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Strategien zur Proteinsynthese vereinigen sich mit der
nativen chemischen Ligation
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In den letzten Jahren stieg das Interesse
an Technologien zum Aufbau von Pro-
teinen, wie der nativen chemischen Li-
gation (NCL)[1] und der Ligation expri-
mierter Proteine (expressed protein li-
gation, EPL).[2] NCL umfasst die che-
moselektive Kupplung zweier Protein-
fragmente, bei der das eine Fragment
einen C-terminalen Thioester und das
andere einen N-terminalen Cysteinrest
tr-gt. Durch die Kupplungsreaktion
wird an der Ligationsstelle eine native
Peptidbindung eingef/hrt (Schema 1a).
Die NCL hat sich als leistungsstarke
Technologie in der Proteinsynthese
durchgesetzt, da die Reaktion ohne
Schutzgruppen und in w-ssriger L2sung
ausgef/hrt werden kann. Im Jahr 1999
wurde /ber eine Modifikation des
„Safety-catch“-Sulfonamidlinkers von
Kenner berichtet, durch die es gelang,
Peptide, die unter Anwendung von 9-
Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-
Schutzgruppen synthetisiert worden
waren, als Thioester von der Festphase
abzuspalten. Dadurch wurde das Pro-
blem gel2st, dass Thioester gew2hnlich
an Thioesterharzen als Festphasen mit
tert-Butoxycarbonyl(Boc)-Schutzgrup-
pen pr-pariert wurden. Die stark sauren
Bedingungen bei der N-a-Entsch/tzung
und der Abspaltung der Peptide von der
Festphase sind selten kompatibel mit
modifizierten Peptiden wie Glycopepti-
den. Fmoc-Verfahren f/r die Glyco-
peptidsynthese sind wiederum nicht mit

Thioesterharzen kombinierbar, da
Thioester durch Piperidin gespalten
wurden. Die Verwendung von „Safety-
catch“-Verbindungen 2ffnete daher ei-
nen Zugang zu Glycopeptidthioestern in
der NCL durch Fmoc-Protokolle. Dies
wurde erstmals von Bertozzi und Mit-
arbeitern durch die Synthese von Dip-
tericin gezeigt.[3] Seitdem wurde /ber
andere indirekte Methoden zur Pro-
duktion von Peptidthioestern mit Fmoc-
Schutzgruppen berichtet. In Kombina-
tion mit der Entwicklung der EPL,[2]

einer zu NCL analogen Reaktion, die
aber mikrobiologisch hergestellte Thio-
ester oder Komponenten mit N-termi-
nalem Cystein verwendet, haben diese
Fortschritte zum verbreiteten Einsatz
von Proteinchemie in chemischer Bio-
logie und Materialwissenschaft beige-
tragen, weil die Intoleranz gegen post-
translationale Modifikationen und Ein-
schr-nkungen bez/glich der Fragment-
gr2ße (bislang ungef-hr 50 Aminos-u-
ren) /berwunden wurden. NCL wurde
besonders von Wissenschaftlern aufge-
griffen, die sich mit posttranslational
modifizierten (z.B. glycosylierten oder
phosphorylierten) Proteinen besch-fti-
gen, da eine Versorgung mit ausrei-
chend homogenem Material durch bio-
logische Quellen nicht gew-hrleistet ist.
Ein weiterer Vorteil von NCL besteht
darin, dass die Konstruktion vollst-ndig
nativer Strukturen durch eine chemi-
sche Synthese m2glich wird. So kann
man die Position, Zahl und Art der
Oligosaccharide in der Sequenz gly-
cosylierter Proteine genau festlegen.
Viele Modifizierungsverfahren f/r mi-
krobiologisch gewonnene Proteine sind
weder ortsspezifisch (etwa der Angriff
von Lysinresten durch reduktive Ami-
nierung) noch f/hren sie zu nichtnat/r-

lichen Strukturen (z.B. zu Proteinen, die
selektiv an Cysteinresten mit a-Halo-
genacetamiden modifiziert sind).

Trotz dieser Fortschritte bestehen
gewisse Einschr-nkungen der NCL und
EPL noch heute. So muss ein N-termi-
naler Cysteinrest vorliegen, da die Cys-
teinreste selten in f/r die NCL geeig-
neter Weise /ber die Peptidsequenz
verteilt sind. Außerdem ist die Methode
nicht vollkommen konvergent, und
mehrere Peptidfragmente werden vom
C-Terminus zum N-Terminus aneinan-
dergereiht. Dies folgt daraus, dass der C-
terminale Thioester unter den typischen
Reaktionsbedingungen nicht generell
kompatibel mit dem N-terminalen Cys-
teinrest im selben Molek/l ist. Daher
werden mehrere Ligations-Entsch/t-
zungs-Zyklen ben2tigt, um lange Pep-
tidsequenzen zu erzeugen. Einige aktu-
elle Beitr-ge, die sich mit dieser Pro-
blematik auseinandersetzen, werden im
Folgenden diskutiert.

