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Festphasensynthese von C-terminalen Peptidthioestern mit Selbstrei-
nigungseffekt**
Franziska Mende und Oliver Seitz*

Die chemische Proteinsynthese erm�glicht den selektiven
Einbau von Markierungen und nichtproteinogenen Amino-
s�uren sowie posttranslationale Modifikationen und erleich-
tert damit die Untersuchung funktioneller Proteine.[1] Den
zuverl�ssigsten Zugang zu Proteinen und Proteindom�nen
bieten Fragmentverkn'pfungstechniken, wobei die native
chemische Ligation derzeit am h�ufigsten verwendet wird.[2]

Eine Voraussetzung dieser leistungsf�higen Verkn'pfungs-
methode ist der Zugang zu ungesch'tzten Peptidthioestern.
Die verf'gbaren Methoden der Thioester-Festphasensynthe-
se sind jedoch in Bezug auf Ausbeuten und Reinheiten nicht
mit den g�ngigen Synthesetechniken f'r Peptids�uren und
Peptidamide vergleichbar.[3] Dar'ber hinaus schr�nkt die
Notwendigkeit zus�tzlicher Reaktionsschritte in L�sung die
Automatisierungsf�higkeit der Peptidthioester-Synthese ein.

In Festphasenmethoden werden die N-gesch'tzten Ami-
nos�urebausteine in Richtung des N-Terminus aufgebaut.
Daher enthalten Abbruchsequenzen, die aufgrund unvoll-
st�ndiger Kupplungsreaktionen angereichert werden, eben-
falls eine Thioesterstruktur. Jeder dieser reaktiven Ester kann
Nebenreaktionen eingehen, was die Produktreinigung er-
schwert. Um die oft m'hsame HPLC-Aufreinigung zu ver-
meiden und damit den direkten Einsatz der vom Harz abge-
spaltenen Peptidthioester in der nativen chemischen Ligation
zu erm�glichen, konzipierten wir eine Methode zur selektiven
Abspaltung des reinen Volll�ngenpeptidthioesters. Eine
solche Methode w'rde die Anwendung der nativen chemi-
schen Ligation in der divergenten Proteinsynthese, z. B. auf
einem Chip, f�rdern. Angeregt durch Cyclisierungs-Abspal-
tungs-Protokolle zur Umkehr der Peptidorientierung am
Syntheseharz[4,5] vermuteten wir, dass eine Makrocyclisierung
am Harz 'ber den N-Terminus gefolgt von einer Ring�ffnung
durch Thiolyse den gew'nschten Selbstreinigungseffekt lie-
fern w'rde. Ein allgemeines Protokoll beginnt mit der
Kupplung des Cyclisierungslinkers 1 an ein Sulfonamidharz-
gebundenes Peptid 2 (Schema 1).[6,7] Die zun�chst Allyloxy-
carbonyl(Aloc)-gesch'tzte Aminogruppe in 3 markiert das
Volll�ngenpeptid f'r die nachfolgende Makrolactamisierung.

Die Einf'hrung der hierf'r ben�tigten Carboxygruppe ge-
lingt durch Alkylierung des N-Acylsulfonamids in 5 mit Io-
dessigs�ureallylester 4. Nach der Desallylierung wird durch
Makrolactamisierung der Makrocyclus 6 aufgebaut. Die an-
schließende Umsetzung mit einem Mercaptan f'hrt zur nuc-
leophilen Spaltung des zuvor durch Alkylierung aktivierten
Acylsulfonamids. Die Thiolyse bewirkt somit die Affnung des
Makrocyclus 6. N-Acetylierte Abbruchsequenzen sind von
der Einf'hrung des Cyclisierungslinkers und damit auch von
der Makrolactamisierung ausgenommen und gehen bei dieser
Reaktion in L�sung. Der gew'nschte Peptidthioester ver-
bleibt an der Festphase (7) und wird durch Behandlung mit
Trifluoressigs�ure (TFA) freigesetzt. Bemerkenswerterweise
ist die Makrolactamisierung kein absolutes Erfordernis, da
der Selbstreinigungseffekt auch bei pseudo-intermolekularen
Vernetzungen zum Tragen kommt.

