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Biotinsubstruktur aufweist, gelang durch Affinitdtskapillar-
elektrophorese (Abb. 1). Bei Zugabe von Avidin in 10-mg-
Mengen zur Probe eines Ansatzes, bei dem die Kupplungs-
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Abb. 1. Affinitatskapillarelektrophorese des Produkts 13 (C) aus Reak-
tion (4). A =Katalysatorkomplex; B =Pro(p-I-Phe)bradykinin 10; D=
Avidinproduktkomplex. Naheres sieche Text.

+10 mg Avidin +20 mg Avidin

reaktion noch nicht beendet war, nahm nur der Produktpeak
ab, wihrend der Peak eines neuen Proteinkomplexes zunahm.
Die C-C-Kreuzkupplung durch Katalyse mit Palladium-
Guanidinioarylphosphan-Komplexen ermdoglicht also die re-
gioselektive Verkniipfung von Iodarenen und Alkinen, die
einzeln chemisch stabil und in ihrer Reaktivitidt entgegen-
gesetzt zu fast allen anderen funktionellen Gruppen in
Proteinen sind. Deren spezifische Maskierung ist deshalb
ebensowenig erforderlich wie Schutzmafnahmen fiir die
Tertidrstruktur, da die native Funktion der Proteine durch
die duBerst milden Reaktionsbedingungen kaum geschadigt
wird. Das Verfahren diirfte eine breite Anwendung fiir den
Aufbau strukturell wohldefinierter Proteinkonjugate mit
nichtnatiirlichen funktionellen Gruppen finden.
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Selbstreplikation eines Peptids
unter Ionenkontrolle**

Shao Yao, Indraneel Ghosh, Reena Zutshi und
Jean Chmielewski*

Die Fahigkeit der DNA zur Selbstreplikation stellt den sich
vermehrenden Spezies einen Transfermechanismus fiir das
genetische Material zur Verfiigung; sie hat dariiber hinaus
eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung der Biotechno-
logie gespielt.ll DNA war mit dieser Fihigkeit zur Selbst-
replikation lange einzigartig. Spezies, die fiir ihre Selbst-
replikation auf die DNA setzen, vermogen sich Verdnderun-
gen in ihrer Umwelt durch natiirliche Selektion anzupassen.
Inzwischen gibt es aber auch eine Reihe von kiinstlichen
molekularen Systemen, die zur Selbstreplikation fihig sind:
Darunter finden sich Oligomere aus Nucleotiden,? Kon-
jugate von Adenin und Kemps Tricarbonsiure,’! Peptide!
und Micellen.Fl Die Gewinnung eines selbstreplizierenden
Molekiils aus einem groffen Vorrat von Molekiilen hat sich als
eine groBere Herausforderung erwiesen.® Nach jiingsten
Untersuchungen von Lee etal. findet unter bestimmten
Bedingungen bei Peptiden aus der GCN4-Leucinzipper-
Domine Selbstreplikation in einem autokatalytischen Cyclus
statt.). Wir haben nach einem selbstreplizierenden Peptid-
system gesucht, das auf seine Umgebung reagiert und sich nur
unter extremen Bedingungen repliziert. Wir stellen in diesem
Beitrag ein Peptid vor, das sich autokatalytisch in Abhdngig-
keit von den Umgebungsbedingungen repliziert.

Das Peptid K1K2 (Abb. 1) wurde auf der Grundlage einer
Sequenz des KK-Peptids von Zhou etall” und unseres
Peptids E1 E2B! entwickelt. Das K1 K2-Peptid enthilt in den
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a)

b)

K1K2: Ac-KLYALKE-KLGALKE-KLACLKE-KLGALKE-KLYALKE-CONH,
K1: Ac-KLYALKE-KLGALKE-KLA-COSR
K2: H,yN-CLKE-KLGALKE-KLYALKE-CONH,

Abb. 1. a) Helixrad-Diagramm des Peptids K1 K2 mit den Positionen der
Coiled-coil-Wiederholung aus sieben Aminosduren (a—g). b) Sequenzen
der untersuchten Peptide [R =(CH,),CONH,]. Die Reste Ala und Cys,
zwischen denen die Kupplung stattfindet, liegen an den Positionen b und c,
die dem Losungsmittel ausgesetzt sind.

