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Beschreibung
EINFUHRUNG
Hintergrund

[0001] Bestehende Verfahren zur chemischen Synthese von Proteinen umfassen schrittweise Festphasen-
synthese und Fragmentkondensation entweder in Losung oder auf einer festen Phase. Die klassische schritt-
weise Festphasensynthese von Merrifield umfasst kovalentes Binden einer Aminosaure, die der Carboxyl-ter-
minalen Aminosaure der gewlnschten Peptidkette entspricht, an einen festen Trager und Verlangern der Po-
lypeptidkette in Richtung des Aminoendes durch schrittweises Binden von aktivierten Aminosaurederivaten,
die aktivierte Carboxylgruppen aufweisen. Nach Fertigstellung des Zusammenbaus der zur Ganze geschutz-
ten, Festphasen-gebundenen Peptidkette wird die kovalente Peptid-Festphasen-Bindung mittels geeigneter
chemischer Verfahren gespalten, und die Schutzgruppen werden entfernt, um das Polypeptid-Produkt zu er-
geben.

[0002] Manche Nachteile des schrittweisen Festphasen-Syntheseverfahrens umfassen: unvollstandige Re-
aktion bei den Schritten des Bindens und der Schutzgruppenabspaltung in jedem Zyklus fihrt zur Bildung von
Festphasen-gebundenen Nebenprodukten. In ahnlicher Weise fiihren Nebenreaktionen aufgrund von mangel-
haften chemischen Verfahren und/oder Verunreinigungen, die in den Reagenzien/geschiitzten Aminosauren
vorhanden sind, zu einer Vielzahl von Festphasen-gebundenen Produkten bei jedem Schritt des Kettenzusam-
menbaus und zur Bildung komplexer Produktgemische im Endprodukt. Je langer also die Peptidkette ist, desto
schwieriger ist es, gut definierte Produkte mit hoher Reinheit zu erhalten. Aufgrund der Bildung von komplexen
Gemischen hat die Variante der schrittweisen Festphasensynthese auch Einschrankungen hinsichtlich der
Grole. Im Allgemeinen werden gut definierte Polypeptide aus 100 Aminosaureresten oder mehr Ublicherweise
nicht mittels Festphasensynthese gebildet. Die Synthese von Proteinen und gro3en Polypeptiden auf diesem
Weg ist eine zeitintensive und arbeitsaufwandige Aufgabe.

[0003] Der Ansatz der Festphasen-Fragmentkondensation (auch bekannt als Segmentkondensation) wurde
entworfen, um den Schwierigkeiten beizukommen, die bei der Bildung langer Peptide Uber das schrittweise
Festphasen-Syntheseverfahren auftreten. Das Segmentkondensationsverfahren umfasst die Herstellung
mehrerer Peptidsegmente durch das schrittweise Festphasenverfahren, woraufhin Abspaltung von der Fest-
phase und die Reinigung dieser maximal geschuitzten Segmente erfolgen. Die geschiitzten Segmente werden
eines nach dem anderen an das erste Segment, das an die Festphase gebunden ist, ankondensiert.

[0004] Haufig treten in zahlreichen Schritten der Festphasen-Segmentkondensation technische Schwierig-
keiten auf. Siehe E. Atherton et al., "Solid Phase Fragment Condensation — The Problems", in Innovation and
Perspectives in Solid Phase Synthesis, 11-25 (R. Epton et al., 1990). Beispielsweise kann die Verwendung
von Schutzgruppen an Segmenten, um ungewlnschte Ligationsreaktionen zu blockieren, die geschutzten
Segmente haufig schwerldslich machen, was wirksame Aktivierung der Carboxylgruppe stort. Eingeschrankte
Loslichkeit geschitzter Segmente kann auch die Reinigung geschiitzter Segmente beeintrachtigen. Siehe K.
Akaji et al., Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 33, 184-102 (1985). Geschlitzte Segmente sind hinsichtlich der Rein-
heit, der kovalenten Struktur schwierig zu charakterisieren und sind fiir hochauflésende analytische ESMS
(Elektrospray-Massenspektrometrie) (auf Ladung basierend) nicht geeignet. Racemisierung des C-terminalen
Rests jedes aktivierten Peptidsegments ist auch ein Problem, auer wenn das Ligieren an Glycin-Resten er-
folgt. Darliber hinaus kdnnen das Spalten des ganzlich assemblierten Festphasen-gebundenen Polypeptids
von der Festphase und das Entfernen der Schutzgruppen haufig schwierige und komplizierte chemische Ver-
fahren und lange Reaktionszeiten erfordern, was zum Abbau des ganzlich assemblierten Polypeptids flihrt.

[0005] Segmentkondensation kann in Lésung und nicht in Festphase durchgefiihrt werden. Siehe H. Mura-
matsu et al., Biochem. and Biophys. Res. Commun. 203 (2), 1131-1139 (1994). Doch Segmentkondensation
in Losung erfordert die Reinigung der Segmente vor der Ligation sowie die Verwendung von Schutzgruppen
in einem Bereich verschiedener funktioneller Seitenketten-Gruppen, um mehrfache unerwiinschte Nebenreak-
tionen zu vermeiden. Darlber hinaus ermdglicht die Ligation in Lésung keine einfachen Reinigungs- und
Waschschritte, wie sie bei Festphasen-Ligationen geboten werden. Weiters sind die Einschrankungen hin-
sichtlich der Ldslichkeit geschiitzter Peptidsegmente und geschuitzter Peptid-Zwischenreaktionsprodukte noch
verstarkt.

[0006] Chemisches Ligieren minimal geschiitzter Peptidsegmente wurde untersucht, um den Léslichkeitspro-
blemen beizukommen, die oft bei maximal geschiitzten Peptidsegmenten auftreten. Siehe Cheng et al., "Che-
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mical Synthesis of Human 3-endorphin(1-27) Analogs by Peptide Segment Coupling", Int. J. Pept. Protein
Res. 38, 70-78 (1991); J. Blake, "Total Synthesis of S-Carbamoylmethyl Bovine Apocytochrome ¢ by Segment
Coupling", Int. J. Pept. Protein Res. 27, 191-200 (1986); und H. Hojo et al., "Protein Synthesis using S-Alkyl
Thioester of Partially Protected Peptide Segments, Synthesis of DNA-Binding Protein of Bacillus stearother-
mophilus”, Bull. Chem. Soc. Jpn. 65, 3055-3063 (1992). Dieses Verfahren erfordert jedoch die Verwendung
von Schutzgruppen an allen Lysin-Seitenketten-Aminogruppen, selektiven N-a-Schutz eines oder mehrerer
Segmente und arbeitsaufwandige Reinigungsschritte, die Reinigung, neuerlichen Schutz und neuerliche Rei-
nigung umfassen.

[0007] Die Verwendung mehrfach geschiitzter Peptidsegmente ist mit dem zusammenfassenden Schema der
Bearbeitung von Proteinen unter Verwendung von Peptiden, die mittels rekombinanter DNA-Expression gebil-
det wurden, als eine Quelle nicht vereinbar. Verfahren mit geschitzten Peptidsegmenten sind arbeitsintensiv,
und die geschitzten Peptidsegmente haben teilweise aufgrund der Léslichkeits- und Ligationsschwierigkeiten
geschutzter Peptidsegmente unvorhersehbare Eigenschaften in Bezug auf den Umgang damit. Oft sind stark
geschutzte Peptidsegmente sogar in den starksten polaren aprotischen Losungsmitteln wie Dimethylsulfoxid
(DMSQO) und Dimethylformamid (DMF) nur minimal I6slich. Das Problem der Unlgslichkeit von geschutzten
Peptidsegmenten wurde nur mit geringem Erfolg auf verschiedene Arten behandelt, umfassend die Anwen-
dung (1) einer Strategie mit partiellen Schutzgruppen, die alle Seitenketten auf3er jenen von Ser, Thr und Tyr
maskieren; (2) einer Strategie mit minimalen Schutzgruppen, die nur Thiol- und Amino-Seitenketten maskie-
ren; und (3) die Anwendung reversiblen Schutzes einer Hauptketten-Amidgruppierung, um Aggregation/Unlds-
lichkeit zu unterbinden. Schutzgruppen, die im letzten Ansatz verwendet werden, andern Peptidkonformatio-
nen. Die Verwendung von Hauptketten-Schutzgruppen ist bis heute noch nicht ganz unkompliziert oder vor-
hersehbar und erfordert intensives Experimentieren fir jede Ziel-Polypeptidkette.

[0008] Es gibt zahlreiche Verfahren zum Ligieren ungeschutzter Peptidsegmente Uber nichtnattirliche Haupt-
kettenbindungen. Im Gegensatz dazu gibt es nur wenige Verfahren zum Erhalt einer "nativen chemischen Li-
gation". Eine "native chemische Ligation" ist die chemoselektive Reaktion von ungeschitzten oder N-terminal
Cystein-geschutzten Peptidsegmenten mit einem anderen ungeschitzten Peptidsegment, was zur Bildung ei-
nes ligierten Peptids mit einer Amidbindung an der Ligationsstelle fiihrt.

[0009] Demgemaf besteht auf dem Gebiet der Erfindung Bedarf an raschen Verfahren zur Synthese assem-
blierter Polypeptide Gber chemische Ligation von zwei oder mehr ungeschuiitzten Peptidsegmenten unter Ver-
wendung eines festen Tragers mit verbesserter Ausbeute und erleichterter Handhabung der Zwischenproduk-
te.

[0010] Die vorliegende Erfindung erméglicht unter anderem eine rasche Festphasen-Synthese grof3er Poly-
peptide mit einer natirlichen Peptid-Hauptkette Uber native chemische Ligation von zwei oder mehreren unge-
schitzten Peptidsegmenten, worin keine der reaktiven Funktionalitdten an den Peptidsegmenten voriiberge-
hend mit Schutzgruppen maskiert werden muss. Die vorliegende Erfindung vervollstandigt zum ersten Mal se-
quenzielle chemische Festphasenligation von Peptidsegmenten in Richtung vom N-Terminus zum C-Terminus,
wobei das erste, Festphasen-gebundene, ungeschiitzte Peptidsegment einen C-terminalen a-Thioester tragt,
der mit einem anderen ungeschitzten Peptidsegment reagiert, das ein N-terminales Cystein und eine C-termi-
nale Thiosaure enthalt.

[0011] Andere Ausfuhrungsformen der Erfindung ermdglichen auch native chemische Festphasenligation in
Richtung vom C- zum N-Terminus mit voriibergehendem Schutz von N-terminalen Cysteinresten an einem hin-
zukommenden (zweiten) Peptidsegment. Durchschnittlichen Fachleuten wird bekannt sein, dass die Erfindung
auch die Anwendung nichtnativer chemischer Ligation mit sequenziell ligierten Peptidsegmenten ber nichtna-
turliche Bindungen an eine Festphase umfassen kann. Alternativ dazu kann die Erfindung die Verwendung von
nativer chemischer Ligation von Peptidsegmenten umfassen, worin diese Peptidsegmente eine oder mehrere
nichtnaturliche Hauptkettenbindungen umfassen.

[0012] Die WO 96/34878 und Le Canne et al., J. Amer. Chem. Soc. 118 (25), 5891-5896, offenbaren die Li-
gation von Oligopeptiden, die mittels Festphasensynthese hergestellt werden. Eines kann eine C-terminale
Thioestergruppe aufweisen. Beide Oligopeptide missen vor der Ligation vom Trager abgespalten werden. Die
folgenden Verweise kdnnen auch von Interesse sein:

Matthys J. Janssen, "Thiolo, Thiono, and Dithio Acids and Esters", Kapitel 15, in: The Chemistry of Carboxylic
Acids and Their Esters (1969).

Schnolzer et al., Science 256, 221-225 (1992).

Rose et al., J. Am. Chem. Soc. 116, 30-34 (1994).
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Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 6584-6588 (1994).
Dawson et al., Science 266, 77-779 (1994).

Sakakibara S., Biopolymers (Peptide Science) 37, 17-28 (1995).
Tam et al., PNAS USA 92, 12485-12489 (1995).

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0013] Die vorliegende Erfindung stellt unter anderem neue Verfahren zur Herstellung gro3er Polypeptide
durch native chemische Ligation von Peptidsegmenten in wassriger Lé6sung an ein ungeschitztes, Festpha-
sen-gebundenes Peptid ohne erforderliche Schutzgruppen an den Peptidsegmenten oder mit voriibergehen-
dem Schutz des N-terminalen Cysteins von hinzukommenden Peptidsegmenten bereit. Zu den zahlreichen
Vorteilen dieser Ausfihrungsform der Erfindung zahlen: einfache Reinigung der Zwischen- und Endprodukte;
raschere Ligationsreaktionen aufgrund nicht vorhandener Schutzgruppen und daraus resultierende verbesser-
te LOslichkeit von Peptidsegmenten in wassrigen oder gemischten wassrigen/organischen Losungen; chemo-
selektive Ligation aufgrund nicht vorhandener Reaktivitat der Thioestergruppierung mit anderen funktionellen
Gruppen, die in beiden reaktiven Peptidsegmenten vorhanden sind, um stabile Nebenprodukte zu bilden, was
zu einem reineren Endprodukt ohne Nebenreaktionen fiihrt; Anwendbarkeit zur Uberwachung an der Festpha-
se uber MALDI-Massenspektrometrie oder ESI-MS (Elektrospray-lonisierungs-Massenspektrometrie); herab-
gesetzte Racemisierung aufgrund der Anwendung schonender Aktivierung unter Einsatz eines Thioesters und
der Vermeidung erhéhter pH-Werte; direkte Gewinnung des Polypeptid-Produkts in ungeschiitzter Form; und
Anwendbarkeit in Automatisierungs- und Kombinationsverfahren.

[0014] Ein signifikanter Vorteil der Festphasen-Ligationen gegeniber Lésungsligationen ist, dass die Fest-
phasen-Ligationsverfahren keine mihsamen HPLC- (Hochdruckflissigchromatographie-) Reinigungs- und Ly-
ophilisierungsschritte nach jeder Ligationsreaktion erfordert, was fir Ligationen in Lésung sehr wohl gilt. So
machen die Festphasenligationen zahlreiche zeitaufwandige Reinigungsschritte Uberflissig, die die Gewin-
nung des Endprodukts behindern. Anstelledessen erfordern die hierin beschriebenen sequenziellen Festpha-
sen-Ligationsverfahren nur einen einzigen HPLC-Reinigungs- und Lyophilisierungsschritt, nachdem das unge-
schitzte End-Peptidsegment ligiert wurde und das assemblierte Peptid von der Festphase abgespalten ist. Die
Vermeidung dieser zeitintensiven Reinigungsschritte ermdglicht raschere Synthese des Endprodukts, d. h. des
assemblierten Peptids, als dies beim analogen Verfahren in L6sung moglich ware. Rasche Reinigung des ge-
wilnschten Festphasen-gebundenen Produkts von I6slichen Nebenprodukten stellt hinsichtlich der Ausbeute
des assemblierten End-Polypeptids einen auRergewdhnlichen Fortschritt dar.

[0015] Ein anderer Vorteil von Festphasen-Ligationen ist, dass sie hdhere Konzentrationen von Reaktanten
erlauben, was zu rascheren Reaktionsgeschwindigkeiten fiihrt. Beispielsweise kdnnen unter Verwendung ei-
nes Uberschusses des hinzukommenden Peptidsegments in hoher Konzentration im Vergleich zum Festpha-
sen-gebundenen Peptid Reaktionen sehr viel rascher abgeschlossen werden. Das Uberschiissige Peptidseg-
ment kann leicht von der Festphase abgewaschen werden, nachdem die Ligationsreaktion abgeschlossen
wurde. Eine erhéhte Ausbeute an Endprodukten kann durch erhdéhte Konzentrationen von Peptidsegmenten
erreicht werden. Beispielsweise kann das Festphasen-gebundene Polypeptid an der Festphase ausgetrocknet
und in Ligationslésung neuerlich aufgeldst werden. Alternativ dazu kann das Festphasen-gebundene Peptid
mit einer Loésung des hinzukommenden Peptidsegments in hoher Konzentration gewaschen werden.

[0016] Andere Vorteile der vorliegenden Erfindung sind, dass sie Synthese von viel gréReren Peptiden und
Proteinen ermdglicht, als es bisher mittels herkdmmlicher Verfahren der Fall ist, sie ist zur Automatisierung ge-
eignet, und die Verwendung von hohen Harzbeladungen ermdglicht einfaches Scale-up. Darliber hinaus er-
moglicht die Ligation in Richtung vom N- zum C-Terminus die Verwendung roher Peptidsegmente ohne erfor-
derliche Reinigung oder Lyophilisierung, da Terminationsprodukte, die wahrend schrittweiser Festphasensyn-
these der Peptidsegmente gebildet werden, mit dem Festphasen-gebundenen Peptid nicht reaktionsfahig sind.

