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Ligationsmethoden

Die Untersuchung biologischer Fragestellungen mit chemischen

Angewandte

Aus dem Inhalt

Methoden wird meist als ,,Chemische Biologie® bezeichnet und

setzt voraus, dass biologisch relevante Makromolekiile, wie Pep-
tide und Proteine, chemisch zuganglich sind. Auf der Festpha-
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sensynthese von Peptiden aufbauend wurden viele chemoselektive

Ligations- und Modifikationstechniken zur Verkniipfung synthe-
tischer Peptide oder funktionaler Einheiten zu grofieren syntheti-
schen, biologisch relevanten Makromolekiilen entwickelt. Dieser
Aufsatz fasst die aktuellen Entwicklungen auf dem Gebiet der
chemoselektiven Ligations- und Modifikationsstrategien zusam-
men und illustriert ihre Anwendbarkeit an Beispielen aus der
chemischen Totalsynthese von Proteinen bis hin zur Semisynthese

natiirlicher modifizierter Proteine.

yy Sie sollen in kurzem erfahren, dafl Aufbauen mehr belehrt als
Einreifien, Verbinden mehr als Trennen, Todtes beleben mehr als
das Getddtete noch weiter todten [...][’]“

Johann Wolfang von Goethe, Wilhelm Meisters Wanderjahre

1. Einfiihrung

Seit langem haben Chemiker Proteine und Peptide als
Zielverbindungen fiir die Entwicklung von Syntheseverfah-
ren identifiziert.”! Unzihlige Forschungsprojekte wurden
dabei von der Motivation angetrieben, ausreichend Protein-
oder Peptidmaterial — mit der Moglichkeit, selektiv chemi-
sche Funktionalitidten einzufithren — zugénglich zu machen,
um die Struktur und biologische Funktion von einzelnen
Peptiden und Proteinen zu bestimmen. Dadurch ergénzt
diese Herangehensweise andere Verfahren der Protein-
gewinnung, wie etwa die Isolierung aus natiirlichen Quellen
und die gédngigen biochemischen Exprimierungsverfahren.

Das Feld der Proteinsynthese hat noch einmal zusitzliche
Aufmerksamkeit erlangt, als natiirlich vorkommende Prote-
inmodifikationen als die zentralen Elemente fiir die Steue-
rung komplexer zelluldrer Vorgéinge in lebenden Organismen
identifiziert wurden.”! Deshalb ist es ein besonderes Bestre-
ben unter Wissenschaftlern, die chemische Zusammenset-
zung einschlieBlich potenzieller Modifikationen eines jeden
Aminosdurebausteins innerhalb der Polypeptidkette zu kon-
trollieren, um so homogene Proteinsubstanz zu erhalten, die
die Untersuchung komplexer biologischer Systeme ermog-
licht B

Es ist wahrscheinlich nicht notwendig darauf hinzuweisen,
dass der derzeitige Stand der Proteinsynthese durch man-
nigfache wichtige Untersuchungen vorangetrieben wurde —
alles Meilensteine, die die Grundlage fiir anschlieBende For-
schungsaktivitdten in diesem Feld bildeten. Begriindet wurde
das Gebiet mit der ersten Beschreibung des Peptidaufbaus
durch Emil Fischer,” und es wurde durch erste Kondensa-
tionsstrategien in Losung fortgesetzt.” Nach der Entwick-
lung orthogonaler Schutzgruppen gelang es Merrifield, die
am hiufigsten verwendete Methode in der Peptid- und Pro-
teinsynthese einzufiihren, namlich die automatisierte Fest-
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phasenpeptidsynthese  (solid phase peptide synthesis,

SPPS).! Mit SPPS kénnen verlisslich lineare Peptide einer
Kettenldnge von 30 bis 40 Aminosduren zugéinglich gemacht
werden, die die Kupplung (mehrerer) Peptidfragmente in das
Zentrum anschlieBender Untersuchungen riickte.’! Solche
Fragmentkupplungen konnen auf zwei verschiedene Weisen
durchgefiihrt werden: Im ersten Weg werden partiell ge-
schiitzte Peptide verkniipft, um so eine selektive kovalente
Bindung zwischen den Peptiden herbeizufiihren bevor die
Schutzgruppen entfernt werden (Schema 1 A). Obwohl be-
reits mehrere Verfahren fiir diesen Weg beschrieben wurden,
insbesondere die hiufig verwendete Ag'-vermittelte Kupp-
lung C-terminaler N-Peptidthioester mit N-terminal unge-
schiitzten Peptiden,® wird diese Strategie durch die Not-
wendigkeit einer abschlieBenden Schutzgruppentransforma-
tion, mogliche Epimerisierung wéhrend der Aktivierung am
C-Terminus des N-Peptidfragments und mitunter auftretende
Aggregationsphdnomene ldngerer geschiitzter Peptidfrag-
mente eingeschriankt (zur Erkliarung von C- und N-Peptid
sowie anderer in diesem Aufsatz verwendeter Begriffe und
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Schema 1. Strategien zur Fragmentkupplung: A) Kupplung geschiitzter Peptide. B) Chemoselektive Ligation ungeschutzter Peptide.

Symbole wird auf die Tabelle 1 verwiesen).["! Konsequenter-
weise hat der zweite Weg, ndmlich die chemoselektive Liga-
tion ungeschiitzter Peptide und Proteine, groflere Aufmerk-

Tabelle 1: Legende der in diesem Aufsatz verwendeten Peptidfragmente.

samkeit in der Entwicklung chemischer Verfahren fiir die
Protein- und Peptidsynthese erfahren (Schema 1B)."!
In diesem Aufsatz diskutierten wir mehrere wichtige As-

Symbol Bedeutung Hinweise
. Aminosiuren oder funktionalisierte Termini, die fiir ein
HZN/D\CDZH ;theizchutztes Schema wichtig sind, werden mit exakter Struktur
P dargestellt
geschiitztes PG steht fiir eine konventionelle Schutzgruppe in der
HN —-— COH Peptid Fmoc- oder Boc-basierten SPPS
H N\)L :I\CO partjell ge nur die spezifische Aminosiure mit Schutzgruppe wird
oH  schiitztes ezeichnet
PG*S/ Peptld &
Peptide, die an einer Ligationsreaktion teilnehmen;
HZNDCOEH N-Peptid N-Peptide befinden sich nach der Ligation im N-ter-
minalen Bereich des Ligationsprodukts
Peptide, die an einer Ligationsreaktion teilnehmen;
/I:‘.\Co2 C-Peptid C-Peptide befinden sich nach der Ligation im C-ter-
minalen Bereich des Ligationsprodukts
Q Enzym
o Harz
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pekte chemoselektiver Ligations- und Mo-
difikationstechniken, die vorige hervorra-
gende Ubersichtsartikel erginzen sollen.”)
Es gibt derzeit viele Herangehensweisen,
um chemische Ligationsmethoden weiter-
zuentwickeln. Diese Forschungen fiihren
nicht nur zu immer neuen methodischen
Ansétzen, um die Beschriankungen aktuel-
ler Strategien aufzuheben, sondern auch zu
faszinierenden Studien, die die genaue bio-
logische Funktion von Proteinen verdeutli-
chen, indem synthetische Produkte in bio-
chemischen und biophysikalischen Unter-
suchungen eingesetzt werden. Es ist daher
ein besonderes Anliegen dieses Aufsatzes,
die derzeit vorhandenen Methoden (Ab-
schnitte 2-4) mit Beispielen fiir ihre An-
wendung in solchen Untersuchungen (Ab-
schnitte 6 und 7) zu illustrieren.

Zum zweiten entstammen die Metho-
den, die hier prisentiert werden, sowohl
rein organisch-synthetischer Handhabun-
gen (Abschnitte 2-4) als auch molekular-
biologischer Verfahren (Abschnitte 2 und
5), was den interdisziplindren Charakter des
Forschungsgebiets unterstreicht. Dieser
Aufsatz sollte daher dem Wissenschaftler,
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der daran interessiert ist, Peptide oder Proteine an sein
System zu konjugieren oder Proteine mit molekularen
Komponenten zu derivatisieren, einen Uberblick iiber die
Voraussetzungen und Beschriankungen einzelner Methoden
der Peptid- und Proteinkonjugation geben. Da einige dieser
Methoden erst kiirzlich publiziert worden sind, ist es wichtig
darauf hinzuweisen, dass manchmal die Anwendung in der
Ligation oder Modifikation léingerer Peptide oder sogar von
Proteinsequenzen noch nicht bestétigt worden ist. Dennoch
haben wir uns dafiir entschieden, diese Methoden hier dar-
zustellen, da sie das Potenzial fiir neue Wege in der chemo-
selektiven Ligation oder Modifikation mit sich bringen."”!

2. Chemoselektive Peptidligationen
2.1. Erste Beobachtungen und Experimente

Der Meilenstein, der zur Entwicklung der meisten Liga-
tionsstrategien gefiihrt hat, war die Einfiihrung eines che-
moselektiven Einfangschrittes (im Folgenden wird der Be-
griff Capture-Schritt verwendet), der zwei Peptidfragmente
miteinander verkniipft und an den sich eine finale intramo-
lekulare Umlagerung anschlieBt. Dieses Konzept, das iibli-
cherweise als Einfang/Umlagerung bzw. Capture/Rearrange-
ment bezeichnet wird, findet sich auch in der nativen che-
mischen Ligation (NCL) wieder, der am haufigsten verwen-
deten Ligationsstrategie.

Erste Experimente, die spiter zur Capture/Rearrange-
ment-Methode fiihrten, wurden 1953 von Wieland und Mit-
arbeitern publiziert, die in dieser Studie die chemischen FEi-
genschaften von Aminosiurethioestern untersucht haben.!'!
Zunichst wurde beobachtet, dass Thiophenolthioester eine
intermolekulare Aminolyse in Gegenwart von Aminen zur
Bildung von Amiden eingehen konnen. Im Unterschied zu

A) Erste Experimente

HNT™

basisch oder HS/\

Angewandte

den Thiophenolthioestern konnte ein Glycinthioester des
Cysteamins, 1, nicht als solcher synthetisiert und unter neu-
tralen pH-Bedingungen isoliert werden. Diese Beobachtung
wurde der zusitzlichen Aminogruppe, die im geringen Ab-
stand zur Thiolgruppe lokalisiert ist, zugeschrieben. Die
Aminogruppe bewirkte stattdessen eine schnelle intramole-
kulare S—N-Verschiebung, die das Amid 2 bildete (Sche-
ma 2 A). Diese Umlagerung lief schon unter milden sauren
Bedingungen ab und wurde bei hohen pH-Werten beschleu-
nigt. Die Autoren folgerten, dass die beobachtete Reaktion
fiir die Peptidsynthese verwendet werden konnte. Zu diesem
Zweck wurde die zuvor diskutierte intramolekulare Umla-
gerung mit einem intermolekularen Thiol-Thioester-Aus-
tausch kombiniert, wobei der Val-Thiophenolthioester 3
synthetisiert und mit Cystein (4) umgesetzt wurde (Sche-
ma 2 A). Der hochreaktive Arylthioester tauschte schnell mit
der Thiolfunktion des Cys aus, was dem Capture-Schritt
entspricht. Der entstehende Val-S-Cys-Thioester 5 lagerte
schlieBlich zum Dipeptid Val-Cys (6) um, das somit durch
eine native Amidbindung verkniipft war.!'!