e- und g-Positionen der Leucin-Wiederholungsregion Lys-
Reste; aufgrund elektrostatischer AbstoBung verhindert dies
die Bildung einer stabilen Coiled-coil-Konformation in sau-
rem und neutralem Milieu. Unter sehr basischen Bedingun-
gen oder unter neutralen Bedingungen mit hohen Konzen-
trationen abschirmender Gegenionen sollten die absto3enden
Krifte verringert und eine Aggregation des Coiled-coil-
Peptids moglich sein. Die ionenunterstiitzte Einleitung der
Sekundirstrukturbildung (Nucleation) wurde bereits de-
monstriert, allerdings wurde eine Nucleation in Gegenwart
von Ionen bei gleichzeitiger Autokatalyse noch nicht er-
reicht.’* 1% Dieser Arbeit lag die Vorstellung zugrunde, da3
eine Selbstreplikation des K1 K2-Peptids aus kleineren Frag-
menten nur unter solchen Bedingungen stattfinden wiirde, die
eine stabile Coiled-coil-Konformation begiinstigen, denn nur
diese kann als Templat fungieren.

Zwei Fragmente wurden entworfen, aus denen sich K1K2
durch chemische Verkniipfung nach Kent et al.l'!l bilden
sollte: das Peptid K1 mit einem terminalen Thioester und das
nucleophile Fragment K2. Die Kupplung zwischen K1 und K2
zu K1K2 sollte unter sauren oder neutralen Bedingungen
nicht autokatalytisch verlaufen, da unter diesen Bedingungen
K1K?2 iiberwiegend in der Random-coil-Konformation vor-
liegt, die nicht als Templat wirken kann. Wie bereits gezeigt
wurde, wird bei Peptiden, die Lys-Reste in den e- und g-
Positionen enthalten, die Bildung der Coiled-coil-Konforma-
tion gefordert, wenn man Salze wie NaClO, zufiigt, weil damit
die elektrostatische AbstoBung vermindert wird.’?! Diese
Bedingungen sollten somit die Fahigkeit von K1K2 erhohen,
als Templat zu fungieren, was wiederum zur autokatalytischen
Bildung von K1K2 im Neutralen fiihren sollte.

Der Helixanteil der entworfenen Peptide wurde mit
Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie bestimmt. In Ab-
hingigkeit von der Salzkonzentration nehmen die Peptide
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eine helicale Konformation ein (Abb. 2a). Der Helixanteil
von K1K2 erreicht bei 2.5M NaClO, ein Maximum von
82% .12 Dies ist vermutlich darauf zuriickzufithren, da$3 nach
Abschirmung der protonierten Lys-Reste eine Coiled-coil-
Konformation vorliegt, wie es auch bei KK beobachtet
wurde.! Das Verhiltnis von @4,/ @07am korreliert mit der
Anwesenheit einer Coiled-coil-Struktur; fiir K1 K2 wurde ein
Wert von 1.03 in 1.0 M NaClO,-Losung bestimmt, der gut mit
Befunden bei anderen Coiled-coil-Peptiden iibereinstimmt.['3!
Die Zugabe von 50proz. Trifluorethanol, das interhelicale
Wechselwirkungen stort, zu K1K2 in 1.0 m NaClO4-Losung
verminderte das @,/ @207mm- Verhiltnis auf 0.89; dieser Wert
weist auf das Vorliegen einer einstringigen a-Helix hin.['*l Die
Sekundirstruktur der kiirzeren Peptide K1 und K2 ist
ebenfalls von der Salzkonzentration abhidngig, wobei die
hochsten Helixanteile von 34 bzw. 35% bei 2.5M NaClO,
auftraten. Um festzustellen, ob K1 und K2 bei 1.0 m NaCIO,
assoziieren, wurde das CD-Spektrum einer &quimolaren
Mischung von K1 und K2 mit dem Summenspektrum von
K1 und K2 verglichen. Die Peptidmischung wies keinen
hoheren Helixanteil auf als die beiden Peptide fiir sich, was
darauf hindeutet, da3 keine Assoziation zwischen K1 und K2
auftritt.
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Abb. 2. a) Der Helixanteil x in K1K2 (o), K1 (0) und K2 (a) als Funktion
der NaClO,-Konzentration. b) K1K2-Bildung als Funktion der Zeit in
MOPS-Puffer bei pH75 und unterschiedlichen Konzentrationen an
NaClO,. ¢ O0M NaClO,, o 0.25m NaClO,, A 0.5M NaClO,, @ 0.75M
NaClO,, * 1.0 m NaClO,, 0 2.0 m NaClO,.