Die erste Einschr-nkung (das Vor-
handensein von Cysteinresten) wurde
Ende der 1990er zun-chst durch die
Entwicklung von Thiol-Hilfsgruppen
wie 1[4] und 2[5] umgangen (Abbil-
dung 1). Um die Ligation zu erm2gli-
chen, k2nnen diese Hilfsgruppen am N-
Terminus eines synthetischen Peptids
angebracht werden. Anschließend k2n-
nen sie durch Trifluoressigs-ure (TFA)
leicht entfernt werden (Schema 1b).
Fberraschenderweise haben Thiol-
Hilfsgruppen keine breite Anwendung
gefunden; statt dessen wurde /ber ihre
Substratbreite (welche Aminos-uren
werden als endst-ndige Reste an der
Thioester- und der Hilfsgruppen-tra-
genden Komponente toleriert), die
Gr2ße des Fbergangszustands und ihre
Abspaltbarkeit diskutiert. Danishefsky
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und Mitarbeiter haben unl-ngst die
Thiol-Hilfsgruppe 4,5,6-Trimethoxy-2-
mercaptobenzyl (Tmb, 2) verwendet,
die urspr/nglich von Dawson und Mit-
arbeitern entwickelt wurde,[5] um Gly-
copeptide, die an Asparaginreste ge-
bundene Saccharide enthalten, durch
Glycin-Glutamin-Ligation zu verketten
(/ber 58% Ausbeute).[6] Dadurch wurde
nachgewiesen, dass sich solche Hilfs-
gruppen nicht nur f/r die Glycin-Glycin-
Ligation eignen; mindestens einer der
beiden Reste sollte aber Glycin sein.
Diese L2sung des Problems, dass ein N-
terminales Cystein erforderlich ist, f/hrt
zu einer Reihe neuer Einschr-nkungen.
Wenn das a-Kohlenstoffatom des Thio-
esters oder der Aminos-ure, die die
Hilfsgruppe tr-gt, substituiert ist, so
wird der Acyltransfer (anstelle der
Thioester/bertragung) zum geschwin-
digkeitsbestimmenden Schritt, und die
Thioesterhydrolyse tritt mit h2herer
Wahrscheinlichkeit auf. Interessanter-
weise war das Gly-Gln-Ligationspro-
dukt nach Abspaltung der Hilfsgruppe
mit einer Spezies identischer Masse
verunreinigt. Vermutlich f/hrt eine N!

S-Acylverschiebung zum Thioester 5
(Schema 2), da die benzylische Amin-
gruppe bei der Abspaltung der Hilfs-
gruppe in saurem Milieu irreversibel
protoniert wird. Die Methylierung des
Thiols durch p-Nitrobenzolsulfons-ure-
Methylester vor der Abspaltung der
Hilfsgruppe verhinderte diese uner-
w/nschte (doch m2glicherweise nutz-
bringende)[7] Nebenreaktion, sodass ein
Glycopeptid mit 17 Resten und zwei N-

verkn/pften Sacchariden isoliert wer-
den konnte (Schema 3).

Die Maskierung der Thiolfunktion
k2nnte diese Hilfsgruppenklasse wieder
attraktiver machen, doch eine wichtige
Einschr-nkung bleibt f/r alle Hilfs-
gruppen bestehen: Sie sind momentan
nur auf synthetische Peptide anwend-
bar. Das mag daran liegen, dass noch
keine effiziente Methode zur Einf/h-
rung von Thiol-Hilfsgruppen am N-Ter-

Schema 1. Vergleich von NCL und Hilfsgruppen-vermittelter Ligation. a) Der gemeinhin anerkannte Mechanismus der NCL: Auf die geschwindig-
keitsbestimmende Thioester=bertragung folgt eine schnelle S!N-Acylverschiebung durch einen f=nfgliedrigen cyclischen >bergangszustand.
B) Hilfsgruppen-vermittelte Ligation: Eine Thiol-substituierte Hilfsgruppe steuert die NCL-artige Reaktion und wird schließlich abgespalten. So
werden Ligationen auch an anderen Stellen als X-Cys mCglich. Aux=Hilfsgruppe.