2.2. Prior-Thiol-Capture

Eine der ersten Ligationstechniken, die auf ungeschiitzte
synthetische Peptide angewendet wurde, war die von Kemp
etal. entwickelte Prior-Thiol-Capture-Strategie.'>¥) Zu-
néchst wird das Peptid, das am N-Terminus des Ligations-
produkts vorliegen soll (das N-Peptid, siche Tabelle 1), an ein
Auxiliartemplat gekniipft, z. B. an 6-Hydroxy-4-mercaptodi-
benzofuran durch eine Esterbindung in 7 (Schema 2B).['
Dabei ist es moglich, das N-Peptid direkt am Templat an der
festen Phase mit optimierten Festphasensyntheseverfahren zu
synthetisieren. Das ,,Einfangen® findet durch einen Disul-
fidaustausch zwischen dem Cys am N-Terminus des C-Peptids

s neutraler pH HN R=Ph, Bn
D TR "o, e
o] o]
1 2
Capt! i
apture
f P HzN\_)kS Rearrangement S
)ﬁr -HS-R Ea o]
OH OH H,N OH
: e +HS-R Hld _r ’ \Aﬁ
/_\\ o
3 5
o]
H A A coH
: H
Prior-Thiol-Capture o~ . NH JL
B) z H N Dco H HN = coH
9 %TOCHS
o] SH
HENJ o) o H,N EtP, H,0, SH
O O HFIP!H 0 DMSsO_ Dioxan,_ o H
ZN\D/U\N N\D/COQH
Capture Rearrangement H o
7 1

Schema 2. A) Aminolyse von Thioestern nach Wieland und B) Prior-Thiol-Capture nach Kemp. DMSO = Dimethylsulfoxid, HFIP = Hexafluorisopro-

pylalkohol.
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8 und dem freien Thiol des Templats 7 statt (Schema 2B).
Danach folgt eine intramolekulare O —N-Verschiebung in 9,
die zu einer nativen Peptidbindung zwischen dem N- und C-
Peptid in 10 fithrt. Das Templat erfiillt somit zwei Funktio-
nen: Zum einen platziert es das N- und das C-Peptid in di-
rekte Nachbarschaft, zum anderen fungiert es als milde Ak-
tivierungseinheit, indem es die Elektrophilie des C-Terminus
des N-Peptids erhoht. Zum Schluss werden Reduktionsmittel
wie Triethylphosphan verwendet, um das Ligationsprodukt 11
vom Templat abzuspalten.

Die Prior-Thiol-Capture-Strategie wurde im Laufe der
Jahre weiter optimiert!" und in der Ligation verschiedener
ungeschiitzter Peptidsequenzen mit bis zu 39 Aminosduren
verwendet."! Heutzutage findet jedoch das Verfahren der
nativen chemischen Ligation routinemiBig in der Peptid-
ligation Anwendung.

2.3. Native chemische Ligation
2.3.1. Entwicklung der Methode und Chemoselektivitdt

Die native chemische Ligation (NCL) zeigte ihr enormes
Potenzial erstmals 1994, als Kent und Mitarbeiter die Reak-
tion ungeschiitzter Thioester mit N-terminalen Cys-Peptiden

A) Native chemische Ligation (NCL)

/A\ CO,H
SR +HNJW\D/ 2
+HS-R

12 neutraler pH

Capture Hz

-HS-R

B) Gleichgewicht zwischen Thioester-Peptiden

HS
9 H
COH
HzN\IZI)LS—R + HN N
o)

12 13

|

C) Einfluss des C-terminalen Thioesters auf die NCL-Reaktion

HN [l xaa-SR + H2N~ cys o -COH

16 17

)WN\D/COE

HN gl

¥

SH O

C. P. R. Hackenberger und D. Schwarzer

beschrieben.!”! Diese Arbeiten belegten, dass die Reaktion
chemoselektiv verlduft und somit fiir die Ligation unge-
schiitzter Peptide geeignet ist (Schema 3 A). Heutzutage ist
die NCL die am hé&ufigsten verwendete chemoselektive Li-
gationsmethode auf der Grundlage eines Capture/Rearran-
gement-Konzepts. Der Einfluss der NCL auf die Chemie und
Biochemie dokumentiert sich in der Zahl von ca. 900 Zitaten,
die die Originalarbeit bis heute erhalten hat. Der chemose-
lektive Einfang-Schritt (Capture) besteht aus einem reversi-
blen Thiol-Thioester-Gleichgewicht zwischen einem elektro-
philen (Aryl-)Thioester 12 am C-Terminus des N-Peptids und
dem nucleophilen Thiol des Cys-Bausteins am N-Terminus
des C-Peptids 13 (Schema 3 A). In der nachfolgenden Umla-
gerung (Rearrangement) geht der Cys-Thioester 14 eine
schnelle intramolekulare S—N-Verschiebung {iiber einen
fiinfgliedrigen Ubergangszustand ein, die zu einer nativen
Amidbindung zwischen dem C- und N-Peptid im Polypeptid
11 fiihrt.'® Sehr wichtig an diesem Verfahren ist die Tatsache,
dass zusitzliche Cysteine innerhalb der Peptide nicht mit der
Gesamtreaktion interferieren, da die irreversible intramole-
kulare S—N-Verschiebung nur an dem speziellen N-termi-
nalen Cys ablaufen kann. Weitere interne Cysteine im Peptid
bilden einen Thioester 15 und tauschen schnell wieder un-
tereinander aus (Schema 3B).

Rearrangement

o SH
H
HzN\:I)I\ NLH/ N\D/CozH
H
o]
11

4 SHH
N g A A N co
o} 5) Ho
F AT 11 HS% )
n
COH
™ o R =Ph, Bn
HaN L Xaa-Cys ol -CO:H
18

Xaa= Gly,Cys His > Phe ,Met, Tyr,Ala,Trp > Asn,Asp,GIn,Glu,Ser,Arg,Lys > Leu, Thr,Var,lle,Pro

D) Thioesteraustausch 0O Uberschuss

HO
SH
9 Q 21
. S/\/E_OH MESNA
19

fo) 0,
H
N DJJ\SO_);O
20

Schema 3. Native chemische Ligation: A) Mechanismus. B) Gleichgewicht von Peptidthioestern. C) Einfluss der C-terminalen Aminosiuren des N-
Peptids. D) Thioester-Austausch mit Arylthiolen. MESNA = Natrium-2-mercaptoethansulfonat.
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In der Originalarbeit von 1994 wurde die NCL verwendet,
um humanes Interleukin 8 (IL-8) aus zwei synthetischen
Peptidfragmenten zu synthetisieren.'” Heute gibt es man-
nigfache Beispiele fiir NCL-basierte Peptidligationen mit
zahlreichen Anwendungen, einschlieBlich der Einfithrung
von Proteinmodifikationen oder Tags,"” der Totalsynthese
posttranslational modifizierter und unmodifizierter Proteine
(sieche Abschnitt 2.4) und der Segmentmarkierung von
Proteinen durch Isotopenmarker fiir die NMR-Spektrosko-
pie.?? Dariiber hinaus kénnen auch andere Biopolymere
wie Peptidnucleinsiuren (PNAs)®?! und DNAP fiir die
Konjugation verwendet werden.

2.3.2. Reaktionsbedingungen fiir die NCL und mechanistische
Aspekte

Ein groBer Vorteil der NCL sind die milden Reaktions-
bedingungen, die es ermoglichen, die Ligation in gepufferten
wissrigen Losungen bei neutralem pH-Wert auszufiihren.
Dies ist aus zwei Griinden wichtig: Zum einen fiihren stark
basische Bedingungen zu Nebenreaktionen zwischen Thio-
estern und anderen Aminosduren wie Lysin, aulerdem sind
die Thioester nicht stabil unter basischem pH. Andererseits
fiihren saure Bedingungen dazu, dass die Reaktivitét des Cys-
Thiols und des N-terminalen Amins im C-Peptid verringert
wird. [’ 181

Ein anderer wichtiger Faktor bei der NCL ist die Ami-
nosiaure, die am C-Terminus des Thioesters lokalisiert ist.
Dawson und Mitarbeiter haben diesen Sachverhalt genauer
untersucht, indem sie 20 Modellpeptide synthetisierten, die
abwechselnd alle proteinogenen Aminosduren am C-termi-
nalen Thioester 16 tragen.” Die Peptide reagierten mit dem
N-terminalen Cys des C-Peptids 17 unter Bildung des Pro-
dukts 18, was zeitaufgelost beobachtet werden konnte
(Schema 3 C). Die Experimente bewiesen, dass alle 20 Thio-
ester 16 an der NCL teilnehmen konnen, wobei die Seiten-
ketten die Reaktionsgeschwindigkeit deutlich beeinflussten.
Die schnellste Reaktion wurde mit dem Gly-Thioester be-
obachtet, der nach vier Stunden quantitativ umgesetzt war.
Demgegeniiber waren Thioester mit (3-verzweigten Amino-
sdauren oder Prolin sogar nach zwei Tagen nicht quantitativ in
das Ligationsprodukt umgewandelt.” Es besteht jedoch die
Moglichkeit, die sterisch gehinderten Thioester mithilfe re-
aktiver Thiole zu ligieren.

Die letzte Beobachtung deutet darauf hin, dass die Art
des Thioesters (bzw. des entsprechenden Thioesterderivats)
ebenfalls einen groBen Einfluss auf die NCL-Reaktion hat.””
Dabei muss berticksichtigt werden, dass Alkylthioester ge-
nerell weniger reaktiv sind als Arylthioester, was erstere be-
ziiglich Synthese und Handhabung attraktiver erscheinen
lasst. Allerdings benotigt die NCL einen schnellen Thiol-
Thioester-Austausch, der viel effizienter mit Arylthioestern
abliuft (Schema 3D). Daher werden Peptidthioester iibli-
cherweise als Alkylderivate 19 synthetisiert, z. B. mit Natri-
um-2-mercaptoethansulfonat (MESNA), und durch Zugabe
eines Uberschusses eines Arylthiols, z.B. (4-Carboxyme-
thyl)thiophenol (21, MPAA), in situ in die Arylthioester 20
iiberfiihrt.” Der Thiol-Thioester-Austausch mit konkurrie-
renden Thiolen wurde anhand der Bildung von Thioestern
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unterschiedlicher Reaktivitdt im Detail untersucht, wobei das
Gleichgewicht jeweils von den Eigenschaften der beteiligten
Thiolspezies abhing. Die Zugabe von Arylthiolen zur NCL-
Reaktionsmischung hat einen weiteren positiven Effekt: Das
N-terminale Cys im C-Peptid, das essenziell fiir die Reaktion
ist, wird in seinem reduzierten Zustand beibehalten.*”!

In Anbetracht der oben diskutierten mechanistischen
Aspekte verlaufen NCL-Reaktionen iiblicherweise ohne
Nebenreaktionen und in hohen Ausbeuten. Des Weiteren
kann die NCL in Gegenwart von Denaturierungsreagentien
wie Harnstoff oder Natriumdodecylsulfonat (SDS) durchge-
fiihrt werden, um so unter Standardbedingungen unlosliche
N- oder C-Peptide umsetzen zu konnen. Dieser Vorteil wurde
beispielsweise bei der Synthese des Kaliumkanals KcsA ge-
nutzt.’”! Wegen der Hydrophobie der N- und C-Peptide
wurde die Reaktion in Gegenwart von 1% SDS ausgefiihrt,
und nach zwei Stunden war ein Umsatz von 80% erreicht.

