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Lange war die Herstellung und Ver�n-
derung von Proteinen eine Dom�ne der
molekularbiologischen Methoden. Mit
modernen Ligationstechniken gelingt
heute jedoch nicht nur die De-novo-
Herstellung von Proteinen, sondern
auch deren gezielte chemische Modifi-
zierung.[1–3] Damit wurde eine „Organi-
sche Proteinchemie“ begr)ndet, die ei-
nen wichtigen Beitrag zum Verst�ndnis
von Proteinen und zur Entwicklung der
chemischen Biologie leistet. Die chemi-
sche Modifizierung von Proteinen er-
weist sich dabei als ein vielversprechen-
der Weg zu neuen Proteinwirkstoffen
und niedermolekularen Proteinligan-
den.

Zur chemischen Ver�nderung von
Proteinen werden vorzugsweise Liga-
tionstechniken angewandt. Unter che-
mischer Ligation versteht man Synthe-
semethoden, die in w�ssrigen Puffern
unter neutralen, milden Bedingungen
selektive Verkn)pfungen an teilweise
ungesch)tzten Biopolymeren durchf)h-
ren (Abbildung 1). Ausgangspunkt f)r
die heutigen Ligationstechniken war die
Entdeckung von Wieland et al., dass
teilweise ungesch)tzte Thioester von
Aminos�uren und Peptiden in neutraler
w�ssriger L6sung mit N-terminalen
Cysteinresten selektiv Peptidbindungen

bilden.[1] Dabei entsteht durch „Thio-
Umesterung“ zun�chst ein intermedi�-
rer Cysteinthioester, der dann )ber eine
S-N-Acylverschiebung in eine stabile
Amidbindung umlagert. Schon in der
Originalpublikation aus dem Jahr 1953
wurde die Vermutung ge�ußert, dass ein
nat)rliches Syntheseprinzip von cystein-
haltigen Peptiden und Proteinen gefun-
den worden sei. In den 90er Jahren
wurde diese Thioesterligation von der
Gruppe um Kent als „nat)rliche chemi-
sche Ligation“ bezeichnet und erfolg-
reich zu De-novo-Synthesen von Protei-
nen in w�ssrigen Puffern verwendet.[2]

Der Erfolg der Thioesterligation regte
die Entwicklung weiterer Ligationstech-
niken an, die vielf�ltige Anwendungen
f)r die Synthese von Proteinen und
Proteinmimetika gefunden haben (Ab-
bildung 1).

Der besondere Vorteil der chemi-
schen Proteinsynthese ist der Zugang zu

chemisch modifizierten Biopolymeren,
die mithilfe von molekularbiologischen
Methoden nicht erhalten werden k6n-
nen. Durch die organische Synthese
wird es m6glich, Proteine mit neuen
Eigenschaftsprofilen gezielt zu erzeu-
gen. Aktivit�t, Selektivit�t und Stabili-
t�t von Biopolymeren werden steuerbar,
und Proteine k6nnen ebenso maßge-
schneidert werden wie kleine organische
Molek)le.

Ein besonders lohnendes Ziel ist die
Konstruktion chemisch ver�nderter
Proteine mit erh6hter Bioverf)gbarkeit
und Stabilit�t, um so neue und verbes-
serte Peptid- oder Proteinwirkstoffe zu
erzeugen. Hier wurde k)rzlich durch die
chemische Herstellung eines syntheti-
schen, polymerstabilisierten Erythro-
poietins ein wichtiger Meilenstein ge-
setzt.[4] Das humane Erythropoietin
(EPO), ein Glycoproteinhormon, ist als
Proteinwirkstoff hoch interessant, da es

Abbildung 1. Ligationstechniken f�r die De-novo-Synthese und Modifizierung von Proteinen.
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Wachstum, Differenzierung und Rei-
fung von Stammzellen zu Erythrozyten
stimuliert. Die große klinische Bedeu-
tung f)r die Therapie von An�mien l�sst
sich daran ermessen, dass der j�hrliche
EPO-Umsatz 1 Milliarde Dollar )ber-
steigt. Leider ist die Wirkung von na-
t)rlichem EPO durch die geringe Halb-
wertszeit begrenzt. Deshalb wurde jetzt
eine chemische EPO-Mutante herge-
stellt, die durch zwei verzweigte Poly-
etherstrukturen gegen biologischen Ab-
bau gesch)tzt ist, ohne dass die stimu-
lierende Aktivit�t auf Blutk6rperchen-
Vorl�uferzellen reduziert w�re. In Rat-
ten hat das synthetische Protein eine
l�ngere Halbwertszeit und f)hrt zu einer
st�rkeren Erh6hung des H�matokrit-
Werts als nat)rliches EPO.