Abbildung 1. Hilfsgruppen f=r die NCL (1), 1-Aryl-2-Mercaptoethyl-Hilfsgruppen (2),[4] Tmb-Hilfsgruppen (3)[5] und das Dibenzofuran-Ger=st 4 von
Kemp et al. zum Studium der Thiol-Ligation.[8] Mit Ausnahme von 3 reagieren alle Gruppen gemHß der Sequenz Thiol/Thioester/S!N-Acylver-
schiebung analog zur NCL. Cbz=Benzyloxycarbonyl.

Schema 2. Unerwartete N!S-Acylverschiebungen, die zu Struktur 5 f=hren, resultieren in einer
ineffizienten Abspaltung der Trimethoxybenzyl-Hilfsgruppe. Die Methylierung der freien Thiole
vor der Spaltung erhCht die Ausbeute an isolierten ligierten Peptiden.[6]
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minus exprimierter Proteine bekannt
ist. Fr/he Arbeiten von Kemp et al.[8]

zur Ligationsstrategie mit Thiol-
Schutzgruppen legen nahe, dass „Hilfs-
gruppen“ wie das Dibenzofuran-Ger/st
3 verwendet werden k2nnen, um eine
hohe lokale Konzentration beider
Komponenten zu erreichen. Da Hilfs-
gruppen effizienter sein sollten, die die
Ligation durch einen f/nfgliedrigen (wie
in der NCL) oder sechsgliedrigen cycli-
schen Fbergangszustand erm2glichen,
konzentrierte man sich zuletzt auf die-
sen Bereich. Dennoch haben Wong und

Mitarbeiter k/rzlich /ber eine zucker-
vermittelte Glycopeptidligation mit ei-
nem 14-gliedrigen cyclischen Fber-
gangszustand berichtet (4, Abbil-
dung 1).[9] Die Ligation wird durch eine
Thiolgruppe am N-Acetylrest eines 2-
Acetamido-2-Desoxyzuckers erm2g-
licht, der durch eine b-O-glycosidische
Bindung mit einem Serinrest an der
vorletzten Stelle der Aminos-urese-
quenz verkn/pft ist. Die Ligation gelang
mit Glycin-, Histidin-, Alanin- und Va-
linthioestern. In jedem Fall lag ein N-
terminaler Glycinrest vor (benachbart

zur Glycoaminos-ure), doch die Auto-
ren merkten an, dass auch Alanin oder
Serin an dieser Stelle zul-ssig sind. Fer-
ner sagten sie voraus, dass die Kohlen-
hydrateinheit als Templat f/r eine effi-
ziente Ligation sorgt. Obwohl diese
Ver2ffentlichung eine interessante Al-
ternative zum Einsatz von Thiol-Hilfs-
gruppen beschreibt, die potenziell spur-
los verl-uft (wenn sie mit einer Glyco-
sidase kombiniert wird), m/ssen viele
Faktoren noch untersucht werden, da-
runter die Rolle der Konfiguration der
glycosidischen Bindung, das Einsatzge-