[0017] In einer Ausfihrungsform umfasst die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines assemblierten
Peptids mit einer nativen Peptid-Hauptkette durch Ligieren von Peptidsegmenten in Richtung vom N- zum
C-Terminus, umfassend: (a) kovalentes Binden eines ungeschutzten ersten Peptidsegments an eine Festpha-
se uber einen Linker, der eine spaltbare Gruppierung umfasst, worin diese spaltbare Gruppierung unter Liga-
tionsbedingungen stabil ist und das ungeschitzte erste Peptidsegment an jene spaltbare Gruppierung an sei-
nem N-Terminus gebunden ist und an seinem C-Terminus einen a-Thioester aufweist; (b) gegebenenfalls Ein-
fihren eines zweiten ungeschiitzten Peptidsegments, worin das zweite Segment einen Cysteinrest an seinem
N-Terminus und eine Thiosdure an seinem C-Terminus umfasst, unter geeigneten Bedingungen, um Ligation
zwischen dem ersten ungeschitzten Peptidsegment und dem zweiten ungeschitzten Peptidsegment zu er-
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moglichen, um ein nativ ligiertes Peptid zu bilden, das an die Festphase gebunden ist, worin das Festpha-
sen-gebundene Peptid eine Thiosaure an seinem C-Terminus umfasst, und anschlieRendes Uberfiihren der
Festphasen-gebundenen Peptid-Thiosaure in einen Thioester; (c) gegebenenfalls das Wiederholen von Schritt
(b) mit zusatzlichen ungeschiitzten Peptidsegmenten; (d) Einflihren eines nichtgeschiitzten End-Peptidseg-
ments, das einen Cysteinrest an seinem N-Terminus umfasst, unter geeigneten Bedingungen, um Ligation zwi-
schen dem Festphasen-gebundenen Peptid und dem ungeschiitzten End-Peptidsegment zu ermdglichen. In
einer bevorzugten Ausflhrungsform wird die spaltbare Gruppierung gespalten, um das Festphasen-gebunde-
ne Peptid in der Form des assemblierten Peptids freizusetzen. In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform
ist die spaltbare Gruppierung ein spaltbarer Linker, der in der Lage ist, zum Zwecke der Uberwachung der se-
quenziellen Ligationsreaktionen gespalten zu werden. In einer anderen Ausflihrungsform wird das erste unge-
schutzte Peptidsegment als eine Peptid-a-COSH-Thiosdure zugesetzt und anschlieRend zu einem Thioester-
umgesetzt.

[0018] Die sequenzielle Ligation in Richtung vom N- zum C-Terminus ist ein Uberraschend wirksames und
elegantes Mittel zum Erhalt chemoselektiver Ligation von ungeschutzten Peptidsegmenten ohne Racemisie-
rung. Vor der vorliegenden Erfindung wurden sequenzielle Ligationen in Richtung vom N- zum C-Terminus auf-
grund von Bedenken hinsichtlich der Racemisierung am aCOX am C-Terminus des Peptids (Peptid-aCOX)
nicht durchgefiihrt. Unter Einsatz der vorliegenden Erfindung wird das aCOSH am C-Terminus des Peptidseg-
ments schonend zu einem Thioester aktiviert, und die Ligationsreaktion wird in Abwesenheit von Base in einer
wassrigen gepufferten Losung durchgefihrt, was zu schonenden Bedingungen flihrt, die keine racemischen
Gemische hervorbringen.

[0019] Die Verfahren der Erfindung kdnnen zur nativen chemischen Ligation von Peptidsegmenten, die durch
schrittweise Festphasensynthese gebildet werden, verwendet werden. Das letzte Peptidsegment, das am
C-terminalen Ende des letzten Festphasen-gebundenen Peptids im Reaktionsschema zuzusetzen ist, kann ein
rekombinant exprimiertes Peptid sein, das einen N-terminalen Cysteinrest aufweist (Cys-rekombinantes Pep-
tid). Die Thiosaure-Gruppierung, die zu einer Thioester-Gruppierung aktiviert wurde, kann tberall dort platziert
werden, wo eine native chemische Ligation erwiinscht ist, umfassend an einer Seitenkette. So sind die sequen-
ziellen Ligationen der Erfindung nicht auf linear assemblierte Peptide eingeschrankt.

[0020] In einer anderen Ausfiihrungsform umfasst die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines assem-
blierten Peptids mit einer nativen Peptid-Hauptkette durch Ligieren von Peptidsegmenten in Richtung vom C-
zum N-Terminus, umfassend: (a) (a) kovalentes Binden eines ungeschutzten ersten Peptidsegments an eine
Festphase Uber einen spaltbaren "Handle" ("Henkel"), der eine spaltbare Gruppierung umfasst, worin diese
spaltbare Gruppierung unter Ligationsbedingungen stabil ist und das ungeschitzte erste Peptidsegment an
jene spaltbare Gruppierung an seinem C-Terminus gebunden ist und an seinem N-Terminus ein Cystein auf-
weist; (b) Einflihren eines zweiten Peptidsegments, worin das zweite Segment einen Cysteinrest an seinem
N-Terminus und einen a-Thioester an seinem C-Terminus umfasst und worin das zweite Peptidsegment eine
Schutzgruppe an seinem N-terminalen Cysteinrest aufweist, unter geeigneten Bedingungen, um Ligation zwi-
schen dem ersten Peptidsegment und dem zweiten N-terminal geschitzten Peptidsegment zu erméglichen,
um ein nativ ligiertes Peptid zu bilden, das an die Festphase gebunden ist, worin das Festphasen-gebundene
Peptid eine an das N-terminale Cystein gebundene Schutzgruppe umfasst; (¢) Entfernen der Schutzgruppe
vom Festphasen-gebundenen Peptid; (d) gegebenenfalls Wiederholen der Schritte (b) und (c) mit zusatzlichen
Peptidsegmenten, die ein N-terminates Cystein und einen C-terminalen a-Thioester umfassen, worin diese zu-
satzlichen Peptidsegmente eine Schutzgruppe aufweisen, die an den N-terminalen Cysteinrest gebunden sind;
(e) Einfuhren eines End-Peptidsegments, das einen a-Thioester an seinem C-Terminus umfasst, was dafur
sorgt, dass, sofern das End-Peptidsegment ein N-terminates Cystein umfasst, dieses N-terminale Cystein
durch eine Schutzgruppe geschutzt ist, worin dieses Einfuhren unter geeigneten Bedingungen erfolgt, um Li-
gation zwischen dem Festphasen-gebundenen Peptid und dem End-Peptidsegment zu erméglichen; und (f)
gegebenenfalls Entfernen der Schutzgruppe vom N-terminalen Cystein des Festphasen-gebundenen Peptids.

[0021] In einer anderen Ausfiihrungsform umfasst die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines assem-
blierten Peptids mit einer nativen Peptid-Hauptkette durch Ligation von Peptidsegmenten in Richtung vom C-
zum N-Terminus, umfassend: (a) kovalentes Binden eines ungeschiitzten ersten Peptidsegments an eine Fest-
phase Uber einen spaltbaren Handle, der eine spaltbare Gruppierung umfasst, worin die spaltbare Gruppierung
unter Ligationsbedingungen stabil ist und das ungeschiitzte erste Peptidsegment an die spaltbare Gruppierung
an seinem C-Terminus gebunden ist und ein Cystein an seinem N-Terminus aufweist; (b) gegebenenfalls Ein-
fuhren eines zweiten Peptidsegments, worin das zweite Segment einen Cysteinrest an seinem N-Terminus und
einen a-Thioester an seinem C-Terminus umfasst und worin das zweite Peptidsegment eine Schutzgruppe auf-
weist, die an seinen N-terminalen Cysteinrest gebunden ist, unter geeigneten Bedingungen, um Ligation zwi-
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schen dem ersten Peptidsegment und dem zweiten N-terminalen geschutzten Peptidsegment zu ermoglichen,
um ein nativ ligiertes Peptid zu bilden, das an die Festphase gebunden ist, worin das Festphasen-gebundene
Peptid eine Schutzgruppe umfasst, die an ein N-terminales Cystein gebunden ist, und anschlielendes Entfer-
nen der Schutzgruppe vom Festphasen-gebundenen Peptid; (c) gegebenenfalls Wiederholen von Schritt (b)
mit zusatzlichen Peptidsegmenten, die ein N-terminales Cystein und einen C-terminalen a-Thioester umfas-
sen, worin diese zusatzlichen Peptidsegmente eine Schutzgruppe aufweisen, die an deren N-terminalen Cy-
steinrest gebunden sind; (d) Einfuhren eines End-Peptidsegments, das einen a-Thioester an seinem C-Termi-
nus umfasst, der dafiir sorgt, dass, sofern das End-Peptidsegment ein N-terminates Cystein umfasst, dieses
N-terminale Cystein durch eine Schutzgruppe geschiitzt wird, worin das Einfiihren unter geeigneten Bedingun-
gen erfolgt, um Ligation zwischen dem Festphasen-gebundenen Peptid und dem End-Peptidsegment zu er-
moglichen; und (e) gegebenenfalls Entfernen der Schutzgruppe vom N-terminalen Cystein des Festpha-
sen-gebundenen Peptids.

[0022] In wiederum einer anderen Ausfiihrungsform besteht die sequenzielle Festphasen-Ligation von Pep-
tidsegmenten entweder in eine oder in beide Richtungen, wobei ein spaltbarer Linker verwendet wird, um die
Ligationsreaktionen tiber Massenspektrometrie zu beobachten und um das assemblierte Peptid aus der Fest-
phase zu reinigen.

[0023] Eine andere Ausfiihrungsform ist ein Verfahren zur nativen chemischen Festphasenligation in zwei
Richtungen, umfassend das Bereitstellen eines ersten Peptidsegments, das Uber einen seiner inneren Amino-
saurereste an einen festen Trager gebunden ist, worin dieses erste Peptidsegment ein N-terminales Cystein
und einen C-terminalen Thioester umfasst, und das Ligieren eines zweiten Peptidsegments an beide Termini.

[0024] In einer anderen Ausflihrungsform wird ein Set bereitgestellt, das ein ungeschiitztes Peptidsegment
umfasst, das kovalent Uber eine innere funktionelle Aminosaure-Seitenkettengruppe an einen spaltbaren
Handle gebunden ist, worin dieser spaltbare Handle iber eine chemoselektive funktionelle Gruppe, die zu ei-
ner chemoselektiven funktionellen Gruppe an der Festphase komplementar ist, an eine Festphase gebunden
wird. Dieses Set kann zur chemischen Festphasenligation ungeschitzter oder N-terminal Cystein-geschiitzter
Peptidsegmente an das Festphasen-gebundene Peptid verwendet werden. Ein bevorzugtes Beispiel fiir solch
einen spaltbaren Handle ist ein funktionalisierter spaltbarer Handle, X-Aminoethylsulfonylethyloxycarbonyl
(worin X = CH3COCH2CH2CH2CONHCH2-MSC- ist oder X = AOA-NHCH2-MSC- (AOA = Aminooxyacetal)
ist).

[0025] In einer anderen Ausfihrungsform gibt es Verfahren unter Verwendung von Bromessigsaure oder lo-
dessigsaure, um eine Peptidsegment-Thiosaure (Peptid-a-COSH) zu einem Thioester (Peptid-a-COSR) an ei-
ner Festphase umzusetzen.

[0026] In wiederum einer anderen Ausfihrungsform wird ein Verfahren zur Beobachtung des sequenziellen
Festphasen-Ligationsverfahrens an der Festphase Uber MALDI- oder ESI-Massenspektrometrie unter Ver-
wendung spaltbarer Linker bereitgestellt. Beobachtung mittels ESI-MS kann auch unter Verwendung eines
TFA-spaltbaren Linkers durchgefiihrt werden, oder, wenn MALDI das eingesetzte Massenspektrometrieverfah-
ren ist, kann vorzugsweise ein lichtspaltbarer Linker verwendet werden.

[0027] In einer weiteren Ausfuhrungsform werden neue Verfahren zur Herstellung modularer, grof3er Peptid-
oder Proteinbibliotheken unter Verwendung von Kombinationen der hierin beschriebenen Aspekte der Erfin-
dung bereitgestellt. Besonders nutzlich sind Verfahren der sequenziellen Festphasenligation von Peptidseg-
menten, um mehrere Analoge bekannter Proteine oder Polypeptide rasch zu synthetisieren.

[0028] Auch werden Sets und Vorrichtungen zum Assemblieren von Polypeptiden und Polypeptidbibliotheken
durch die hierin beschrieben Verfahren bereitgestellt.

[0029] Fachleuten wird verstandlich sein, dass jede der Ausfiihrungsformen der Erfindung mit anderen Aus-
fuhrungsformen kombiniert werden kann, um eine breite Palette an nitzlichen Erfindungen zu erhalten.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0030] Fig. 1 ist ein schematisches Diagramm eines nativen chemischen Festphasenschemas in Richtung
vom N- zum C-Terminus. In einer Ausfuhrungsform ist der Linker ein MSC-Handle, der unter Ligationsbedin-

gungen spaltbar und dennoch stabil ist. In einer anderen Ausfihrungsform ist das ungeschutzte erste Peptid-
segment kovalent Uber eine Aminooxy-Keton-Bindung an eine Festphase (Harz) gebunden.
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[0031] Fig. 2A veranschaulicht die Stabilitat eines 13-Rests Peptid-a-COSH mit einem Cysteinrest am N-Ter-
minus unter Ligationsbedingungen. Das HPLC-Chromatogramm zeigt, dass nur ein geringer Prozentsatz des
Peptids zyklisierte oder groRere Aggregate bildete, sogar nach Uber-Nacht-Lagerung unter Ligationsbedin-
gungen.

[0032] Fig. 2B veranschaulicht die Stabilitat desselben 13-Rests Peptid-aCOSH in Gegenwart eines Thioes-
terpeptids mit einem Molekulargewicht von 1.230,2. Das HPLC-Chromatogramm zeigt, dass das
Cys-a-COSH-Peptid geeignet stabil ist, um zur Ligation verwendet zu werden, ohne signifikante Reaktion mit
sich selbst zu zeigen. Weiters sind solche Nebenprodukte, wie sie in geringen Anteilen durch Reaktion des
13-Rests Peptid-a-COSH (mit einem N-terminalen Cystein) mit sich selbst gebildet werden, mit einem Harz-ge-
bundenen Peptid-a-COSR nicht reaktionsfahig und kénnen leicht durch einfaches Filtrieren und Waschen ent-
fernt werden.

[0033] Die Fig. 3A, Fig. 3B und Fig. 3C zeigen HPLC-Chromatogramme der Wirkung von Hydrazin auf die
Entfernung des MSC-Handles von einem Peptid mit einem N-terminalen Cysteinrest. Der Peak, der einer Mas-
se von 1.708,2 entspricht, stellt das gewlinschte Peptid mit entferntem MSC-Handle dar. Der der Masse von
1.814,5 entsprechende Peak stellt ein reaktives Nebenprodukt dar, das bei der Spaltung gebildet wurde und
mit dem gewiinschten Peptid ohne den MSC-Handle reagieren kann. Fig. 3A zeigt einen ziemlich grof3en Peak
bei einem Molekulargewicht von 1.814,5, wenn eine Aliquote des Peptids mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M NaPi,
pH 7,5 versetzt, anschlieRend in 1 N NaOH 2 Minuten lang verdiinnt und dann mit 1 N HCI gequencht wurde.
Fig. 3B ist ein HPLC-Chromatogramm des resultierenden Produkts, als die Bedingungen von Fig. 3A unter
Einbindung von 50 mM Hydrazin in der 6 M-Guanidin-HCI-Lésung wiederholt wurden. Fig. 3C ist ein
HPLC-Chromatogramm des resultierenden Produkts, als die Bedingungen von Fig. 3A mit 200 mM Hydrazin
in der 6 M-Guanidin-HCI-Lésung wiederholt wurden. Hydrazin fangt das Nebenprodukt ein, wodurch ein reine-
res Produkt entsteht.

