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Unter den Verfahren, die zur Peptidsegmentkupplung ver-
wendet werden,[1] bietet die native chemische Verkn�pfung
(NCL) das gr$ßte Potenzial.[2] Sie ist ein leistungsf*higes
Werkzeug f�r die Synthese von markierten und posttransla-
tional modifizierten Proteinen sowie von Proteinen mit
nichtproteinogenen Aminos*uren,[3] bei der ein ungesch�tz-
ter C-terminaler Peptidthioester mit einem N-terminalen
Cysteinrest reagiert. Die Notwendigkeit f�r die vergleichs-
weise seltene Aminos*ure Cystein schr*nkt die Anwendbar-
keit der nativen chemischen Verkn�pfung in der Synthese
nat�rlicher Proteine jedoch ein. Es wurden daher zahlreiche
alternative Strategien entwickelt, um Zug*nge zu anderen,
h*ufiger auftretenden Verkn�pfungsstellen zu er$ffnen.[4]

Die erweiterte native chemische Verkn�pfung basiert auf
abspaltbaren Hilfsgruppen, die N-terminal an das Peptid-
fragment angebracht werden und das Cysteinger�st nachah-
men.[5] Die acidolytische Entfernung dieser Hilfsgruppen
nach der Ligation gelingt, wenn elektronenreiche aromati-
sche Ringsysteme einbezogen werden.[5e–k] Glycin-Glycin-
Peptidbindungen werden im Allgemeinen problemlos gebil-
det. Sobald jedoch der sterische Anspruch an der Verkn�p-
fungsstelle zunimmt, sinkt die Reaktivit*t des sekund*ren
Amins. Kupplungen mit sterisch anspruchsvollen Aminos*u-
ren, wie etwa Valin oder Isoleucin, gelangen daher bis jetzt
nicht. Vor kurzem wurde die zuckervermittelte Peptidver-
kn�pfung beschrieben, die von besonderem Interesse f�r die
Synthese von Glycopeptiden ist.[6]

In einem konzeptionell verschiedenenAnsatz wird auf die
Verwendung wenig reaktiver sekund*rer Amine verzichtet;
vielmehr wird auf Aminos*uren mit einer Sulfanylfunktion in
der Seitenkette zur�ckgegriffen und diese nach erfolgter
Kupplung entfernt. So wurde Cystein in einer konventionel-
len nativen chemischen Verkn�pfung eingesetzt und durch
einen großen =berschuss an Metallreagentien in das sehr
h*ufige Alanin �berf�hrt.[7] Die unerw�nschte Entschwefe-
lung anderer Cysteinreste kann hierbei durch geschickte
Wahl der Schutzgruppen vermieden werden.[7b] Das Reper-
toire dieses Verkn�pfungs-Entschwefelungs-Ansatzes wurde
k�rzlich auf Phenylalanin erweitert.[8] Der hierf�r notwendige
Synthesebaustein b-Sulfanylphenylalanin musste jedoch erst
durch eine mehrstufige Synthese bereitgestellt werden.

Wir beschreiben nun die Verwendung von Penicillamin
(Pen) als Vorstufe von Valin in der Verkn�pfungs-Ent-

schwefelungs-Strategie (Schema 1). b,b-Dimethylcystein ist in
verschiedenartig gesch�tzten Formen kommerziell verf�gbar
und kann in der Peptid-Festphasensynthese direkt eingesetzt

werden. Unsere Untersuchungen ergaben, dass die Ver-
kn�pfung mit Penicillamin trotz des hohen sterischen An-
spruchs der Methylgruppen in Nachbarschaft des Thiols
�berraschend schnell verl*uft. Sogar Leu-Val-Abfolgen, die
in hydrophoben Abschnitten von Peptiden auftreten, waren
zug*nglich. Zus*tzlich pr*sentieren wir unsere verbesserte
Methode zur metallfreien Entschwefelung und zeigen die
Anwendung in der Synthese Valin-haltiger Peptide.