Native chemische Ligationen laufen normalerweise bei
Konzentrationen im unteren millimolaren Bereich ab. In
dieser Hinsicht haben sich Template, die die lokale Konzen-
tration durch Bindungs- oder Assoziationsvorgidnge erhohen,
als sehr niitzlich erweisen: So wurde beispielsweise eine au-
tokatalytische Peptid-Replikase beschrieben, in der ein 32
Aminosduren langes o-helicales Peptid der Leucin-Zipper-
Domaine des Hefe-Transkriptionsfaktors GCN4 seine eigene
Bildung tiber NCL durch Assoziation von zwei Peptidfrag-
menten beschleunigte.”! Dieses Konzept der templatgesteu-
erten Ligation (,template-directed ligation“)*? wurde auf
eine NCL mit hoher Sequenz- und Diastereoselektivitét er-
weitert, in der eine Reaktionsbeschleunigung um den Faktor
4100 beobachtet wurde,* sowie auf eine Amplifizierung
homochiraler Ligationsprodukte, die von racemischen Mi-
schungen der Ligationsfragmente ausgeht.>+>¢

2.3.3. Chemische Bedingungen und Synthese der Ausgangs-
materialien

Die hohe Stabilitdt und die leichte Verfiigbarkeit der
Ausgangsmaterialien sind zwei der Griinde, weshalb sich die
NCL zu einer so erfolgreichen Ligationsmethode entwickelt
hat. Das , Templat“, das den Einfang- und Umlagerungs-
schritt ermoglicht, ist nichts anderes als die natiirliche Ami-
nosdure Cystein, die einfach zugénglich ist, leicht durch SPPS
inkorporiert werden kann und nach Ligation im Produkt
verbleibt. Der zweite Baustein ist der C-terminale Thioester
des N-Peptids. Chemische Methoden fiir die Bildung von
Thioestern sind gut etabliert und ermoglichen dabei sowohl
Boc- als auch Fmoc-SPPS-Strategien (Boc = tert-Butoxy-
carbonyl, Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl).’”) Boc-
Verfahren benotigen allerdings Methoden mit HF zur Ab-
spaltung des ungeschiitzten Thioesters 22 aus dem harzim-
mobilisierten Thioester 21 (Schema 4 A).***! Trotz der
Nachteile einer Verwendung von HF (dessen korrosive und
toxische FEigenschaften eine spezielle Laborausriistung er-
fordern), sind Boc-Verfahren wegen der hohen Gesamtaus-
beuten sehr hdufig in der Thioestersynthese eingesetzt
worden.””!

Fiir die Fmoc-basierte Synthese von Peptidthioestern
wurden mehrere Strategien entwickelt, die vor allem der
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R'= Aryl/Alkyl
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L = Peptid |
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30 FEtS-S 2) TFA 32
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24

Schema 4. Strategien fiir the Synthese von Peptidthioestern. TFA=Trifluoressigséure, HATU = 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl), DCM = Dichlor-

methan.

hohen Elektrophilie der Thioester Rechnung tragen
miissen.“**! Ein bekanntes Beispiel ist die Verwendung von
Safety-Catch-Alkansulfonamidharzen,” die nach Beendi-
gung der Fmoc-SPPS mit Diazomethan,®! Todacetonitril®!!
oder durch Pd-katalysierte Allylierung*! in ein sekundires
Sulfonamid 23 iiberfiihrt werden. Die anschlieBende Zugabe
von nucleophilen Thiolen fiihrt zur Abspaltung der ge-
schiitzten Peptide als Thioester 24 (Schema 4 B),***! die nach
globaler Entschiitzung in der NCL eingesetzt werden konnen.
Alternativ konnen Peptide auf HMBA (4-Hydroxymethyl-
benzoesidure)- oder PAM(4-Hydroxymethylphenylacetami-
domethylpolystyrol)-Harzen mit Alkylaluminiumthiolaten in
Thioester umgewandelt werden.“”

Ein anderer héufiger Ansatz fiir die Thioestersynthese
greift auf hochgradig siurelabile TGT-*! oder 2-Chlortrityl-
Harze 25" zuriick, die eine Abspaltung unter leicht sauren
Bedingungen zu geschiitzten Peptiden 26 ermoglichen. Der
Thioester wird durch C-terminale Aktivierung des geschiitz-
ten Peptids in Losung und anschlieende Zugabe eines Thiols
erzeugt. Vollstindige Entschiitzung liefert einen ungeschiitz-
ten Thioester 24.%% Die Aktivierung macht die C-terminale
Aminoséure allerdings anfillig gegen Racemisierung, was die
ansonsten sehr praktikable Route auf C-terminale Gly-
Thioester beschrdnkt oder eine Optimierung der Aktivie-
rungsbedingungen voraussetzt (Schema 4 C).!
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Ein weiteres Fmoc-Verfahren fiir die In-situ-Synthese von
Thioestern 24 nutzt den Aufbau eines Carboxyethylesters 29
mit einer anschlieBenden Ester-Thioester-Umlagerung, wobei
das Molekil 29 ein disulfidgeschiitztes Thiol in [-Position
trigt (Schema 4 D).’ Die Peptidsynthese wird an der im-
mobilisierten B-Mercapto-a-hydroxypropionsidure 27 ausge-
fithrt. Nach Abspaltung wird 28 erhalten und Thiophenol
zugegeben, das die Disulfidgruppe entfernt und einen intra-
molekularen O —S-Transfer zum Thioester 24 auslost (Sche-
ma 4D).

Ein weiteres Syntheseprotokoll verwendet ebenfalls ein
Disulfid-geschiitztes Thiol in B-Position innerhalb des Phe-
nylesters 32. Diese Reaktion wird in Losung durchgefiihrt
und beginnt mit dem Aminosdureester 30, der mit einem
geschiitzten Peptid 31 verkniipft wird. Nach globaler Ent-
schiitzung wird ein Uberschuss an Thiol zugegeben, der die
O —S-Verschiebung und den Thiol-Thioester-Austausch aus-
16st (Schema 4 E).’! In beiden Fillen koénnen die p-Disulfid-
ester als ,, Thioester-Vorstufen“ angesehen werden, die in re-
iterativen Reaktionen mehrerer Peptidfragmente eingesetzt
werden konnen (weitere Strategien werden in Abschnitt 7
diskutiert).”>*! Diese Verbindungen wurden auch auf die
Synthese cyclischer Peptide®™ und Glycopeptide™ sowie auf
Peptidligationen an cysteinfreien Verkniipfungsstellen ange-
wendet (siche Abschnitt 3.3.4).
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2.3.4. Alternative Verfahren fiir Peptidligationen an Cystein-
Verkniipfungsstellen

Wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben, baut die NCL auf der
Umlagerung  Thioester-verkniipfter =~ Peptide 14  auf
(Schema 3), in denen ein Amin-Nucleophil in der Nihe der
Thioesterfunktion positioniert ist. Neben dem Thiol-Thioes-
ter-Gleichgewicht kann man einen zweiten Zugang zu Thio-
estern 14b postulieren, indem man Peptide mit invertierter
Elektrophilie und Nucleophilie verwendet, wie in der Reak-
tion eines Thiocarbonsdurepeptids 34 mit einem C-Peptid mit
bromierter Alkylspezies am N-Terminus 35a gezeigt wurde
(Schema 5A)."1 In dieser Ligation (obwohl fiir Cys-haltige
Peptide nicht demonstriert) sind saure Bedingungen nicht nur
moglich, sondern auch bevorzugt.™ Die C-terminale Thio-
carbonsdure in 34 fiihrt einen nucleophilen Angriff auf ein
elektrophiles f-Bromalanin am N-Terminus des C-Peptids
35b aus, der zur Bildung des Cys-Thioesters 14 fiihrt (Sche-
ma 5B), bevor die abschlieBende S—N-Verschiebung zu 11
stattfindet. Allerdings kann bei pH 6 oder hoher das a-
Bromalanin eine 1,3-Eliminierung von HBr eingehen, die zur
Bildung des Aziridinrings 36 fiihrt. Eine anschlieBende
Ringoffnung durch die Thiocarbonsidure kann somit die Bil-
dung eines Nebenprodukts 37 mit einem o-Thio-B-alanin-
Baustein bewirken (Schema 5B). Bei pH 5 oder darunter ist
die Bildung des Aziridinrings weitestgehend unterdriickt, was
auf die Protonierung der Aminogruppe im o-Bromalanin
zuriickzufiihren ist.

In einem verwandten Prozess kann der Einfangschritt
eines Thiolperthioesterderivats bei noch niedrigerem pH
ausgefiihrt werden (Schema 5C). In diesem Fall fiihrt die
Thiocarbonsédure 34 einen nucleophilen Angriff auf das Di-
sulfid 38 aus und bildet den Cys-Perthioester 39. Nach S —N-
Verschiebung kann das entstehende Disulfid 40 zum Thiol 11
reduziert werden.®"! Diese Reaktion kann bei pH < 2 durch-

Y

H
HA )WNDCO & L H Njy(“\:rw "
e} e}

35b 14

lﬁ HBr
, /—\ \:l)t
HN%”/HDCO,H Hs 34 HN :l\”/Nq:l/CO H
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gefiihrt werden, was auf die aktivierte Eigenschaft der Per-
thioester und die starke Nucleophilie der Thiocarbonsduren
zuriickzufiihren ist.

2.4. Ligationsmethoden fiir rekombinante und synthetische
Peptide

Ligationsprodukte aus (poly-)peptidischen Fragmenten,
die synthetischen und rekombinanten Quellen entstammen,
werden als ,,semisynthetische“ Peptide bzw. Proteine be-
zeichnet. Die Semisynthese kombiniert die Vorteile der or-
ganischen Synthese und biochemischer Techniken, indem sie
ermoglicht, verschiedene nichtnatiirliche Funktionalitidten in
ein Biopolymer einzubauen. Dabei umgeht die Semisynthese
die Einschrinkungen der SPPS beziiglich der zuginglichen
Peptidkettenldngen. Die Grundlage fiir die moderne Semi-
synthese von Proteinen wurde Anfang der 70er Jahre von
Offord und Mitarbeitern gelegt.[>%*! Das hierbei entwickelte
Syntheseschema beginnt mit der Reaktion der N-terminalen
Aminogruppe von Peptiden, die aus lebenden Organismen
gewonnen wurden, mit Edmans Phenylisothiocyanat (PITC).
Im néchsten Schritt werden die e-Aminogruppen der Lysine
geschiitzt und die PITC-derivatisierte N-terminale Amino-
sdure abgespalten. Die entstehende singuldre o-Aminogrup-
pe kann fiir die Kupplung mit aktivierten Aminosiduren ver-
wendet werden. Das Verfahren wurde z.B. zum Einbau von
Tritium-markiertem Phe als N-terminale Aminosdure in
menschliches Proinsulin angewendet.™! Eine betrichtliche
Einschriankung des Verfahren besteht allerdings darin, dass
die Lys-Seitenketten vor der Ligation geschiitzt werden
miissen. Heute werden zur Verkniipfung von rekombinanten
und synthetischen Polypeptiden chemoselektive Ligations-
techniken bevorzugt, die nicht dieser Einschrinkung unter-
liegen.