[0034] Fig. 4 ist ein HPLC-Chromatogramm der Entfernung eines spaltbaren MSC-Handles von einem Pep-
tid, das keinen N-terminalen Cysteinrest, aber einen N-terminalen Leucinrest und einen Cysteinrest in etwa in
seinem Zentrum aufweist. Das Molekulargewicht des Peptids mit dem MSC-Handle betragt 4.022,4 und ohne
den MSC-Handle 3.745,1. Eine Aliquote des Peptids in 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M NaAc, pH 4,6, wurde in 6 M
Guanidin-HCI, 0,1 M NaAc, pH 14 2 Minuten lang verdinnt und mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M NaAc, pH 2,0
gequencht. HPLC zeigt, dass immer noch eine innere Reaktion mit dem Nebenprodukt auftritt, um einen Peak
mit einem Molekulargewicht von 3.979,7 (entsprechend der Modifikation durch den LEV-NHCH,-Handle) zu bil-
den, dass jedoch das Ausmal} der Reaktion geringer ist als bei einem Peptid mit einem N-terminalen Cystein.

[0035] Fig. 5A ist ein Reaktionsschema, das die Herstellung des PEGA-Harzes zeigt, das als fester Trager
in sequenziellen N-zu-C-Terminus-Ligationen verwendet wird. Die Schritte A und B1 kdnnen wahlweise einge-
setzt werden, um einen lichtempfindlichen Linker zur Verwendung bei MALDI-Analyse der Harzproben zu bil-
den.

[0036] Fia. 5B ist ein Diagramm, das ein verallgemeinertes Schema zur Herstellung einer Festphase (Harz)
zur Verwendung in den sequenziellen Festphasenligationen der Erfindung veranschaulicht. Struktur 1 ist ein
spaltbarer Linker, der zur Beobachtung der Entwicklung von Bindungs- und Ligationsreaktionen durch Mas-
senspektrometrie nitzlich ist. Beispielsweise kann ein lichtspaltbarer Linker zur Beobachtung auf Harz durch
MALDI-MS verwendet werden, wahrend ein TFA-spaltbarer Linker zur Beobachtung durch Elektrospray-MS
verwendet werden kann. Ist Struktur 1 an das Harz gebunden, so wird die Schutzgruppe (PG) entfernt, und
eine funktionelle Gruppierung (Struktur 3), die in der Lage zu chemoselektiver Reaktion mit dem ersten Pep-
tidsegment ist, wird dem Harz zugesetzt. Nachdem 3 mit dem Harz verbunden wurde, wird die Schutzgruppe
entfernt, wodurch Struktur 4 entsteht, die zur chemoselektiven Reaktion mit Struktur 5 bereit ist, einem Peptid,
das mit einem spaltbaren Handle und einer funktionellen Gruppe modifiziert ist und in der Lage ist, mit dem
nun modifizierten Harz (4) zu reagieren. Sind alle nachfolgenden Ligation erst einmal vollstandig, so wird der
"spaltbare Handle" abgespalten, um das Volllangenpeptid (assemblierte Peptid) von der Festphase freizuset-
zen.

[0037] Fig. 6 ist ein Reaktionsschema, das die Derivatbildung von Peptidsegment 1 (dem N-terminalen Pep-
tidsegment) veranschaulicht.

[0038] Die Fig. 7A und Fig. 7B sind HPLC-Chromatogramme der Bindung eines ersten ungeschitzten Pep-

tidsegments (1) an den festen Trager, in diesem Beispiel ein AOA-funktionalisiertes Harz (PEGA). Eig. 7A ist
eine HPLC der Peptidlésung, die dem Harz zugesetzt wird. Fig. 7B ist eine HPLC des Uberstandes nach der
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Reaktion des Peptids mit einem Moliiberschuss des Harzes iber Nacht. Eine signifikante Menge des Peptids
wurde vom Uberstand entfernt, was darauf hinweist, dass es nach der Uber-Nacht-Reaktion an das Harz ge-
bunden war.

[0039] Die Fig. 8A und Fig. 8B sind HPLC-Chromatogramme derselben Experimente, die in den Fig. 7A und
Fig. 7B dargestellt sind, wobei jedoch Isco-Harzkligelchen als Festphase verwendet wurden.

[0040] Die Fig. 9A, Fig. 9B und Fig. 9C sind Analysen der Produkte nach Schritt 1 dieser Fig., dem Binden
des ersten ungeschiitzten Peptidsegments an die Festphase. Fig. 9A ist ein analytisches HPLC-Chromato-
gramm der (Base-plus-Hydrazin-) Spaltung des Harzgebundenen Peptids. Fig. 9B ist ein MALDI-Massenspek-
trum des Harzes, das einen Peak zeigt, der (1), dem Harz-gebundenen Peptid, entspricht. Fig. 9C ist ein MAL-
DI-Massenspektrum nach der Basenspaltung des Linkers, welches das Fehlen eines Peaks entsprechend (1)
zeigt, sowie, dass kein Peptid an der Festphase (Harz) anhaftet.

[0041] Die Fig. 10A, Fig. 10B und Fig. 10C sind Analysen der Produkte nach Schritt 3 dieser Fig., d. h. nach
dem Ligieren des zweiten ungeschiitzten Peptidsegments (2) an das Harz-gebundene Peptid (1). Fig. 10A ist
eine analytische HPLC des Produkts, des Harz-gebundenen Zwischenpeptids, die einen groen Peak mit der
Masse von (1) + (2) zeigt. Fig. 10B ist ein MALDI-Massenspektrum des Harzes vor der Spaltung des Linkers,
und Fig. 10C ist ein MALDI-Massenspektrum des Harzes nach Basenspaltung des Linkers.

[0042] Fig. 11 ist ein HPLC-Chromatogramm des entsalzten, lyophilisierten Peptidprodukts (1 + 2 + 3 aus Ta-
belle 1) nach 2 sequenziellen Ligationen an eine Festphase (Isco-Harz) in Richtung vom N- zum C-Terminus.
Der grofite Peak entspricht dem rohen lyophilisierten Produkt und gibt eine Ausbeute von etwa 36% an.

[0043] Die Fig. 12A und Fig. 12B sind ESI-MS (Elektrospray-lonisierungs-Massenspektren) des Haupt-
peaks, der dem assemblierten Peptid (1 + 2 + 3 aus Tabelle 1) entspricht. Fig. 12B ist eine rekonstruierte Dar-
stellung des Massenspektrums aus Eig. 12A, das die Masse des Produkts, des ligierten Peptids, zeigt.

[0044] Fig. 13 ist ein HPLC-Chromatogramm des entsalzten lyophilisierten Peptids (1 + 2 + 3) nach Basen-
spaltung des Linkers, um das assemblierte Peptid von der Festphase (PEGA-Harz) zu entfernen.

[0045] Die Fig. 14A und Fig. 14B sind Elektrospray-lonisierungs-Massenspektren des 7.434-Massenpeaks,
worin Fig. 14B eine Rekonstruktion des Massenspektrums von Fig. 14A ist.

[0046] Die Fig. 15A, Fig. 15B und Fig. 15C sind 3 HPLC-Chromatogramme, die veranschaulichen, dass das
Festtrager-Verfahren sowohl zur Reinigung als auch zur Ligation verwendet werden kann. Die Fig. 15A und
Eig. 15B zeigen Ldsungsverarbeitung eines rohen Peptids vor bzw. nach dem Entfernen von DNP-Gruppen.
Beide HPLC zeigen ein Rohgemisch der Peptide. Fig. 15C ist ein HPLC-Chromatogramm derselben Peptidlo-
sung, die in Eig. 15A gezeigt ist, nach dem Binden an einen festen Trager, dem Entfernen von DNP-Gruppen
und der Basenspaltung von der Festphase, woraus ein signifikant reineres assembliertes Peptidprodukt ent-
steht.

[0047] Die Eig. 16A und Eig. 16B veranschaulichen das Reaktionsschema fir die Synthese von MIF (1-115)
Uber sequenzielle native Festphasenligationen in Richtung vom N-Terminus zum C-Terminus.

[0048] Fig. 17A ist ein Reaktionsschema fur die Modifikation des N-terminalen Peptidsegments. Fig. 17B ist
ein Diagramm, das die Modifikation der wassrig-vertraglichen Festphase zur Vorbereitung der Bindung des
ersten ungeschutzten Peptidsegments veranschaulicht.

[0049] Fig. 18A ist ein Reaktionsschema fir das Binden von N-terminalem modifizierten MIF (1-59) an eine
Festphase. Fig. 18B ist ein HPLC-Chromatogramm des freigesetzten Peptids nach Basenspaltung, das eine
erwartete Masse von 6.271 Da aufweist. Die Fig. 18C und Fig. 18D sind Elektrospray-Massenspektren der
Hauptkomponente des freigesetzten Peptids nach der Spaltung des spaltbaren Handles. Fig. 18D ist eine Re-
konstruktion von Fig. 18C.

[0050] Fig. 19A ist ein Diagramm des Ligationsschritts, um Harz-gebundenes MIF (1-80) zu bilden. Fig. 19B
ist ein HPLC-Chromatogramm der Produkte nach Spaltung des spaltbaren Handles. Die Fig.19C und
Fig. 19D sind Massenspektren der Hauptkomponenten des freigesetzten Peptids nach Basenspaltung, das
eine erwartete Masse von 8.502 Da aufweist. Fig. 19D ist eine rekonstruierte Darstellung des Massenspekt-
rums aus Fig. 19C.
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[0051] Fig. 20A ist ein Diagramm des Ligationsschritts, um Harz-gebundenes MIF (1-115) zu bilden.
Fig. 20B ist ein HPLC-Chromatogramm der Produkte nach Spaltung des spaltbaren Handles. Die Fig. 20C
und Fig. 20D sind Massenspektren des freigesetzten Produkts nach Basenspaltung, das eine erwartete Masse
von 12.450 Da aufweist.

[0052] Fig. 21 ist ein schematisches Diagramm von Festphasenligationen in Richtung C-Terminus zu N-Ter-
minus. Das "Harz" stellt eine Festphase dar. Das Dreieck und seine seitlich liegenden, M-férmigen Partner sind
komplementare funktionelle Gruppen, die chemoselektiv eine kovalente Bindung bilden. Der "Handle" ist ein
spaltbarer Handle, der gespalten werden kann, um das assemblierte Peptidprodukt von der Festphase zu ent-
fernen. Die Wellenlinien umfassen Aminosaurereste von Peptidsegmenten. Die "PG" stellt eine Schutzgruppe
dar, die entweder an einem Seitenkettenthiol oder an einer a-Aminogruppe des N-terminalen Cysteins platziert
werden kann. Die Schritte 2 und 3 kénnen, wie durch den Pfeil 4 bezeichnet, flr zusatzliche Peptidsegmente
wiederholt werden. Auch kann ein spaltbarer Linker zum Zwecke des Beobachtens der Bindungs- und Ligati-
onsreaktionen zwischen dem "Handle" und dem "Harz" zugesetzt werden.

[0053] Fig. 22 ist ein Reaktionsschema flir sequenzielle Festphasenligation in Richtung vom C- zum N-Ter-
minus von PLA2G5.

[0054] Fig. 23 ist ein Reaktionsschema fiir das Synthetisieren eines Cam-Esterderivats zur sequenziellen
Festphasenligation in Richtung vom C- zum N-Terminus.

[0055] Fig. 24 ist ein Reaktionsschema fir das Synthetisieren des C-terminalen Peptidsegments zur sequen-
ziellen Festphasenligation in Richtung vom C- zum N-Terminus.

[0056] Die Fig. 25A, Fig. 25B und Fig. 25C sind ein Diagramm eines Schemas zum Synthetisieren eines as-
semblierten Polypeptids Giber sequenzielle Festphasenligation flir zwei oder mehrere Peptidsegmente in zwei
Richtungen.

[0057] Die Fig. 26A und 26B sind HPLC-Chromatogramme gemafR der nativen chemischen Festpha-
sen-Festphasen-Ligation von 3 Peptidsegmenten in Richtung vom N- zum C-Terminus, woraus das assemb-
lierte Peptid, C5a 1-74, entsteht.

[0058] Fig. 27 ist ein Reaktionsschema fiir die Synthese eines C-terminalen Peptidsegments zur Verwen-
dung in nativen chemischen Festphasenligationen, die hierin beschrieben werden, unter Verwendung eines
spaltbaren CAM-Ester-Handles, um das synthetisierte Peptidsegment von der Festphase zu entfernen.

[0059] Die Fig. 28A und 28B sind HPLC-Chromatogramme und rekonstruierte ESI-MS des assemblierten
Peptids, das aus sequenzieller Festphasenligation von 3 Peptidsegmenten entsteht: Peptidsegment 1 (Seq.-ID
Nr. 2) (CADRKNILA), Peptidsegment 2 (Seq.-ID Nr. 3) (CYGRLEEKG) und Peptidsegment 3 (Seq.-ID Nr. 4)
(ALTKYGFYG) an Festphase in Richtung vom C- zum N-Terminus unter Verwendung von Fmoc-Schutzgrup-
pen.

[0060] Die Fig. 29A und 29B sind ein HPLC-Chromatogramm bzw. ESI-MS des Endligationsprodukts, d. h.
des ersten Ligationsprodukt, das mit dem dritten Peptidsegment (ALTKYGFYG) ligiert ist, das aus sequenziel-
ler Festphasenligation von 3 Peptidsegmenten in Richtung vom C- zum N-Terminus unter Verwendung von
ACM als Schutzgruppe entsteht.

[0061] Die Fig. 30A-H sind HPLC-Chromatogramme und rekonstruierte ESI-MS der Schritte des Synthetisie-
rens von Phsopholipase A2 Gruppe 5, ein 118-Rest-Protein, unter Verwendung sequenzieller nativer chemi-
scher Festphasenligation von vier Peptidsegmenten in Richtung vom C- zum N-Terminus. Das erste Peptid-
segment ist PLA2G5 88-118, das zweite ist PLA2G5 59-87, das dritte ist PLA2G5 26-58 und das vierte ist
PLA2G5 1-25. Die Fig. 32A und 32B sind ein HPLC-Chromatogramm bzw. ein rekonstruiertes ESI-MS des
ersten Peptidsegments. Die Fig. 32C und 32D sind ein HPLC-Chromatogramm bzw. ein rekonstruiertes
ESI-MS des Ligationsprodukts des ersten und zweiten Peptidsegments (PLA2G5 59-118), Die Fig. 32E und
32F sind ein HPLC-Chromatogramm bzw. ein rekonstruiertes ESI-MS von PLA2G5 26-118, dem Ligationspro-
dukt von PLA2G5 59-118 und PLA2G5 26-58 (das dritte Peptidsegment). Die Fig. 32G und 32H sind ein
HPLC-Chromatogramm bzw. ein rekonstruiertes ESI-MS von PLA2G5 1-118, dem assemblierten Polypeptid.
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BESCHREIBUNG SPEZIFISCHER AUSFUHRUNGSFORMEN

Terminologie

[0062] Aminosauren: Aminosauren umfassen die 20 genetisch kodierten Aminosauren, seltene oder Ubliche
Aminosauren, die in der Natur vorkommen und jegliche nicht natirlich vorkommenden und modifizierten Ami-
nosauren.

[0063] Wassrige Losung: Losungen, die Wasser enthalten, umfassend bis zu 8 M Harnstoff in Wasser, bis zu
6 M Guanidin-HCI in Wasser, bis zu 60% Acetonitril in Wasser.

[0064] Assembliertes Peptid: Das Endprodukt einer sequenziellen oder in zwei Richtungen erfolgenden Fest-
phasenligation nach Spaltung des spaltbaren Handles. Das assemblierte Peptid umfasst zumindest zwei ge-
trennte Peptidsegmente, die sequenziell an eine Festphase ligiert sind. Das assemblierte Peptid kann biologi-
sche Aktivitat aufweisen oder nicht.

