonal am N-
Terminus und an den Seitenketten geschiitzt werden muss.
Dies ermoglicht die selektive Abspaltung der N-terminalen
Schutzgruppe und die Kupplung mit der néchsten natiirlichen
oder nichtnatiirlichen Aminosiure. Trotz vieler Verbesse-
rungen bei der SPPS gilt nach wie vor, dass die Synthese — im
Unterschied zur Peptidbiosynthese — vom C- zum N-Terminus
stattfindet und dass die Spezifitdt durch die Reaktion einer
ausgewdhlten aktivierten Aminosdure mit einem am N-Ter-
minus ungeschiitzten, immobilisierten Peptid garantiert wird.

Erst Anfang 2013 stellten Leigh und Mitarbeiter ein neues
Verfahren vor, bei dem die Aminoséuren fiir die Synthese von
kleinen Peptiden in einem supramolekularen System voror-
ganisiert werden." In dieser artifiziellen molekularen Ma-
schine sind Parallelen zur natiirlichen ribosomalen wie auch
nichtribosomalen Peptidbiosynthese erkennbar — ein Mei-
lenstein des Designs biologisch basierter supramolekularer
Maschinen.”’

Der interessanteste Aspekt dieser Arbeit ist daher nicht
nur die Fihigkeit der molekularen Maschine, Peptide zu
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synthetisieren, sondern auch wie das Design von den Pro-
zessen der Natur profitiert: Die Natur hat zwei Biosynthe-
sewege entwickelt, um Aminosduren zu Polypeptiden zu-
sammenzusetzen, namlich die ribosomale (RPS)® und die
nichtribosomale Peptidsynthese (NRPS).”! Ribosomale Pep-
tide werden durch die Translation von Boten-RNA (mess-
enger-RNA, mRNA) synthetisiert (Schema 1A), einen Pro-
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Schema 1. A) Ribosomale Peptidsynthese (RPS); B) nichtribosomale
Peptidsynthese (NRPS). AMP =Adenosinmonophosphat, PCP = Pep-
tid-Carrier-Protein.

zess, der verschiedene Zellkomponente benétigt: die Ami-
noacyl-tRNA-Synthetase (aaRS), die fiir die Selektion und
das Laden der Aminoséduren verantwortlich ist und die akti-
vierte Aminosiduren zum Ribosom transferiert, und natiirlich
das Ribosom selbst, in dem das Dekodieren und die Peptid-
synthese stattfinden. Die nichtribosomale Maschinerie nutzt
dagegen einen groflen Multienzymkomplex als Syntheseort
und katalysiert die Peptidkondensation in mehreren Schritten
(Schema 1B). Ahnlich wie in der RPS wihlt das Enzym (A-
Domine) eine Aminosidure aus und aktiviert sie zum Ami-
noacyladenylat. Die aktivierte Aminosdure wird anschliefen
auf ein Transportprotein geladen, das eine dhnliche Funktion
wie die tRNA ausiibt. Wichtig (besonders fiir die Publikation
von Leigh et al.) ist dabei, dass diese Doméne einen reaktiven
Thiolrest enthélt, der durch die Reaktion mit einer aktivier-
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ten Aminosédure einen Thioester bildet. Die Kondensations-
domine (C-Domine) katalysiert schlieflich die Peptidbil-
dung, dhnlich wie im Ribosom in der RPS. Dennoch gibt es
einige Unterschiede zwischen den beiden Biosynthesewegen:
Anders als bei der RPS sind nichtribosomale Peptide nicht
auf kanonische Aminosduren beschriankt. Aulerdem unter-
scheidet sich die Art der Peptidsequenzkodierung — bei der
NRPS stammt die Information von der A-Domine, da jede
nichtribosomale Peptidsynthetase nur einen Typ Peptid syn-
thetisieren kann. Dies garantiert die Spezifitdt der NRPS und
fiihrt zu einem definierten Peptidprodukt. Bei der RPS ist die
mRNA fiir die Kodierung der Peptidsequenz verantwortlich,
die durch die Manipulation einzelner Kodons verédndert
werden kann, was bei der NRPS nur durch aufwéndige ge-
netische Verdanderungen zu erreichen ist.

In Leighs molekularer Maschine sind einige Aspekte der
Biosynthese wiederzufinden (Schema 2). Eine Analogie zur
RPS ist, dass das Templat die aktivierten elektrophilen
Aminosduren schon vor der Synthese in die richtige Rei-
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henfolge bringt, also dhnlich wie durch die mRNA und den
tRNA-mRNA-Komplex. AuBlerdem ist die Bildung der Pep-
tidbindung vergleichbar mit der bei der NRPS: In Leighs
System imitiert ein reaktiver Thiolrest, der an ein makrocy-
clisches Rotaxan gebunden ist, die PCP-Doméne (Schema 2).
Fiir die Synthese der molekularen Maschine sind, Zhnlich wie
bei der SPPS, orthogonale Schutzgruppen notwendig, da die
Templatsynthese auf einer schrittweisen Konjugation einzel-
ner orthogonal geschiitzter Aminosidurenbausteine beruht,
um die gewiinschte Sequenz zu erhalten. AbschlieBend wird
die Peptidbindung durch ein Capture/Rearrangement und
eine S—N-Acylumlagerung gebildet, wie sie auch bei der
NCL zu finden sind.® Leighs Gruppe hat damit die besten
Eigenschaften jeder Methode miteinander kombiniert und so
eine molekulare Maschine entwickelt, die durch aufeinan-
derfolgende intramolekulare Reaktionen kleine Peptide
synthetisieren kann. Doch wie verrichten alle Komponente
ihre Arbeit? Das Konzept beruht auf etablierten chemischen
Reaktionen: Das Templat wird etwa durch Kupfer-kataly-
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Schema 2. Eine auf Roxatan basierende molekulare Maschine fiir die Synthese kurzer Peptide. Boc = tert-Butoxycarbonyl, Piv= Pivaloyl, TMS =Tri-

