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Eine Totalsynthese nativer, funktionsf�higer Proteine galt
noch in den fr�hen 1990ern als fast unerreichbares Ziel. Dank
Kents Entwicklung der „nativen chemischen Ligation“ ist die
chemische Proteinsynthese mittlerweile aber in den Bereich
des Machbaren ger�ckt.[1] Die Grundlage f�r diese erfolg-
reiche Methode bildet die von Wieland beschriebene, che-
moselektive Reaktion eines Peptidthioesters mit einem Cys-
teinylpeptid.[2] Diese verl�uft in w�ssrigen Puffersystemen
und produziert eine „nat�rliche“ Peptidbindung. Dabei
k2nnen die Peptidsegmente in ungesch�tzter Form mitein-
ander verkn�pft werden, wobei es beispielsweise auch m2g-
lich ist, glycosylierte oder phosphorylierte Peptide zu syn-
thetisieren. Durch die Kombination mit molekularbiologi-
schen Methoden gelingt die Synthese ortsspezifisch modifi-
zierter Proteine durch „Expressed Protein Ligation“, die
Molmassen bis zu 52 kDa (b-Untereinheit der F1-ATPase)
liefert.[3]

Der prinzipielle Verlauf der nativen chemischen Ligation
ist in Schema 1 wiedergegeben. Zun�chst beteiligen sich die
Thiolseitenketten von Cysteinresten an reversiblen Aus-
tauschreaktionen, in denen das Thiol RSH des Peptidthioes-
ters auch durch das Cysteinylpeptid 2 ersetzt wird. Das neu
gebildete Thioesterintermediat 3 reagiert �ber einen f�nf-
gliedrigen >bergangszustand in einem S!N-Acyltransfer
zum Verkn�pfungsprodukt 4. In dieser Reaktionssequenz
bestimmt der Thiolaustausch die Geschwindigkeit. Zur Re-
aktionsbeschleunigung werden Thioladditive wie Benzyl-
mercaptan, Thiophenol oder 2-(4-Mercaptophenyl)essigs�ure
(MPAA)[4] zugesetzt. Diese f�hren in einem vorgelagerten
Gleichgewicht zur Bildung reaktiverer Thioester. In einem
Beispiel gelang die Totalsynthese eines kovalent verkn�pften
HIV-1-Protease-Dimers, das die beeindruckende Zahl von
203 Aminos�uren aufweist.[5]

Die Anwendbarkeit der nativen chemischen Ligation ist
in zweierlei Weise eingeschr�nkt. So ist zum einen die Syn-
these von basenlabilen Peptidthioestern 1 nicht immer so
einfach, wie f�r Peptids�uren und Peptidamide gewohnt.
Zum anderen ist Cystein eine verh�ltnism�ßig seltene Ami-

nos�ure (1.4% Gehalt), sodass bei einem gegebenen Ziel-
protein h�ufig ein artifizieller Cysteinrest eingef�hrt werden
muss, um eine geeignete Verkn�pfungsstelle zu schaffen. Das
vorliegende Highlight befasst sich mit aktuellen Fortschritten
bei der >berwindung dieser beiden Hindernisse.

Der begrenzte Zugang zu Peptidthioestern ist eines der
Haupthindernisse der nativen chemischen Ligation. Um der
Basenlabilit�t der Thioesterstruktur Rechnung zu tragen,
wurden Peptidthioester meist durch tert-Butoxycarbonyl-
(Boc)-Festphasensynthese hergestellt.[6a] Die hierbei erfor-
derliche Verwendung starker S�uren f�r die Abl2sung des
Peptides vom polymeren Tr�ger ist jedoch nicht mit s�ure-
empfindlichen Seitenkettenmodifikationen wie Glycosylie-
rungen oder Phosphorylierungen vereinbar. Daher werden
intensiv Methoden erforscht, die eine Anwendung der mil-
deren 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Festphasensyn-
these erm2glichen. So wurden zum einen alternative Bedin-
gungen f�r die Fmoc-Abspaltung gesucht, unter denen die
Thioesterfunktion erhalten bleibt,[6b,c] und zum anderen Ver-
fahren entwickelt, in denen der Thioester erst in einem sp�ten
Schritt der Synthese aufgebaut wird.[6d–r] K�rzlich wurde eine
Methode mit Selbstreinigungseffekt vorgestellt, durch die

Schema 1. Prinzip der nativen chemischen Ligation. Zun,chst ersetzt
das Cysteinylpeptid in einem reversiblen Thiolaustausch die Thiolkom-
ponente des Thioesters. Danach erfolgt im S!N-Acyltransferschritt
die Bildung einer nativen Peptidbindung.
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Peptidthioester ohne pr�parative Reinigungsschritte in hoher
Reinheit erhalten werden.[7]