[0065] Spaltbarer Handle: Eine spaltbare Gruppierung, die in der Lage ist, selektiv gespalten zu werden, um
das assemblierte Peptid aus der Festphase freizusetzen. Der spaltbare Handle muss in der Lage, unter geeig-
neten Bedingungen fir Binden, Aktivieren, Entschitzen, Ligieren, Waschen und andere Verfahrensschritte, die
in die Bildung eines assemblierten Peptids eingebunden sind, Spaltung standzuhalten. Der spaltbare Handle
muss auch stabil bei Bedingungen sein, die verwendet werden, um das erste Peptidsegment zu erzeugen, das
in der Lage ist, an eine Festphase gebunden zu werden, umfassend beispielsweise schrittweise Festpha-
sen-Peptidsynthese. Der spaltbare Handle ist vorzugsweise direkt neben dem ersten Peptidsegment angeord-
net, sodass bei Spaltung des spaltbaren Handles das gewiinschte assemblierte Peptid aus der Festphase frei-
gesetzt wird. Der spaltbare Handle kann aus einer Vielzahl verschiedener spaltbarer Handles ausgewahlt wer-
den, die auf dem Gebiet der Erfindung verwendet werden. Siehe z. B. L. Canne et al., Tetrahedron Letters 38
(19), 3361-3364 (1997); Ball et al., J. Pept. Sci. 1, 288-294 (1995); Funakoshi et al., PNAS USA 88,
6981-6985 (1991); Funakoshi et al., J. Chromatog. 638, 21-27 (1995); Garcia-Echeverria et al., J. Chem. Soc.,
Chem. Commun., 779-780 (1995). Ein bevorzugter spaltbarer Handle ist
Boc-HN-CH2-CH2-S0O2-CH2-CH2-O-CO-ONp (Boc-HNCH2-MSC-) oder ein funktionalisierter spaltbarer
Handle, X-Aminoethylsulfonylethyloxycarbonyl (worin X = CH3COCH2CH2CH2CONHCH2-MSC- ist oder X =
AOA-NHCH2-MSC- ist; AOA = Aminooxyacetal). Ein anderer bevorzugter Handle ist ein CAM-Ester. Siehe M.
L. Ceccato et al., Tetrahedron Lett. 31, 6189-6192 (1990).

[0066] Spaltbare Linker: Eine spaltbare Gruppierung, die in der Lage ist, selektiv gespalten zu werden, um
die sequenzielle Festphasen-Ligation unter Anwendung von Massenspektrometrie von kleinen Proben des Re-
aktionsgemisches zu jedem Zeitpunkt wahrend des Ligationsverfahrens, d. h. nach Ligieren des zweiten Pep-
tidelements, nach Ligieren des dritten Peptidsegments usw. zu beobachten. Der spaltbare Linker muss unter
Bindungs- und Ligationsbedingungen, Entschiitzungs-Bedingungen (sofern erforderlich) und Waschbedingun-
gen stabil sein. Bevorzugte Linker umfassen lichtempfindliche Linker und TFA-labile Linker.

[0067] Binden: Chemoselektive Reaktionen, umfassend kovalentes Binden eines ersten Peptidsegments an
eine Festphase.

[0068] Ligieren: Chemoselektive Reaktionen, umfassend kovalentes Binden eines Peptidsegments an ein
Festphasen-gebundenes Peptid.

[0069] Linker: Eine kovalente Bindung, die verschiedene Gruppierungen verbindet. Beispielsweise kann ein
Linker ein erstes Peptidsegment und einen festen Trager miteinander verbinden, und solch ein Linker kann ge-
gebenenfalls eine beliebige Anzahl an Gruppierungen umfassen, einschlielich spaltbarer Handles, spaltbarer
Linker, komplementarer funktioneller Gruppen, die in der Lage sind, chemoselektiv eine kovalente Bindung zu
bilden (z. B. Amino-oxy und Keton, um ein Oxim zu bilden).

[0070] Peptid: Ein Polymer aus zumindest zwei Monomeren, worin die Monomere Aminosauren sind, die
manchmal als Aminosaurereste bezeichnet werden, die miteinander Gber eine Amidbindung verbunden sind.
Fir die Zwecke dieser Erfindung sind die Bezeichnungen "Peptid", "Polypeptid" und "Protein" durchwegs aus-
tauschbar, da alle drei Typen Uber die hierin beschriebenen Verfahren hergestellt werden kdnnen. Peptide wer-
den alternativ als Polypeptide bezeichnet. Aminosauren umfassen die L- und D-Isoformen chiraler Aminoséu-
ren.
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[0071] Peptidsegment: Ein Peptid oder Polypeptid mit entweder einer vollig nativen Amid-Hauptkette oder ei-
ner nichtnaturlichen Hauptkette oder einem Gemisch davon im Bereich von 2 bis 1.000 Aminosaureresten, vor-
zugsweise von 2-99 Aminosaureresten, noch bevorzugter von 10-60 Aminosaureresten, und am meisten be-
vorzugt von 20-40 Aminosaureresten. Jedes Peptidsegment kann native Amidbindungen oder jede der unbe-
kannten nichtnatirlichen Peptidhauptketten oder ein Gemisch davon umfassen. Jedes Peptidsegment kann
mittels eines bekannten Syntheseverfahrens hergestellt werden, umfassend Ldsungssynthese, schrittweise
Festphasensynthese, Segmentkondensation und konvergente Kondensation. Das End-Peptidsegment, das
zuzusetzen ist, um das assemblierte Peptidprodukt zu bilden, kann rekombinant exprimiert werden.

[0072] Schutzgruppe: Eine chemische Gruppierung, die in der Lage ist, eine funktionelle Gruppe vor einer Re-
aktion mit einer anderen funktionellen Gruppe zu schiitzen, und ohne Schaden an der gebildeten Aminosaure
oder dem Peptid entfernt werden kann.

[0073] Sequenzielle Ligation: Das Ligieren von drei oder mehreren Peptidsegmenten in Reihenfolge vom
C-Terminus zum N-Terminus oder vom N-Terminus zum C-Terminus, je nach ausgewahlter Richtwirkung, um
ein assembliertes Peptidprodukt zu erhalten. Die Richtwirkung der sequenziellen Ligationen wird stets bei dem
Festphasen-gebundenen, ersten Peptidsegment beginnen und zum letzten Peptidsegment hin verlaufen, das
zuzusetzen ist, um das assemblierte Peptidprodukt zu bilden.

[0074] Festphase: Ein Material mit einer Oberflache, das im Wesentlichen unléslich ist, wenn es organischen
oder wassrigen Losungen ausgesetzt wird, die fir Bindungs-, Entschitzungs- und Spaltungsreaktion verwen-
det werden. Beispiele fir Festphasenmaterialien umfassen Glas, Polymere und Harze, umfassend Polyacryl-
amid, PEG, Polystyrol PEG-A, PEG-Polystyrol, makroporése POROS™-Cellulose, rekonstituierte Cellulose (z.
B. Perloza), Nitrocellulose, Nylonmembranen, Controlled Pore Glass-Kugelchen, Acrylamidgele, Polystyrol,
aktiviertes Dextran, Agarose, Polyethylen, funktionalisierte Kunststoffe, Glas, Silicium, Aluminium, Stahl, Ei-
sen, Kupfer, Nickel und Gold. Solche Materialien kénnen in Form von Platten, Blattern, Petri-Schalen, Kigel-
chen, Pellets, Scheiben oder anderen passenden Formen vorhanden sein. Cellulose-Blatter kdnnen als eine
Festphase in der vorliegenden Erfindung verwendet werden, um Punktligation in einem raumlich adressierba-
ren Bereich zu vollziehen. Viele der Beispiele und Ausfliihrungsformen, die hierin beschrieben sind, beziehen
sich auf Harze, die eine Art von Festphase sind, und Fachleuten wird verstandlich sein, dass solche Beispiele
nicht auf Harze beschrankt sein sollten, sondern auf Festphasen im Allgemeinen. Die Bezeichnung Festphase
und fester Trager werden hierin austauschbar verwendet.

[0075] Festphasen-gebundenes Peptid: Ein Festphasen-gebundenes Peptid umfasst zumindest ein Peptid-
segment, das Uber jede beliebige Kombination von spaltbaren Linkern, Handles oder Gruppierungen an eine
Festphase gebunden ist. Ein Festphasen-gebundenes Peptid kann jedes beliebige Zwischen-Peptidprodukt
der sequenziellen Ligationsreaktion umfassen, einschlieBlich des Festphasen-gebundenen Endpeptids, das
gebildet wird, nachdem das End-Peptidsegment mit dem vorletzten Festphasen-gebundenen Peptid ligiert
wurde.

[0076] Thiosaure: Eine ionisierbare Thiosaure-Gruppierung, die entweder durch -COSH oder -COS™ darge-
stellt ist und sich haufig auf eine Peptid-Thiosaure bezieht, die durch "Peptid-a-COSH" oder "Peptid-a-COS™
dargestellt ist.

[0077] Thioester: Eine Gruppierung, die durch -COSR dargestellt und haufig mit einem Peptid verbunden ist.
Beispielsweise kann ein Peptid-Thioester als "Peptid-a-COSR" dargestellt werden. Die R-Gruppe kann jede
beliebige Anzahl von Gruppen sein, umfassend 1-15 C-funktionalisiertes Alkyl, unverzweigt oder verzweigt,
1-15 C-Aromaten-Strukturen, 1-4 Aminosauren oder Derivate davon, worin vorzugsweise die R-Gruppe so
ausgewahlt ist, dass das Peptid-a-COSR ein aktivierter Thioester ist. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform
ist R = -CH3-9, -2. Die Bezeichnung "Thioester" wird blicherweise verwendet, doch die korrekte IUPAC-Be-
zeichnung lautet "Thioloester". Siehe Matthys J. Janssen, s. o.

|. SEQUENZIELLE NATIVE FESTPHASEN-LIGATION VON UNGESCHUTZTEN PEPTIDSEGMENTEN IN
RICHTUNG VOM N- ZUM C-TERMINUS

[0078] Es gab bisher wenige Berichte in Bezug auf Proteine, die mittels sequenzieller Mehrfachligationen von
drei oder mehr ungeschutzten Peptidsegmenten synthetisiert wurden. Solche sequenzielle Ligationen von frei-
en Peptidsegmenten in Ldsung erfordern in weiterer Folge eine Reinigung (z. B. HPLC) nach jeder Ligation
und erfordern typischerweise voriibergehenden Schutz einer der Funktionalitaten der mittleren Segmente.
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[0079] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren der sequenziellen Festphasenligation, das
den Bedarf an zahlreichen Reinigungen und den Bedarf, die mittleren Peptidsegmente vortibergehend zu
schitzen, vermeidet. Diese Strategie verwendet (1) die Modifikation des N-terminalen Peptidsegments mit ei-
nem spaltbaren Handle, der mit einer Gruppe funktionalisiert ist, die zu chemoselektiver Reaktion mit dem fes-
ten Trager fahig ist, und (2) sequenzielle native chemische Ligationen von ungeschitzten Peptidsegmenten in
Richtung vom N- zum C-Terminus. Native chemische Ligation umfasst die Reaktion eines ungeschiitzten Pep-
tidsegments, das einen C-terminalen a-Thioester aufweist, mit einem zweiten ungeschitzten Peptidsegment,
das einen N-terminalen Cysteinrest enthalt. Thiolaustausch flhrt zu einem Thioester-gebundenen Zwischen-
produkt, das sich spontan zu einer nativen Amidbindung an der Ligationsstelle umordnet. Die Erfinder haben
bestimmt, dass ein Peptidsegment, das ein N-terminales Cystein und eine C-terminale Thiosaure tragt, unter
nativen Ligationsbedingungen ausreichend stabil ist und dass es keinen voribergehenden Schutz der C-ter-
minalen Thiosaure-Funktionalitat erfordert. Demgemaf kénnen diese Peptidsegmente als Mittelsegmente in
einem sequenziellen Ligationsschema, das drei oder mehrere Peptidsegmente einbindet, wie in Fig. 1 gezeigt
ist, verwendet werden. Nachdem solch ein Mittelsegment an das Festphasen-gebundene, Thioester-haltige
Peptid ligiert wurde, um eine Festphasen-gebundene Peptidthiosaure zu bilden, kann die Thiosaure leicht zu
einem Thioester umgesetzt werden und kann mit dem N-terminalen Cystein des nachsten zu ligierenden Pep-
tidsegments umgesetzt werden. Alternativ dazu kann das hinzukommende Peptidsegment eine innere Amino-
saure mit einer nichtnattrlichen Seitenkette aufweisen, die Amino- und Thio-Gruppierungen an benachbarten
c-Atomen, d. h. in einer 1,2-Beziehung zueinander, und einen nicht reaktiven, ungeschitzten Nicht-Cy-
stein-Aminosaurerest an ihnrem N-Terminus tragt, was zu einem nichtlinearen assemblierten Peptid flihrt. Mehr-
fache Ligationen unterschiedlicher Peptidsegmente zur Bildung eines assemblierten Peptids, das an die Fest-
phase gebunden ist, werden ebenfalls erwogen. Nachdem alle Ligationen vollstandig sind, wird der Linker, der
das Festphasen-gebundene Peptid an die Festphase bindet, abgespalten, wodurch das assemblierte Peptid,
d. h. das Volllangenpeptid, freigesetzt wird. Dieses Verfahren wird bei der gesamten chemischen Synthese ei-
nes Zufallpeptids mit kiinstlicher Sequenz (Tabelle 1 im Experimentellen Teil) und des menschlichen Makro-
phagenmigrationshemmfaktors (MIF), einem 115-Aminosaure-Cytokin, das in Immunsystemfunktionen einge-
bunden ist, eingesetzt. Siehe die Fig. 16-20.

A. Peptidsynthese

[0080] Peptidsegmente werden schrittweise mittels bekannter, Maschinen-unterstitzter Festphasen-Verfah-
ren auf Polystyrolharzen unter Verwendung von In-situ-Neutralisierungs/HBTU-Aktivierungs-Arbeitsvorschrif-
ten fir Boc-Chemie (L. Canne et al., Tetrahedron Lett. 38, 3361-3364 (1997)) an Boc-Aminoa-
cyl-OCH,-PAM-Harzen, Thioester-bildenden Harzen (Hojo et al., Bull. Chem. Soc. Jpn. 64, 111-117 (1991))
oder Thiosaure-bildenden Harzen synthetisiert. Nachdem die Kettenassemblierung abgeschlossen worden
war, wurden Peptide entschitzt und gleichzeitig durch Behandlung mit wasserfreier HF, die 5% p-Kresol ent-
hielt, vom Harz abgespalten, lyophilisiert und durch praparative HPLC gereinigt. Das N-terminale Peptidseg-
ment wurde vor der HF-Spaltung gereinigt, wie in Eia. 17A gezeigt wird.

B. Herstellung der Festphase

[0081] Die Festphase wird wie in den Fig. 5A und Fig. 5B dargestellt gebildet. Fig. 5A ist ein Schema zur
Herstellung von PEGA-Harz als festem Trager. Eig. 5B ist ein verallgemeinertes Diagramm zur Herstellung je-
der beliebigen Festphase. Ein Amino-Spherilose™- (Isco-) Affinitdtsharz wurde mit Boc-Aminooxyessigsaure,
wie in Fig. 17B gezeigt, derivatisiert.

[0082] Andere Harze, die als die Festphase zu verwenden sind, umfassen EAH-Sepharose (Pharmacia),
Amino-PEGA (Novabiochem), CLEAR-Grundharz (Peptides International), Langketten-Alkylamin-Cont-
rolled-Pore-Glass (Sigma), HCL-PEG-Polystyrol (PerSeptive Biosystems), Lysine-Hyper-D-Harz (Biospera)
und AgroGel-Grundharz (Argonaut Technologies). Diese Harze sind in Amino-derivatisierter Form erhaltlich
oder kdnnen leicht zu einer Amino-derivatisierten Form umgesetzt werden.

C. Binden modifizierter N-terminaler Peptidsegmente an die Festphase
[0083] Das modifizierte Peptid, das eine Keton-Gruppierung enthalt, dargestellt in Fig. 17A, wird in 6 M Gu-
anidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Methionin, pH 4,6 (1,6 mM) gel6ést, dem Aminooxy-funktionalisierten fes-

ten Trager zugesetzt, der davor griindlich mit demselben Puffer gewaschen wurde, und bei Raumtemperatur
Uber Nacht reagieren gelassen (Eig. 16A, Schritt Nr. 1).
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II. LIGATION IN RICHTUNG VOM N- ZUM C-TERMINUS

A. Ligationsreaktionen. Das Peptidsegment, das an den Harz-gebundenen

[0084] Peptidthioester zu ligieren war, wurde in 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Methionin, 0,5%
Thiophenol, pH 7,5 (3,7-4,0 mM) gel6st, dem Harz-gebundenen Peptidthioester zugesetzt, der davor mit dem-
selben Puffer grindlich gewaschen worden war, und bei Raumtemperatur Gber Nacht reagieren gelassen
(Fig. 16A und Fig. 16B, Schritte Nr. 2 und 4). Vorzugsweise liegt die Konzentration des ersten Peptidsegments
je nach spezifischem Peptidsegment im Bereich von 1 bis 150 mM, noch bevorzugter im Bereich von 5 bis 100
mM, am meisten bevorzugt im Bereich von 10 bis 50 mM.

[0085] Fachleuten wird verstandlich sein, dass Konzentrationen des ersten und des zweiten Peptidsegments
und anderer hinzukommender Peptidsegmente unter Verwendung von Routine-Experimenten optimiert wer-
den kann. Konzentrationen des zweiten und zusatzlicher hinzukommender Peptidsegmente kdénnen je nach
spezifischem Peptidsegment im Bereich von 1 bis 200 mM, noch bevorzugter von 5 bis 100 mM, und am meis-
ten bevorzugt von 10 bis 59 mM, liegen.

