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Biochemie in der Mikrowelle
Einsatz der Mikrowelle zur Synthese und Analytik von Peptiden und Proteinen

;------"---- 
- - - '

I während in der organi.den Chemie (2.8, Heterocyclen-chemie) die

i mikowellenunterstützt€ olganis.he Synthese längst Einzug in di€

laboß gehahen hät werden mittlerweile imrner rn€h] Anwendungen

für die Miklowelle in der Bio.hemie entdeckt. So sehen mehr und mehr

Wisien.daftler die Vorteile des MikJowellen-Eißatzes bei der Synthe-

j se von Peptiden sowie bei derAnalyse von Peptiden und Proteinen.Dircctor ol Peptid€ Ch.mietry Aplagen

, UllSengutta,
cEll,

wichtiges Aufgabenfeld.
Chemkche Reaktionen

wie die Peptid-Syn-
th€se sind unter

wirkung typi

Abb. l: CEI\]I Disco-

Syntnere näch i,lerif ield
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Proleine bzw. Peptide spielen für die physioloqi'
schen und biochemischen Funktion lebender
oqanismen eine herausraqende Rolle. tuptide
und Petidomimetika kommen z.B.auch alrWirk-
stofie mit potenter Wirksamkeit in FEge, was
schnelle Synthesemöglichkeiten Iür die ror-
schung interessant macht oder Proteine sind
selbst Ziel von WiRsubstanzen 2.8. in Form von
tnzymhemmern. Daher ist die Sequenz' und
StruktuFAnalyse von Proteinen ein weiteres

llch sd|neller ais unter konventionellen
Bedingunqen. organische und biochemische
Reaktionen laufun bei Verw€ndunq vor Mikro-
welleneneryie in wenigen Minuten ab anstelle
von Stunden, wie es bei tladitionellen l\,lethoden
üblich ist. Die genauen lvechanismen sind noch
nichteindeulig geklä( doch mittlerw€ile berich-
ten vi€le taurende von Veröfientlichungen lnd
Ubeßichßartikeln für die unterschiedlichsten
Einsatzberckhe vor d€n enomen lvöglichkeiten
dieser leicht zu bedienendeTechnolosie hl.

fft tempeEtußensltive Produkte oder Zwi
schenslufen irtauch die Kombination von Mikro-
wellenahivierunq mit gleichzeitiger Kühlung z!r
Gewährlelstung von niedrigen Reahionnempe-
ratußn im lvlodell Discover CoolN4ate möglich.
l2l. Eere'nan et a. bestrahhen einen enzymati-
schen Aufschluss bei 25"C mit -250 W bei der
qleichzeitigen KÜhlung im Discover Cooli,,lale
lnd zeigten veftesserte Egebnisse gegenüber
den Reakl onsbedingungen ohne Kuhlunq. [3]

Abb. 2: symhe* än tibert u.d Mkrc Cleavase

Peptid-Synthese

Näch anlänglicher Skepsi, der meisten Peptid
chemiker hat skh in den leEten Jahrcn der Ein
satz der Mkrowelle auch bel der Synthese von
Peptiden mehr und mehr durchseüen können.
Zahlreiche Publikationen der lefien lahre 14,5,
6, 7l beleqen, dass unter lvikrowelleneinwir-
kung geEde sehr schwienge Sequenzen gut
synth€tisierbar werden, was vor allem auf die
Elimlnierurq d€r Aqgreqationsproblematik hyd
rophober P€ptidkelten zurückzuführcn ist.

Heruorzuheb€n ist dass es in der Mikrowel€
trotz thermischer Effekte zu einer Untedrückung
der Racemisierung kommt [81. Auch anderc klat
sische Neb€nreaknonen in der Peptidsyithese
wle z.B. Aspanimidbidung können durch opti-
mierunq der Reaktionsbedingungen in der lVik-
rowelle minirniert werden. Durch die zunehnen-
de Verbreitung der Nlikrowellenp€ptidsynthe5e
werden natürlkh äuch die Protokolle zw Peptid-
synthese zun€hmend verfeinerl und optimied.
50 wid b€ispielswei5e von vielen Anwendern
das leichter zugängli.he urd weniqer gesund-



1-42ß-amyloid

. t  Mikrowel len Enersieerhöht die Reinheit

* Gesamtieitder Synthese 19 Stunden
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Abb.3:Vorleile der nikrow.llendhivieri en 5PP5 im Liberty

heitsschädliche Piperazin zur Ab zelnen Syntheseschritten kont nu-
spaltung der Frnoc-Gruppe benltzt. erlich optimiert, so dass die Ket-
Durch all diese optimierunqen tenlänge der synthetisiefbaren
werden dieAusbeuten beiden ein Peptide in den letzlen iahren deut-

Abb, 4:Accent-Modul für Milro.Cleavage der Peptide

lich qestiegen ist. lr Verbindunq
mil einer geeigneten Capping/Tag
ginq-StGteqie lasser sich heutzu'
tage auch Peptide mit mehr ak 100
Arninosäuren sinnvoll an einem
Stück synthetjs eren.