Da wir annahmen, dass der sterische Anspruch der Me-
thylgruppen des Penicillamins eine Herausforderung dar-
stellt, interessierte uns zuerst die Kinetik von Reaktionen
bereits untersuchter Modellpeptide.[9] Das Penicillamin-Mo-
dellpeptid Pen-Arg-Ala-Glu-Tyr-Ser-NH2 (1, Schema 2)
wurde durch Fmoc-basierte Festphasensynthese hergestellt,
wobei ein Boc/Trt-gesch�tzter Penicillamin-Monomerbau-
stein verwendet wurde (siehe die Hintergrundinformatio-
nen). Anschließend wurde seine Verkn�pfung mit Glycin als

Schema 1. Native chemische Verkn�pfung mit Valin. Das b,b-Di-
methylcystein am N-Terminus des Penicillamin-Peptids II induziert den
Thiolaustausch mit dem Peptid I (Schritt a), der das Thioesterinterme-
diat III liefert. Durch den nachfolgenden S!N-Acyltransfer entsteht
die Peptidbindung in IV (Schritt b). Die Entschwefelung (Schritt c)
stellt das Valin-Peptid V zur Verf�gung.

Schema 2. Peptide 1–10 f�r die Untersuchung der Penicillamin-Ver-
kn�pfung.
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sterisch anspruchsloser Aminos*ure am Peptidthioester Leu-
Tyr-Lys-Ala-Gly-SR (2) untersucht.

Die Peptide wurden in 5 mm Konzentration in einem
w*ssrigen Phosphatpuffer gel$st, der Guanidiumhydrochlorid
(GnHCl) als denaturierendes und Triscarboxyethylphosphan
(TCEP) als reduzierendes Reagens enthielt. Natriumsulfa-
nylethansulfonat, Benzylthiol und/oder Thiophenol wurden
zur In-situ-Bildung reaktiverer Thioester zugesetzt. Der
Verlauf der Verkn�pfungsreaktion wurde durch HPLC-MS-
Analytik �berwacht, mit der alle Reaktionsprodukte akkurat
erfasst werden konnten (Abbildung 1). Die h$chsten An-
fangsgeschwindigkeiten wurden im w*ssrigen Phosphatpuf-

fersystem erzielt, das Thiophenol als alleiniges Thioladditiv
enthielt. Die Analyse der HPLC-Daten deutete auf die Bil-
dung des symmetrischen Disulfids und auf das Schwinden des
Thiophenols hin. Daher wurden nach 3, 6, 9 und 12 Stunden
erneut TCEP und Thiophenol zugesetzt. Die Verkn�pfung
verlief unter diesen Bedingungen mit beachtlicher Ge-
schwindigkeit und lieferte bereits nach einer Stunde 60%
Produkt. Nach Ablauf von zw$lf Stunden waren 87% Ver-
kn�pfungsprodukt gebildet. Um die M$glichkeit einer di-
rekten Reaktion des Thioesters mit der a-Aminofunktion des
Penicillamin-Peptids 1 auszuschließen, synthetisierten wir das
zu 1 analoge Valin-Peptid 10. Unter den Reaktionsbedin-
gungen der Verkn�pfung der Peptide 1 und 2 konnte bei In-
kubation dieses Peptids mit dem Peptidthioester 2 keine
Produktbildung beobachtet werden (siehe Abbildung S2).
Damit ist die Bedeutung der Thiolfunktion in Penicillamin f�r
die Verkn�pfung belegt.

Die Ergebnisse best*rkten uns darin, Verkn�pfungen mit
Peptidthioestern h$heren sterischen Anspruchs zu untersu-
chen. Der Peptidylhistidinthioester Leu-Tyr-Lys-Ala-His-SR
(3) reagierte leicht (Abbildung 2) und lieferte das Verkn�p-
fungsprodukt 12 in 70% Ausbeute (Tabelle 1). Daneben
wurde in geringer Menge (maximal 8%) auch ein epimeri-
siertes Produkt gebildet (siehe Abbildung S3). Dieses Ver-
halten von Histidinthioestern – hohe Reaktivit*t in Ver-
kn�pfungs- und Racemisierungsreaktionen – ist bekannt.[9]

Die Verkn�pfung des Peptidylmethioninthioesters 4 mit dem
Penicillamin-Peptid 1 verlief glatt; nach 24 h betrug die
Ausbeute 65%. Sorgf*ltige HPLC-Analytik deckte auch hier
einen geringf�gigen Anteil an Racemisierung auf (weniger als
4%), der sich auf 2% reduzieren ließ, wenn die Verkn�pfung
bei pH 7.5 gef�hrt wurde (siehe Tabelle S1). Im Anschluss
untersuchten wir die sterisch anspruchsvolle Kupplung des
Peptidylleucinthioesters 5 mit 1. Zu unserer =berraschung
war die Anfangsgeschwindigkeit lediglich um das Sechsfache
geringer als bei der Verkn�pfung von 1 mit dem Peptidyl-
glycinthioester 2. Die Ausbeute ließ sich durch eine Verl*n-
gerung der Reaktionszeit auf 48 Stunden bis auf 70% stei-
gern. Eine weitere Erh$hung auf 80% Ausbeute war durch
die Verdopplung der Menge des eingesetzten Thioesters 5
m$glich. Eine Racemisierung war nicht augenscheinlich.