Hergestellt wurde das chemisch mo-
difizierte EPO durch eine geschickte
Kombination von Thioester- und Oxim-
ligationen (Abbildung 2). Eine von na-
t)rlichem EPO abgeleitete Peptidkette
mit 166 Aminos�uren wurde zun�chst in
vier Fragmente (A–D) unterteilt und
durch Standard-Festphasenmethoden
aufgebaut. Da nat)rliches EPO die f)r
die Ligation notwendigen Cysteinsei-
tenketten nicht in ausreichender Zahl
enth�lt, wurden zwei Glutamatreste am
N-Terminus der Fragmente C und D

durch Cystein ersetzt. Im Anschluss an
die Ligation wurden diese Cysteinreste
mit Bromessigs�ure alkyliert, um gluta-
mat�hnliche Seitenketten zu erhalten.
Die Fragmente B, C und D enthielten
einen N-terminalen Cysteinbaustein; in
den Fragmenten B und D war diese
Gruppe mit einer S-Acetamidomethyl-
gruppe (Acm) gesch)tzt. Ferner wurden
in die Fragmente A und D je ein Ne-
L�vulinyl-Lysin eingebaut. Die darin
enthaltene Ketofunktion diente zur An-
kn)pfung je eines verzweigten Amin-
oxy-Polyethers durch Oximligation. Die
beiden Polyether wurden an den Posi-
tionen von zwei der vier im nat)rlichen
Glycoprotein enthaltenen Oligosaccha-
ride angekn)pft. Anschließend wurden
die Fragmente durch Thioesterligation
zusammengef)gt, und nach Faltung und
Reinigung wurde ein einheitliches Pro-
dukt mit einer Masse von 50825 Da
erhalten.[5]

Ketoproteine als Ausgangpunkt f)r
die Oximligation wurden bereits in den
60er Jahren von Dixon durch eine kup-
ferkatalysierte Transaminierung von
Proteinen mit Glyoxylat hergestellt.[6]

K)rzlich wurde diese Reaktion zu einer
wertvollen pr�parativen Methode wei-
terentwickelt.[7] Ketopeptide mit belie-
bigen Seitenketten sind neuerdings

durch die milde Acylierung eines Cyan-
phosphorans an der Festphase zug�ng-
lich.[8]

Durch den De-novo-Aufbau des
Peptids ist es jedoch m6glich, an Lysin-
Seitenketten in definierten Positionen
im Protein L�vulins�urereste einzuf)h-
ren. Alternativ k6nnen auch Dithiolan-
gesch)tzte L�vulinylreste verwendet
werden. Die Ketofunktionen werden
dann erst im Anschluss an die Protein-
synthese durch oxidative Spaltung frei-
gesetzt.[9]

Chemisches Protein-Engineering
kann nicht nur f)r die Entwicklung von
Proteinwirkstoffen verwendet werden.
Auch die Suche nach niedermolekula-
ren Wirkstoffen durch chemisch modi-
fizierte Proteine ist m6glich, um geeig-
nete Bindungstaschen und hochaffine
Liganden f)r Proteinoberfl�chen zu fin-
den. Seit langem ist es )blich, einzelne
Aminos�uren in Proteinen durch geziel-
te Mutagenese zu variieren, um Enzym-
mechanismen zu verstehen und gezielt
zu ver�ndern. Mithilfe gezielter Muta-
genese k6nnen jedoch auch auf der
Proteinoberfl�che Ankn)pfungspunkte
f)r chemische Ligationstechniken ge-
schaffen werden. Beispielweise reagie-
ren die frei zug�nglichen Cysteinreste
auf Proteinoberfl�chen mit Disulfiden
in w�ssriger L6sung unter Disulfidaus-
tausch (Abbildung 1). Bringt man nun
durch gezielte Mutagenese einen Cys-
teinrest in unmittelbare N�he zu der
Bindungstasche eines Enzyms oder zum
„heißen Fleck“ (hot spot) einer Protein-
Protein-Bindungsfl�che, so kann man
aus einem Ensemble gel6ster Disulfide
bevorzugt bindende Reste selektieren
und durch Massenspektrometrie (LC-
MS) des synthetischen Proteinprodukts
identifizieren. Auf diese Weise konnten
bei Interleukin-2 aus 7000 Disulfiden
aktive Strukturen herausgefiltert wer-
den.[10]