methylsilyl, Trt=Triphenylmethyl.
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sierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuA AC) hergestellt, wobei
terminale TMS-Alkine eine selektive Triazolbildung garan-
tieren.”) Auch fiir die Rotaxansynthese wird CuAAC ver-
wendet, um den Makrocyclus einzufddeln end einen Stopper
zu befestigen, der verhindert, dass der Makrocyclus nach
hinten von der Templatachse abrutscht. Letztlich wird der
Peptidstrang mit dem Thiol-besetzten Cystein durch Hydra-
zonbildung eingefiigt.

Sobald die molekulare Maschine fertig zusammengebaut
ist, wird die Peptidsynthese durch saure Abspaltung der
Schutzgruppen des reaktiven Arms und anschlieBende Zu-
gabe einer nukleophilen Base eingeleitet. Ahnlich wie beim
Capture-Schritt der NCL findet eine Transacylierung zwi-
schen der ersten Aminosidure und dem Thiolrest statt. Der
gebildete Thioester kann nachfolgend durch eine S—N-Um-
lagerung die Aminosédure auf den reaktiven Arm iibertragen.
Dieser Capture/Rearrangement-Schritt ermoglicht dem
Peptid-Makrocyclus, sich am Strang entlang zu bewegen und
die néchste Aminosidure aufzunehmen. Sobald die letzte
Aminosdure gekuppelt wurde, wird der Makrocyclus freige-
setzt, und das synthetisierte Peptid kann durch Hydrolyse
abgespalten werden. Bemerkenswerterweise wurden weder
Startmaterial noch unerwartete Sequenzen bei der Analyse
per HPLC-MS und Tandem-MS detektiert.

Verschiedene molekulare Eigenschaften bestimmen die
eindrucksvolle Reaktionssequenz dieser molekularen Ma-
schine. So sorgt etwa ein Abstandhalter dafiir, dass der re-
aktive Arm nicht mit anderen Aminosduren auferhalb der
Sequenz reagieren kann. Die Transacylierung der Amino-
sduren wird durch elektrophile Phenylester, die fiir die Bin-
dung zum Templat verantwortlich sind, ermoglicht. Ein Gly-
Gly-Dipeptid zwischen dem Cystein und der Kupplungsstelle
am reaktiven Arm erleichtert zusitzlich die S—N-Umlage-
rung iiber einen bevorzugten Elfring-Ubergangszustand bei
der Konjugation der ersten Aminosiure.'” Einmal gestartet
lauft die Maschine automatisch, und ihre geringe GroBe (1/10
eines Ribosoms) ermoglicht eine Synthese in Milligramm-
Mengen.

Obwohl es auBler Frage steht, dass das Design und die
Funktion dieser molekularen Maschine eine grofler Erfolg
sind, ist sie dennoch weit davon entfernt, mit den bereits
etablierten Methoden zu konkurrieren, geschweige denn den
ganzen Peptidbiosyntheseweg zu imitieren. Das Ribosom
kann beispielsweise 15 Bausteine in einer Sekunde zusam-
mensetzen — die molekulare Maschine braucht fiir eine
Amidbindung allein zwolf Stunden.!! Ein weiteres Problem

ist die geringe GroBe des Zielpeptids: Da die Peptidverlédn-
gerung von einer S—N-Acylumlagerung abhéngt, ist es un-
wahrscheinlich, dass langere Peptide oder gar ganze Proteine
mit dieser Methode synthetisiert werden konnen. Die struk-
turelle Umorganisation des wachsenden Peptids wiirde den
Capture-Schritt behindern, da sich mit jeder neu addierten
Aminosiure der ringformige Ubergangszustand vergroBert.
Anders als beim Ribosom ,,zerstort der reaktive Arm den
Code, was eine Arbeitsweise dhnlich zur RPS verlangt, bei
der Aminosduren immer kodiert beladen werden. Auch der
Einbau ungeschiitzter Aminosduren mit Azid- und Alkin-
modifizierungen und mit nukleophilen Seitenketten wiére
problematisch, da sie entweder im Capture/Rearrangement-
Schritt oder bei der Zusammensetzung des Templats stéren
wiirden.

Trotz all dieser Limitierungen ist die neue molekulare
Maschine ein grof3er Durchbruch auf dem Gebiet der supra-
molekularen Chemie, der neue Wege in der organischen
Synthese mit kiinstlichen Nanomaschinen ebnet. Die Syn-
these von Molekiilen auf der Basis von molekularen Temp-
laten konnte zu neuen, vielversprechenden Synthesewegen
fiir Polymere, Kunststoffe, Kohlenhydrate, Naturprodukte
oder ganz neue Molekiilklassen fiihren.
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