Schema 1. Fmoc-basierte Festphasensynthese von Peptidthioestern mit
Selbstreinigungseffekt. a) 1, 5% NEt3/DMF, b) Alkylierung: 4, DIPEA,
DMF, c) Desallylierung: Pd0, d) Makrolactamisierung: PyBOP, e) Thio-
lyse: RSH, f) TFA-Abspaltung. All=Allyl ; DIPEA=Ethyldiisopropyl-
amin; PyBOP=Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-hexa-
fluorophosphat.
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Die Optimierung der Reaktionsbedingungen erfolgte an
der Minimalsequenz des Knochenwachstumspeptids
(OGP).[8] Eine Doppellinkerstrategie sollte die notwendige
Reaktionskontrolle vereinfachen.[9] Wir entschieden uns
daher, Ellmans Alkylsulfonamidlinker[7] an das Tritylharz in 9
zu binden (Schema 2). Eine milde Acidolyse spaltet die

Tritylesterbindung, wodurch die Analyse und Quantifizierung
der freigesetzten Peptidylsulfonamide 10–12 erm�glicht
wurde. Die Synthese des Doppellinkerharzes, die Anbindung
des Sulfonamids, der Aufbau der Peptidkette und die Ein-
f'hrung des Cyclisierungslinkers wurden gem�ß g�ngiger
Syntheseverfahren durchgef'hrt (siehe die Hintergrundin-
formationen). Der n�chste Reak-
tionsschritt umfasste die Alkylie-
rung des N-Acylsulfonamids in 9,
in der auch die f'r die Makrocyc-
lisierung ben�tigte Carboxygruppe
eingef'hrt wurde. Der daf'r ge-
w�hlte Iodessigs�ureallylester ist
weniger reaktiv als das gebr�uch-
liche Iodacetonitril. Nichtsdesto-
trotz konnte mit einem Iberschuss
dieses elektrophilen Reagens eine

Alkylierungsausbeute von 94 % erzielt werden. Die simultane
Spaltung der Aloc-Gruppe und des Allylesters erfolgte zu-
n�chst durch den Pd0-katalysierten Allyltransfer zu
BH3·Me2NH.[10] Das vollst�ndige Entfernen des Boran-Amin-
Adduktes erwies sich jedoch als schwierig, wie die Bildung
von Dimethylamiden w�hrend der nachfolgenden Makro-
cyclisierung zeigte (siehe die Hintergrundinformationen).
Der Gebrauch von N,N’-Dimethylbarbiturs�ure (DMB) als
Kationenf�nger war unproblematisch. Zweimaliges Behan-
deln des Harzes mit einer L�sung von PyBOP, HOBt und
DIPEA in CH2Cl2 f'hrte zur vollst�ndigen Bildung des Ma-
krocyclus 11. Zur Thiolyse der aktivierten N-Acylsulfonamid-
Bindung wurde 11 mit Ethanthiol in Gegenwart von NaSPh
umgesetzt, wodurch der harzgebundene Peptidthioester 12 in
87% Ausbeute gebildet wurde. Die abschließende Acidolyse
mit TFA setzte den gew'nschten Peptidthioester 13 frei.