[0086] Uberschiissiges erstes Peptidsegment und/oder (iberschiissige hinzukommende Peptidsegmente
koénnen leicht vom Festphasen-gebundenen Peptid mittels Filtration und Waschen entfernt werden.

B. Umsetzung von Thiosaure zu Thioester unter Verwendung von Bromessigsaure oder lodessigsaure

[0087] Die Verwendung von Bromessigsaure oder lodessigsaure ist ein verbessertes Verfahren zur Bildung
von Peptid-aCOSR-Thioestern aus Peptid-aCOSH-Thiosauren. Um die Léslichkeit von langen ungeschutzten
Peptiden sicherzustellen, werden 6 M Guanidin-HCI bei einem pH von etwa 4 verwendet. Reaktionen werden
bei einem pH von etwa 4 durchgefiihrt. Unter solchen Bedingungen ist die einzige Gruppe, die mit Bromessig-
saure oder lodessigsaure reaktiv ist, die Thiosaure. Benzylbromid, eine hydrophobe Verbindung, geht nicht zur
Ganze in LOsung, was zu langsamen und heterogenen Reaktionen fiihrt. Die Vorteile der Verwendung von Bro-
messigsaure oder lodessigsaure sind, dass beide in 6 M Guanidin-HCI (einer wassrigen Losung) bei einem pH
von etwa 4 leicht I6slich sind, beide zu einem raschen Abschluss der gewiinschten Reaktion fihren, sich beide
aus dem Hohlraumvolumen typischer Umkehr-Phasen-HPLC herauslésen und somit das Verarbeiten grofier
Mengen an Peptidsegmenten ermdglichen.

[0088] Die Harz-gebundene Peptidthiosaure wird in 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Methionin,
pH 4,6 sorgfaltig gewaschen und mit einer 50-mM-L&sung von Bromessigsaure in demselben Puffer 15 min
lang behandelt, wonach sorgfaltiges Waschen mit dem pH-4,6-Puffer erfolgt (Fig. 16B, Schritt Nr. 3).

C. Abspalten von der Festphase

[0089] Spaltbare Handles, die bei Ligationen in Richtung vom N- zum C-Terminus nitzlich sind, missen in
der Lage sein, unter Ligationsbedingungen stabil zu sein, bei schrittweisen Festphasen-Chemieverfahren sta-
bil zu sein, missen sich kovalent in ungeschutzter Form an die Festphase binden lassen und miissen spaltbar
sein, ohne das assemblierte Peptid zu beschadigen. Jeder beliebige spaltbare Handle, der diesen Anforderun-
gen gerecht wird, kann verwendet werden, umfassend, jedoch nicht beschrankt auf: MSC-Handle, lichtemp-
findliche Linker, CAM-Ester (-OCHCONH-), (-O-CH2-2-SO-CH2-CO-), (-O-CRH-CO-2-O-CH2-CO-). Bei-
spielsweise kann (-O-CH2-2-SO-CH2-CO-) als Handle verwendet werden, der unter jeder der folgenden Be-
dingungen spaltbar ist: (1) HF, DMS; (2) SiCl,, TFA; oder Reduktion von Sulfoxid und TFA-Spaltung; (3) NaOH,
Wasser; oder (4) Reduktion von Sulfoxid und TBAF in DMA. Siehe Samamen, J. M., J. Org. Chem. 53, 561
(1988). Als weiteres Beispiel kann das (-O-CRH-CO-2-O-CH2-CO-) als spaltbarer Handle unter den folgenden
Bedingungen verwendet werden: (1) NaOH, Wasser (CAM-Linker); (2) ZnCH,COOH/Wasser; (3) Photolyse.
Siehe Tjoeng et al., Synthesis 897 (1981); Sheehan et al., J. Org. Chem. 38, 3771 (1973); Serebryakov et al.,
Tetrahedron 34, 345 (1978); Hendrickson et al., Tetrahedron Lett. 343 (1970); M. L. Ceccato et al., Tetrahedron
Lett. 31, 6189-6192 (1990); J. Martinez et al., Tetrahedron Lett. 41, 739 (1985). Fachleuten wird die Eignung
bekannter spaltbarer Handles fir die hierin beschriebenen Zwecke bekannt sein.

[0090] Die folgenden Bedingungen kénnen zur Spaltung des Linkers verwendet werden, um das assemblierte
Polypeptid aus der Festphase freizusetzen, insbesondere, wenn ein MSC-Handle verwendet wird. Aliquoten
fur Harz-gebundenes Peptid werden mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Methionin, das 200 mM
Hydrazin enthalt, bei einem pH von ~14 2 Minuten lang behandelt, woraufhin Waschen mit einer entsprechen-
den Menge an 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Methionin, pH ~2 und einer entsprechenden Menge
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von 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Methionin, pH 4,6 folgt. Die kombinierten Eluate von freiem
Peptid werden mittels analytischer HPLC und Elektrospray-Massenspektrometrie analysiert (Fig. 16B, Schritt
Nr. 5).

IIl. FESTPHASENLIGATIONEN IN RICHTUNG VOM C- ZUM N-TERMINUS

[0091] Die obige Erlauterung in Bezug auf N- zu C-Terminus-Ligationen gilt ebenso fur C- zu N-Terminus-Li-
gationen, aulRer, wie in Fig. 23 gezeigt wird, wenn: (1) das erste Peptidsegment an die Festphase Uber seinen
C-Terminus gebunden ist, d. h. wenn das C-terminale Peptidsegment des resultierenden assemblierten Poly-
peptids jenes ist, das mit einem spaltbaren Handle modifiziert ist, und (2) die hinzukommenden (d. h. zweiten,
dritten und zusatzlichen) Peptidsegmente voriibergehenden Schutz ihres N-terminalen Cysteins erfordern (sie-
he Schritte Nr. 2—4). Gegebenenfalls kénnen alle Cysteinreste der hinzukommenden oder mittleren Peptidseg-
mente zusammen mit dem N-terminalen Cystein voriibergehend geschitzt werden.

[0092] Wie im Schema (Fig. 23) beschrieben wird das C-terminale Peptidsegment, das einen spaltbaren
Handle tragt, uber Reaktion mit einer entsprechenden funktionellen Gruppe am festen Trager (z. B. Harz), bei-
spielsweise durch eine Oxim-Bindung (Aminooxyacetylgruppe am Harz und ein Keton [lber Lavulinsdure] am
Peptid) oder umgekehrt (Aminooxyacetylgruppe am Peptid und ein Keton an der festen Phase) an den festen
Trager gebunden.

[0093] Nachdem das erste Peptidsegment an die Festphase gebunden wurde, wie in Schritt 1 von Fig. 21
gezeigt wird, reagiert das hinzukommende (zweite) Peptidsegment, umfassend ein N-terminates geschutztes
Cys (PG-Cys) und einen C-terminalen Thioester, mit dem N-terminalen ungeschutzten Cys des Harz-gebun-
denen ersten Peptidsegments mittels der nativen chemischen Ligationsreaktion. Ist die Ligation vollstandig, so
wird die Schutzgruppe des N-terminalen Cys entfernt (Schritt 3 aus Fig. 21), und das nachste Peptidsegment
wird zugesetzt (Schritt 4/2 aus Eig. 21). Nachdem alle Ligationen abgeschlossen wurden (Schritt 5 aus
Fig. 21), wird der Handle, der das sequenziell ligierte Peptid an das Harz bindet, gespalten, wodurch das Voll-
langenpeptid freigesetzt wird. Dieses Verfahren in Richtung C- zu N-Terminus wird bei der gesamten chemi-
schen Synthese eines Zufallpeptids mit kinstlicher Sequenz und fir menschliche Sekretionsphospholipase
A2, Gruppe 5 ("PLA2G5"), ein 118-Aminosaureenzym, wie nachstehend beschrieben eingesetzt.

A. Peptidsynthese
[0094] Peptidsynthese zur sequenziellen nativen chemischen Festphasenligation in Richtung C- zu N-Termi-
nus ist im Wesentlichen dieselbe wie jene, die zuvor fir die sequenzielle native chemische Festphasenligation

in Richtung N- zu C-Terminus beschrieben wurde.

[0095] Siehe nachstehendes Beispiel 7 bezliglich Details zur schrittweisen Festphasen-Peptidsynthese der
Peptidsegmente.

B. Herstellung der Festphase

[0096] Die Herstellung der Festphase fir die C-zu-N-Terminus-Richtung ist mit jener, die fir die N-zu-C-Ter-
minus-Richtung beschrieben wurde, identisch.

C. Binden des modifizierten C-terminalen Peptidsegments an die Festphase
[0097] Bedingungen zum Binden des modifizierten C-terminalen Peptidsegments an den festen Trager kon-
nen mit jenen identisch sein, die zuvor fir das Binden des modifizierten N-terminalen Peptids in N-zu-C-Termi-
nus-Ligationen beschrieben wurden.
D. Ligation in Richtung vom C- zum N-Terminus
[0098] Bedingungen fir native chemische Ligationsreaktionen in Richtung vom C- zum N-Terminus kénnen
mit jenen identisch sein, die zuvor fir N-zu-C-Terminus-Ligationen beschrieben wurden, mit der Ausnahme,

dass das N-terminale, Cystein-haltige Peptidsegment Festphasen-gebunden und das hinzukommende Thio-
ester-enthaltende Peptidsegment in Losung ist.
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E. Cystein-Schutzgruppen und deren Entfernung

[0099] Jede beliebige bekannte Schutzgruppe, die zum Schiitzen des N-terminalen Cys eines Peptidseg-
ments geeignet ist, kann verwendet werden, mit der Mallgabe, dass sie unter Ligationsbedingungen stabil ist,
dass sie unter Bedingungen zum Zusetzen des Linkers stabil ist und vom Peptidsegment unter Bedingungen
entfernt werden kann, die fur das Festphasen-gebundene Peptid, den Linker, das Harz oder den spaltbaren
Handle, sofern verwendet, nicht abtraglich sind. Die Schutzgruppen mussen auch unter Bedingungen zur
schrittweisen Festphasen-Peptidsynthese stabil sein. Ein Beispiel fur eine Schutzgruppe ist ACM (Acetami-
domethyl), das fur Schutz der Cysteinseitenketten (-SCH,NHCOCH,) sorgt, und kann mit Quecksilber(ll)-ace-
tat oder anderen geeigneten Reagenzien gespalten werden. Fmoc (9-Fluorenylmethylcarbamat) stellt a-Ami-
noschutz bereit, kann in 20% Piperidin in DMF gespalten werden und funktioniert gut mit hydrophilen Peptiden.
DNPE (2-(2,4-Dinitrophenyl)ethyl) sorgt fir Schutz der Cystein-Seitenketten und spaltet sich in 50% Piperidin
in DMF ab. p-Nitrobenzolsulfonyl sorgt fir a-Aminoschutz und wird in 1 M DBU/1 M 3-Mercaptoethanol in DMF
gespalten. Zusatzliche Cystein-Schutzgruppen umfassen, sind jedoch nicht darauf beschrankt, Sulfmoc, NSC,
Dde, Boc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Cys(Mob)-OH, Boc-Cys(Fm)-OH und Boc-Cys(DNPE)-OH, worin Acm = Acet-
amidomethyl, Mob = Methoxybenzyl, DNPE = 2-(2,4-Dinitrophenyl)ethyl, Fm = 9-Fluorenylmethyl. Siehe Pro-
tecitve Groups in Organic Synhtesis, T. W. Green & P. G. M. Wuts (Hrsg.) (2. Auflage, 1991), insbesondere
293-294, 318-319; R. Merrifield, J. Org. Chem. 43, 4808-4816 (1978); V. V. Samukov et al., Tetrahedron Lett.
35, 7821-7824 (1994); B. W. Bycroft et al., J. Chem. Soc. Chem. Comm. 776-777 (1993); M. Royo et al., Te-
trahedron Lett., 33, 2391-2394 (1992); S. C. Miller, J. Am. Chem. Soc. 119, 2301-2302 (1997). Bestimmte
Schutzgruppen kénnen Peptidsegmente 16slich machen. Beispielsweise kénnen bestimmte hydrophobe Pep-
tidsegmente unter Zusatz einer Schutzgruppe I8slich werden. Fachleute werden die Eignung jeder beliebigen
spezifischen Schutzgruppe fir ein Peptidsegment leicht erkennen.

[0100] Entfernen von Fmoc als Cys-Schutzgruppe. Eine Ausflihrungsform umfasst das Entfernen einer
Fmoc-Schutzgruppe vom N-terminalen Cys eines Festphasen-gebundenen Peptids. Nach der Ligation mit ei-
nem Peptid mit einem N-terminalen Fmoc-Cys wird das Harz-gebundene Peptid mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M
NaPi, 0,15 M Methionin, pH 7, gefolgt von Wasser, gefolgt von DMF, gewaschen. Das Harz wird anschlie3end
mit zwei Aliquoten von 20% Piperidin in DMF jeweils 5 Minuten lang behandelt. Das Harz wird dann sorgfaltig
mit DMF, anschlief’end mit Wasser, daraufhin mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M NaPi, 0,15 M Methionin, pH 7, ge-
waschen.

[0101] Entfernen von ACM als eine Cys-Schutzgruppe. Nach der Ligation mit einem Peptid mit einem N-ter-
minalen Cys(ACM) wird das Harz-gebundene Peptid mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M NaPi, 0,15 M Methionin, pH
7, gefolgt von 3%iger wassriger Essigsaure, gewaschen. Das Harz wird dann mit einer LOsung von Quecksil-
ber(ll)-acetat in 3%iger wassriger Essigsaure (15 mgs/ml) 30 Minuten lang behandelt, woraufhin Waschen mit
3%iger wassriger Essigsaure folgt. Das Harz wird dann mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M NaPi, 0,15 M Methionin,
pH 7, gewaschen, woraufhin die Behandlung mit 20%igem B-Mercaptoethanol in 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-
Pi, 0,15 M Methionin, pH 7, 30 Minuten lang erfolgt. Das Harz wird anschlieRend mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M
NaPi, 0,15 M Methionin, pH 7, gewaschen.

F. Abspalten von der Festphase

[0102] Spaltbare Handles werden verwendet, um das Festphasen-gebundene Peptid von der Festphase flr
Ligationen in Richtung vom N- zum C-Terminus, in Richtung vom C- zum N-Terminus und fir den zweigerich-
teten Ansatz (sowohl N-zu-C-Terminus-Ligation als auch C-zu-N-Terminus-Ligation) zu spalten. Bei sequenzi-
ellen nativen chemischen Festphasenligationen in Richtung vom C- zum N-Terminus (und bei zweigerichteten
Ligationen unter Verwendung von C-zu-N-Terminus-Ligation) sind die Anforderungen fiir das spaltbare Handle
dieselben wie jene, die in Richtung N-Terminus zu C-Terminus nutzlich sind, mit der zusatzlichen Bedingung,
dass der spaltbare Handle unter Bedingungen stabil ist, die zur Entfernung der Schutzgruppe vom N-termina-
len Cystein des Festphasen-gebundenen Peptids eingesetzt werden.

[0103] Spaltung einer Peptid-CAM-Esterbindung zur Festphase. Aliquoten von Harzgebundenem Peptid wer-
den mit 8 M Harnstoff, 0,1 M NaPi, pH 7, gewaschen, woraufhin eine 2-minttige Behandlung mit 0,25 N NaOH
in demselben 8-M-Harnstoffpuffer erfolgt (resultierender pH: ~14). Das Harz wird anschliefend mit einer ent-
sprechenden Menge an 0,25 N HCI in demselben 8-M-Harnstoffpuffer gewaschen (resultierender pH: ~2), wo-
nach sorgfaltiges Waschen mit dem 8-M-Harnstoffpuffer erfolgt. Die kombinierten Eluate von freiem Peptid
werden mittels HPLC und Elektrospray-Massenspektrometrie analysiert.
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IV. ZWEIGERICHTETE SEQUENZIELLE NATIVE CHEMISCHE FESTPHASENLIGATION

[0104] Wiederum eine andere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft zweigerichtete Festphasen-Proteinsyn-
these, die Aspekte von Ansatzen sowohl fir sequenzielle Festphasen-Proteinsynthese in Richtung vom N-
zum C-Terminus und vom C- zum N-Terminus einbindet. Im zweigerichteten Ansatz wird ein Peptidsegment,
das entweder ein N-terminales Cystein und/oder einen C-terminalen Thioester aufweist, (iber eine Seitenkette
eines seiner Aminosaurereste an eine Festphase gebunden. Siehe die Fig. 25A, Fig. 25B und Fig. 25C. Das
Peptidsegment kann dann an dem einen Terminus an ein zweites Peptidsegment ligiert werden, woraufhin Li-
gation am anderen Terminus an ein drittes Peptidsegment erfolgt. In diesem zweigerichteten Ansatz kénnen
zweite und dritte Peptidsegmente an beiden Enden in nachfolgenden Ligationen zugesetzt werden, sofern das
Peptidsegment, das an die Festphase gebunden ist, sowohl ein geschiitztes N-terminales Cystein als auch ei-
nen geschitzten C-terminalen Thioester aufweist. Zusatzliche Peptidsegmente kénnen anschlieRend an bei-
den Enden des ligierten Festphase-gebundenen Peptids zugesetzt werden. Die Ligationen in beide Richtun-
gen erfolgen unter Verwendung der Verfahren, die hierin sowohl fiir Ligationen in Richtung vom C- zum N-Ter-
minus als auch fir solche in Richtung vom N- zum C-Terminus beschrieben wurden.