Die wesentlichste Einschr�nkung der nativen chemischen
Ligation ist die Tatsache, dass ein Cysteinrest als nucleophiler
Reaktionspartner an der Reaktion teilnehmen muss. Um
diese Einschr�nkung zu beseitigen, wurden Auxiliargruppen
entwickelt, die die Cysteinstruktur imitieren, indem sie eine
abspaltbare Thioleinheit anbieten. >blicherweise ist die
Hilfsgruppe an der terminalen a-Aminogruppe des C-termi-
nalen Fragments angebracht. Die derzeit leistungsf�higsten
Auxiliare enthalten eine Thiolgruppe in einer N-Benzylmo-
difikation (Schema 2). Die elektronenreichen Substituenten

erm2glichen die Freisetzung des gebildeten Amids durch
Acidolyse.[8a,b] Die auxiliarvermittelte Kn�pfung einer Gly-
cin-Glycin-Peptidbindung verl�uft meist unproblematisch.
Sobald jedoch der sterische Anspruch an einem der beiden
Reaktionspartner steigt, nehmen die erzielbaren Verkn�p-
fungsgeschwindigkeiten ab. Es ist daher ratsam, die Ver-
kn�pfungsstelle unter Beteiligung mindestens eines Glycin-
restes zu w�hlen.

So gelang es unter Verwendung des 1-(2,4-Dimethoxy-
phenyl)-2-mercaptoethyl-Auxiliars 5 die 106 Aminos�uren
lange Sequenz von Cytochrom b562 aus zwei Fragmenten
aufzubauen, wobei die Verkn�pfung zwischen einem Pep-
tidylhistidinrest und einem Glycinylpeptid erfolgte.[8c] Erst
k�rzlich berichteten Danishefsky et al. �ber die Verwendung
des Trimethoxybenzylauxiliars 6 beim Aufbau komplexer
Glycopeptide. Hierbei wurde die auxiliarvermittelte Ver-
kn�pfung zwischen einem Glycinthioester und Glutaminyl-
peptid nicht in einem w�ssrigen Puffersystem, sondern in
Dimethylformamid durchgef�hrt.[8d] Beim Versuch einer aci-
dolytischen Entfernung der Auxiliargruppe in Glycopeptid 7
wurde beobachtet, dass die Protonierung des sekund�ren
Amidstickstoffatoms eine R�ckwanderung des Peptidacyl-
restes auf die Auxiliar-SH-Gruppe induziert (Schema 3). Aus
diesemGrund konnten lediglich das Intermediat 9 und dessen
Hydrolyseprodukte erhalten werden. Die Methylierung der
SH-Funktion des Auxiliars verhinderte diese intramolekulare
Acylwanderung, sodass die anschließende S�urebehandlung
das gew�nschte Ergebnis lieferte. Die Tatsache, das die relativ
anspruchsvolle Glycin-Glutamin-Verkn�pfung m2glich ist,
macht das Trimethoxybenzylauxiliar noch interessanter. Um
dem Problem von Mehrfachmethylierungen zu begegnen,
m�ssen reaktive Gruppen eventuell gesch�tzt werden.

Eine Alternative zur Verwendung von Auxiliaren bietet
die Verwendung von b-Mercaptoaminos�uren und deren
nachfolgende Entschwefelung. Im einfachsten Fall wird
hierbei auf das f�r die Verkn�pfung optimale Cystein zu-
r�ckgegriffen, das anschließend in Alanin �berf�hrt wird.[9a]

Alanin kommt in Proteinen h�ufig vor, weshalb eine geeig-
nete XX-Ala-Verkn�pfungsstelle (XX¼6 Pro)[10] in nahezu
jedem Protein auffindbar sein sollte. Um unbeteiligte Cys-
teinreste vor Entschwefelung zu sch�tzen, k2nnen sie mit der
Acetamidomethyl(Acm)-Schutzgruppe versehen werden.[9b]

Schema 4 veranschaulicht die Vorgehensweise anhand der
Synthese des Trypsininhibitorproteins EETI-II. Dabei wurde
zun�chst die native chemische Ligation des Leucinthioesters
10mit demCysteinylpeptid 11 vollzogen. ImAnschluss wurde
das Schwefelatom durch Umsetzung mit einem großen
>berschuss an Raney-Nickel entfernt. Danach wurden die
inneren Cysteinseitenketten demaskiert und die Faltung des
nativen EETI-II in einem Redoxpuffer initiiert.