Apparativ st€hen dem Arwen-
der dabei mitllelw€ile sowohl ma-
nue le als auch voll automatisierte
Systern€ zur Veffügung. Für die

manuelle Peptidsyirthese lindet
das D scovef SPS Anw€ndurg
(Abb. 1), in dem Ansatqdssen
von bis zu 3mmo realsierbar sind.
fin durchschnittlicher Kopplungs'
zyklus (rcl. Waschvorqängen)
dauert in diesem Si'stern ca 10
l4inuten, so dass hier pro Sturde
bis zu 6 Aminosäurcn gekoppelt
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Abb, 6: Das CEIM Discov€r äusgerüstet iur b€schleunigien Protein-Hydrolys€

Abb. 5: Transfer.in verdau im Dir.over

l'/lt ftiqender Peptidlänge
macht die Anwen dufg € nes auto
matisierten Systems s nn - nicht
zuletzt alfgrund de' höheren zu'
verlässigkeir. H eriür neht mit
d€rn L beny (Abb.2)e in vol lauio-
malisienes System zrr Vedügung,
das n den €tzten lahren soft
ware- und hardwaretechnisch so
w€it optimiert wurde, dass milt-
lerweile praklisch jede Art von
chenrie auf €infacheArl und Wei
se lmp ementiert werden kann.
Das Gerät ermög kht die VeMen
dung von bis zu 25 veßchied€nen
b!ilding blocks (die qänq sen Re'
aqenlieir sind bei CE[4 bere ts ler
tiq abg€wog€n kommerziell er
hält ich) !nd verfüqt über 12
Harzpositionen, d h es könn€n b s
zu 12 Peptide nachelnander syn-
thelisiert werd€n. D e Ansatzqrör

se ist dabel im Bereich von
0, lmrnol -5,0mnrol  l re i  wähLbar
Fiir die w€iteren benöligten R€
agentien (Aktivatoi Base cap-
ping, Lösungsrniltel) stehen 5 wei-
tere Pons zur Verlügunq, die
genau wie die Posilionen der buil
dinq blocks frei vom Anwender
definl€rt werden können, so dass
das System an Flexib lität kälm zu
überbi-.ten ist. n d€r Reqel q€nü-
gen zwar die mit der Software
mitgelief enen 5yntheseprotokolle,
allerdings hat der Anwender dk
[4öglchkei te ine ind v iduel€ opl ]
rnierung der Reaktionsbedinqrn
gen durchzuf i ihren.  5o is l , .B.  e ne
Anpassung der stärke der lvlikro.
welleneinstrahlung per l\4ausklick
möglich und auch kompliziertere
Reaktiof€n wie z. B. die dischen.
ze tlkhe Abspa t!ng odhogonaier

schutzgr!ppen (2. B. ally )ist ohne
qroßen Auieand r€alisierbar

In der R€qe snd jedoch auch
ohne aufi{endige Opumierungen
mit den Standardprotokoll-.n sehr
qute Ergebniss€ rea s€rbar Ein
gut€s Beispiel für ein ,,schwieiges
P€plid" nelt das ll Amyloid dat
weches e in aus derAzheimer For
schung bekanntes 42mer daßiellt.
Urter konventonellen Bedingun-
gen wnd das P€plid in einer Rein-
heit von nur 10% qewonnen, wäh-
rend mit dern L berty und
Verwendung von standardproto
kolen (d h ohne optim erLrnq)
bereils eine Rohprodukt-neinheit

Zur Komp ettierung des Anqe-
boies irn Bere ch der tuplidsynthe-
s€ neht s€il einigen Nlonaten auch
€ii System zur Verfügung, weich€s
die Abspaltung und Enlschützung
der synthetiserten Peptide m t
Iv kow€llenunteßtützung ermöq.
licht Das Accent rr4odu (Abb. 4)
errnöglicht d e normalerweise
Stunder dao€rnd€ Abspaltung des
Peplides vom Harz in 15 [4]i!ten,
wobe aufgrund der kurzen Reakii
oreeit deullich wefig€r Neben

lr kleineren Ansätz€n isl auch
ein Mkrodeavag€ in nur 2 [4inu
ten reals€rbäi so däss eine fort
auf€nde Synthese damit präktisch
in Echtzeit monitoierbar n. Nicht
nur d€ reine Synthese sondern
auch d€r Prozess der synth€seopti
mierung istdämit n der IVikrowel
le deutlich beschleunigt. Eine
anwendung d€r beschriebenen
systeme ermöglicht gerade im 8e-
reich d€r wirkstotf ertwicklung und
optimierunq eine Eeschleun qunq

der sonn ofi sehr zeitraub€nden
P'ozesre unr ein Viellaches.