L = N-Peptid
A = c-Peptid
R = 3-Nitro-2-pyridylithio

o SH
”?N\D)LN/Q(“\CI/CO?H
H
o]

5 SH
HN. i N’E(H m-COoH
H
o

1 Mischung

\DW Wmuco H

. L /(WN\D/CO” we_ gy L ’(WN\CI/COH

Schema 5. Chemische Ligation mit invertierten nucleophilen und elektrophilen Gruppen. A) Peptid-Thioester-Ligation. B) Thioester-Ligation zur

nativen Peptidbindung. C) Cys-Perthioester-Strategie.
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2.4.1. NCL mit rekombinanten Peptidfragmenten

Die NCL ist besonders niitzlich fiir die Proteinsemisyn-
these, da der Capture/Rearrangement-Prozess durch die na-
tiirliche Aminosiure Cystein vermittelt wird.”'%! Eine
Proteinsemisynthese wird oftmals verwendet, um biophysi-
kalische Sonden oder modifizierte Aminosduren selektiv in
ein rekombinantes Protein einzubauen (Schema 6).°¢¢1 Um
einen synthetischen Thioester 12 mit einem rekominanten
Protein 13 zu ligieren, benotigt letzteres ein N-terminales Cys.
Die Einfiihrung N-terminaler Cys-Reste in Proteine wird
iiblicherweise durch eine Kombination genetischer Methoden
wie ortsgerichtete Mutagenese oder kontrollierte Hydrolyse
mit Proteasen erreicht.

synthetisch rekombinant
HS
0
CO,H
HN o T e ~ e
12 o 13

1

Schema 6. Das Konzept der Proteinsemisynthese.

In diesem Verfahren wird ein Cys mit der Erkennungs-
sequenz einer spezifischen Protease 42 (z.B. Faktor Xal*>*l
oder TEV-Protease!®’) am N-Terminus eines Proteins 41
auf genetischer Ebene, normalerweise in Kombination mit
einem Reinigungs-Tag, eingefiihrt.”®”") Nach Exprimierung
und Aufreinigung wird das rekombinante Protein mit der
Protease 42 versetzt und so das N-terminale Cys-Protein 13
freigesetzt (Schema 7). Andere Spaltungsmethoden umfassen
die Umlagerung von Intein-Fusionsproteinen!”!! und die
durch Cyanogenbromid (CNBr) vermittelte Spaltung zwi-
schen einem Met-Cys-Motiv in einem Protein.”? Des Weite-
ren wurden genetische Konstrukte verwendet, die ein Cys-
Codon nach dem ATG(Met)-Startcodon aufweisen, um ein
Protein mit einem N-terminalen Cys zu exprimieren. In
diesem Fall entfernte eine zelleigene Methioninaminopep-
tidase das N-terminale Met und setzte das folgende Cys
frei.l”

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Schnittstelle fiir Protease

synthetisch rekombinant

1

Schema 7. Herstellung rekombinanter Proteine mit N-terminalem Cys.

2.4.2. Ligation exprimierter Proteine

Ein Hindernis fiir die Semisynthese mit NCL waren die
begrenzten chemischen Verfahren zur Herstellung von re-
kombinanten Proteinthioestern. Vor diesem Hintergrund
haben Muir und Cole eine neue Methode fiir die Proteinse-
misynthese entwickelt, ndmlich die Ligation exprimierter
Proteine (expressed protein ligation, EPL)."!! Die EPL-Me-
thode beruht auf dem natiirlich vorkommenden enzymati-
schen Prozess des Protein-Spleifiens (protein splicing), bei
dem sich eine interne Proteindoméne selbst aus einem Vor-
stufenpolypeptid ,,herausschneidet und so die flankierenden
N- und C-terminalen Fragmente mit einer nativen Peptid-
bindung verkniipft.”>"® In Analogie zum RNA-Spleifien be-
zeichnet man die interne Proteindoméne als Intein und die
flankierenden Regionen als N-Extein bzw. C-Extein. Es ist
wichtig darauf hinzuweisen, dass die gesamten enzymatischen
Funktionen fiir diesen Prozess in der Inteindoméne vorhan-
den ist. Der zugrundeliegende Mechanismus ist in Sche-
ma 8 A dargestellt. Zunédchst durchliuft das N-terminale Cys
des Inteins eine N—S-Verschiebung zum Thioester 44 zwi-
schen Intein und N-Extein.” Danach findet eine Transthio-
veresterung mit einem weiteren Cys — in diesem Fall der
ersten Aminosdure im C-Extein — zu 45 statt. Eine intramo-
lekulare Umlagerung mit einem Asn am C-Terminus des In-
teins schlie3t den Prozess des Protein-Spleif3ens ab und fiihrt
zur Bildung des Succinimids 46 am C-Terminus des Inteins
und zur nativen Peptidbindung zwischen dem N- und C-
Extein im Protein 47.15

Um diesen Prozess auf die Synthese von Proteinthioestern
zu iibertragen, wird das in Frage kommende Proteinfragment
(,,protein of interest*, POI) auf genetischer Ebene mit dem
Intein fusioniert (Schema 8B). Im vorliegenden Fall ist das
POI das N-Extein im Fusionsprotein 48. Das C-Extein wird
durch einen Affinitits-Tag, z.B. eine Chitinbindungsdoméne
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Schema 8. A) Protein-Spleiflen. B) Ligation exprimierter Proteine (EPL). POl =

(CBD), fiir eine nachfolgende Reinigung ersetzt. Das Intein
katalysiert nun die reversible N—S-Verschiebung zu 49.
Mutationen im Intein verhindern den oben beschriebenen
vollstandigen Spleif3-Prozess, sodass der Thioester nicht in-
tramolekular iibertragen wird. Sobald das Fusionsprotein auf
einem Harz durch den Affinitdts-Tag immobilisiert wurde,
kann der gewiinschte Thioester durch die Zugabe eines Thiols
wie MESNA (33) iiber einen Thiol-Thioester-Austausch er-
halten werden. Der entstehende Proteinthioester 50 kann
durch einfaches Eluieren vom Harz, an den das Intein ge-
bunden bleibt, isoliert werden und anschlieBend eine NCL
mit einem synthetischen C-Peptid 51 eingehen. Alternativ
kann das synthetische Peptid auch direkt zum Reaktions-
ansatz der Thiolspaltung gegeben werden, wodurch das Li-
gationsprodukt 51 in situ gebildet wird (Schema 8 B).

2.4.3. Transspleifien von Proteinen

Eine andere Methode zur Ligation synthetischer und re-
kombinanter Proteine ist das Transspleien von Proteinen.
Dieses auf der Intein-vermittelten Ligation beruhende Ver-
fahren ist ebenfalls ein enzymkatalysierter Prozess. Beim
Transspleilen wird keine Synthese von Thioestern benotigt,
vielmehr werden Inteine verwendet, die in zwei Fragmente
unterteilt werden. Diese Split-Inteine konnen dann zu einem
vollstandig aktiven Komplex reassoziieren und die N- bzw. C-
Exteine durch Protein-SpleiBen verkniipfen (Schema 9 A).

Split-Inteine wurden erstmals im Cyanobakterium Syne-
chocystis sp., Stamm PCC6803 entdeckt, wobei man die ka-
talytische Untereinheit der DNA-Polymerase III in Form
zweier getrennter DnaE-Fragmente vorfand (Schema 9A).
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Diese Fragmente représentierten die N- bzw. C-Exteine eines
Split-Intein-Systems, das spéter zu einem kompletten DnaE-

A)
N-Fusionsprotein C-Fusionsprotein
T 1
: o NHZ '
O, T It Int

52 HS

gespaltenes Intein

o |
.
N COH
Q .- HS/

R 55

N
H

o o]
HQN\;)Lﬁ/Inl” inte.

rekombinant synthetisch
B) —_—
Int"  Int®

123as 36as
56 57

= N-Peptid

synthetisch rekombinant
/‘——% /‘——/;\
C) Int" Int®
11as 143as
58 59

—=
= C-Peptid

Schema 9. Transspleiflen von Proteinen. A) Transspleifien des Split-
Inteins DnakE. B) Transspleiflen eines C-terminalen semisynthetischen
Proteins. C) Transspleif3en eines N-terminalen semisynthetischen Pro-
teins.

www.angewandte.de

Chemie

10191


http://www.angewandte.de

10192 www.angewandte.de

Aufsitze

Segment (in diesem Fall der Polymerase III) rekonstituiert
wurde.® Molekular betrachtet sind die 774 Aminosiuren des
N-Terminus von DnaE mit 123 Aminosduren der N-Fraktion
des Split-Inteins (Int™) im Protein 52 fusioniert. Die iibrigen
36 Aminosduren der C-terminalen Region des Split-Inteins
(Int®) sind an die fehlenden 423 C-terminalen Aminoséuren
des DnaE im Fusionsprotein 53 gebunden. Nach dem Trans-
spleifBen ist das 1197 Aminosduren umfassende DnaE 54 in
Form eines kovalent verkniipften Polypeptidstrangs wieder-
hergestellt. Die zweite Komponente, die wihrend des Splei-
Bens entsteht, ist der nichtkovalente Komplex 55 der Int™-
und Int“-Fragmente (Schema 9 A).

Um Split-Inteine fiir die Proteinsemisynthese zu nutzen,
konnen synthetische Int®-C-Exteinpeptide mit einem kleine-
ren C-terminalen Inteinfragment durch SPPS erhalten
werden und mit einem rekombinanten N-Extein-Int™-Fusi-
onsprotein reagieren. Die mogliche Anwendung dieses Ver-
fahrens wurde anhand der Ligation eines synthetischen
FLAG-Epitops zu einem rekombinanten griin-fluoreszieren-
den Protein (GFP) nachgewiesen (Schema 9B).*? Diese von
Muir eingefithrte Methode konnte auch in lebenden Zellen
verwendet werden und ldauft normalerweise mit mittleren
mikromolaren Konzentrationen ab. Dafiir wurden Zellen, die
das GFP-Int"-Konstrukt 56 exprimierten, mit einem synthe-
tischen Int“-FLAG-Peptid 57 inkubiert. Das Peptid enthielt
zusitzlich ein zellpenetrierendes Peptid, das den Transport in
die lebenden Zellen ermoglichte.

Das natiirliche Vorkommen von Split-Inteinen hat zu
weiteren genetischen und biochemischen Untersuchungen
gefiihrt, insbesondere zur Frage, ob regulédre Inteine kiinstlich
gespalten werden konnen.™* In diesem Zusammenhang
entwickelten Mootz und Mitarbeiter ein Verfahren zum se-
misynthetischen TransspleiBen von Proteinen.’” Das artifi-
ziell gespaltene Split-Intein Ssp-DnaB wurde verwendet, um
ein Fluorescein(Fl)-konjugiertes Peptid 58 an ein rekombi-
nantes Thioredoxin (Trx) 59 zu binden. Die Stelle, an der das
Intein getrennt wurde, ist nur elf Aminosduren vom N-Ter-
minus des Inteins entfernt (Schema 9 C) und kann somit, im
Unterschied zum DnaE-System, das nur fiir Ligationen am C-
Terminus geeignet ist, zur Ligation synthetischer Peptide an
den N-Terminus rekombinanter Proteine eingesetzt werden.
Die geringe GroBe des synthetischen IntN-Fragments 58 von
nur elf Aminosduren (statt 36 wie im Fall von DnaE) ist sehr
vorteilhaft fiir die SPPS ganzer Peptidfragmente: Da die
Aminosiuren des IntN-Fragments nicht im Ligationsprodukt
auftauchen, sollte die Kettenlédnge so klein wie moglich blei-
ben, sodass das DnaB-System eine Verbesserung fiir die Se-
misynthese von Proteinen mit sich bringt.