K�rzlich erweiterten Crich et al. und Botti et al. das Re-
pertoire dieser Strategie.[11a,b] Anstelle eines Cysteinrestes
wurde ein b-Mercaptophenylalaninbaustein verwendet. Die-
ser liefert nach metallvermittelter Entschwefelung Phenyl-
alanin, das in Proteinen in 4.1% H�ufigkeit auftritt. Mo-
dellreaktionen demonstrierten, dass auch Met-Phe- und Ile-
Phe-Verkn�pfungen m2glich sind. Prinzipiell ist die Synthese
des b-Mercaptophenylalaninbausteins auch auf Histidin,
Tryptophan und Tyrosin �bertragbar.[11a]

Die native chemische Ligation an Cysteinyl- und b-Mer-
captophenylalaninpeptiden verl�uft mit ausreichend hohen
Reaktionsgeschwindigkeiten, auch wenn der C-Terminus des
Peptidthioesters aus sterisch anspruchsvollen Aminos�uren
wie Valin oder Isoleucin besteht. Prinzipiell eignet sich die
Methode f�r vielf�ltige Dipeptidsegmente, sie bringt aller-
dings m2gliche Nebenreaktionen bei der Entfernung der
Thiolgruppe mit sich. Typischerweise werden zur Entschwe-
felung hohe >bersch�sse an Metallen oder Hydrierkatalysa-

Schema 2. Auxiliare f9r die cysteinfreie chemische Ligation. Die Mer-
captogruppe 9bernimmt zun,chst das Peptidfragment, das im Acyl-
migrationsschritt an das sekund,re Aminstickstoffatom weitergereicht
wird.

Schema 3. Bei der sauren Behandlung des Verkn9pfungsprodukts 7
kann ein N!S-Acyltransfer (!9) die Abspaltung der Ligationshilfs-
gruppe behindern. Erst nach Methylierung der Thiolfunktion in 7 ist
eine quantitative Entfernung des Auxiliars mDglich.
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toren ben2tigt. Diese reagieren in unerw�nschter Weise je-
doch auch mit Methionin unter Bildung eines a-Aminobut-
ters�urerestes. Zudem ist die Thiazolidin-Schutzgruppe, die
bei konsekutiven Segmentkupplungen zur intermedi�ren
Maskierung N-terminaler Cysteinreste verwendet wird, bei
Entschwefelung mit einem Metall instabil. Ein Problem bei
der Synthese gr2ßerer Peptide sind die geringen Wiederfin-
dungsraten des Peptidmaterials, dessen quantitative Extrak-
tion aufgrund von Adsorption an der großen Metalloberfl�-
che schwierig sicherzustellen ist. Bis vor kurzem war der er-
forderliche Einsatz großer Mengen an Entschwefelungsrea-
gens ein entscheidender Nachteil der Strategie. Eine neue
Methode nach Danishefsky et al. kommt ohne Metallreagens
aus und r�ckt damit die Verkn�pfungs-Entschwefelungs-
Strategie in ein neues Licht.[12] Das Verfahren basiert auf
einer Reaktion zur Entschwefelung von Mercaptanen mit
Trialkylphosphiten, die Hoffmann et al. bereits 1956 vorge-
stellt hatten.[13a]

Walling und Mitarbeiter ersetzten die Phosphite durch
Phosphine als Entschwefelungsreagens und postulierten den
in Schema 5 gezeigten Mechanismus.[13b,c] Dabei reagiert das
unter Lichteinfluss erzeugte Thiylradikal 19mit dem Phosphit
16 unter Bildung der Phosphoranylspezies 20, deren Zerfall
das Alkylradikal 21 liefert. Die homolytische Abstraktion