[0105] Alternativdazu kann das erste Peptidsegment, das Uber einen seiner inneren Aminosaurereste an die
Festphase gebunden ist, fir Ligationen in nur eine Richtung verwendet werden. Beispielsweise kann das an
die Festphase gebundene Peptidsegment an ein zweites Peptidsegment an einem Terminus ligiert werden,
woraufhin eine oder mehrere Ligationen an zusatzliche Peptidsegmente am selben Terminus des zweiten Pep-
tidsegments folgen. In dieser Ausfiihrungsform kann das an die Festphase gebundene Peptidsegment entwe-
der fur sequenzielle native chemische Festphasenligationen in Richtung vom C- zum N-Terminus oder fiir se-
quenzielle native chemische Festphasenligationen in Richtung vom N- zum C-Terminus verwendet werden. In
dieser Ausfihrungsform kann das an die Festphase gebundene Peptidsegment zweigerichtet fahig sein (d. h.
sowohl ein geschiitztes N-terminales Cystein als auch einen C-terminalen Thioester aufweisen), wahrend es
fur eingerichtete sequenzielle Ligationen verwendet wird (d. h. dass es entweder ein geschitztes N-terminales
Cystein oder einen C-terminalen Thioester aufweist).

[0106] Das erste Peptidsegment ist an die Festphase Uber eine Seitenkette eines seiner Aminosaurereste ge-
bunden, die an einen spaltbaren Handle gebunden ist, der tber eine funktionelle Gruppierung, die in der Lage
ist, chemoselektiv eine kovalente Bindung mit einer komplementaren funktionellen chemischen Gruppierung
an die Festphase zu bilden, an die Festphase gebunden ist, wie in Fig. 25 dargestellt.

[0107] Beispielsweise kann das erste Peptidsegment Gber die Seitenkette eines Lysins, von Asparaginsaure
oder Glutaminsaure, an die Festphase gebunden sein, wobei hierbei ein spaltbarer Handle, basierend auf
Funktionalitdten wie Allyloxycarbonyl (alloc) oder Fmoc, d. h. spaltbar unter orthogonalen Bedingungen, ver-
wendet werden kann, um das Peptidsegment mit der Festphase Uber die Seitenkette seines Lysins, seiner As-
paraginsaure oder Glutaminsaure zu verbinden. Als ein anderes Beispiel kann eine Oximbindung durch das
erste Peptidsegment und die Festphase gebildet werden, worin das erste Peptidsegment entweder eine Ami-
nooxy- oder Keton-chemoselektive funktionelle Gruppe umfasst und die Festphase eine komplementare che-
moselektive funktionelle Gruppe, wie beispielsweise Keton bzw. Aminooxy, umfasst.

V. VERWENDUNG VON SPALTBAREN LINKERN UND MASSENSPEKTRO METRIE ZUR BEOBACHTUNG
VON LIGATIONSREAKTIONEN

[0108] Verschiedene bekannte Linker kénnen verwendet werden, um die sequenziellen Festphasenligationen
zu beobachten. Diese spaltbaren Linker werden zwischen die Festphase und das erste Peptidsegment plat-
ziert, das kovalent an den spaltbaren Handle gebunden ist, z. B. Festphase — spaltbarer Linker — spaltbarer
Handle — Peptidsegment. Die spaltbaren Linker sind in der Lage, leicht gespalten zu werden, um Massensep-
ktrometrie-Analyse eines geringen Anteils an Festphasen-gebundenem Peptid zu erméglichen, um die Bin-
dungs- und Ligationsreaktionen zu beobachten.

[0109] Besteht beispielsweise die Festphase aus Harzkiigelchen, so kénnen einige wenige Harzkligelchen
aus dem Harzgemisch nach der Bindungsreaktion oder nach jeder Ligationsreaktion entnommen werden, um
das Ausmal der Reaktion zu bestimmen. Besonders bevorzugte spaltbare Linker umfassen lichtempfindliche
spaltbare Linker zur MALDI-Massenspektrometrie, umfassend 3-Nitro-4(methylamino)benzoyl-. Siehe
Eig. 5A. Eine kleine Aliquote des Reaktionsgemischs wird zur MALDI-MS-Analyse entfernt und auf einem Ob-
jekttrager vermischt mit einer Matrixlésung getrocknet. Der Laser des MALDI-Massenspektrometers spaltet
den lichtempfindlichen Linker auf Massenspektrometer-Ebene, was eine Analyse der freigesetzten Peptide er-
moglicht.
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[0110] Ein anderer bevorzugter Linker ist einer, der durch TFA (Trifluoressigsaure) spaltbar ist, da dieser fir
Elektrospray-lonisierungs-Massensepktrometrie nutzlich ist. Mit TFA-spaltbaren Linkern werden die Peptide
vor ESI-MS von der Festphase abgespalten.

Beispiel 1: Herstellung der Festphase flir N-zu-C-Terminus-Ligationen

[0111] Die Herstellung der Festphase ist schematisch im Diagramm in Fig. 5 dargestellt. Die Festphase ist
ein Harz, beispielsweise Amino PEGA (0,2-0,4 mmol/g, gequollen in Methanol), oder ein Amino-Spherilose-Af-
finitdtsharz (15-20 Tmol/ml, 0,6-0,9 mmol/g Trockenharz), erhaltlich bei Pharmacia, NovaSyn oder Isco. Das
Harz (PEGA oder Isco) wird zuerst mit DMF (Dimethylformamid) und dann kurz mit 10%igem DIEA (Diisopro-
pylethylamin) gewaschen. Es werden zwei 30-s-DMF-Durchflusswaschschritte verwendet. Ein lichtspaltbarer
Linker (PCL) (siehe Fig. 5A) wird mit einem Aquivalent HBTU (2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylu-
roniumhexafluorphosphat und DIEA in DMF 5 bis 10 Minuten lang aktiviert. Dieser aktivierte lichtspaltbare Lin-
ker wird dann dem Harz zugesetzt und wird bei Raumtemperatur ~3 Stunden lang stehen gelassen (Ninhydrin
kann mit Isco verwendet werden). Zwei 30-s-DMF-Durchflusswaschschritte werden verwendet, gefolgt von
TFA (1 min x 2) und zwei weiteren 30-s-DMF-Durchflusswaschschritten. Die verbleibenden Schritte werden in
abgekurzter Form dargestellt:

—10% DIEA (1 min x 2)

— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)

— Zusatz von aktivierter Boc-Aminooxyessigsaure (aktiviert mit einem Aquivalent DIC und N-Hydroxysucci-

nimid in DMF, 30-60 min lang

— Stehenlassen bei Raumtemperatur, 1 Stunde lang (Ninhydrin kann mit Isco verwendet werden)

— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2) [Harz kann in dieser Phase gelagert werden]

— TFA (1 min x 30)

— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)

—10% DIEA (1 min x 2)

— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)

— sorgfaltiges Waschen mit wassrigem Puffer (6 M GuHCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6) (1 ml x 5)

Beispiel 2: Herstellung des ersten ungeschiitzten Peptidsegments flir N-zu-C-Terminus-Ligationen

[0112] Die folgenden Verfahren werden verwendet, um das erste Peptidsegment (N-Terminus) herzustellen,
das in den Fiq. 6, Fig. 7A und Eig. 7B in Form eines Diagramms dargestellt ist.

[0113] Das Peptidharz wird in DMF gequollen.
—TFA (1 min x 2)
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
—10% DIEA (1 min x 2)
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
— Zusatz von MSC-Handle in DMF
— Stehenlassen bei Raumtemperatur, 1 h
— Zusatz von DIEA und Stehenlassen fir eine weitere Stunde
— Einsatz des Ninhydrintests zur Uberpriifung korrekter Bindung
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
—TFA (1 min x 2)
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
—10% DIEA (1 min x 2)
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
— Zusatz von aktivierter Lavulinsdure (aktiviert als symmetrisches Anhydrid mit 0,5 Aquivalenten DIC in
DCM, 5 bis 10 min)
— Stehenlassen bei Raumtemperatur, 30 min lang
— Ninhydrintest zur Uberpriifung korrekter Ligation
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
— sorgfaltiges Waschen mit DCM
— Trocknen im Gefriertrockner
— HF-Spaltung bei 0°C 1 Stunde lang unter Verwendung von p-Kresol als Fanger
— Trituration und Waschen mit kaltem Ethylacetat
— Auflésen in 50% B und Gefriertrocknen
— Reinigen mittels praparativer HPLC
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Tabelle 1

Sequenzielle Festphasenligationen: N-Terminus zu C-Terminus

3-Zufallspeptidsegment-Modellsystem
Lev-MSC-LTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTSAGPHFNPLSRKHG-COS) (1)
+ Harz-PCL-ONH,

! 1.pH 4,6, 6 M GuCHI, 0,1 M Acetat
Harz-PCL-Oxim-MSC-LTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTSAGPHFNPLSRKHG-COS) (1)
1 2. pH 4,6, 6 M GuHCI, 0,1 M Acetat, 50 mM BrAcOH
Harz-PCL-Oxim-MSC-LTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTSAGPHFNPLSRKHG-COSAc (1)
+ H-CGFRVREFGDNTA-COS) (2)

{ 3. pH 7,5, 8 M GUCHI, 0,1 M Phosphat, 0,5 % Thiophenol
Harz-PCL-Oxim-MSG-LTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTSAGPHFNPLSRKHG
CGFRVREF-GDNTA-COS) (1+2)

4 4. pH 4,6, 6 M GuCHI, 0,1 M Acetat, 50 mM BrAcOH
Harz-PCL-Oxim-MSC-LTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTSAGPHFNPLSRKHG
CGFRVREF-GDNTA-COSACc (1+2)

+ H-CADPSEEWVQKYVSDLELSA-OH (3)

4 5.pH 7,5 6MGuHCI, 0,1 M Phosphat, 0,5 % Thiophenol
Harz-PCL-Oxim-MSC-LTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTSAGPHFNPLSRKHG
CGFRVREF-GDNTACADPSEEWVQKYVSDLELSA-OH (1+2+3)
| 6. pH 14, 6 M GuHCI, 0,1 M Phosphat, 200 mM Hydrazin
H-LTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTSAGPHFNPLSRKHGCGFRVREF-
GDNTACADPSEEWVQKYVSDLELSA-OH (1+2+3)

PCL= lichtspaltbarer Linker

Beispiel 3: Native chemische Festphasenligation von Zufallspeptidsegmenten in wassriger Lésung in Richtung
N- zu C-Terminus

[0114] Die folgenden Verfahren werden fiir Festphasenligationen in Richtung vom N- zum C-Terminus, wie in
Tabelle 1 dargestellt ist, verwendet. Allgemeine Prinzipien fiir native chemische Ligation sind in der WO
96/34.878, PCT/US95/05.668, durch Verweis hierin aufgenommen, beschrieben.

[0115] Das Harz wird mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert.
Das modifizierte N-terminale Peptidsegment wird in 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 aufgeldst, dem
Harz zugesetzt und bei Raumtemperatur tUber Nacht stehen gelassen. (Die Konzentration des ersten Seg-
ments betragt zumindest 5 mM.) Am nachsten Morgen wird das Harz mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat,
pH 4,6 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Eine Harzprobe wird fir MALDI-MS-Analyse gezogen und mit
50% B, MeOH, DCM gewaschen und getrocknet. Eine Harzprobe wird zur Basenspaltung gezogen und mit
200 ¢! 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M NaPi, 200 mM Hydrazin, pH ~14 2 Minuten lang behandelt und entwassert,
das Harz wird mit 200 ¢l 6 Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 200 mM Hydrazin, pH ~2 und mit 200 ¢| 6 Guani-
din-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 gewaschen, und die kombinierten Eluate werden mit TCEP vor Injektion auf
HPLC behandelt.
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[0116] Zur Vorbereitung auf den Zusatz des nachsten Peptidsegments wird das Harz mit 6 M Guanidin-HCI,
0,1 M NaPi, pH 7,5 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Das zweite Peptidsegment (Cys-COSH) wird in 6 M
Guanidin-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,5, 0,5% Thiophenol aufgeldst und dem Harz zugesetzt. Dieses Gemisch wird
Uber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Am nachsten Morgen wird das Harz mit 6 M Guanidin-HCI,
0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Harzproben werden zur MALDI-MS und Ba-
senspaltung entnommen und wie zuvor beschrieben behandelt.

[0117] Das Festphasen-gebundene Harz wird dann durch Behandeln des Harzes mit 50 mM BrAcOH in 6 M
Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 (1 ml x 5) von COSH zu COSAc umgesetzt.

[0118] Das Harz wird mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert.

[0119] Zur Vorbereitung auf den Zusatz des nachsten Peptidsegments wird das Harz in 6 M Guanidin-HCI,
0,1 M NaPi, pH 7,5 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Das End-Peptidsegment wird in 6 M Guanidin-HCI,
0,1 M NaPi, pH 7,5, 0,5% Thiophenol geldst und dem Harz zugesetzt. Dieses Reaktionsgemisch wird bei
Raumtemperatur Uber Nacht stehen gelassen. Am nachsten Morgen wird das Harz mit 6 M Guanidin-HCI, 0,1
M Na-Acetat, pH 4,6 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Eine Harzprobe wird zur Beobachtung durch MAL-
DI-MS-Analyse gezogen.

[0120] Das assemblierte Peptid wird von der Festphase Uber Basenspaltung des spaltbaren Handles vom
verbleibenden Harz, wie zuvor beschrieben wurde, entfernt, jedoch in grolkerem Malstab, woraufhin die
Schritte der Reinigung mittels HPLC oder Entsalzung auf einer PD-10-Saule und des Gefriertrocknens folgen.

Beispiel 4: Native chemische Festphasenligation von C5a(1-74) (74aa) in Richtung vom N- zum C-Terminus

[0121] Dieses Beispiel beschreibt sequenzielle native chemische Festphasenligation in Richtung vom N- zum
C-Terminus von C5a, Komplementarfaktor 5A. Die Sequenz von C5a ist:
TLQKKIEEIAAKYKJSVVKKCCYDGACVNNDETCEQRAARISLGPKCIKAFTECCVV ASQLRANISHKDMQL-
GR.

[0122] Dieses Peptid wird unter Anwendung von sequenzieller nativer Festphasenligation aus 3 Peptidseg-
menten hergestellt: C5a(1-20), C5a(21-46) und C5a(47-74). Die Verfahren, die eingesetzt werden, um Cb5a
durch Festphasenligation zu synthetisieren, sind mit jenen identisch, die fir die sequenzielle native Festpha-
senligation von MIF beschrieben werden (siehe Beispiel 5).

Beispiel 5: Sequenzielle native chemische Festphasenligation von MIF (1-115) (115aa) in Richtung vom N-Ter-
minus zum C-Terminus

[0123] Die Sequenz von MIF (1-115) ist:
MPMFIVNTNVPRASVPDGFLSELTQQLAQATGKPPQYIAVHVVPDQLMAFGGSSEPC
ALCSLHSIGKIGGAQNRSYSKLLCGLLAERLRISPDRVYINYYDMNAASVGWNNSTF

[0124] A. Dieses Peptid wird unter Verwendung von sequenzieller nativer Festphasenligation aus 3 Peptid-
segmenten hergestellt: MIF (1-59), MIF (60-80) und MIF (81-115). Siehe die Fig. 16-20.

[0125] Schritt Nr. 1: Das erste ungeschitzte Peptidsegment, MIF (1-59) wird an eine Festphase, wie in
Fig. 18 dargestellt, gebunden. Die Bindungsbedingungen sind 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Me-
thionin, pH 4,6, 24 Stunden.