Schema 3. Ein trifunktionelles Peptid von Danishefsky und Mitarbeitern.[6] Der Phenolester ist stabil, wHhrend das Glycosamin an den selektiv
entsch=tzten Aspartatrest gebunden wird. Die Reduktion der Disulfidbr=cke setzt das Thiol frei, das durch eine O!S-Acylverschiebung an das
Hilfsgruppen-verkn=pfte Glycopeptid gebunden wird. Der nun zugHngliche N-terminale Cysteinrest ermCglicht die weitere NCL-Reaktion. Reagen-
tien und Bedingungen: a) HATU, DIPEA, DMSO, 72%, b) TCEP, DMF, Na2HPO4, 58%. HATU=O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N‘,N‘-Tetramethyl-
uronium-hexafluorophosphat, DIPEA=Diisopropylethylamin, DMSO=Dimethylsulfoxid, TCEP=Tris(2-carboxyethyl)phosphanhydrochlorid,
DMF=N,N-Dimethylformamid.
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biet (k2nnen auch andere Glycosidbin-
dungen als Template dienen?) und die
Bedeutung der N-terminalen Amino-
s-urereste (die Autoren merkten an,
dass die Ligation beim Fehlen des N-
terminalen Rests nicht erfolgreich ver-
lief). Wahrscheinlich wird diese Metho-
de nicht generell f/r die Glycopeptid-
synthese anwendbar sein, da die Thiol-
gruppe entschwefelt werden muss, um
die N-Acetylgruppe des Kohlenhydrats
zu regenerieren. Somit ist diese Proze-
dur nicht auf Peptide anwendbar, die
Cysteinreste (mit Thiolseitengruppen)
in der Sequenz enthalten. K/rzlich
wurde die Konvergenz bei der NCL
durch die Arbeitsgruppen von Kent und
Danishefsky untersucht. Danishefsky
und Mitarbeiter berichteten 2004 /ber
einen C-terminalen peptidischen Phe-
nolester mit einer als Disulfidbr/cke
gesch/tzten o-Thiolgruppe f/r die Gly-
copeptidsynthese und die chemische
Ligation.[10] Mithilfe dieses Phenolesters
konnten kurze, aber komplexe Glyco-
peptidsequenzen in L2sung synthetisiert
werden. Dadurch wurden die sauren
Spaltungsbedingungen vermieden, die
man in den meisten Festphasensynthe-
sen f/r Peptide antrifft, sodass die teil-
weise labilen glycosidischen Bindungen
keinen Schaden nehmen. Oligosaccha-
ride k2nnen anschließend mit selektiv
entsch/tzten Asparagins-ureresten in-
nerhalb der Peptidsequenz verkn/pft
werden. Dies war bedeutsam, da die
Kupplung eines Glycosylamins mit der
S-ureseitenkette einer Aminos-ure in
Gegenwart eines C-terminalen Thioes-
ters eher unwahrscheinlich ist, w-hrend
der Phenolester intakt bleibt. Dani-
shefsky und Mitarbeiter[6] haben die
Pr-paration eines trifunktionellen

Peptids 6 (Schema 3) f/r die sequenzi-
elle chemische Ligation beschrieben.
Nach der Anlagerung des Disaccharids
Chitobiose wurde das Glycopeptid mit
Tris(carboxyethyl)phosphan (TCEP)
versetzt, das die Disulfidbr/cken sowohl
am Donor als auch am Hilfsgruppen-
verkn/pften Acceptor reduziert. Eine
anschließende O!S-Acylverschiebung
erzeugte den Thioester 7, der an einer
NCL-Reaktion teilnimmt. Eine Fest-
phasensynthese von Thioestern durch
O!S-Acylverschiebung wurde eben-
falls beschrieben.[11]

Kent und Mitarbeiter konzentrier-
ten sich auf die inh-renten Reaktivi-
t-tsunterschiede zwischen Alkylthioes-
tern und Arylthioestern bei der Ent-
wicklung kinetisch kontrollierter Liga-
tionen. Diese Unterschiede k2nnen
haupts-chlich auf den pKS-Wert der
Thiolkomponente des Thiolesters
(pKS(Benzolthiol)= 6.6; pKS(2-Mer-
captoethansulfons-ure; MESNA)= 9.2)
zur/ckgef/hrt werden, wonach Arylthi-
ole bessere Abgangsgruppen sind. Die
reaktiveren Arylthioester werden oft in
situ durch die Zugabe eines Fber-
schusses an Benzolthiol zu einem Al-
kylthioester erzeugt, der aus der Fest-
phasensynthese eines Peptids stammt.
Die neue Verkn/pfungseinheit 8 ver-
einfacht die quantitative Bildung von
Arylthioestern vor der Reaktion durch
Boc-Festphasensynthese. So demon-
strierten Kent und Mitarbeiter, dass die
Ligation mit hoher Ausbeute voran-
schreitet und der Alkylthioester intakt
bleibt, wenn Peptidkomponenten, die
ein N-terminales Cystein und einen Al-
kylthioester enthalten, mit einem Aryl-
thioesterfragment reagieren (in Abwe-
senheit jeglicher Arylthioladditive).[12]

Interessanterweise erwies sich 4-Mer-
captophenylessigs-ure (9), die auch als
verkn/pfende Einheit in 8 vorliegt, vor
kurzem als der effizienteste Arylthiol-
katalysator bei regul-ren NCL-Experi-
menten.[13]