Zur Bestimmung des Aggregationszustands von K1K2 in
Gegenwart von 0.5M NaClO, bei pH75 wurde die Aus-
schluBchromatographie eingesetzt. Die relative Molekiilmasse
von ungefihr 18000 entspricht einer tetrameren Struktur unter
diesen Bedingungen. Ohne NaClO, wurden sowohl mono-
mere als auch dimere Formen von K1K2 mit der Ausschluf3-
chromatographie nachgewiesen; dieser Strukturpolymorphis-
mus ist auch von anderen Coiled-coil-Peptiden bekannt.!]
Die tetramere Form von K1K2 wurde mit Harnstoff denatu-
riert. Dabei wurde CD-spektroskopisch ein Ubergang zwi-
schen zwei Zustidnden festgestellt (Abb. 3). Eine Dissozia-
tionskonstante von 2.84 +0.71 x 10732 m® wurde fiir K1 K2 bei
0.75 M NaClO, erhalten, wenn man die Daten des Denatu-
rierungsvorgangs in die Gleichungen eines zweistufigen Mo-
dells fiir den Tetramer-Monomer-Ubergang einsetzte.!'!

Da sich die Konformation von K1K2 durch Zugabe von
Salz kontrollieren lie3, wurde die Produktion von K1K2 aus
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Abb. 3. Harnstoff-Denaturierung von 50 pm K1K2 bei 0.5 M NaClO, (m),
0.75 M NaClO, (0), 1.25 m NaClO, (»), 1.5 M NaClO, (o). Den Daten fiir
0.75M NaClO, (o) ist die fiir ein Monomer-Tetramer-Gleichgewicht
berechnete Kurve angepaBt.l'l [@,,,] ist die mittlere Restelliptizitit.

K1 und K2 iiber einen Konzentrationsbereich von 0 bis 2.0 M
NaClO, untersucht. Wurde die NaClO,-Konzentration in der
Reaktionsmischung ausgehend von 2.0 M abgesenkt, dann
nahm auch die Bildung von K1K2 ab (Abb. 2b). Die
Geschwindigkeit der K1K2-Bildung ist bei 1.0 und 2.0 m
NaClO, deutlich hoher als bei niedrigeren Salzkonzentratio-
nen; dies 148t sich vermutlich auf die Coiled-coil-Konforma-
tion und damit die Templatfahigkeit des Produkts K1K2
unter diesen Bedingungen zuriickfithren. Wie sich aus Ab-
bildung 3 ersehen 14Bt, wird das Aggregat mit zunehmender
NaClO,-Konzentration stabiler. Senkt man die Salzkonzen-
tration bei der Reaktion, dann fiihrt die elektrostatische
AbstoBBung der protonierten Lys-Reste zu einem Uncoiling
von K1K2 und damit zu einer Verminderung seiner Tem-
platfahigkeit fiir K1 und K2.

Die Autokatalyse der K1 K2-Bildung bei pH 7.5 in Gegen-
wart von NaClO, lie$ sich unzweifelhaft dadurch beweisen,
daB3 die Kupplung von K1 mit K2 bei zwei NaClO,-Kon-
zentrationen (0.75 und 2.0 M) in Gegenwart unterschiedlicher
Mengen K1K2 als Templat durchgefiihrt wurde (Abb. 4a und

4b). Die Gegenwart von K1K2 als Templat beschleunigt die
Bildung von K1K2 bei beiden Salzkonzentrationen. Zudem
ist die Anfangsgeschwindigkeit der Produktbildung linear
proportional zur Quadratwurzel der Templatkonzentration
(Abb. 4c), wie man es fiir eine autokatalytische Reaktion
erwartet.