[0126] Der verwendete MSC-Handle ist:

0y ,0 o
N?
BOC-HN/\/S\/\OJ\ONP

[0127] Der spaltbare Handle basiert auf Methylsulfonylethyloxycarbonyl- (MSC-) Amino-Schutzgruppe. Er
kann leicht an den ungeschiitztem Amino-Terminus von Peptidharzen addiert werden, iberlebt HF-Schutzauf-
hebung und Spaltung vom Harz, wird durch wassrige Basen leicht und sauber abgespalten und ist mit einem
geschitzten Amin versehen, das mit zahlreichen Funktionalitaten derivatisiert werden kann.
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[0128] Schritt Nr. 2: Das zweite ungeschitzte Peptidsegment (Cys60-MIF(61-80)-COSH) wird anschlieend
unter den Bedingungen 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M NaPi, 0,5% Thiophenol, 0,15 M Methionin, pH 7,5, 24 Stun-
den lang an das erste ungeschiitzte Festphasen-gebundene Peptidsegment ligiert.

[0129] Schritt Nr. 3: Das Festphasen-gebundene Peptid, MIF(1-80)-COSH wird dann unter den folgenden
Bedingungen zum Thioester aktiviert: 50 mM BrCO,COOH, 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Me-
thionin, pH 4,6, 15 min.

[0130] Schritt Nr. 4: Das dritte ungeschutzte Peptidsegment (Cys81-MIF82-115-COOH) wird mit 6 M Guani-
din-HCI, 0,1 M NaPi, 0,5% Thiophenol, 0,15 M Methionin, pH 7,5 24 Stunden lang an das Festphasen-gebun-
dene Peptid ligiert.

[0131] Schritt Nr. 5: Das MIF(1-115), das an die Festphase gebunden ist, wird dann vom festen Trager durch
Basenspaltung des spaltbaren Handles unter den folgenden Spaltungsbedingungen abgespalten: 6 M Guani-
din-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Methionin, 200 mM Hydrazin, bei einem pH von ~14 2 Minuten lang, gefolgt
von 6 M Guanidin-HCI, 0,1 M Na-Acetat, 0,15 M Methionin, 200 mM Hydrazin, bei pH ~2. Die erwartete Masse
des assemblierten Peptids MIF(1-115), das bei der Basenspaltung freigesetzt wird, betragt 12.450 Da. Die
Fig. 20C und Fig. 20D sind Massenspektren des assemblierten Peptids mit einer erwarteten Masse von
12.450. Fig. 20D ist eine Rekonstruktion des Massenspektrums aus Fig. 20C. Fig. 20B ist ein HPLC-Chroma-
togramm des assemblierten Peptids.

Beispiel 6: Native chemische Festphasenligation von Phospholipase A2, Gruppe 5(1-118) (118aa) in Richtung
vom C- zum N-Terminus

[0132] Die Sequenz von Phospholipase A2, Gruppe 5 (PLA2G5) ist:
GLLDLKSMIEKVTGKNALTNYGFYGCYCGWGGRGTPKDGTDWCCWANDHCYGRL
EEKGCNIRTQSYKYRFAWGVVTCEPGPFCHVNLCACDRKLVYCLKRNLRSYNPQYQ YFPNILCS.

[0133] Dieses Peptid wird unter Verwendung von sequenzieller nativer Festphasenligation aus 4 Peptidseg-
menten hergestellt: PLA2G5 (1-25), PLA2G5 (26-58), PLA2G5 (59-87) und PLA2G5 (88-118). Die Verfahren,
die verwendet werden, um PLA2G5 durch Festphasenligation zu synthetisieren, sind mit jenen identisch, die
verwendet werden, um die Zufallssequenz unter Verwendung von ACM-Schutz fiir die N-terminalen Cys-Reste
der Mittelsegmente zu synthetisieren, wie in Beispiel 9 beschrieben wird. Siehe Fig. 22 fiir das Reaktionssche-
ma. Das Cam-Ester-Derivat wird synthetisiert und in das C-terminate Peptidsegment gemafR den Diagrammen

der Fia. 23, Fig. 24 und Eiq. 27 eingebunden.

Beispiel 7: Herstellung des modifizierten C-terminalen Peptidsegments (mittels Harz-CAM-Linker-Synthese)
(Fig. 27)

[0134] Das ausgewahlte, im Handel erhéltliche Harz (MBHA, jedes beliebige Boc-AA-OCH,-Pam-Harz) wird
in DMF-TFA (1 min x 2) gequellt (nicht erforderlich, sofern mit MBHA-Harz gearbeitet wird).
— TFA (1 min x 2) (nicht erforderlich, sofern mit MBHA-Harz gearbeitet wird)
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
— Zusatz von aktiviertem Boc-Lys(Fmoc)-OH (HBTU/DIEA-Aktivierung), Uberpriifung der Vollstandigkeit der
Reaktion nach 10-15 Minuten mittels Ninhydrintest
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
— TFA (1 min x 2)
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
—10% DIEA in DMF (1 min x 2)
— Zusatz von aktivierter Bromessigsaure (aktiviert wie das symmetrische Anhydrid mit 0,5 Aquivalenten DIC
in DCM 5-10 Minuten lang), Uberpriifung der Vollstandigkeit der Reaktion nach 30 Minuten mittels Ninhy-
drintest
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
— Zusatz der ersten Boc-geschiitzten Aminosaure der Sequenz (Boc-AA-OH) 2 M in 20% DIEA in DMF. Ste-
henlassen bei Raumtemperatur, 3 Stunden lang.
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
— Synthetisieren der verbleibenden Sequenz mittels Standard-Arbeitsvorschriften fliir Boc-Chemieverfahren
— Entfernen der Fmoc-Gruppe durch Behandlung mit 20% Piperidin in DMF (5 min x 2)
— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)
— Zusatz von aktivierter Lévulinsdure (aktiviert wie das symmetrische Anhydrid mit 0,5 Aquivalenten DIC in
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DCM 5-10 Minuten lang), Uberpriifung der Vollstandigkeit der Reaktion nach 30 Minuten durch Ninhydrin-
test

— DMF-Durchflusswaschen (30 s x 2)

— sorgfaltiges Waschen mit DCM

— sorgfaltiges Trocknen des Harzes

— HF-Spaltung bei 0°C 1 Stunde lang unter Verwendung von p-Kresol als Fanger

— Trituration und Waschen mit kaltem Ethylether

— Lésen in wassrigem HPLC-Puffer und Lyophilisieren

— Reinigen durch praparative HPLC

Beispiel 8: Native chemische Festphasenligation von Zufallspeptidsegmenten in Richtung vom C- zum N-Ter-
minus unter Verwendung von Fmoc-Schutz (Siehe Fig. 28)

[0135] Die folgenden Verfahren kdnnen fir Festphasenligationen in Richtung vom C- zum N-Terminus, wie in
Tabelle 2 dargestellt, verwendet werden. Beispielsweise kann das Zufallspeptid ALTKYGFYGCYGRLEEKG-
CADRKNILA in drei Peptidsegmenten ligiert werden (in Richtung C- zu N-Terminus): Segment 1 = CADRK-
NILA; Segment 2 = CYGRLEEKG; und Segment 3 = ALTKYGFYG.

[0136] Das Harz wird mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Das
modifizierte C-terminate Peptidsegment (erstes Peptidsegment) wird in 6 M Gu-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6
(5 mM erstes Peptidsegment) geldst, dem Harz zugesetzt und wird bei Raumtemperatur Gber Nacht stehen
gelassen. Das Harz wird mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Eine
Probe wird zur Basenspaltung gezogen und wird mit 8 M Harnstoff, 0,1 M NaPi, pH 7 behandelt, wird 2 Minuten
lang mit 0,25 N NaOH im selben 8-M-Harnstoff-Puffer behandelt (resultierender pH: ~14), mit einer entspre-
chenden Menge an 0,25 N HCI in demselben 8-M-Harnstoff-Puffer gewaschen (resultierender pH: ~2), und die
kombinierten Eluate werden vor Injektion auf HPLC mit TCEP behandelt.

[0137] Zur Vorbereitung des Zusatzes des nachsten Segments wird das Harz mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M NaPi,
pH 7,0 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Das zweite Peptidsegment (Fmoc-Cys-Peptid-COSR) wird in 6
M Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0, 0,5% Thiophenol (zu zumindest 10 mM bis 50 mM an zweitem Peptidsegment)
gel6st und dem Harz zugesetzt. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur Gber Nacht stehen gelassen. Das
Harz wird mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0 (1 ml x 5), Wasser (1 ml x 5), DMF (1 ml x 5) gewaschen, und
die Fmoc-Schutzgruppe wird durch Behandeln mit zwei Aliquoten von 20% Piperidin in DMF (5 min jeweils)
entfernt. Das Harz wird anschlieRend mit DMF (1 ml x 5), Wasser (1 ml x 5) und mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M NaPi,
pH 7,0 (1 ml x 5) gewaschen. Eine Harzprobe wird gezogen und wie zuvor beschrieben basengespalten.

[0138] Das Endpeptidsegment wird in mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0, 0,5% Thiophenol gelést und dem
Harz zugesetzt. Dieses Gemisch wird bei Raumtemperatur iber Nacht stehen gelassen. Das Harz wird dann
mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0 gewaschen, und anschlieRend wird das assemblierte Peptid von der Fest-
phase mittels Basenspaltung des spaltbaren Handles vom verbleibenden Harz, wie zuvor beschrieben wurde,
entfernt, dies jedoch in gréRerem MalRstab, woraufhin Reinigung mittels HPLC oder Entsalzen an PD-10-S&ule
und Gefriertrocknen erfolgen.

[0139] Diese Verfahren kénnen angewandt werden, um jedes beliebige Peptid, das Cysteinreste aufweist,
herzustellen.

Beispiel 8A: Native chemische Festphasenligation von Zufallspeptidsegmenten in Richtung vom C- zum N-Ter-
minus unter Verwendung von DNPE-Schutz

[0140] DNPE (2-(2,4-Dinitrophenylethyl)) ist eine andere Cystein-Seitenketten-Schutzgruppe, die fur Ligatio-
nen in Richtung vom C- zum N-Terminus verwendet werden kann. Beispiel 8 wurde unter Verwendung von
DNPE als Schutzgruppe wiederholt. Die Bedingungen zur chemischen Festphasenligation von Zufallspeptid-
segmenten in Richtung vom C- zum N-Terminus waren mit jenen identisch, die in Beispiel 8 verwendet wurden,
mit der Ausnahme, dass beim Entfernen der DNPE-Schutzgruppe 50%iges Piperidin verwendet wurde.

Beispiel 9: Native chemische Festphasenligation von Zufallspeptidsegmenten in Richtung vom C- zum N-Ter-
minus unter Verwendung von ACM-Schutz

[0141] Die folgenden Verfahren werden fir Festphasenligationen in Richtung vom C- zum N-Terminus ver-
wendet, wie in Tabelle 3 dargestellt ist. Es wird dasselbe Zufallspolypeptid wie im obigen Beispiel ligiert.
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[0142] Das Harz wird mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Das
modifizierte C-terminale Peptidsegment wird in 6 M Gu-HCI, 0,1 M Na-Acetat, pH 4,6 gelést, dem Harz zuge-
setzt und wird bei Raumtemperatur tGiber Nacht stehen gelassen. Das Harz wird mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M Na-Ace-
tat, pH 4,6 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Eine Probe wird zur Basenspaltung gezogen und wird mit 8
M Harnstoff, 0,1 M NaPi, pH 7 behandelt, wird 2 Minuten lang mit 0,25 N NaOH im selben 8-M-Harnstoff-Puffer
behandelt (resultierender pH: ~14), mit einer entsprechenden Menge an 0,25 N HCI in demselben 8-M-Harn-
stoff-Puffer gewaschen (resultierender pH: ~2), und die kombinierten Eluate werden vor Injektion auf HPLC mit
TCEP behandelt.

[0143] Zur Vorbereitung des Zusatzes des nachsten Segments wird das Harz mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M NaPi,
pH 7,0 (1 ml x 5) gewaschen und entwassert. Das zweite Peptidsegment (Fmoc-Cys-Peptid-COSR) wird in 6
M Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0, 0,5% Thiophenol (zu zumindest 10 mM zweites Peptidsegment) geldst und dem
Harz zugesetzt. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur tiber Nacht stehen gelassen. Das Harz wird mit 6 M
Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0 (1 ml x 5), 3%iger Essigsaure in Wasser (1 ml x 5) gewaschen, und die
ACM-Schutzgruppe wird durch Behandeln mit Quecksilber(ll)-acetat in 3%iger Essigsaure in Wasser (15
mgs/ml) 30 Minuten lang entfernt. Das Harz wird anschlie3end mit 3%iger Essigsaure in Wasser (1 ml x 5) und
mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0 (1 ml x 5) gewaschen und mit 20%igem B-Mercaptoethanol in 6 M Gu-HCI,
0,1 M NaPi, pH 7,0 30 Minuten lang behandelt, woraufhin es mit 6 M Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0 (1 ml x 5)
gewaschen wurde. Eine Harzprobe wird gezogen und wie zuvor beschrieben basengespalten.

[0144] Das Endpeptid wird in 6 M Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0, 0,5% Thiophenol gelést und dem Harz zuge-
setzt. Dieses Gemisch wird bei Raumtemperatur GUber Nacht stehen gelassen. Das Harz wird dann mit 6 M
Gu-HCI, 0,1 M NaPi, pH 7,0 gewaschen, und das assemblierte Peptid wird von der Festphase tiber Basenspal-
tung des spaltbaren Handles vom verbleibenden Harz wie zuvor beschrieben entfernt, dies jedoch in groRerem
Mafstab, woraufhin Reinigung mittels HPLC oder Entsalzen auf PD-10-S&ule und Gefriertrocknen durchge-
fuhrt werden.
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Tabelle 2

Polymer-unterstiitzte Ligationen

in Richtung C-Terminus zu N-Terminus

Fmoc-Schutz

H-CADRKNILA-CAM-Lys(Lavulinsaure)-NH2 (1)
+ Harz-ONH,
4 1.pH 4,6, 6 M GUHCI, 0,1 Acetat
H-CADRKNILA-CAM-Lys-Oxim-Harz (1)
+ Fmoc-CYGRLEEKG-COSR (2)

1 2.pH 7,5, 6 M GuHCI, 0,1 Phosphat, 0,5 % Thiophenol
Fmoc-CYGRLEEKGCADRKNILA-CAM-Lys-Oxim-Harz (1+2)
! 3. 20 % Piperidin/DMF
H-CYGRLEEKGCADRKNILA-CAM-Lys-Oxim-Harz (1+2)

+ H-ALTKYGFYG-COSR (3)
| 4.pH 7,5 6 MGUHCI 0,1 M Phosphat, 0,5 % Thiophenol
H-ALTKYGFYGCYGRLEEKGCADRKNILA-CAM-Lys-Oxim-Harz (1+2+3)
{ 5. pH 14, 8 M Harnstoff, 0,1 M Phosphat, 0,25 N NaOH
H-ALTKYGFYGCYGRLEEKGCADRKNILA-OH
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Tabelle 3

Polymer-unterstiitzte Ligationen

in Richtung C-Terminus zu N-Terminus
ACM-Schutz

H-CADRKNILA-CAM-Lys(Lavulinsaure)-NH2 (1)
+ Harz-ONH,
!l 1. pH 4,6, 6 M GuHCI, 0,1 Acetat
H-CADRKNILA-CAM-Lys-Oxim-Harz (1)
+ H-C(ACM)YGRLEEKG-COSR (2)

4 2.pH 7,5, 6 M GUuHCI, 0,1 Phosphat, 0,5 % Thiophenol
H-C(ACM)YGRLEEKGCADRKNILA-CAM-Lys-Oxim-Harz (1+2)
! 3. Quecksilber(ll)-acetat in 3 % wassr. AcOH
b. 20 % Mercaptoethanol in pH 7,5, 6 M Gu'HCI, 0,1 M Phosphat
H-CYGRLEEKGCADRKNILA-CAM-Lys-Oxim-Harz (1+2)

+ H-ALTKYGFYG-COSR (3)

{ 4. pH 7,5 6 MGuHCI, 0,1 M Phosphat, 0,5 % Thiophenol
H-ALTKYGFYGCYGRLEEKGCADRKNILA-CAM-Lys-Oxim-Harz (1+2+3)
4 5. pH 14, 8 M Harnstoff, 0,1 M Phosphat, 0,25 N NaOH
H-ALTKYGFYGCYGRLEEKGCADRKNILA-OH

Beispiel 10: Zweigerichtete sequenzielle native chemische Festphasenligation

[0145] Dieses Beispiel veranschaulicht eine der Ausflihrungsformen des zweigerichteten Ansatzes zur Fest-
phasen-Proteinligation, wobei mit einem ersten Peptidsegment begonnen wird, das an die Festphase gebun-
den ist, worin das erste Peptidsegment ein "Mittelstlick" des gewunschten Zielproteins ist, d. h. das erste Pep-
tidsegment, gebunden an die Festphase, wird fiir Ligationen sowohl am N-terminalen Cystein als auch am
C-terminalen Thioester verwendet.