Der Reaktivit-tsunterschied zwi-
schen Alkyl- und Arylthioestern wurde
f/r die Synthese des Peptids Crambin
(46 Aminos-uren) genutzt. Um das
Prinzip zu verdeutlichen, wurde Cram-
bin durch den Einsatz von sechs Frag-
menten und nur zwei Schutzgruppen
aufgebaut.[14] Die Arylthioester wurden
durch den Austausch von Alkylthioes-
tern in ann-hernd 90% Ausbeute er-
halten, indem das Reaktionsgemisch
24h mit Benzolthiol umgesetzt wurde
(0.2 Vol-%; pH 6.8). Ausgehend von
den gew/nschten Alkyl- und Arylthio-
estern wurde die komplette Peptidse-
quenz durch f/nf sequenzielle Ligatio-
nen bei pH 6.8 in 6M Guanidiniumhy-
drochlorid ohne Zusatz von Benzolthiol
zusammengef/gt (Schema 4). Die Aus-
beute von Ligation 1 war 71% (nach
dem Entfernen der Thiazolidin(Thz)-
Schutzgruppe im selben Reaktionsge-
f-ß), die Ligation 2 verlief mit 50%

Schema 4. Die gesamte Synthese von Crambin durch f=nf sequenzielle chemische Ligationen.[14] Kinetisch kontrollierte Ligationen wurden in 6m
Guanidiniumhydrochlorid und Natriumphosphatpuffer (pH 6.8) mit TCEP in entweder N-C-Richtung oder C-N-Richtung durchgef=hrt. Zur Abspal-
tung der Thiazolidin(Thz)-Schutzgruppe am N-terminalen Cysteinrest wurde dem Reaktionsgemisch MeO-NH2·HCl zugesetzt.
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Ausbeute. Ligation 3 ergab 80% Aus-
beute (oder 40%, wenn Ligation 4 im
selben Reaktionsgef-ß angeschlossen
wurde), und Ligation 5 sowie die Fal-
tung zur nativen Crambinstruktur lie-
ferten insgesamt 62% Ausbeute. Durch
die Addition von Methoxylaminhydro-
chlorid und Absenken des pH-Werts des
Reaktionsgemischs auf 4 wurden die N-
terminalen Cysteinreste demaskiert, der
C-terminale Thioester wurde aber nicht
angegriffen. Cyclische Peptide, die
durch eine intramolekulare Reaktion
zwischen dem Cysteinrest und dem
Thioester entstanden, und oligomere
Produkte aus der intermolekularen
Verkettung der difunktionellen Reak-
tanten waren nur in Spuren im Reak-
tionsgemisch enthalten (< 2%). Es ist
zu beachten, dass nicht allein die Thiol-
Abgangsgruppe f/r die kinetisch kon-
trollierte Synthese von Crambin ent-
scheidend ist. Die Reaktivit-t der
Arylthioester war zus-tzlich erh2ht,
wenn sie in der N-he kleiner Amino-
s-uren (Glycin und Alanin) platziert
waren, wohingegen die Reaktivit-t von
Alkylthioestern durch die Platzierung in
der N-he von sperrigen und b-ver-
zweigten Aminos-uren (Leucin und
Threonin) reduziert wurde. Bei diesen
Experimenten sind also komplexe Fak-
toren zu ber/cksichtigen.

Durch die Erweiterung der NCL-
Methoden um EPL und Thiol-Hilfs-
gruppen konnten die unmittelbaren
Herausforderungen bew-ltigt werden.
Ein besseres Verst-ndnis der Wir-
kungsweise sollte außerdem den Nutzen
neuer und bekannter Thiol-Hilfsgrup-
pen erh2hen und eine effizientere cys-
teinfreie NCL erm2glichen. Eine kine-

tisch kontrollierte Ligation kann die
Synthese sehr großer Proteine aus zuvor
gebildeten Arylthioestern wesentlich
effizienter gestalten. Da solche Aryl-
thioester gegenw-rtig mithilfe von Boc-
Schutzgruppen pr-pariert werden, muss
die Fmoc-basierte Alternative optimiert
werden, damit auch glycosylierte und
phosphorylierte Proteine mit dieser
fortschrittlichen Technik zug-nglich
werden. Die analoge direkte Synthese
der Thioester (z.B. an einem Thioester-
harz) mit Fmoc-Schutzgruppen ist trotz
ihres Erfolges nicht weit verbreitet.[15]

Weitere Verbesserungen dieser Technik
werden notwendig sein, damit eine
Fmoc-Synthese von Arylthioestern ver-
wirklicht werden kann. Angesichts der
Fortschritte bei alternativen Ligations-
strategien[16] wie der spurlosen Staudin-
ger-Ligation[17] und der chemoselektiven
decarboxylierenden Peptidligation[18] ist
es angebracht, dass diese Einschr-n-
kungen aufgehoben werden, damit die
NCL auch weiterhin gebr-uchlich
bleibt.
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