Die Vielseitigkeit der Penicillamin-vermittelten Kupp-
lung wurde durch die Synthese der l*ngeren Peptidsequenzen

Abbildung 1. Anwendungsbreite der Penicillamin-vermittelten Verkn�p-
fung. A) Repr9sentative HPLC-Spur f�r die Kupplung von 1 mit 2 nach
zwei Stunden (*: hydrolysierter Thioester). B) Zeitverlauf der Produkt-
bildung bei der Verkn�pfung von 1 mit den Thioestern 2, 3, 4 oder 5.
Ligationsbedingungen: 5 mm 1, 5 mm Peptidthioester, 6 m GnHCl,
100 mm NaH2PO4, 50 mm TCEP, 5 % PhSH, pH 8.5, 37 8C. Nach 3, 6,
9 und 12 Stunden wurde jeweils eine PufferlJsung (8 Vol.-% des An-
fangsreaktionsvolumens) zugegeben, die 0.5m TCEP, 6 m GnHCl,
200 mm NaH2PO4 und PhSH enthielt.

Tabelle 1: Ausbeuten der Kupplungen und Entschwefelungen.

Penicillamin- Peptid- Verkn�pfungsreaktion Entschwefelungsprodukt Entschwefelungsausbeute [%]
Peptid thioester Produkt/Ausbeute [%]/Reaktionszeit [h] metallbasiert metallfrei

1 2 LYKAGPenRAEYS 11/87/12 LYKAGVRAEYS 17 61 98
1 3 LYKAHPenRAEYS 12/70/24 LYKAHVRAEYS 18 – 93
1 4 LYKAMPenRAEYS 13/65/24 LYKAMVRAEYS 19 – 77
1 5 LYKALPenRAEYS 14/70[a] und 82[b]/48 LYKALVRAEYS 20 – 79
7 6 TLQNREHETNGPenAKSDQKQEQL 15/78[c]/24 LKKPFNRPQGVQPKTGPFEDLK 21 0[d] 72
9 8 LKKPFNRPQGPenQPKTGPFEDLK 16/87[c]/24 TLQNREHETNGVAKSDQKQEQL 22 54 91

10 2 LYKAGVRAEYS 17/0[e] – – –

[a] Mit einem Mquivalent Peptidthioester 5. [b] Mit zwei Mquivanten 5. [c] Die Penicillamin-Peptide wurden in 1.3- bis 1.4-fachem Oberschuss ein-
gesetzt. [d] Nach 8 h Reaktionszeit konnte weder das Startmaterial noch das Produkt isoliert werden. [e] Es erfolgte keine direkte Verkn�pfung der
Fragmente. Die Bedeutung der Einbuchstaben-Codes kann beispielsweise unter http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/AminoAcid/AA1n2.html ge-
funden werden.
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15 und 16 belegt. Hierbei handelt es sich um Segmente der
Signaltransduktionsproteine STAT-1 bzw. Syk-Kinase. Die
Synthese des Abschnitts 176–197 von STAT-1 (15) wurde wie
f�r die Peptide 11–14 beschrieben durchgef�hrt. Die HPLC-
Analyse ergab, dass der Peptidthioester 6 durch einen
1.4fachen =berschuss des Penicillamin-Peptids 7 nahezu
quantitativ in das Kupplungsprodukt 15 �berf�hrt wurde
(Abbildung S6). Die Verkn�pfung des Peptidthioesters 8 mit
dem Penicillamin-Peptid 9 lieferte das 22mere Syk-Kinase-
Peptid 16 bei fast vollst*ndigem Umsatz. Dazu wurde 9 in
1.3fachem =berschuss eingesetzt.