Die experimentellen Ergebnisse bei Konzentrationen von
2.0 und 0.75 M NaClO, wurden mit dem Programm SimFit
analysiert.?¢¢l Dieses lieferte scheinbare Geschwindigkeits-
konstanten k, der autokatalytischen Reaktion von 24.6+
1.5 M~32s ! bzw. 12.9 + 0.8 M—*2s~1, Geschwindigkeitskonstan-
ten k, der unkatalysierten Reaktion von 0.087 4-0.008 m~'s~!
bzw. 0.082 4 0.009 M~'s~! und Geschwindigkeitskonstanten k;,
der Hydrolyse des Thioester-Peptidfragments K1 von 2.78 +
0.25x107°s7! bzw. 3.54+0.4 x 105s". Aus diesen Werten
ergab sich eine Autokatalyse-Effizienz (e =k,/k,) von etwa
280 bzw. 160. Wihrend sich die Geschwindigkeitskonstante
der unkatalysierten Reaktion mit wachsenden Konzentratio-
nen wenig verdnderte, stieg die Geschwindigkeitskonstante
der autokatalytischen Reaktion fiir die K1K2-Bildung von
129 M32s71 auf 24.6 M32s!, was vermutlich auf die ver-
stiarkte Coiled-coil- und damit Templatbildung zuriickzufiih-
ren ist.

Die Kupplungsreaktion lieferte weniger als 5% K1K2,
wenn man 50proz. Trifluorethanol zugab, die die Coiled-coil-
Bildung inhibiert.'¥] Auch die Zugabe von 7wm Harnstoff
reduzierte die Ausbeute der Kupplungsreaktion in Gegenwart
von 1.0 M NaClO, auf Hintergrundniveau, was ebenfalls die
Rolle von K1K?2 als Templat fiir die Reaktion von K1 mit K2
unterstreicht. Die Geschwindigkeiten der Reaktion zwischen
K1 und K2 ohne NaClO, waren sowohl in Gegenwart als auch
in Abwesenheit von K1K2 bei pH 7.5 gleich; dieser Befund
bestitigt, da die Autokatalyse nur stattfindet, wenn die
Bildung einer stabilen Coiled-coil-Struktur geférdert wird.
Da K1K2 als Tetramer existiert, konnte die als Templat
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Abb. 4. a) K1K2-Bildung als Funktion der Zeit fiir Reaktionsmischungen von K1 und K2 mit unterschiedlichen Anfangskonzentrationen an K1K2 als
Templat bei pH 7.5 in 250 mm MOPS (1% (v/v) 3-Mercaptopropionsiure) und 2.0 M NaClO,; o kein K1K2, m 25 um K1K2 0 50 pm K1K2, @ 100 pm K1K2.
b) Wie a), jedoch mit einer NaClO,-Konzentration von nur 0.75 M. Die Kurven wurden mit dem Programm SimFit?¢ <! berechnet. Die gestrichelten Linien
geben die berechnete Bildung von K1K2 ohne Autokatalyse wieder. ¢) Anfangsgeschwindigkeit v, der K1 K2-Bildung als Funktion der Quadratwurzel der
anfinglichen Templatkonzentration [T] in 2.0 M NaClO, (o) und 0.75 M NaClO, (e). Fiir die Datenanalyse mit SimFit gingen wir von den folgenden
Reaktionsgleichungen aus: a) K14 K2 —K1K2 mit einer Geschwindigkeitskonstanten ky; b) K1+ K2+0.5 K1 K2 —1.5 K1 K2 mit einer Geschwindig-
keitskonstanten k,; ¢) K1 —K1* mit einer Hydrolysekonstanten k;,.
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fungierende Spezies ein Coiled-coil-Trimer sein. Allerdings
konnen wir nicht ausschlieBen, daf3 auch ein Monomer oder
Dimer bei sehr geringen Anfangskonzentrationen von K1K2
in der Startphase der Reaktion als Templat fungiert.

Wir haben also ein selbstreplizierendes Peptid entworfen,
das seine eigene Bildung bei hohen Salzkonzentrationen
fordert. Bei sehr geringen Salzkonzentrationen ist die Auto-
katalyse unterdriickt, die Reaktion mit zugesetztem Templat
1aBt sich nicht von der Hintergrundreaktion unterscheiden.
Wie diese Selbstreplikation zeigt, ist eine Kontrolle durch
Tonen bei der Peptidautokatalyse erreichbar. Wir wenden
diese Strategie nun an, um selbstreplizierende Systeme zu
entwerfen, bei denen eine Kreuzkatalyse unter kontrollierten
Bedingungen moglich ist.