eines Wasserstoffatoms von verbleibenden Mercaptanen ge-
neriert das entschwefelte Produkt und setzt gleichzeitig durch
Bildung einer neuen Thiylspezies 19 die Radikalkette fort.
Valencia und GonzKlez nutzten Triethylboran in Acetonitril
als Radikalstarter, um durch die Reaktion mit dem stark
nucleophilen Triethylphosphit Cystein in Alanin zu �berf�h-
ren.[14] Die von Danishefsky et al. verwendeten Reagentien
bereiten den Boden f�r eine Anwendbarkeit in der Protein-
chemie. Als Reduktionsmittel fungiert das in der Peptidche-
mie nahezu allgegenw�rtige Triscarboxyethylphosphin
(TCEP). F�r den Start der Radikalkette setzten Danishefsky
et al. VA-044 (2,2’-Azobis[2-(2-imidazolin-2-yl)propan]-Di-
hydrochlorid, 27) ein. Dieses Reagens und ein Analogon,
AVCA (4,4’-Azobis(4-cyanvalerians�ure), wurden k�rzlich
als Initiatoren der radikalischen Verkn�pfung von Thiol-
Glycopeptiden mit Olefin-Konjugaten vorgestellt.[15] TCEP
und VA-044 sind beide wasserl2slich. Im Beispiel in Sche-
ma 6, das die hohe Selektivit�t dieser Entschwefelungsme-
thode demonstriert, wurden zun�chst die beiden Peptidfrag-
mente 22 und 23 fusioniert. Dabei erfolgte zun�chst die re-
duktive Spaltung der Disulfide beider Ligationskomponen-
ten, wodurch der phenolische Ester 22 zum Thioesterinter-
mediat 24 reagierte. Die Verkn�pfung des Glutaminthioesters
und des Cysteinylpeptides verlief rasch und unproblematisch,
sodass das Ligationsprodukt 26 nach nur zwei Stunden Re-
aktionszeit in einer Ausbeute von 67% isoliert werden
konnte. Eine Reaktion des Cysteinrestes mit dem C-termi-
nalen Ethylthioester trat hierbei lediglich im Verkn�pfungs-
produkt 26 und nur in geringem Umfang unter Bildung eines
Thiolactons auf. Das Produkt 26 der Cysteinylligation wurde
anschließend in einer w�ssrigen L2sung mit dem Radikal-
starter VA-044 und TCEP f�r die Dauer von nur zwei Stun-
den bei 37 8C inkubiert. Als weitere Reaktionskomponenten
wurden tBuSH und EtSH (beide in großem >berschuss)
eingesetzt, um als Hydriddonoren die Reaktion zu beschleu-
nigen. Die zahlreichen schwefelhaltigen Gruppen des Cys-
teinylpeptids 26 blieben bei der Reaktion unver�ndert. So
konnte 26 trotz des Vorhandenseins eines Thiazolidins, eines
Acm-gesch�tzten inneren Cysteinrestes, eines Methioninres-
tes und eines C-terminalen Thioesters selektiv ausschließlich
am ungesch�tzten Cysteinrest entschwefelt werden. Die
zahlreichen schwefelhaltigen Struktureinheiten wurden
ebenso toleriert wie das Asparagin-gebundene Disaccharid,
dessen sekund�re Hydroxygruppen unter den Bedingungen
einer Raney-Nickel-vermittelten Entschwefelung von einer
Epimerisierung bedroht gewesen w�ren. Das nunmehr ala-
ninhaltige Peptid 28 konnte nach der Schwefelentfernung in
einer Ausbeute von 87% isoliert werden. Im Vergleich mit

Schema 4. Verkn9pfungs-Entschwefelungs-Strategie. Zun,chst reagie-
ren Cysteinylpeptid und Peptidthioester im Sinne der nativen chemi-
schen Ligation (a). Das Cysteinylprodukt 12 wird im Anschluss durch
Umsetzung mit einem hohen Eberschuss an Raney-Nickel in das Ala-
nylprodukt 13 9berf9hrt (b). Danach folgt durch Umsetzung mit I2 die
Entfernung der Acm-Schutzgruppen von den unbeteiligten Cysteinres-
ten, die Bildung dreier Disulfidbr9cken in Gegenwart eines Glutathion-
Redoxpuffersystems und damit die Faltung des nativen EETI-II (c und
d).

Schema 5. Vorgeschlagener Mechanismus der radikalischen Entschwe-
felung.[13b]
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herk2mmlichen Verfahren liefert die Entschwefelungsstrate-
gie von Danishefsky et al. eine hohe Ausbeute und Peptid-
material-R�ckgewinnungsrate, verl�uft praktisch ohne Ne-
benreaktionen und ist zudem metallfrei. Erst hierdurch wird
die Kombination von nativer chemischer Ligation und Ent-
schwefelung zu einer robusten, konkurrenzf�higen Methode.

Die native chemische Ligation ist in den letzten zehn
Jahren zu einem der leistungsf�higsten Hilfsmittel der Pro-
teinchemie geworden. Die steigende Zahl an Publikationen
mit biologischem Hintergrund, deren Ergebnisse auf der
Verkn�pfung von Peptidfragmenten mithilfe dieser Methode
beruhen, verdeutlicht das Potenzial dieses Verfahrens. Die
Entwicklung von Auxiliaren und Verkn�pfungsalternativen
wie der Ligations-Entschwefelungs-Strategie erweitert das
Repertoire dieser Methode st�ndig. Verbesserte Verfahren
wie die von Danishefsky et al. vorgestellte Entschwefelungs-
methode erleichtern die Synthese bis zu einemGrad, der auch
dem weniger versierten Forscher einen Zugang zu dem
maßgeschneiderten Protein seiner Wahl er2ffnet.
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