Mikrowellenunterstützter
enzymatischerVerdau

Der enzymatisch€ Verdau ist ein
wichtiger schrtt in der Prcb€nvor
bereitung zrr Sequenzanalyse von
Proteinen und Peplid€n mittels
Massenspektrometr e Dabei wer
den die Protene oder Peptide
d!rch veEchieden€ ,e €ktive Enzy
me (2.8.  GluC) an benimmten
Schnittstellen gespaten und ein
großes Polymer dabei in einlge
klerere F.agmeite gednltlen,
d e sich deLrtlich eichler seq!en?i
eren assen. Au.h dieser Prozess
wird durch Einsatz der [likrowelle
deut ich b€sch euniqt [9].

Ein klassisches Beispie ist der
Iransferrin Verdau. Der konv€ntio-
nelle Verdau dauert je nach Quali
täi des schnedenden Enzyms bis
zu 16 Slunden. DerVerdau mit lv4ik
rowe lenunteGtülzung inr Discover
daued demgegenüber nur 10 min.
zudem sind in der Mikrowe €
Schnitte reallsierbar die konvent o-
nellprakl (h gar nicht nanfinden,
so dass z.B beim Trannerrin'Ver
dau die Qualität des mikrowelen-
unteßlütrenVerdals um 10% bes.
ser ist ak auf dem konventlone Lem
Weg€ 1101.

Mikrowel lentechnik
beschleunigt die Protein'
Hydrolys€

Dle Protein-Hydrcyse st eire alt
bewährte Aufsch ussprozedur aus
den Fünlziqer Jahren zur Analyle
der AminosaurezusammensetTirig

abb.7:Ein guresBeispie lzurbeschl€unigtenProte in-Hydrolysebinnen

574 . GIT taborra.hzeitschrilt 9/2009

Somatostatin

I



von Peptiden und Proteinen. NIit-
tels €iner Aminosäuren-Analy5e
(AAA) de, Hydrolysates erfolst die
Quantif zierunq der einzelnen Ami-
nosäuren der jeweiliqen Prcbe
eine l,lethode die rnitteMeile ne
ben der Sequenzierung mittels
lvS/MS zum Standard beiderAna-
lytik von Peptiden und Proteinen
zählt. Auch hier liefert der tinsatz
der lvikrowellentechnik enorme

l. D€r Zeitgewinn durch den Ein-
satz der lvlikrowellent€chnik ist
auch bei der Protein Hydrolyse
eßtaunlich- Anstatt die zeßef
zungsreäktionen über Nacht zu
betr€iben, vemag die r,fikro-
welle in nw 15 min. vergleich-
bare Ergebnisse zu eaielen,

2. Die Aufrchlutseffizienz wnd
erhöht. Spezie I bei hydmphG
ben Proteinen wird der Aul
5chluss unter lvikrowellenakti-
vierung deutlich veüesse(

3. Es können in einem Lauf bis zu
10 Standard HPLC Autosampler
Vials (100 300 !l) €inqeselzt
werden.Alle 15 min. können er
neut 10 Proben hydrolysie(
werden und somit ein extrem
hoher Prcbendurchsatz rea i-

zusarnmenfassung

Die Einwirkung von lVikrowellen
energie auf organische bzw bio
chemische Reaktionen hat eine
Reihe von unterschiedlichen vor-
teilen. Neben den verbesserten
Elgebnlssen und schnelleren Re-
aktionszeiten ist vor allenr derAs-
pekt der einfachei und sicheßn
Handhabung 2! b€rüclsichtig€n-
Dies€s zu9ammen i9t auch dei
Grund für d e rasante Verbrcitunq
der [4ikowe len Synthesizer in
den unteßchiedlichsten Einsatz'
befeichen. Um das Grundgedt
Dircover als Gedteplatdorm der
lVikrowellen-Syntheslzer Familie
wurde umlangreiches zubehör
entwickeltr Pumpstalion fÜr Ami
nosäuren zur P€ptid'synlhese,
Kühlmodul lür ,kalte" neaktions'
bedinqllngen, Reaktionsgefäß

F E  S C I E N C E S

ohn€ lanqwieriqes Umbauen der

finsälze fÜr Kleinstansätue m M
kro-l'iaßstab ventilrnodule für
Reaktionen unter Inertgas. Aulo-
sampler für unteßchledlkh große
Druckqefäße und zubehör für
tertphasenreaktionen. All dies
qibt den Forschungslabolatofien
die maximale Flexibllitäl für un-
teßchiedlichste Anweodungen
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