[0146] Beginnend bei einem der Mittelstiicke des Zielproteins wird ein spaltbarer Linker der Seitenkette eines
der Aminosaurereste des Mittelstiicks zugesetzt. Die Seitenkette jedes beliebigen Aminosaurerestes mit einer
schitzbaren funktionellen Gruppe kann verwendet werden, umfassend vorzugsweise Asparaginsaure oder
Glutaminsaure. Am meisten bevorzugt wird ein Lysin-Aminosaurerest verwendet. Beispielsweise kann ein
spaltbares CAM-Ester-Handle oder jede andere Carbonsaure-Schutzgruppe angepasst werden, um das erste
Peptidsegment an die Festphase Uber die Seitenkette von Asparagin- oder Glutaminsaure zu binden. Fach-
leuten werden die notwendigen chemischen Verfahren zur Durchfiihrung dieses Schritts durchwegs bekannt
sein.
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[0147] Beispielsweise wird die Synthese eines ersten Peptidsegments, das uber eine innere Aminosaure an
die Festphase zu binden ist, in Fig. 25C dargestellt. Beginnend mit einer geeigneten Festphase (Thioester-
oder Thiosaure-bildend) wird das erste Peptidsegment unter Verwendung herkémmlicher Boc-Arbeitsvor-
schriften synthetisiert, bis der ausgewabhlte Lysinrest erhalten wird. Unter Verwendung von Boc-Chemieverfah-
ren wird ein Lysin, dessen Seitenkette mit einer Fmoc-Gruppe (Boc-Lys(Fmoc)OC) Amin-geschutzt ist, an der
geeigneten Stelle wahrend schrittweiser Festphasen-Peptidsynthese insertiert, woraufhin kontinuierliche Syn-
these am Ende des ersten Peptidsegment durchgefiihrt wird. Die Fmoc-Schutzgruppe wird am Ende der
schrittweisen Peptidsynthese entfernt, und der spaltbare Handle wird an das Seitenkettenamin gebunden
(Schritt B aus Fig. 25C).

[0148] Dieses Verfahren ist jenem aus Fig. 24 sehr dhnlich, wobei folgende Unterschiede bestehen: die La-
vulinsaure in Schritt 4 wird durch den spaltbaren Handle ersetzt, und das 20%ige Piperidin, das verwendet
wird, um die Fmoc-Gruppe zu spalten (auch ein Teil von Schritt 4), wird durch eine sehr viel geringere Konzen-
tration einer anderen Base wie beispielsweise 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU), z. B. 1-2 Aquivalente
DBU in DMF, ersetzt. Der Grund dafiir sind die Mittel-Peptidsegmente, die, unabhangig davon, ob sie Thiosau-
ren oder Thioester bei der Spaltung von Harz bilden, mit dem Harz durch einen Thioester verbunden sind, der
in Gegenwart von 20%igem Piperidin gespalten werden wiirde.

[0149] Fur dieses bestimmte Verfahren wird das MSC-Handle bevorzugt, wobei jedoch auch andere spaltba-
re Handles verwendet werden kénnen. Die Bindung eines Lysinrests an das Seitenketten-Amin und weiters die
Modifikation des Linkers mit einer geeigneten funktionellen Gruppe, die in der Lage ist, mit einer entsprechen-
den Gruppe am Festphasenligationsharz zu reagieren, entsprechen allgemein den Darstellungen in Fig. 17A,
mit der Ausnahme, dass das Amin des MSC-Handles mit einer Fmoc- anstelle einer Boc-Gruppe geschiitzt
sein sollte. Da die Bindung an das Peptidsegment Gber einen inneren Aminosaurerest erfolgt, wiirde die N-ter-
minale Aminosaure Boc-geschiitzt sein, und es ist fiir die N-terminale Aminogruppe und die Aminogruppe des
MSC-spaltbaren Handles nicht maoglich, durch dieselbe Gruppe geschitzt zu sein. Das Entfernen der
Fmoc-Gruppe am MSC-spaltbaren Handle wirde also unter Verwendung von DBU anstelle von Piperidin er-
folgen mussen. Wie in Eig. 17A gezeigt ist Lavulinsdure zum Binden an den Linker mit einer entsprechenden
Aminooxyacetylgruppe am festen Trager bevorzugt (Eig. 17B).

[0150] Zwei Versionen des ersten Peptidsegment, das an das Harz zu binden ist, werden nachstehend be-
schrieben.

[0151] Erste Version. Das erste Peptidsegment weist ein ungeschiitztes N-terminales Cystein und eine C-ter-
minale Thiosaure auf (Fig. 25A). Das zweite Peptidsegment (Schritt 2 in Fig. 25A), das an das erste Peptid-
segment zu ligieren ist, ist ein Peptid mit einem C-terminalen Thioester und gegebenenfalls einem geschutzten
N-terminalen Cystein (sofern zusatzliche C- zu N-Terminus-Ligationen erwiinscht sind), worin der C-terminale
Thioester in der Lage ist, mit dem N-terminalen Cys des ersten Peptidsegments (d. h. in Richtung C- zu N-Ter-
minus) zu reagieren. Dieser Schritt kann, sofern erwiinscht, mit zusatzlichen Peptidsegmenten, die in C- zu
N-Terminus-Richtung zugesetzt werden, mehrfach wiederholt werden, mit der Mal3gabe, dass die inneren hin-
zukommenden Peptidsegmente jeweils ein geschiitztes N-terminales Cystein aufweisen, das gemal den
Standard-Verfahrensschritten von nativen chemischen Festphasenligationen in Richtung C- zu N-Terminus,
die in Fig. 21 beschrieben werden, entschiitzt wird (das Endpeptidsegment, das am N-Terminus des resultie-
renden Produktes zuzusetzen ist, bendtigt kein N-terminales Cystein). Nach Abschluss der Ligation wird die
C-terminale Thiosaure des resultierenden Festphasen-gebundenen Peptids (d. h. Ligationsprodukt aus erstem
und zweitem Peptidsegment) mit Bromessigsaure zu einem Thioester umgesetzt (wie in Tabelle 1 fur Ligatio-
nen in Richtung vom N- zum C-Terminus erlautert und in Schritt 3 von Fig. 25A dargestellt wird). Der nachste
Schritt (Schritt 4 in Fig. 25A) umfasst die Ligation des Festphasen-gebundenen Peptids an ein drittes Peptid-
segment mit einem N-terminalen Cys. Dieser Schritt kann gegebenenfalls wiederholt werden, um zusatzliche,
um, sofern gewunscht, zuséatzliche hinzukommende Peptidsegmente in Richtung N- zu C-Terminus hinzuzufi-
gen, mit der MalRgabe, dass die inneren hinzukommenden Peptidsegmente jeweils ein ungeschitztes N-ter-
minales Cystein und eine C-terminale Thiosdure umfassen, wobei nach Abschluss der Ligation und vor Zusatz
des nachsten Peptidsegment die Thiosaure zu Thioester umgesetzt wird. Das End-Peptidsegment, das dem
C-Terminus des resultierenden Produkts zuzusetzen ist, erfordert keine C-terminale Thiosaure.

[0152] Fachleuten wird bekannt sein, dass mehrfache Ligationen nachfolgend in beiden Richtungen durch-
geflhrt werden kénnen, sofern die geeigneten Schutzgruppen und andere geeignete chemische Verfahren am
Mittelstiick oder dem Festphasen-gebundenen Peptid zum Einsatz kommen. Diese zusatzlichen Schritte sind
mit den Verfahren fiir die Einzelrichtungen identisch, d. h. N-terminales ungeschiitztes Cys plus C-terminaler
Thioester fur die N- zu C-Richtung und N-terminates Cys(ACM) plus C-terminaler Thioester fur die C- zu N-Ter-
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minus-Richtung. Unter der Annahme, dass MSC-Linker verwendet werden, wiirde die Spaltung des Volllan-
genprodukts vom Harz in basischer Lésung (pH 12-14) erfolgen, wie in Schritt 6 in Tabelle 1 gezeigt wird. Der
bevorzugte Ansatz besagt jedoch, zuerst alle Ligationsschritte, die fiir eine Richtung erforderlich sind, abzu-
schlie®en, bevor die Ligationsschritte fir die andere Richtung erfolgen. Solange das Festphasen-gebundene
Peptid entweder ein geschiitztes N-terminales Cystein oder eine C-terminale Thiosaure aufweist, kdnnen Li-
gationen in beiden Richtungen durchgefiihrt werden, mit der Maligabe, dass die geeigneten Verfahren, wie
hierin beschrieben, eingesetzt werden. Hat das Festphasen-gebundene Peptid sowohl ein ungeschitztes
N-terminates Cystein als auch einen C-terminalen Thioester, fihren alle Versuche, es an ein zusatzliches hin-
zukommendes Peptidsegment zu ligieren, zu einer Zyklisierung des Festphasen-gebundenen Peptids.

[0153] Zweite Version. Die zweite Version dieses Schemas umfasst das Beginnen mit Ligation in Richtung N-
zu C-Terminus, gefolgt von Ligation in der entgegengesetzten Richtung, wie in Fig. 25B gezeigt wird. Das erste
an das Harz zu bindende Peptidsegment umfasst ein voriibergehend geschiitztes N-terminates Cys und einen
C-terminalen Thioester. Die Ligation eines zweiten Peptidsegment an das erste Peptidsegment erfolgt dann in
Richtung N- zu C-Terminus. Jede darauf folgende Ligation in Richtung C- zu N-Terminus wirde zuerst das Ent-
fernen der Schutzgruppe erfordern.

[0154] Aulerin Bezug auf das Anbinden des ersten Peptidsegment an den festen Trager kombiniert dieses
Vorgehen lediglich die Verfahren fiir Ligationen in Richtung N- zu C-Terminus und C- zu N-Terminus (zuvor be-
schrieben).
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines assemblierten Peptids in Richtung vom N-Terminus zum C-Terminus,
wobei das Verfahren Folgendes umfasst:
a) Ligieren eines Peptidsegments mit einem N-terminalen Cystein und einer C-terminalen Thiosdure an ein an
eine Festphase gebundenes Peptidsegment, das einen C-terminalen Thioester aufweist, um ein an eine Fest-
phase gebundenes Peptidsegment zu bilden, das eine C-terminale Thiosdure aufweist; und
b) Uberfiihren der C-terminalen Thiosdure des an eine Festphase gebundenen Peptids in einen C-terminalen
Thioester, um ein an eine Festphase gebundenes assembliertes Peptid zu bilden, das einen C-terminalen Thi-
oester aufweist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin das an eine Festphase gebundene Peptidsegment eine Festphase
umfasst, die Uber einen Linker an das Peptidsegment gebunden ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, worin der Linker ein spaltbarer Linker ist.

4. Verfahren nach Anspruch 3, das auRerdem die Freisetzung des assemblierten Peptids von der Festpha-
se durch Spalten des spaltbaren Linkers umfasst.

5. Verfahren nach Anspruch 1, das auRerdem das Ligieren des an eine Festphase gebundenen assemb-
lierten Peptids, das einen C-terminalen Thioester aufweist, an ein Peptidsegment, das ein N-terminales Cy-
stein und eine andere C-terminale Gruppe als eine Thiosaure aufweist, umfasst, um ein an eine Festphase
gebundenes assembliertes Peptid zu bilden, das eine andere C-terminale Gruppe als eine Thiosaure aufweist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, worin das an eine Festphase gebundene assemblierte Peptidsegment eine
Festphase umfasst, die Uber einen Linker an das Peptidsegment gebunden ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, worin der Linker ein spaltbarer Linker ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, das aulerdem die Freisetzung des assemblierten Peptids von der Festpha-
se durch Spalten des spaltbaren Linkers umfasst.

9. Verfahren zur Herstellung eines assemblierten Peptids in Richtung vom C-Terminus zum N-Terminus,
wobei das Verfahren Folgendes umfasst:
a) Ligieren eines ersten Peptidsegments an ein zweites Peptidsegment, wobei das erste Peptidsegment ein
ungeschitztes N-terminales Cystein und eine C-terminale Gruppe aufweist, die Uber einen an die C-terminale
Gruppe angrenzenden Linker an eine Festphase gebunden ist, und das zweite Peptidsegment ein geschutztes
N-terminales Cystein und einen ungeschitzten C-terminalen Thioester aufweist;
b) Entfernen der Schutzgruppen des geschutzten N-terminalen Cysteins des zweiten Peptidsegments; und
c) Ligieren eines dritten Peptidsegments, das einen ungeschitzten C-terminalen Thioester aufweist, an das
ungeschitzte N-terminale Cystein des zweiten Peptidsegments, um ein assembliertes Peptid zu bilden.

10. Verfahren nach Anspruch 9, worin das dritte Peptid ein geschitztes N-terminales Cystein umfasst und
worin die Schritte b) und c) einmal oder mehrmals mit einem oder mehreren zusatzlichen Peptidsegmenten
wiederholt werden, die mit der Entfernung der Schutzgruppen und der Ligation zur Herstellung eines assemb-
lierten Peptids kompatibel sind.

11. Verfahren nach Anspruch 9, worin der Linker ein spaltbarer Linker ist.

12. Verfahren nach Anspruch 11, das auRerdem die Freisetzung des assemblierten Peptids von der Fest-
phase durch Spalten des spaltbaren Linkers umfasst.

13. Verfahren nach Anspruch 12, worin der Linker ein spaltbarer Linker ist.

14. Verfahren nach Anspruch 13, das auRerdem die Freisetzung des assemblierten Peptids von der Fest-
phase durch Spalten des spaltbaren Linkers umfasst.
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15. Set zur Herstellung von assemblierten Polypeptiden, umfassend:
a) ein erstes ungeschiitztes Peptidsegment, das einen Thioester am C-Terminus und am N-Terminus aufweist,
worin das erste ungeschiitzte Peptidsegment tber einen Linker an eine Festphase gebunden ist, der ein spalt-
bare Gruppierung umfasst;
b) eine Gruppe zweiter ungeschuitzter Peptidsegmente, die jeweils eine Thiosaure an ihrem C-Terminus und
ein Cystein an ihrem N-Terminus aufweisen, worin jedes der zweiten ungeschuitzten Peptidsegmente dieselbe
Anzahl an Aminosauren aufweist; und
c) eine oder mehrere Gruppen unterschiedlicher ungeschitzter Peptidsegmente, die jeweils einen Thioester
an ihrem C-Terminus und einen Cysteinrest an ihrem N-Terminus aufweisen, worin jedes der Mitglieder der
Gruppe dieselbe Anzahl an Aminosauren aufweist.

16. Set nach Anspruch 15, worin die Gruppe zweiter ungeschutzter Peptidsegmente aus Peptiden mit der-
selben Lange, aber unterschiedlichen Aminosauresequenzen besteht.

17. Set nach Anspruch 15, worin die Gruppe zweiter ungeschitzter Peptide im Wesentlichen aus identi-
schen Peptiden besteht.

18. Set nach Anspruch 15, worin die eine oder mehreren Gruppen unterschiedlicher ungeschitzter Peptide
zumindest eine Gruppe von Peptiden mit derselben Lange, aber unterschiedlichen Aminosauresequenzen um-
fasst.

19. Gerat zur Herstellung assemblierter Polypeptide, umfassend:
a) einen festen Trager, an den ein erstes ungeschutztes Peptid, das einen Thioester an seinem C-Terminus
und einen spaltbaren Linker an seinem N-Terminus aufweist, gebunden ist, worin das ungeschitzte Peptid
Uber einen Linker an den festen Trager gebunden ist;
b) eine Gruppe zweiter ungeschitzter Peptide, die jeweils eine Thiosaure an ihrem C-Terminus und einen Cy-
steinrest an ihrem N-Terminus aufweisen; und
c) eine oder mehrere Gruppen unterschiedlicher ungeschitzter Peptide, die jeweils eine Thiosaure an ihrem
C-Terminus und einen Cysteinrest an ihrem N-Terminus aufweisen.

Es folgen 31 Blatt Zeichnungen
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