3. Peptid- und Proteinligationen durch Capture/
Rearrangement an cysteinfreien Ligationsstellen

Wie im Abschnitt 2 beschrieben, ermoglicht die NCL die
chemoselektive Konjugation zweier ungeschiitzter Peptid-
oder Proteinfragmente mit einer nativen Amidbindung.
Obwohl die Literatur zahlreiche Beispiele aufweist, die die
Niitzlichkeit der NCL belegen, wird die Methode noch immer
dadurch eingeschrinkt, dass an der Ligationsstelle ein Cys-
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tein vorliegen muss. Cysteine sind insgesamt nur zu 1.7 % in
Peptidsequenzen vorhanden,™ was oftmals eine retrosyn-
thetische Aufspaltung mittels NCL ausschlieBt. Auflerdem
besteht nicht immer die Moglichkeit, dass ein Cystein als
kleiner nicht-nativer Baustein eine andere natiirlich vor-
kommende Aminosdure an der Ligationsstelle ersetzen kann,
da Cysteine beispielsweise Disulfidbriicken bilden und dann
den Proteinfaltungsmechanismus beeinflussen konnen. Um
diese Einschréankung zu umgehen, wurden einige Verfahren
entwickelt, die eine chemoselektive Verkniipfung durch
Amidbindungen an cysteinfreien Ligationsstellen 60 ermog-
lichen. Man kann mehrere Herangehensweisen unterscheiden
(Schema 10), die im Folgenden vorgestellt werden. Einige
Verfahren liefern native Polypeptide mit ausschlielich na-
tiirlich vorkommenden Aminosiduren, wihrend andere Ver-
fahren Aminosdureanaloga unter Beibehaltung des a-Ami-
nosdure-Riickgrats erzeugen.

3.1. Ligationen mit anderen Aminoséuren aufier Cys

Die erste Herangehensweise verwendet andere nucleo-
phile Aminosiuren als Cys am N-Terminus des C-Peptids, die
am oben besprochenen Einfangschritt teilnehmen (siehe
Abschnitt 2) und ein geeignetes Elektrophil angreifen, in den
meisten Fillen ein Thioester oder eine verwandte Gruppie-
rung.

3.1.1. His-Ligation

Das erste Beispiel beruht auf der Verwendung von
Histidinen (His) am C-Terminus des N-Peptids 61. Histidine
enthalten ein Imidazol als Nucleophil,® das bekannterma-
Ben enzymatische Acylverschiebungen unter sauren Bedin-
gungen beschleunigt (Schema 11 A). Mit C-terminalen Pep-
tidthioestern 12 liefert das Verfahren nur geringe Ausbeuten,
wird aber unter sauren Bedingungen mit aktiveren Perthio-
estern (Acyldisulfiden) 62, die durch Aktivierung von Thio-
sdauren mit dem Ellman-Reagens erzeugt werden konnen,
effektiver.”” Diese Ligation wurde von Tam et al. entwickelt
und in der Synthese von His-haltigen Peptiden 63 in Aus-
beuten zwischen 60 und 70 % eingesetzt, die allerdings keine
zusitzlichen nucleophilen Seitenketten tragen konnen.)

3.1.2. Sec-Ligation

Eine andere Strategie verwendet eine nucleophile Sele-
nolfunktion wie in 64 anstelle einer Thiolfunktion in der NCL,
wodurch das entstehende Ligationsprodukt 65 die seltene
Aminosiure Selenocystein (Sec) trigt (Schema 11B).’” Da
die SeH-Gruppe saurer und nucleophiler ist als die SH-
Gruppe, konnen Sec vermittelte Ligationen sehr schnell sein
und hohe Ausbeuten ergeben. Solche Verfahren wurden fiir
die Synthese von Peptiden® und Proteinarchitekturen iiber
EPL verwendet.” Die entstehenden Ligationsprodukte
fanden wichtige Anwendungen in der NMR-Spektroskopie!™’
und in mechanistischen Untersuchungen von Proteinen, etwa
in Studien der Cu-Bindung des blauen Kupferproteins
Azurin.®
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Schema 10. Priparative Zuginge zu cysteinfreien Peptiden und Proteinen.
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Schema 11. Ligationen an His- (A) und Sec-Aminosiuren (B).

3.2. Chemische Modifizierung von NCL-Produkten
Eine wichtige Synthesestrategie, die in diesem Abschnitt
vorgestellt wird, beruht auf selektiven Transformationen von

NCL-Produkten 11 (Schema 12).”"! Solche Umsetzungen
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werden auch hiufig verwendet, um die enzymatische Funk-
tion exprimierter Proteine zu verbessern™ oder um ortsspe-
zifisch natiirliche Proteinmodifikationen einzufiihren.’ Der
Vorteil dieser chemischen Modifikationsstrategie in Kombi-
nation mit NCL besteht darin, dass man die besonderen
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N

DCOH U

80% HCO,H

Schema 12. Chemische Modifizierung von NCL-Produkten: Alkylierungs-

CNBr= Cyanogenbromid.

chemischen Eigenschaften der fiir die NCL existenziellen
Aminosdure, also einem Cys oder Sec, nutzen kann. Aller-
dings konnen zusitzliche Thiolfunktionalititen im Ligati-
onsprodukt die allgemeine Anwendbarkeit dieser Strategie
einschrianken, da selektive Transformationen ohne zusitzli-
che Schutzgruppenmanipulationen schwierig durchzufiihren
sind.

Ein weiteres Problem dieser Herangehensweise ist, dass
chemische Transformationen auf das fertige Ligationsprodukt
angewendet werden miissen. Neben Uberlegungen beziiglich
der Chemoselektivitdt konnen drastische Reaktionsbedin-
gungen das Ligationsprodukt schiddigen und so die Gesamt-
ausbeute verringern oder, noch schlimmer, die Proteinarchi-
tektur durch Aggregationsphdnomene beeinflussen.

3.2.1. Desulfurierung
3.2.1.1. Ala-Ligation: Desulfurierung von Cys

Eine der héufigsten Methoden zur Umwandlung Thiol-
haltiger Ligationsprodukte in native Polypeptidanaloga ist
der selektive Angriff auf Schwefelfunktionalititen durch
Desulfurierungstechniken, z.B. mit Raney-Nickel oder Ni-
Borid (Schema 12). Auf diese Weise konnen Ala-Aminosidu-
ren anstelle von Cys an der Ligationsstelle 66 erhalten
werden. Die Methode wurde von Perlstein et al.'®! einge-
fiihrt und von Dawson und Mitarbeitern, die auch Pd- und Ni-
vermittelte Prozesse beziiglich der Bildung von Nebenpro-
dukten verglichen, auf anspruchsvolle Peptidsysteme erwei-
tert.'” Dieses Syntheseprotokoll wurde fiir die Synthese
verschiedener Polypeptide verwendet!'">'®l und weiterent-
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Met und Thz werden toleriert

o} 79

Ser an Ligationssfele

und Desulfurierungsstrategien. TCEP = Tris-[2-carboxyethyl]phosphan;

wickelt, indem ungeschiitzte Cysteine in Gegenwart Acm-
geschiitzter Cysteine selektiv umgesetzt wurden.'® Das
Verfahren ermoglicht damit eine Ligation Cys-haltiger Poly-
peptide an Alanin-Schnittstellen nach einer abschlieBenden
Acm-Entschiitzung. Ein groBer Nachteil ist jedoch die He-
terogenitdt der verwendeten Ni-Katalysatoren, die in be-
stimmten Systemen zu Aggregationen!” und weiteren Ne-
benreaktionen wie Desulfurierung von Met oder Thiazolidin
(Thz) oder zur Epimerisierung von sekunddren Alkoholen
fiihren.'"! Zur Losung dieses Problems entwickelten kiirzlich
Danishefsky und Mitarbeiter eine metallfreie radikalische
Desulfurierungstechnik, mit der Cysteine in Gegenwart von
anderen Aminosiduren wie Met, Acm-geschiitztem Cys und
Thz in hohen Ausbeuten umgesetzt werden konnen
(Schema 12).097

3.2.1.2. Umwandlung von Cys in Dehydroalanin

Fiir die Umsetzung eines Cysteins an der Proteinober-
flache in ein Dehydroalanin (Dha) entwickelten Davis et al.
eine oxidative Eliminierungsstrategie unter Verwendung von
O-Mesitylensulfonylhydroxylamin (MSH) (Schema 13).1%!
Die schnelle Reaktion lduft bei 4°C mit vollstindigem
Umsatz ab und toleriert die verschiedensten funktionellen
Gruppen im Proteinriickgrat, wobei Methionine, deren
Thioether zum Iminsulfoniumsalz reagieren konnte, durch
Zugabe von Dithiothreitol (DTT) regeneriert werden
konnen. Das entstehende Dehydroalanin kann durch Mi-
chael-Additionen chemoselektiv mit Sulfidderivaten reagie-
ren (siche auch Abschnitt 4.3.1), wodurch beispielsweise
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MSH, pH 8.0
4°C, 20 min

Proteinmodifikation

Schema 13. Chemoselektive oxidative Eliminierung zu Dha-Proteinen
nach Davis.

Konjugationen mit Peptiden und Kohlenhydratanaloga
moglich sind."® Ebenso konnen Analoga natiirlicher post-
translational modifizierter Proteine, z.B. phosphorylierte
Proteine, zuginglich gemacht werden, wobei das entstehende
Proteinderivat als Diastereomerengemisch an der Additi-
onsstelle vorliegt.

3.2.1.3. Umwandlung von Sec in Ala oder Dha

Wie in Abschnitt 3.1.2 erwidhnt, koénnen Sec-Ligations-
produkte weiter umgesetzt werden. Behandlung mit Raney-
Nickel fiihrt zu einer Deselenierung und der Isolierung von
Ala-Derivaten 66. Die oxidative Eliminierung mit H,O, lie-

Angewandte

fert Dha 67 als Reaktionsprodukt, das weiter derivatisiert
werden kann (siche Abschnitt 3.2.1.2, Schema 11 B).[1%-111]

3.2.1.4. Phe- und Val-Ligation: Desulfurierung von f3-Mercapto-
Bausteinen

In kiirzlich erschienenen Veroffentlichungen wurde die
NCL auf B-verzweigte Cys-Derivate erweitert, die nach der
Ligation und anschlieBenden Desulfurierung natiirliche
Aminosiuren an der Ligationsstelle ergeben.'?! So wurde
zum einen -Mercaptophenylalanin als Templat fiir die Li-
gation an Phe-Schnittstellen verwendet (Schema 14,
oben).""! Dieser Baustein kann iiber die Disulfidvorstufe 68
an den N-Terminus eines C-Peptids gekuppelt werden. Bei
Thiolzugabe wird 69 in situ unter NCL-Bedingungen erzeugt.
Die Thiolfunktion in benzylischer Position von Peptid 70
kann dann mit Raney-Nickel entfernt werden. Das Verfahren
wurde anhand der Ligation von zwei Pentapeptiden zu einem
Decapeptid mit einem Phe an der Ligationsstelle in guten
Gesamtausbeuten demonstriert.

