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Biochemie in der Mikrowelle

Einsatz der Mikrowelle zur Synthese und Analytik von Peptiden und Proteinen
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Proteine bzw. Peptide spielen fiir die physiologi-
schen und biochemischen Funktion lebender
Organismen eine herausragende Rolle. Peptide
und Petidomimetika kommen z. B. auch als Wirk-
stoffe mit potenter Wirksamkeit in Frage, was
schnelle Synthesemdglichkeiten fiir die For-
schung interessant macht; oder Proteine sind
selbst Ziel von Wirksubstanzen z.B. in Form von
Enzymhemmern. Daher ist die Sequenz- und
Struktur-Analyse von Proteinen ein weiteres
wichtiges Aufgabenfeld.
Chemische Reaktionen
wie die Peptid-Syn-
these sind unter
Mikrowellenein-
wirkung  typi-
scherweise deut-

Abb. 1: CEM Disco-
ver mit Spezialaus-
riistung fiir die

Festphasen-Peptid-
Synthese nach Merrifield
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lich schneller als unter konventionellen
Bedingungen. Organische und biochemische
Reaktionen laufen bei Verwendung von Mikro-
wellenenergie in wenigen Minuten ab, anstelle
von Stunden, wie es bei traditionellen Methoden
iiblich ist. Die genauen Mechanismen sind noch
nicht eindeutig geklart, doch mittlerweile berich-
ten viele tausende von Verdffentlichungen und
Ubersichtsartikeln fiir die unterschiedlichsten
Einsatzbereiche von den enormen Moglichkeiten
dieser leicht zu bedienende Technologie [1].

Fiir temperatursensitive Produkte oder Zwi-
schenstufen ist auch die Kombination von Mikro-
wellenaktivierung mit gleichzeitiger Kiihlung zur
Gewahrleistung von niedrigen Reaktionstempe-
raturen im Modell Discover CoolMate maglich.
[2]. Bereman et al. bestrahlten einen enzymati-
schen Aufschluss bei 25°C mit ~250 W bei der
gleichzeitigen Kiihlung im Discover CoolMate
und zeigten verbesserte Ergebnisse gegeniiber
den Reaktionsbedingungen ohne Kiihlung. [3]

Wahrend in der organischen Chemie (z.B. Heterocyclen-Chemie) die
mikrowellenunterstiitzte organische Synthese langst Einzug in die
Labors gehalten hat, werden mittlerweile immer mehr Anwendungen
fiir die Mikrowelle in der Biochemie entdeckt. So sehen mehr und mehr
Wissenschaftler die Vorteile des Mikrowellen-Einsatzes bei der Synthe-

se von Peptiden sowie bei der Analyse von Peptiden und Proteinen.

i

Abb. 2: Synthese am Liberty und Micro Cleavage
am Accent

Peptid-Synthese

Nach anfénglicher Skepsis der meisten Peptid-
chemiker hat sich in den letzten Jahren der Ein-
satz der Mikrowelle auch bei der Synthese von
Peptiden mehr und mehr durchsetzen kdnnen.
Zahlreiche Publikationen der letzten Jahre [4, 5,
6, 7] belegen, dass unter Mikrowelleneinwir-
kung gerade sehr schwierige Sequenzen gut
synthetisierbar werden, was vor allem auf die
Eliminierung der Aggregationsproblematik hyd-
rophober Peptidketten zuriickzufiihren ist.
Hervorzuheben ist, dass es in der Mikrowelle
trotz thermischer Effekte zu einer Unterdriickung
der Racemisierung kommt [8]. Auch andere klas-
sische Nebenreaktionen in der Peptidsynthese
wie z.B. Aspartimidbildung kénnen durch Opti-
mierung der Reaktionsbedingungen in der Mik-
rowelle minimiert werden. Durch die zunehmen-
de Verbreitung der Mikrowellenpeptidsynthese
werden natirlich auch die Protokolle zur Peptid-
synthese zunehmend verfeinert und optimiert.
So wird beispielsweise von vielen Anwendern
das leichter zugangliche und weniger gesund-
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Abb. 3: Vorteile der mikrowellenaktivierten SPPS im Liberty

heitsschadliche Piperazin zur Ab-
spaltung der Fmoc-Gruppe benutzt.
Durch all diese Optimierungen
werden die Ausbeuten bei den ein-

zelnen Syntheseschritten kontinu-
ierlich optimiert, so dass die Ket-
tenlange der synthetisierbaren
Peptide in den letzten Jahren deut-

Abb. 4: Accent-Modul fiir Mikro-Cleavage der Peptide

lich gestiegen ist. In Verbindung
mit einer geeigneten Capping/ Tag-
ging-Strategie lassen sich heutzu-
tage auch Peptide mit mehr als 100
Aminosduren sinnvoll an einem
Stiick synthetisieren.