Die optimierten Reaktionsbedingungen 'bertrugen wir
auf die Verwendung des Sulfonamid-Aminomethyl(AM)-
Harz als Einlinkersystem und untersuchten die Reinheit von
Peptidthioestern, die mit der Cyclisierungs-Thiolyse-Sequenz
hergestellt wurden. Zun�chst wurde in einer Modellsynthese
des OGP-Thioesters 13 die Bildung von Abbruchsequenzen
erzwungen. Die HPLC-Analyse, die eine 97-proz. Reinheit
des Rohthioesters 13 attestierte, lieferte den Beweis f'r den
Selbstreinigungseffekt (siehe die Hintergrundinformationen).
Zur Absch�tzung der allgemeinen Anwendbarkeit der Me-
thode wurden vier komplexere Peptide synthetisiert (Tabel-
le 1). Vergleichend erfolgte die Synthese der Peptidbenzyl-
thioester nach der herk�mmlichen Methode unter identi-
schen Bedingungen f'r die Fmoc-Abspaltung, Aminos�ure-
kupplung und Acetylierung und unter Nutzung von Iod-
acetonitril zur Aktivierung des Sulfonamidlinkers.[11] Die
Peptidsequenz 14 ist vom Segment 26–37 des ColE1-ROP-
Proteins abgeleitet, das bereits von Kemp in der „Prior-thiol-
capture“-Ligation verwendet wurde.[12] Das nach der her-
k�mmlichen Methode synthetisierte Rohprodukt 14 erfor-
derte nicht nur wegen kleiner Mengen von Abbruchsequen-
zen eine Aufreinigung, sondern auch wegen Kontaminationen
durch NaSPh aus der Thiolysereaktion (Abbildung 1a). Nach
pr�parativer HPLC wurde 14 in 8 % Ausbeute und 92%
Reinheit isoliert. Die Selbstreinigungsmethode lieferte den
Rohpeptidthioester 14 in 20% Gesamtausbeute und 97%
Reinheit (Abbildung 1b).

Zur Pr'fung der Leistungsf�higkeit der Selbstreini-
gungsmethode wurde eine schwierige Peptidsequenz synthe-
tisiert. Wir entschieden uns f'r das Segment 12–37 des Rin-
derpankreas-Trypsin-Inhibitors (BPTI; 15).[13] Die HPLC-
Analyse best�tigte die erwarteten Schwierigkeiten in der li-

Schema 2. Doppellinkerstrategie: a) 8m 4, 2m DIPEA, DMF; b)
1. 0.02m [Pd(PPh3)4] , DMB (0.2m), CH2Cl2; 2. 0.1m PyBOP, 0.1m
HOBt, 0.3m DIPEA, CH2Cl2; c) 2m EtSH , 0.12m NaSPh, DMF; d) 1%
TFA/CH2Cl2, e) TFA, m-Kresol, H2O, EDT (87.5:5:5:2.5). EDT=
1,2-Ethandithiol; HOBt=1-Hydroxy-1H-benzotriazol.

Tabelle 1: Sequenzen und Ausbeuten der ausgew:hlten Peptidthioester.

Substrat Peptidsequenz MW [Da] [M+H]+

(gef.)
Ausbeute[a]

[%]
Reinheit[b]

[%]

13 GYGFGGCOSEt 600.4 601.3 38 97
14 LNELDADEQADLCOSBzl 1450.6 1451.6 20 99
15 GPCKARIIRYNAKAGLCQTFVYGGCOSBzl 3001.5 3003.9 18 77
16 GATAVSEWTEYKTADGKCOSBzl 1918.9 1919.8 3 54
17 AEYVRALFDFNGNDEEDLPFKKGCOSBzl 2780.3 2782.2 30 98

[a] Die Ausbeute wurde ausgehend von der Erstbeladung des Harzes berechnet. [b] Die Reinheit beruht
auf HPLC und UV-Detektion bei 210 nm.
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nearen Synthese (Abbildung 1 c): Große Mengen von Ab-
bruchsequenzen wurden detektiert. Eine erhebliche Ban-
denverbreiterung erschwerte die Abtrennung der Neben-
produkte durch pr�parative HPLC. Die Reinigung des Pep-
tidthioesters 15 wurde zudem durch das Auftreten cyclischer
Thioester behindert, die sich w�hrend des langwierigen Rei-
nigungsprozesses durch intramolekularen Thiolaustausch
bildeten (siehe die Hintergrundinformationen). Aus diesem
Grund wurde 15 in nur 6% Ausbeute und 68 % Reinheit
isoliert. Die Anwendung der Selbstreinigungsmethode l�ste
einen Großteil der Probleme. So wurde die w�hrend der
herk�mmlichen Methode haupts�chlich gebildete (n�19)-
Abbruchsequenz im isolierten Rohprodukt 15 nicht detek-

tiert (Abbildung 1d). Interessanterweise waren noch geringe
Mengen der (n�2)- und (n�3)-Abbruchsequenzen nach-
weisbar. Wir nehmen an, dass die Abbruchsequenzen unl�s-
liche Aggregate bilden, die durch routinem�ßig in der Fest-
phasensynthese angewendete L�sungsmittel nicht extrahiert
werden. Gleichwohl wurde 15 nach der Cyclisierungs-Thio-
lyse-Strategie ohne weitere Aufreinigung in 18 % Gesamt-
ausbeute und in 77% Reinheit gewonnen, was die h�here
Leistungsf�higkeit dieses Verfahrens belegt.