Die Ligation auf Proteinoberfl�chen
kann auch verwendet werden, um neben
bekannten Bindungstaschen neue
Wechselwirkungsbereiche zu entde-
cken, die zur Steigerung der Affinit�t
oder Selektivit�t eines Liganden genutzt
werden k6nnten. Dieses Konzept wurde
erfolgreich auf Caspase-3 angewandt.[11]

Die Caspasen sind eine Klasse von
Cysteinproteasen, die durch ihre zentra-
le Funktion beim programmierten Zell-
tod (Apoptose) eine wichtige Rolle

Abbildung 2. Synthese einer polymermodifizierten Variante von humanem Erythropoietin durch
eine Kombination von Thioester- und Oximligationen. Die blauen Bereiche kennzeichnen die
Polyethereinheiten.
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spielen (u.a. bei der Krebsentstehung).
F)r die In-situ-Synthese eines affinen
Liganden bot sich der Cysteinrest des
aktiven Zentrums an (Abbildung 3).
Die Sulfanylfunktion des aktiven Zent-
rums wurde zun�chst mit einem bekann-
ten irreversiblen Inhibitor alkyliert, der
eine maskierte SH-Funktion enthielt.
Diese zweite Sulfanylfunktion reagierte
dann im Sinne der beschriebenen In-
situ-Ligation mit einer Disulfidbiblio-
thek. Selektiert wurde dabei eine Lig-
and-Linker-Kombination, die bevorzugt
eine Bindungstasche außerhalb der ak-
tiven Position des Enzyms besetzt. Zur
Kontrolle wurde die gefundene Struktur
zu einem l6slichen, reversiblen Inhibitor
abgewandelt. Allerdings waren teilweise
erhebliche Ver�nderungen am Linker
erforderlich, um in L6sung Ki-Werte
unter 1 mm zu erreichen.

Die beiden Beispiele illustrieren die
großen Fortschritte der Organischen

Proteinchemie. Jber die De-novo-Syn-
these von Proteinen hinaus ist es mitt-
lerweile m6glich, mit chemischen Me-
thoden die Eigenschaften von Proteinen
gezielt zu ver�ndern. Die beschriebenen
Techniken k6nnen die Entwicklung von
neuen Proteinwirkstoffen, aber auch die
Suche nach neuen niedermolekularen
Wirkstoffen erleichtern. Zugleich wird
deutlich, wie wichtig Analyse- und
Trenntechniken f)r das Erreichen derart
anspruchsvoller Ziele sind. Erst die
breite Verf)gbarkeit von hochaufl6sen-
den massenspektrometrischen und fl)s-
sigkeitschromatographischen Techniken
hat die beschriebenen Arbeiten m6glich
gemacht. Weiterer Forschungsbedarf
besteht nach wie vor bei der genauen
Charakterisierung der Ligationsmetho-
den. Hier w�re es w)nschenswert, durch
systematische Arbeiten mehr )ber die
Nebenprodukte, eventuell notwendige
Schutzgruppen und das Ausmaß der

Racemisierung von Aminos�urebaustei-
nen in Ligationsprodukten zu erfahren.
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Abbildung 3. Disulfidligation auf der Oberfl3che von Proteinen (In-situ-Ligation) zur Identifizie-
rung hochaffiner Liganden und neuer Wechselwirkungsbereiche außerhalb der katalytisch akti-
ven Bindungstasche.
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