Apparativ stehen dem Anwen-
der dabei mittlerweile sowoh| ma-
nuelle als auch voll automatisierte
Systeme zur Verfligung. Fir die

manuelle Peptidsynthese findet
das Discover SPS Anwendung
(Abb. 1), in dem Ansatzgrdssen
von bis zu 3mmol realisierbar sind.
Ein durchschnittlicher Kopplungs-
zyklus  (incl. Waschvorgédngen)
dauert in diesem System ca. 10
Minuten, so dass hier pro Stunde
bis zu 6 Aminoséduren gekoppelt
werden kdnnen.

sicma @

Laboratory Centrifuges

Tischkiihlzentrifuge
Sigma 6-16K

40 x 50 ml culture ; max. 4.800 x g
6 x 500 ml ; max. 17.000 x g

Sigma Laborzentrifugen GmbH

An der Unteren Stse 50  Postfach 1713
37520 Osterode 37507 Osterode
Germany

Tel.: 05522 5007 0 Fax : 05522 5007 12
info@sigma-zentrifugen.de
www.sigma-zentrifugen.de

GIT Labor-Fachzeitschrift 9/2009 » 573



' LIFE SCIENCES

CEM_12|803_0001, B_|21503_0001
Krate PCAwma CFR V2 §
Wt AamY 155 my
1481.0 16 hr conventional digest
1483.1 Missed Cleavage
2186.9 \
3 1934 l 21 %s.a 2855.1
o 908 18], radedly teoeg T, 2ee0, [T
0 10 min microwave digest: i
More Covernge Muore protein coverage with
o 1236.2 fewer missed cleavages .
.1u1 | | 21589 i
| T
» | 1814.5 \ | zgcl
H 1
5 ) . i\. ¥ e s 0 | PO ]
1000 1200 1400 1600 1400 2000 2200 2400 00 2600 3oouFH
MessiZhains

Abb. 5: Transferrin Verdau im Discover

Mit steigender Peptidlange
macht die Anwendung eines auto-
matisierten Systems Sinn — nicht
zuletzt aufgrund der héheren Zu-
verlassigkeit. Hierflr steht mit
dem Liberty (Abb. 2) ein voll auto-
matisiertes System zur Verfligung,
das in den letzten Jahren soft-
ware- und hardwaretechnisch so
weit optimiert wurde, dass mitt-
lerweile praktisch jede Art von
Chemie auf einfache Art und Wei-
se implementiert werden kann.
Das Gerat ermdglicht die Verwen-
dung von bis zu 25 verschiedenen
building blocks (die géngigen Re-
agentien sind bei CEM bereits fer-
tig abgewogen kommerziell er-
haltlich) und verfiigt Gber 12
Harzpositionen, d.h es kdnnen bis
zu 12 Peptide nacheinander syn-
thetisiert werden. Die Ansatzgros-
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se ist dabei im Bereich von
0,1mmol-5,0mmol frei wahlbar.
Fir die weiteren bendtigten Re-
agentien (Aktivator, Base, Cap-
ping, Losungsmittel) stehen 5 wei-
tere Ports zur Verfiigung, die
genau wie die Positionen der buil-
ding blocks frei vom Anwender
definiert werden kdénnen, so dass
das System an Flexibilitat kaum zu
iiberbieten ist. In der Regel genii-
gen zwar die mit der Software
mitgelieferten Syntheseprotokolle,
allerdings hat der Anwender die
Moglichkeit eine individuelle Opti-
mierung der Reaktionsbedingun-
gen durchzufiihren. So ist z.B. eine
Anpassung der Starke der Mikro-
welleneinstrahlung per Mausklick
maglich und auch kompliziertere
Reaktionen wie z.B. die zwischen-
zeitliche Abspaltung orthogonaler
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Abb. 7: Ein gutes Beispiel zur beschleunigten Protein-Hydrolyse binnen

20 - 25 min.
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Abb. 6: Das CEM Discover ausgeriistet zur beschleunigten Protein-Hydrolyse

Schutzgruppen (z. B. Allyl) ist ohne
groBen Aufwand realisierbar.

In der Regel sind jedoch auch
ohne aufwendige Optimierungen
mit den Standardprotokollen sehr
gute Ergebnisse realisierbar. Ein
gutes Beispiel fiir ein ,schwieriges
Peptid” stellt das B-Amyloid dar,
welches ein aus der Alzheimer For-
schung bekanntes 42mer darstellt.
Unter konventionellen Bedingun-
gen wird das Peptid in einer Rein-
heit von nur 10 % gewonnen, wah-
rend mit dem Liberty und
Verwendung von Standardproto-
kollen {d.h ohne Optimierung)
bereits eine Rohprodukt-Reinheit
von 63 % erreicht wird.