Experimentelles

Die Peptide K1K2 und K2 wurden durch Festphasen-Peptidsynthese auf
einem Rink-Harz!"! mit Fmoc-Chemie synthetisiert.l'’”? Das Peptid K1
wurde an einem mit Boc-Ala-S(CH,),CO,H!"! funktionalisierten MBHA-
Harz synthetisiert; dabei wurde die Boc-Chemie mit der In-situ-Neu-
tralisation nach Kent et al.l'!l eingesetzt. Die Abspaltung des Peptids von
der festen Phase mit HF/Anisol lieferte das Peptid K1, das einen Thioester
enthilt (Abb. 1). Alle Peptide wurden durch Umkehrphasen-HPLC bis zur
Homogenitit gereinigt und mit Massenspektrometrie (Plasmadesorption)
und Aminosdureanalyse charakterisiert.

CD-Spektroskopie: Die Spektren fiir K1, K2 und K1K2 wurden bei 20°C
in einem 10 mm MOPS-Puffer bei pH 7.5 (Puffer A) aufgenommen. Fiir die
Untersuchungen zur Salzabhéngigkeit und zur Denaturierung wurden
NaClO, und Harnstoff aus Stammlosungen in Puffer A zugefiigt. Um
sicherzustellen, dal wihrend der Messungen keine Reaktion ablief,
wurden Varianten von K2 und K1K2 eingesetzt, bei denen Cys durch
Ala ersetzt worden war.

Ausschluichromatographie: Eine 1.8 cm x 98 cm-Sdule wurde mit Sepha-
dex G-50 gepackt. Bei 25°C und einer FluBrate von 0.34 mL min~! wurde
mit folgenden Puffern dquilibriert: a) 100 mm Phosphat, 0.5 M NaClO,,
pH 7.5; b) 100 mm Phosphat, pH 7.5. AnschlieBend wurden 500 pL einer
75 uM-Losung von K1K2 auf die Sdule aufgetragen. Die scheinbare
Molekiilmasse der eluierten Spezies wurde durch Interpolation auf einer
Standardkurve von Carboanhydrase, Cytochrom c¢ und Aprotinin be-
stimmt.

Reaktionsbedingungen: Mischungen von K1 (240 um) und K2 (240 pm)
wurden bei 23°C in 250 mm MOPS (1% (v/v) 3-Mercaptopropionsiure), 0
bis 2.0 M NaClO, und pH 7.5 inkubiert. Nach der jeweils angegebenen Zeit
wurden 50 pL der Reaktionsmischung durch Umkehrphasen-HPLC analy-
siert. Die Reaktionsprodukte wurden durch Isolierung und nachfolgende
Charakterisierung durch Massenspektrometrie oder HPLC-Coinjektion
mit authentischen Proben nachgewiesen. Die Produktkonzentrationen
wurden durch Ausmessen der Peakflichen und Interpolation von einer
Standardkurve bestimmt.
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Ein neues Katalysatorsystem fiir die Heck-
Reaktion von reaktionstrigen Arylhalogeniden

Manfred T. Reetz,* Gunther Lohmer und
Renate Schwickardi

Die Pd-katalysierte Heck-Reaktion von Arylhalogeniden
ArX (X=Cl, Br, I) mit Olefinen gehort zwar zu den
Standard-C-C-Verkniipfungsmethoden,!" in der industriellen
Praxis hat sie aber bislang kaum Anwendung gefunden.?
Dies héngt unter anderem damit zusammen, daf3 die Reak-
tivitdt der Arylhalogenide in der Reihenfolge Arl> ArBr>
ArCl drastisch abnimmt, so daf die billigen Chloride und zum
Teil auch die Bromide nicht mit geniigend hohen Ausbeuten,
Umsatzzahlen (TON) und Selektivititen umgesetzt werden
konnen. Trotz neuerer Fortschritte, z. B. der Verwendung aus
Tris(o-tolyl)phosphan herstellbarer Palladacyclen als Kataly-
satoren bei der Heck-Reaktion von Arylbromiden und
aktivierten Arylchloriden,? gilt nach wie vor die Aktivierung
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