In einem dhnlichen Verfahren wurde ein Penicillamin-
Baustein 71a fiir die Ligation an hydrophoben Schnittstellen
eingesetzt, wobei die f,p-Dimethylcysteingruppe iiberra-
schend schnell und in hohen Ausbeuten mit einem N-Pep-
tidthioester reagierte (Schema 14, unten).'*¥ Die gebildeten
Penicillaminpeptide in Kettenldngen von 11 bis 22 Amino-
sduren wurden mit einer optimierten Variante der homoge-
nen Danishefsky-Desulfurisierungsmethode in die entspre-
chenden Val-Peptide tiberfiihrt. Dieses zweistufige Verfahren
konnte Ligationsstellen zwischen verschiedenen Aminosiu-
ren erzeugen, darunter auch zwischen den verzweigten hy-
drophoben Aminosduren Leu und Val. In einer erst vor

Disulfidreduktion zur

% Erméglichung von NCL

— o]
EtS-S.__Ph HN }O EtS—S.__Ph e 1S~ Ph
> H 2l sBn H
Boc.. HoN DJL N CO,H
oc NL\/OH ; g:apsenSK HzNI{rN\:‘/COQH 2N H D/ 2
H o - neag o TCEP, MESNA 0
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oH 7 l 57-60 %
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H N [ ' "
2 \DJJCS RR“ OR R y
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Schema 14. Native chemische Ligation an Phe- (oben) oder Val-Schnittstellen (unten) mit einem zweistufigen Ligations- und Desulfurierungs-

protokoll.
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kurzem erschienenen Publikation von Danishefsky et al.
wurde ein weiteres System fiir die Ligation an Valinen be-
schrieben, das ein (priméres) Thiol an der y-Position des N-
terminalen Val im C-Peptid 71b verwendet. Dieses Auxiliar
lieferte die entsprechenden Peptide in einem analogen zwei-
stufigen Verfahren in sehr guten Ausbeuten, sogar an sterisch
hochst anspruchsvollen Thr-Val-Schnittstellen.[114?]

3.2.2. Alkylierungs- und Thioalkylierungsverfahren
3.2.2.1. Umsetzung von Cys oder Sec in Ser sowie Met-, GIn-, Glu-
und Lys-Analoga

Die nucleophilen Eigenschaften der Thiol- oder Selenol-
funktion an der Ligationsstelle konnen auch fiir Alkylierungs-
und Thioalkylierungsreaktionen genutzt werden. Obwohl die
hier vorgestellten Beispiele hauptsédchlich zur Modifizierung
exprimierter Proteine angewendet wurden, sind sie genauso
auf NCL-Produkte iibertragbar. So konnen beispielsweise
Cysteine in Proteinen durch Thioalkylierung mit Methylme-
thanthiosulfonat (72) in Met-Analoga 73! oder andere
wichtige Biokonjugate wie Disulfid-verbriickte Glycokonju-
gate iiberfiihrt werden (Schema 12),'%! die sich wiederum
durch chemoselektive Reaktion mit P"\-Reagentien in stabile
Glycosyl-Thioether-Spezies umwandeln lassen."'”! GIn- oder
Glu-Derivate 74 konnen durch Reaktion mit a-Iodacetamid
(75)M"%1 bzw. a-lodessigsiure (76, siehe auch Abschnitt 7.2)
erhalten werden,'™ wohingegen Lys-Analoga 77 durch Re-
aktion mit Aziridinen oder Bromethylamin (78) zugénglich
sind (Schema 12).”) Die Reaktionsprodukte sind nicht-
native Proteinanaloga von natiirlich vorkommenden Ami-
nosduren, die aber in einigen biochemischen Studien eine
dhnliche biologische Aktivitdt wie natiirliche Substrate auf-
wiesen.”)

In einer erst kiirzlich erschienenen Publikation wurde die
Methylierung eines Cysteins durch Methyl-4-nitrobenzolsul-
fonat mit der Aktivierung und intramolekularen Umlagerung
mit CNBr in Ameisensdure und abschlieBendem O—N-
Acyltransfer unter leicht basischen Bedingungen (pH 7-8)
kombiniert.'?'?2l Diese Syntheseroute ermoglichte die Um-
setzung von Cysteinen in NCL-Produkten in Serine, wobei 79
in hohen Ausbeuten gebildet wurde (Schema 12). Das Ver-
fahren besitzt grofes Potenzial fiir die Synthese N-verbriick-
ter Glycoproteine, da diese Asn-Xaa-Ser- bzw. Asn-Xaa-Thr-
Konsensussequenzen enthalten (Xaa = beliebige Amino-
siure auBer Prolin).">!

3.2.2.2. Met-Ligation: Ligation von Homocystein (Hcy)

Ein weiteres Ligationsverfahren wurde zur Alkylierung
von Homocystein (Hcy) enthaltenden Peptiden entwickelt,
die kein Cystein enthalten.'**!%! Hey-Polypeptide 82 kénnen
in Analogie zur NCL mit einem Hcy am N-Terminus erhalten
werden (80), wobei der Mechanismus des Umlagerungs-
schritts in der NCL iiber einen sechsgliedrigen Ubergangs-
zustand 81 verlduft (Schema 15). Die abschlieBende Alky-
lierung kann mit Methyl-p-nitrobenzolsulfonat (83) unter
basischen Bedingungen"! oder auch unter neutralen oder
sauren Bedingungen zur Uberfithrung in Met-Analoga 84
durchgefiihrt werden.'” In einem #hnlichen Verfahren
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Schema 15. Met-Ligation: Alkylierung eines Hcy enthaltenden NCL-Pro-
dukts.

haben Hilvert und Mitarbeiter Selenohomocysteinproteine,
die tiber eine EPL-Strategie erhalten wurden, in Seleno-
methioninproteine umgesetzt, um so ein Selen-Analogon des
Schweinepankreaspolypeptids (bPP) zu erhalten.!

3.3. Auxiliarmethoden

Die bisher besprochenen Methoden versagen bei Prote-
insystemen, die mehrere ungeschiitzte Cysteine enthalten. In
solchen Fillen konnen Auxiliarmethoden zum Erfolg
fiihren."® Zum Beispiel wurde ein Thiol enthaltendes Au-
xiliar 85 in der Nédhe des N-Terminus des C-Peptids platziert,
das mit einem Thioester 12 in einem der NCL &hnelnden
Mechanismus reagiert (Schema 16). Das Auxiliar wird
danach aus dem entstandenen Peptid 86 in einer abschlie-
Benden Transformation entfernt und liefert so das native
Peptid bzw. die Proteinsequenz 87. Fiir die abschlie3ende
Polypeptid-Transformation gilt die gleiche Voraussetzung
milder Reaktionsbedingungen, wie in den vorangehenden
Abschnitten diskutiert.

3.3.1. (Oxy-)Ethanthiol-Auxiliar

Fines der ersten Auxiliarsysteme verwendete einen
Ethanthiol- (X = CH,, 88) oder Oxyethanthiol-Substituenten
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Schema 16. Mechanismus und Verfahren der auxiliarvermittelten Liga-
tion.

(X=O0OCH,, 89) am N-Terminus des C-Peptids (Tabelle 2,
Eintrag 1). Das Thiol kann am Thioester-Gleichgewicht teil-
nehmen und mit einem zweiten Peptidthioester austauschen,
bevor das sekundidre Amin die N —S-Verschiebung ausfiihren
kann. Im Allgemeinen liefert das Ethanthiolauxiliar bessere
Ausbeuten fiir die Ligation an Gly-Schnittstellen (bis zu
90%) als das Oxyethanthiolderivat. Wihrend das Ethan-
thiolauxiliar nicht vom Peptid entfernt werden kann,'® kann
die N-O-Bindung des Oxyethanthiolauxiliars unter reduzie-
renden Bedingungen mit Zn abgespalten werden.'*”! Beide
Systeme wurden zur Synthese anspruchsvoller Peptidsub-
strate, insbesondere Cyclopeptide, verwendet.!' 131

3.3.2. N*-1-Aryl-2-mercaptoethyl-Auxiliar

Im Auxiliarsystem 90 wird der N-Terminus des C-Peptids
in ein sekundédres Amin iberfiihrt, das sowohl eine Aryl-
gruppe in 1-Position als auch ein Thiol in 2-Position prisen-
tiert (Tabelle 2, Eintrag 2)."? Das Auxiliar 90 kann entweder
durch Reaktion des entsprechenden primédren Amins mit
einem o-Brompeptid oder durch ein ,,Baustein“-Verfahren
mit Boc- oder Fmoc-geschiitzten N*-(1-Aryl-2-mercapto-
ethyl)aminosdurederivaten in das Peptid eingefiihrt
werden.'™®) Das Auxiliarsystem ermoglicht sterisch an-
spruchslose Kupplungen an Gly- und Ala-Schnittstellen in
guten Ausbeuten fiir verschiedene Peptidsysteme (Tabelle 2)
— dabei insbesondere Glycopeptide und cyclische Peptide —,
auch wenn das Auxiliar unter stark sauren Bedingungen mit
HF oder TFA/TMSBTr entfernt werden muss.
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Tabelle 2: Auxiliarsysteme mit méglichen Ligationsschnittstellen und
Bedingungen fiir die Abspaltung des Auxiliars.”!

R!

)\H/%

HN

HS L o
N4

Reaktionsbedingung
zur Entfernung
des Auxiliars

Ligationsstelle

R Gly-Gly keine
M (fur 88) (fiir 85)
i)
O ~ . .
HS._ X Gly-Gly er, Essigsaure
oCH. 88 Phe-Gly (fiir 86)
- 2
X =0CH, 89 Ala-Cly
(fiir 89)
R1
)ﬁ(m
HN Gly-Gly
HS o Ala-Gly HF (fur R?=H)
His-Gly TFA (fiir R?=0OMe)
R2 R2 Lys-Gly
R?=H,OMe 90
R1
)\r(“‘»
HN )
HS R2 Gly-Gly g
Ala-Gly hv (310-365 nm)
0,N R?
R?=H,OMe 91
R1
! L
SH HN/\g/
gllz'gll;’ HF (fiir 92a)
- 2 o
MeO OMe Lys-Gly TFA (Hg™") (fur 92b)
RZ
R2=H  92a (Dmb)

OMe 92b (Tmb)

[a] Dmb =4,6-Dimethoxy-2-mercaptobenzylamin, Tmb=4,5,6-Trimeth-

oxy-2-mercaptobenzylamin.