Als anspruchvolleres Syntheseproblem untersuchten wir
die Herstellung eines Fragments der WW-Dom�ne des
Formin-bindenden Proteins 28 (FBP28).[14] Die Synthese
dieser extrem schwierigen, 37 Aminos�urereste langen Pep-
tidsequenz ist mit herk�mmlichen Fmoc-gesch'tzten Ami-
nos�urebausteinen nicht m�glich.[15] Unser Versuch, den
Thioester des N-terminalen Fragments G1-K17 (16) durch li-
neare Festphasensynthese aufzubauen, schlug ebenfalls fehl.
Thioester 16 konnte durch HPLC/MS-Analyse nur in Spuren
als Teil einer komplexen Mischung von Abbruchsequenzen
detektiert werden (Abbildung 1e). Dagegen f'hrte die
Selbstreinigungsmethode zu einem Rohprodukt, das eine
gen'gende Reinheit aufwies, um einen Einsatz in Ligations-
reaktionen zu erw�gen (Abbildung 1 f).

K'rzlich stellten Camarero und Mitarbeiter die Synthese
von Peptidthioestern am Hydrazinlinker vor.[16] So wurde
auch der Peptidthioester 17 aufgebaut, der den ersten 23
Aminos�uren der N-terminalen SH3-Dom�ne des c-Crk-
Adapterproteins entspricht.[17] Bei der linearen Synthese des
Peptidthioesters 17 am Sulfonamidharz erhielten wir das ge-
w'nschte Produkt, das durch eine (n�5)-Abbruchsequenz
kontaminiert war (Abbildung 1 g). Nach HPLC-Aufreinigung
wurde der Thioester 17 in 13% Ausbeute und 95 % Reinheit
isoliert. Die Cyclisierungs-Thiolyse-Strategie er�ffnete dage-
gen einen direkten Zugang zu Thioester 17 in 98% Reinheit
(Abbildung 1h). Da kein pr�parativer HPLC-Schritt erfor-
derlich war, konnte der Peptidthioester 17 schneller und in
h�herer Ausbeute (30%) synthetisiert werden.

Den direkten Einsatz des Peptidthioester-Rohprodukts
untersuchten wir in der nativen chemischen Ligation des
23mer-Thioesters 17 mit dem C-terminalen Segment der
SH3-Dom�ne 18 (c-Crk, Reste 157–191, CIL-

RIRDKPEEQWWNAEDSEGKRGMIPVPYVEKYG ; siehe die Hin-
tergrundinformationen). Der N-terminale Aspartatrest
wurde durch Cystein ersetzt, um die Ligation zu erm�glichen.
Zur Ligation wurden die Peptide 17 und 18 in einem mit
Argon ges�ttigten Phosphatpuffer, der 6m Guanidinium-
Hydrochlorid und 100 mm NaH2PO4 bei pH 7.5 enthielt, in
1 mm Konzentration gel�st. Zur Aufrechterhaltung reduzie-
render Bedingungen und zur Reaktionsbeschleunigung
wurden Benzylmercaptan (1%), Thiophenol (3 %) und
20 mm TCEP zugesetzt. Nach 15 h war die Ligation nahezu
abgeschlossen (Abbildung 2). Die anschließende HPLC-
Reinigung lieferte die reine synthetische SH3-Dom�ne in
53% Ausbeute. Die durch MALDI-TOF-MS-Analyse er-
mittelte Molmasse von m/z 6851.5 stimmt mit der berechne-
ten Masse f'r [M+H+] 'berein (6850.6).