Das n*chste Ziel war die =berf�hrung der Penicillylreste
in den Verkn�pfungsprodukten in Valinreste. Zun*chst ver-
suchten wir, die �bersch�ssigen Schwefelatome mithilfe be-
kannter metallbasierter Methoden zu entfernen. Hierzu
wurden die Verkn�pfungsprodukte in 20-proz. Essig gel$st
und mit Raney-Nickel in großem =berschuss behandelt. Die
Ausbeuten waren m*ßig; sie betrugen 61% f�r das Modell-
peptid 11 und 54% f�r das Syk-Kinase-Segment 16 und
konnten durch eine Verl*ngerung der Reaktionszeit nicht
erh$ht werden. Unsere Versuche, die Thiolfunktion aus dem
STAT-1-Peptidsegment 15 zu entfernen, schlugen sogar voll-
st*ndig fehl: Weder war es m$glich, 15 zu entschwefeln, noch
gelang die R�ckgewinnung des Startmaterials. Offenbar ver-
blieb das Peptid an der Metalloberfl*che adsorbiert und
konnte auch durch mehrfache Extraktionsversuche mit Tri-
fluoressigs*ure nicht zur�ckerhalten werden.

K�rzlich beschrieben Wan und Danishefsky eine Metho-
de zur metallfreien Entschwefelung von Peptiden,[10] bei der
ein w*sserl$slicher Radikalstarter ein Wasserstoffatom der
Cystein-Thiolfunktion abstrahiert und die anschließende
Reduktion durch TCEP ein Alanylradikal liefert.[11] Dieses
Alkylradikal empf*ngt ein Wasserstoffatom von einer Thiol-
gruppe eines nicht umgesetzten Cystein-Peptids oder von
EtSH oder tBuSH, die zur Beschleunigung der Produktbil-
dung zugesetzt werden. Unter den beschriebenen Bedingun-
gen (VA-044, TCEP, EtSH und tBuSH) gelang die Ent-
schwefelung des Penicillamin-Peptids 11 zu 17. Jedoch
wurden auch zahlreiche Nebenprodukte gebildet. Wir
nahmen an, dass Hydridtransferprozesse am Penicillamin
langsamer ablaufen als am Cystein. Zur Beschleunigung der
Thiylradikalbildung wurden die Reaktionstemperatur und die
Menge des Radikalstarters VA-044 erh$ht. Außerdem wurde
Glutathion zur S*ttigung der sich bildenden Valylradikale
eingesetzt, da dieser wirksame Wasserstoffdonor[12] rascher
mit terti*ren Alkylradikalen reagiert als die zudem unange-
nehm geruchsintensiven Thiole EtSH und/oder tBuSH. Die
Umsetzungen wurden bei einer Peptidkonzentration von 1–
2 mm bei pH 6.5 in einem w*ssrigen Phosphatpuffersystem
(100 mm) durchgef�hrt, das 250 mm TCEP, 200 mm VA-044,
40 mm Glutathion und 3m GnHCl enthielt. Die Reaktionen
verliefen glatt, und der Umsatz war nach 2.5 h vollst*ndig
(Abbildung 2). Die Penicillamin-haltigen Peptide 11 und 16
wurden in die entsprechenden Valin-haltigen Peptide 17 bzw.
22 in 98 bzw. 91% Ausbeute �berf�hrt (Tabelle 1). Sogar das
STAT-1-Peptidsegment 15, dessen Thiolgruppe metallbasiert
nicht entfernt werden konnte, ließ sich in das Valin-Produkt
(21) �berf�hren. Die Entschwefelungen der Penicillamin-
Peptide 12 und 14 verliefen ebenfalls ohne Komplikationen.

Im Fall des Methionin-haltigen Peptids 13 wurde bei 65 8C die
Oxidation der Thioetherfunktion als Begleiterscheinung be-
obachtet. Diese Nebenreaktion konnte durch Senken der
Reaktionstemperatur auf 37 8C unterdr�ckt werden. Unter
diesen Bedingungen war die Umwandlung in das Valin-Peptid
19 nach 6 h abgeschlossen.