3.3.3. Photospaltbare Auxiliare

Besonders bemerkenswert ist eine Methode, die eine
milde Freisetzung des auxiliartragenden Peptids ermoglicht.
Das Verfahren wurde von den Arbeitsgruppen von
Aimoto™ und Dawson beschrieben,'® die hierzu eine
photospaltbare Variante des 1-Aryl-2-mercaptoethyl-Auxili-
ars 90 entwickelten (Tabelle 2, Eintrag 3). Das photosensitive
Auxiliar 91 trédgt eine ortho-Nitrobenzolgruppe, die effizient
zwei Nonapeptide in hohen Ausbeuten vor der photolyti-
schen Abspaltung verkniipft. Trotz der vorteilhaften milden
Abspaltungsbedingungen ist anzumerken, dass dieses Auxi-
liarsystem auf sterisch anspruchslose Ligationsstellen wie
Gly-Gly oder Ala-Gly beschriankt ist. Das Verfahren fand
kiirzlich eine wichtige Anwendung in der Semisynthese eines
Histonpeptids, in dem das Protein Ubiquitin an eine e-Ami-
nogruppe eines Lys konjugiert ist. Diese Synthese stellt die
erste EPL an einer Schnittstelle ohne Cys dar."* In Kombi-
nation mit einem zweiten EPL-Schritt kann dieser Prozess

www.angewandte.de

Chemie

10197


http://www.angewandte.de

10198 www.angewandte.de

Aufsitze

sogar auf die chemische Ubiquitin-Modifizierung von Pro-
teinen erweitert werden. Dafiir wurde ein ubiquitiniertes
Histon H2B hergestellt, das biologische Aktivitidt in der
Steuerung intranukleosomaler Methylierungen zeigte.!™>”!

3.3.4. 4,5,6-Trimethoxy-2-mercaptobenzylamin(Tmb)-Auxiliar

Im Jahr 2000 fithrten Dawson und Mitarbeiter das 4,6-
Dimethoxy-2-mercaptobenzylamin(Dmb)-Auxiliar 92a ein,
bei dem ein elektronenreiches Arylthiol einen Thioesteraus-
tausch mit einem C-terminalen Peptidthioester eingeht (Ta-
belle 2, Eintrag 4). Eine anschlieBende S—N-Verschiebung
des sekundidren Amins bildet ein tertidres Amin, das durch
die Zugabe von TFA zum sekundidren Amin hydrolysiert
werden kann.®! Optimierungsstudien fithrten zum 4,5,6-
Trimethoxy-2-mercaptobenzylamin(Tmb)-Auxiliar 92b mit
erhohter Nucleophilie des Arylthiols und einer ebenfalls er-
hohten Saurelabilitdt des entstehenden tertidren Amins.
Dieses Auxiliar wurde erfolgreich in der Ligation von Pepti-
den eingesetzt, die wenigstens ein Gly an der Ligationsstelle
trugen, wobei Kupplungszeiten von 0.5 h (Gly-Gly), 2 h (Lys-
Gly) und 5 h (Ala-Gly) bendstigt wurden.'*! 92b wurde au-
Berdem zur Synthese von Cytochrom b562, einem 106 Ami-
nosduren umfassenden Protein, verwendet.!'*

Kiirzlich haben Danishefsky et al. das Tmb-Auxiliar in
Verbindung mit einem C-terminalen Peptidphenolester 93
mit einem ortho-Disulfid (sieche Abschnitt 2.3.3) in sterisch
anspruchsvollen Kupplungen zweier Glycopeptide 93 und 94,
die jeweils eine N-verbriickte Chitobiose-Einheit trugen, an
einer Gly-Gln-Ligationsstelle eingesetzt.'*!] Hierbei wurde
beobachtet, dass saure Bedingungen fiir die Auxiliarabspal-
tung zu einer Anreicherung des Thioester-Intermediats 95
durch Protonierung des sekundidren Amins fithren, was auf
eine N—S-Verschiebung schliefen lisst.'®!%! Eine vorge-
schaltete Methylierung des Arylthiols verbesserte die Ab-
spaltungsneigung, sodass eine effiziente Synthese des Glyco-
peptids 96 erhalten wurde (Schema 17).

3.3.5. Zuckerunterstiitzte Glycopeptidligation

Kiirzlich entwickelten Wong und Mitarbeiter eine Liga-
tionsstrategie fiir Glycopeptide, in denen ein Auxiliar fiir den
Einfangschritt in das Glycan eingebaut ist; die Methode wird
als zuckerunterstiitzte Glycopeptidligation (sugar-assisted
glycopeptide ligation, SAL) bezeichnet (Schema 18 A).*’!
Hierfiir wird ein Thiol als f-Thioacetamidsubstituent an der
C2-Position in einen GalNAc-Baustein (im Fall der O-ver-
briickten Glycopeptide)!'*! oder einen GlcNAc-Baustein (im
Fall der N-verbriickten Glycopeptide 97) eingefiihrt.'*] Es
wird angenommen, dass das Thiol zunéchst einen Thioester
mit einem C-terminalen Peptidthioester 12 bildet. Ein freies
Amin am N-Terminus des Glycopeptids kann dann eine S—
N-Verschiebung eingehen und so eine native Amidbindung in
98 unter leicht basischen Bedingen erzeugen. Die abschlie-
Bende Desulfurierung (siche Abschnitt3.2.1) liefert das
native Glycopeptid 99. Es wurde gezeigt, dass die SAL Gly-
copeptide mit bis zu sechs zusitzlichen Aminosduren N-ter-
minal zur Glycosylierungsstelle toleriert, was eine flexible
Justierung der Ligationsstelle und somit sterisch anspruchs-
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Schema 17. Cys-freie Glycopeptidkupplung mithilfe des Tmb-Auxiliars.

volle Reste in der Nihe des Glycans zulisst."*! Ein -Thio-
essigsdureester in C3-Position eines GalNAc im Auxiliar 100
kann ebenfalls verwendet werden; in diesem Fall sind basi-
sche Abspaltungsbedingungen mit Hydrazin moglich (Sche-
ma 18B).147

In einer kiirzlich veroffentlichten Studie der gleichen
Gruppe wurde ein direktes Aminolyseverfahren beschrieben,
das eine Kupplung zwischen einem (Glyco-)Peptidthioester
und einem anderen (Glyco-)Peptid an einer Ligationsstelle
ohne Cys bzw. Zuckerauxiliar vollzieht."*! In dieser Ligation,
die auf frithen Beobachtungen von Wieland aufbaut, wurde
ein optimierter NMP/HEPES-Puffer mit neutralem bis leicht
basischem pH verwendet, der die Amine, dabei insbesondere
am N-Terminus des C-Peptids, ausreichend nucleophil
werden ldsst, um eine Aminolyse mit einem N-Peptidthio-
ester ausfilhren zu konnen. Gleichzeitig unterdriickt das
Puffersystem die Hydrolyse der N-Peptidthioester. Allerdings
miissen bei diesem Verfahren zusétzliche Amingruppen in
Lys-Seitenketten geschiitzt werden, was die allgemeine An-
wendung als chemoselektive Ligationsmethode einschrinkt.

3.4. Andere Methoden mit chemoselektivem Einfangschritt

Die bisher vorgestellten Methoden beruhen auf Varianten
der NCL, in denen ein Thioester-Gleichgewicht (oder eine
Disulfidbildung) den Einfangschritt bildet, bevor die ab-
schlieBende Amidbindung durch eine S—N-Verschiebung
erzeugt wird. Die folgenden Methoden verwenden andere
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Schema 18. Zuckerunterstiitzte Ligation mit A) f-Thioacetamid- und
B) B-Thioessigsaure-Auxiliar.

chemoselektive Reaktionen fiir den anfidnglichen Einfang-
schritt (eine ausfiihrliche Diskussion chemoselektiver Reak-
tionen wird in Abschnitt 4 gegeben).

3.4.1. Spurlose Staudinger-Ligation

Die spurlose Staudinger-Ligation wurde erstmals im Jahr
2000 durch Raines und Bertozzi beschrieben. Es handelt sich
um eine spurlose Variante'**'*! der zuvor von Bertozzi be-
schriebenen (nicht-spurlosen) Staudinger-Ligation, die fiir die
chemoselektive Funktionalisierung metabolisch verdnderter
Azidoglycane in zelluldirer Umgebung entwickelt wurde
(siche Abschnitt 4.2.4).°%158] Beide Ligationen beruhen auf
der von Bertozzi als chemoselektiv identifizierten™*"!**!
Staudinger-Reaktion, in der ein Azid mit einem Phosphan zu
einem Iminophosphoran reagiert.['!

In der spurlosen Staudinger-Ligation kann das Imi-
nophosphoran 103, das aus einer a-Azidoaminosdure bzw.
dem Peptid 101 und einem Phosphanylthioester 102 in einem
(chemoselektiven) Einfangschritt gebildet wird, einen intra-
molekularen Angriff auf den internen Thioester ausfithren
und in hohen Ausbeuten eine native Amidbindung an einer
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Gly-Gly/Ala-"*) oder sogar einer Ala-Ala-Ligationsstelle
(104) vermitteln (Schema 19 A).lY In dhnlicher Weise kann
ein ortho-substituiertes Diphenylphosphanylarylthiol 106 an
einem Thioester-Gleichgewicht mit 105 teilnehmen und so in
situ den Phosphanylthioester 107 bilden, der als Substrat fiir
die Reaktion mit 108 agieren kann (Schema 19B).04% Anders
als die NCL benotigt die spurlose Staudinger-Ligation kein
Cys an der Ligationsstelle. Eine wasserlosliche Variante der
spurlosen Staudinger-Ligation wurde ebenfalls entwickelt!™>
und ausfiihrlichen mechanistischen Studien unterzogen.>! In
zahlreichen Anwendungen wurden Peptide ortsspezifisch auf
Oberflichen immobilisiert!"*! und Ligationen von geschiitz-
ten (Glyco-)Peptidfragmenten™ oder Cyclisierungen von
nicht-funktionalisierten Lactamen ausgefiihrt.®” Bis vor
kurzem wurde die spurlose Staudinger-Ligation — im Ge-
gensatz zur chemoselektiven oder ,,bioorthogonalen* Stau-
dinger-Ligation (sieche Abschnitt4)™* — nur sehr einge-
schrinkt in Bezug auf ihre chemoselektiven Eigenschaften
untersucht.*®<1%! Tn einer kiirzlich erschienenen Studie
wurde die spurlose Staudinger-Ligation fiir die Cyclisierung
ungeschiitzter Peptidsequenzen mit elf Aminosiduren (109)
verwendet, die alle Aminosduren des cyclischen Proteins
Microcin J25 enthielten (Schema 19C). Der Beleg, dass alle
natiirlich vorkommenden Aminoséduren in diesem Verfahren
toleriert werden, steht noch aus. Zumindest wurde aber ge-
zeigt, dass Boran-geschiitzte Peptidazidophosphanylthioester
110 unter sauren Bedingungen mit TFA entschiitzt werden
konnen. Hierbei wurden in einem Schritt die Schutzgruppen
der Peptidseitenkette und die Boranschutzgruppe entfernt
und das Phosphoniumsalz 111 erzeugt, das nach Basenzugabe
cyclisierte.']

3.4.2. Iminligationen mit anschlieflender Pseudoprolinbildung

Eine von Tam eingefiihrte Ligationsmethode liefert ein
Pseudoprolin an der Ligationsstelle durch die Reaktion eines
C-terminalen Glycolaldehydpeptids 112 mit einem zweiten
Peptid 113, das ein Cys, Thr oder Ser am N-Terminus tragt
(Schema 20).* Diese Reaktion wird durch die Bildung des
Imins 114 gestartet, an das die Thiol- oder Hydroxyfunktion
der N-terminalen Aminosdure unter Bildung des tautomeren
Thiazolidins (Thz, 115a) bzw. Oxazolidins (Oxz, 115b) ad-
dieren kann. Diese Peptidderivate konnen anschlieend eine
irreversible O—N-Verschiebung iiber einen bicyclischen
fiinfgliedrigen Ubergangszustand zu einem Hydroxymethy-
len-substituierten Pseudoprolin 116 an der Ligationsstelle
ausfithren, das ein neues stereogenes Zentrum an der C2-
Position trigt.'®” Es ist wichtig darauf hinzuweisen, dass die
Thiazolidinbildung in wissrigen Losungen durchgefiihrt
werden kann, wihrend die Oxazolidinsynthese wasserfreie
Bedingungen benétigt.