Zur Komplettierung des Ange-
botes im Bereich der Peptidsynthe-
se steht seit einigen Monaten auch
ein System zur Verfiigung, welches
die Abspaltung und Entschiitzung
der synthetisierten Peptide mit
Mikrowellenunterstiitzung ermdg-
licht. Das Accent-Modul (Abb. 4)
ermoglicht die  normalerweise
Stunden dauernde Abspaltung des
Peptides vom Harz in 15 Minuten,
wobei aufgrund der kurzen Reakti-
onszeit deutlich weniger Neben-
produkte auftreten.

In kleineren Ansétzen ist auch
ein Microcleavage in nur 2 Minu-
ten realisierbar, so dass eine fort-
laufende Synthese damit praktisch
in Echtzeit monitorierbar ist. Nicht
nur die reine Synthese, sondern
auch der Prozess der Syntheseopti-
mierung ist damit in der Mikrowel-
le deutlich beschleunigt. Eine
Anwendung der beschriebenen
Systeme ermdglicht gerade im Be-
reich der Wirkstoffentwicklung und
-optimierung eine Beschleunigung

der sonst oft sehr zeitraubenden
Prozesse um ein Vielfaches.

Mikrowellenunterstiitzter
enzymatischer Verdau

Der enzymatische Verdau ist ein
wichtiger Schritt in der Probenvor-
bereitung zur Sequenzanalyse von
Proteinen und Peptiden mittels
Massenspektrometrie. Dabei wer-
den die Proteine oder Peptide
durch verschiedene selektive Enzy-
me (z.B. Glu-C) an bestimmten
Schnittstellen gespalten und ein
groBes Polymer dabei in einige
kleinere Fragmente geschnitten,
die sich deutlich leichter sequenzi-
eren lassen. Auch dieser Prozess
wird durch Einsatz der Mikrowelle
deutlich beschleunigt [9].

Ein klassisches Beispiel ist der
Transferrin-Verdau. Der konventio-
nelle Verdau dauert je nach Quali-
tit des schneidenden Enzyms bis
zu 16 Stunden, Der Verdau mit Mik-
rowellenunterstiitzung im Discover
dauert demgegeniiber nur 10 min.
Zudem sind in der Mikrowelle
Schnitte realisierbar, die konventio-
nell praktisch gar nicht stattfinden,
so dass z.B. beim Transferrin-Ver-
dau die Qualitdt des mikrowellen-
unterstiitzen Verdaus um 10 % bes-
ser ist als auf dem konventionellem
Wege [10].

Mikrowellentechnik
beschleunigt die Protein-
Hydrolyse

Die Protein-Hydrolyse ist eine alt-
bewahrte Aufschlussprozedur aus
den Fiinfziger Jahren zur Analyse
der Aminosaurezusammensetzung



von Peptiden und Proteinen. Mit-
tels einer Aminosduren-Analyse
(AAA) des Hydrolysates erfolgt die
Quantifizierung der einzelnen Ami-
nosauren der jeweiligen Probe —
eine Methode die mittlerweile ne-
ben der Sequenzierung mittels
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Einsatze fir Kleinstansatze im Mi-
kro-MaBstab, Ventilmodule fiir
Reaktionen unter Inertgas, Auto-
sampler fiir unterschiedlich groBe
DruckgefaBe und Zubehor fir
Festphasenreaktionen. All dies
gibt den Forschungslaboratorien
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Vorteile:
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satz der Mikrowellentechnik ist ~ [1] Murray J. K. Organic Letters Vol. 7,

auch bei der Protein-Hydrolyse No. 8, 1517-1520 (2005}
erstaunlich. Anstatt die Zerset-  [2] Singh B. J. et al.,, Organic Letters,
zungsreaktionen iiber Nacht zu Val. 8, No. 9, 1863-1866 (2006)
betreiben, vermag die Mikro-  [3] Bereman M.S. et al., J. o. Proteome
welle in nur 15 min. vergleich- Res.2009

bare Ergebnisse zu erzielen. [4] Park M.-S. Tetrahedron Letters 48/6

2. Die Aufschlusseffizienz  wird 1053-1057 (2007)
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werden und somit ein extrem  [9] Shan Lin S. et al, Am. Soc. Mass
hoher Probendurchsatz reali- Spectrom 16, 581588 (2005)
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