Die native chemische Verkn�pfung ist eine der wenigen
chemischen Methoden – wenn nicht sogar die einzige –, mit
der die Synthese von Proteinen einer Komplexit*t gelingt, die
sonst nur unter Zuhilfenahme rekombinanter Verfahren er-
reichbar ist.[13] In ihrer urspr�nglichen Form er$ffnet die
Methode den Zugang zu Xaa-Cys-Abfolgen (Xaa= jede
Aminos*ure außer Prolin). Auxiliar-basierte Verfahren er-
weitern den Spielraum und erm$glichten die Kn�pfung von
Gly-Gly-, Gly-Ala-, Gly-Gln-, Gly-Asp-, Gly-His-, Ala-Gly-,
Lys-Gly-, His-Gly-, Phe-Gly-, Pro-Gly-, His-His-, His-Ala-,
Ala-His- und Ala-Asp-Peptidbindungen.[5] Jedoch werden
dabei kommerziell nicht verf�gbare Synthesebausteine be-
n$tigt. Die h*ufig vorkommenden Xaa-Ala-Bindungen
k$nnen durch eine Kombination aus nativer chemischer
Peptidkupplung und Entschwefelung gekn�pft werden.[7] Ein
Vorteil dieses zweistufigen Verfahrens ist, dass gew$hnliche
Aminos*urebausteine verwendet werden k$nnen. Die Syn-
these von b-Sulfanylphenylalanin hat den Zugang zu Xaa-
Phe-Verkn�pfungen er$ffnet.[8] Die hier vorgestellten Ar-
beiten demonstrieren die Verwendung von Penicillamin als
Vorstufe f�r Valin in der Verkn�pfungs-Entschwefelungs-
Strategie. Valin ist eine h*ufig vorkommende Aminos*ure
(6.6% durchschnittlicher Gehalt in Proteinen). Die Verf�g-
barkeit geeignet gesch�tzter Penicillamin-Synthesebausteine

Abbildung 2. Metallfreie Entschwefelung des Penicillamin enthaltenden
Peptids Leu-Tyr-Lys-Ala-Gly-Pen-Arg-Ala-Glu-Tyr-Ser-NH2 (11). HPLC-
Spuren A) vor und B) nach 150 min Reaktionszeit. Die eingef�gten
ESI-Massenspektren belegen den Erfolg der Entschwefelung. Bedin-
gungen: 5 mm 11, 3 m GnHCl, 100 mm NaH2PO4, 200 mm VA-044,
250 mm TCEP, 40 mm Gutathion, 65 8C, pH 6.5.
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und im Besonderen die M$glichkeit von Kupplungen in hy-
drophoben Peptidsegmenten werden als vorteilhaft erachtet.

Die beschriebenen Kupplungen mit Glycin-, Histidin-,
Methionin- und Leucinthioestern deuten eine breite An-
wendbarkeit der Methode an, sodass fast alle Xaa-Val-Pep-
tidbindungen auf diesem Weg zug*nglich werden k$nnten. In
k�nftigen Experimenten wird gekl*rt werden, ob sterisch
stark gehinderte Val-Val- oder Ile-Val-Verkn�pfungen gelin-
gen. Der belegte Zugang zu Leu-Val-Motiven k$nnte f�r die
Synthese von Transmembranproteinen interessant sein. Al-
lerdings macht sich bei langen Reaktionszeiten die Epimeri-
sierung reaktiver Thioester st$rend bemerkbar. Dies ist
jedoch ein Charakteristikum aller Reaktionen an Thioestern.
Teil der vorgestellten Verkn�pfungs-Entschwefelungs-Stra-
tegie ist außerdem eine optimierte Variante der metallfreien
Entfernung von Thiolgruppen aus Peptiden. Glutathion
wurde anstelle der weniger effektiven und �belriechenden
Thiole EtSH und tBuSH als Wasserstoffquelle eingesetzt. In
Anbetracht der Verf�gbarkeit dieses preiswerten Reagens in
biologisch-chemischen und bioorganisch orientierten Labo-
ratorien schlagen wir Glutathion als Reagens der Wahl f�r
metallfreie Entschwefelungsreaktionen vor.

Wir haben hier eine Erweiterung der Bandbreite der na-
tiven chemischen Verkn�pfung vorgestellt, indem wir den
Zugang zu hydrophoben Kupplungsstellen er$ffneten. Die
sorgf*ltige Optimierung der Kupplungs- und Entschwefe-
lungsbedingungen erm$glichte den Einsatz der b-Sulfanyl-
aminos*ure Penicillamin in der Verkn�pfungs-Entschwefe-
lungs-Strategie. Es sind hierbei keine speziellen Synthese-
bausteine oder gef*hrlichen Substanzen vonn$ten, was die
Anwendung dieser neuen Option der Peptidsynthese bef$r-
dern sollte.
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