Keine der zuvor dokumentierten Fmoc-basierten Fest-
phasensynthesen von Peptidthioestern erm�glicht eine
Selbstreinigung.[18] In den h�ufig verwendeten Methoden er-

Abbildung 1. HPLC-Spuren der Rohprodukte f;r die Peptidthioester
14–17. a), c), e) und g) Synthese nach der herkFmmlichen Methode
(* NaSPh und DMF); b), d), f) und h) Peptidthioestersynthese mit
Selbstreinigungseffekt.
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folgt die Einf'hrung der Thioesterfunktion in einer der letz-
ten Stufen nach dem Aufbau des Peptids. Beispielsweise ist
die Synthese von Thioestern an gesch'tzten Peptids�uren ein
gel�ufiger Ansatz. Doch die Notwendigkeit zus�tzlicher Re-
aktionen in L�sung, die aufw�ndige Reinigung der ge-
sch'tzten Peptide und die m�gliche Racemisierung der C-
terminalen Aminos�ure lassen diese Methode m'hsam er-
scheinen.[19] Einen direkteren Zugang zu Peptidthioestern
er�ffnen Techniken, die die Freisetzung vom Harz mit der
Thioesterbildung kombinieren, wie es durch die Behandlung
polymergebundener Peptidester mit Alkylaluminiumthiola-
ten gelingt.[13] Als Nebenreaktionen wurden die Entstehung
von Aspartimiden und Seitenkettenthioestern diskutiert. Die
oxidative Aktivierung von Peptidhydraziden mit anschlie-
ßender Aminolyse stellt eine interessante Alternative dar.[16]

Diese Strategie ben�tigt vorher synthetisierte Aminos�ure-
thioester. Die am h�ufigsten verwendete Methode beruht auf
der Aktivierung des Sulfonamid-„Safety-catch“-Linkers
durch Alkylierung und anschließende Thiolyse.[11] Das ab-
schließende Entsch'tzen der Aminos�ureseitenketten erfolgt
jedoch wie bei der Synthese am Hydrazinlinker in L�sung. Im
Unterschied dazu sind in der hier vorgestellten Methode
keine zeitaufw�ndigen Reaktionen in L�sung erforderlich.
Das wichtigste Charakteristikum des Cyclisierungs-Thiolyse-
Ansatzes ist der Selbstreinigungseffekt. Die Anwendung
dieser Technik bedarf lediglich zweier zus�tzlicher Kupp-
lungsreaktionen an der festen Phase, die leicht in die Proto-
kolle automatisierter Synthesen integriert werden k�nnen.
Dennoch offenbarten die Synthesen der schwierigen Peptide
von BPTI und FBP28, dass unl�sliche Abbruchsequenzen
nach wie vor ein Problem darstellen. Wiederholte L�sungs-
mittelextraktionen nach der Thiolyse reduzierten zwar ihren
Gehalt (siehe die Hintergrundinformationen), eine komplette
Entfernung der Abbruchsegmente gelang jedoch nicht. Es
sollte allerdings m�glich sein, die Reinheit solcher proble-
matischen Peptide durch eine Optimierung von L�sungsmit-
teln oder Harzen zu erh�hen.

Die Ergebnisse von f'nf Synthesen demonstrieren die
Wirksamkeit des Cyclisierungs-Thiolyse-Ansatzes. Die Pro-
dukte wurden so in besserer Ausbeute und Reinheit erhalten
als durch das herk�mmliche Syntheseverfahren am Sulfon-
amid-Harz. Andere Reinigungsschritte als Etherf�llung sind
nur f'r schwierige Sequenzen vonn�ten, die unl�sliche Ab-
bruchsequenzen bilden. Der Aufbau der SH3-Dom�ne (134–

191) des c-Crk-Proteins zeigte, dass die abgespaltenen Pep-
tidthioester direkt in der nativen chemischen Ligation ein-
gesetzt werden k�nnen. Zuk'nftig werden wir die Selbstrei-
nigungsmethode im Parallelformat erproben, um die Syn-
these von Protein-Arrays durch divergente Segmentver-
kn'pfung zu erm�glichen.
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