Die Imin-Ligation wurde zum Aufbau Prolin-reicher
Analoga des helicalen, antibakteriellen, 59 Aminosduren
enthaltenden Peptids Bactenecin eingesetzt.'") Tam und
Mitarbeiter verwendeten hier eine Dreisegment-Kondensa-
tion, in der die erste Verkniipfung die Bildung des Thiazoli-
dins mit einem Cys-Peptid ist, die schneller ablduft als die
entsprechende Oxazolidinbildung eines Thr-Peptids. Als eine
weitere Segmentligationsstrategie wurde die oxidative Um-
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Schema 20. Pseudoprolin-Ligation ungeschiitzter N-Peptide mit C-terminalen Glycoaldehyd-C-Peptiden.

setzung eines C-terminalen Glycerolesters eines Peptid-
dimers zum Glycolaldehyd mit anschlieBender Bildung des
zweiten Pseudoprolins eingesetzt. Die Syntheseprodukte
zeigten dhnliche biologische Aktivititen wie die Naturstoffe,
wobei Strukturuntersuchungen auf eine hohere Population
der Polyprolinhelix vom Typ II im natiirlichen Polypeptid
hinwiesen.
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3.4.3. Peptidligation durch reduktive Aminierung

Eine andere Cys-freie Ligation basiert auf Danishefskys
Phenolester-Strategie mit einem Tmob-geschiitzten ortho-
Thiol, die iiber eine O—S—N-Verschiebung verlduft und
Kupplungen zwischen verschiedenen Aminosduren ermog-
licht, von denen eine Gly oder Ala sein sollte (Schema 21).1164
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Schema 21. Cys-freie Glycopeptidkupplung durch reduktive Aminierung. Tmob =2,4,6-Trimethoxybenzyl.

Das Verfahren verwendet einen Aldehyd in meta-Position
zum Phenolester 117, welcher eine reduktive Aminierung mit
dem N-Terminus eines ungeschiitzten Peptids 118 als Ein-
fangschritt zur Bildung von 119 ermoglicht. Entschiitzung des
ortho-Thiols fiithrt zu einer O —S-Verschiebung, bevor das
sekunddre Amin eine abschlieBende S—N-Verschiebung
(120) ausfiihren kann. Das Auxiliar in 121 kann unter sauren
Bedingungen (in dhnlicher Weise wie das Dawson-Auxiliar)
entfernt werden. Davon abgesehen, dass diese Entschiit-
zungsbedingungen glycosidische Bindungen spalten konnten,
besteht ein weiterer Nachteil dieser Methode in einer mog-
lichen Epimerisierung an der C-terminalen Aminosiure
wihrend der Bildung des Phenolesters (was die Einsatzmog-
lichkeit auf Gly und Pro begrenzt). Das erste Problem wurde
teilweise durch ein Verfahren gelost, bei dem phenolische
Ester iiber Ag'-vermittelte Kupplungen an ein Peptid mit
einem freien Amin am N-Terminus verkniipft werden (auxi-

~—0
Umlagerung H 0 HO g
N o
LU -

4. Ligationen und Modifi-
kationen von Peptiden
und Proteinen durch
chemoselektive Reaktio-
nen

2) 120

Chemoselektive Ligations-
strategien ermoglichen den se-
lektiven Aufbau einer kovalen-
ten Bindung zwischen zwei hoch komplexen biologischen
Molekiilen ohne auf aufwendige Schutzgruppentransforma-
tionen zuriickgreifen zu miissen. Neben dem zweistufigen
Capture/Rearrangement-Konzept (siche Abschnitte 2 und 3)
wurden zahlreiche organische Reaktionen identifiziert, die
eine ,direkte chemoselektive Bildung einer chemischen
Bindung wie in 124 erméglichen (Schema 22). Im Idealfall
verlaufen diese chemoselektiven Reaktionen zur Bildung
eines nativen Linkers schnell unter physiologisch relevanten
Bedingungen (neutraler pH in wissrigen Medien bei Raum-
temperatur). Die Bindung wird hierbei aus zwei ,,bioortho-
gonalen“I'! funktionellen Gruppen in 122 und 123 gebildet,
die keine Nebenreaktionen mit anderen funktionellen
Gruppen einer biologischen Umgebung eingehen.

Chemoselektive Reaktionen wurden nicht nur genutzt,
um homogene natiirliche oder modifizierte Peptide und
Proteine durch Ligation von Peptidstrangen herzustellen,

bicorthogonale Gruppen
v ) 0 chemoselektive o
H,N + x Il oH Ligation HoN < - JPeptidl /U\OH
122 123
124
Amid oder
nicht-native
Verkniipfung

oder

selektive
Transformation

Konjugation

an spezifischen natiirlichen und
nichtnatiirlichen Resten modifiziertes Protein

Schema 22. Chemoselektive Reaktion zur nativen oder nicht-nativen Konjugation von Polypeptiden und zur selektiven Funktionalisierung natirli-

cher Aminosiuren.
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sondern auch um ortsspezifische Funktionalitidten oder na-
tiirliche Proteinmodifikationen in Proteinarchitekturen ein-
zubauen.'””! Diese Anwendungen haben die Lokalisierung
und Funktionsstudien von post- oder cotranslational modifi-
zierten Proteinen sogar in zelluldrer Umgebung und lebenden
Organismen entschieden vorangetrieben. Ein Beispiel ist die
ortsspezifische Konjugation biophysikalischer Sonden, z.B.
fluoreszenter Markierungen, an Biopolymere (bioorthogo-
nale chemische Reporterstrategie).'*”! In diesem Verfahren
wird eine nichtnatiirliche chemische Funktionalitdt unter
Zuhilfenahme des zelluldren Biosyntheseapparates einge-
fiihrt und danach mit einem exogen zugefiigten biophysika-
lischen Markierungsreagens chemoselektiv derivatisiert, was
eine Verfolgung von Biomolekiilen in nativer Umgebung er-
moglicht.[167]

Im Folgenden geben wir einen Uberblick iiber solche
Beispiele und zeigen Strategien fiir die Ligation und/oder
Funktionalisierung von Proteinen auf. Diese teilweise noch
vorldufigen Strategien sind in drei Kategorien unterteilt:
chemoselektive Bildung von nativen (Abschnitt4.1) und
nicht-nativen Bindungen, die mitunter auch in komplexen
Proteinumgebungen aufgebaut wurden (Abschnitt 4.2), sowie
die selektive Umwandlung natiirlich vorkommender Ami-
noséduren (Abschnitt 4.3).

Einige dieser Techniken konnen auf rekombinante bio-
logische Materialien oder isolierte Naturstoffe angewendet
werden, allerdings werden (auBer in den in Abschnitt 4.3
dargestellten Reaktionen) spezielle biochemische Verfahren
bendtigt, um eine geeignete bioorthogonale (nichtnatiirliche)
Gruppe in das zu modifizierende Molekiil einzufithren. Mit
anderen Worten wird eine nichtnatiirliche funktionelle
Gruppe in chemoselektiven Reaktionen verwendet (vor
allem bei den in Abschnitt 4.2 erlduterten Fillen), die schon
vor der Ligation oder Modifikation in das Protein eingefiihrt
wurde. Auf diese Weise wird eine ortsspezifische Modifika-
tion realisiert, da die nichtnatiirliche funktionelle Gruppe
gegeniiber der natiirlich vorkommenden Funktionalitit se-
lektiv umgesetzt werden kann.

Zur Herstellung modifizierter Proteine mit nichtnatiirli-
chen funktionellen Gruppen existieren mehrere biochemi-
sche Methoden, die ausfiihrlich in der Literatur beschrieben
sind. Diese Methoden (die fast alle zur Einfiihrung von
Aziden in Biopolymere verwendet worden sind) umfassen,
wie oben erwihnt, den Einbau nichtnatiirlicher Gruppen
mithilfe der zelluldren Biosynthese, wie z. B. das metabolische
Glycan-Engineering durch den nichtnatiirlichen Kohlen-
hydratstoffwechsel,'1% die nichtnatiirliche Proteintransla-
tion,'®! die Exprimierung iiber auxotrophe Organismen,!'"
die posttranslationale"”"*" oder enzymatische Modifikati-
on!'*d yon Proteinsequenzen oder auch die semisyntheti-
schen Strategien aus Abschnitt 2.3.

4.1. Chemoselektive Reaktionen zur Bildung einer nativen
Amidbindung
4.1.1. Thiosdure/Azid-Amidierung

Die Thiosdure/Azid-Amidierung beruht auf der Amid-
bildung zwischen Aziden 125 und Thiosduren 126
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(Schema 23), wie sie erstmals in den 80er Jahren von Just und
Mitarbeitern beschrieben wurde.'’” Dieser Prozess zur Bil-
dung von 129 verlduft nicht tiber eine Reduktion zu Aminen
127, sondern iiber eine Bildung eines Thiatriazolinderivats

A) 0 Base o 8
— -
Hs” "R %))LR S)\R

126
R = Ph, Me
nicht tiber
P
Ph” “NH, } </A— P Ny | [3+2]
127 125
RCOSH $
o H* N-N"ph
- N
Ph™ N"TR NS \S/¥R
H 0
129 ©
bis zu 94 % 128
o) HO
HO M o o H
B) o Hs” R Mg N o
N S
OH Base 0 R
130 80 %

Schema 23. A) Mechanismus der Thiosdure/Azid-Aminierung und
B) Anwendung in der Synthese von (3-Glycosylamiden.

128 als Ergebnis einer [3+2]-Cycloaddition (Schema 23 A,
sieche auch Abschnitt 4.2.1)."! Kiirzlich wurden detaillierte
Untersuchungen vorgenommen, die belegen konnten, dass
die Reaktion in verschiedenen polaren und unpolaren orga-
nischen Losungsmitteln und in Wasser verwendet werden
kann und viele Substrate wie Glycosylazide 130 toleriert
(Schema 23B).'"" Dariiber hinaus wurde eine RuCls-ver-
mittelte Variante mit hohen Ausbeuten fiir die Umsetzung
auch sterisch gehinderter Azide beschrieben.'™ Auf der
Grundlage dieser Reaktion wurden auflerdem potenzielle
chemoselektive Ligationen von Sulfonamidderivaten entwi-
ckelt, obgleich die Anwendung zur Ligation ldngerer Peptide
noch aussteht.!'™®

4.1.2. Chemoselektive decarboxylierende Amidligation

Eine sehr vielversprechende Methode von Bode et al.
verwendet eine decarboxylierende Kondensation von N-Al-
kylhydroxylaminen 131 mit o-Ketosduren 132 zum chemo-
selektiven Aufbau von Amidbindungen 134 (Sche-
ma 24 A).'"1 Tm Unterschied zu fast allen anderen Amidbil-
dungen umfasst diese Reaktion keinen Additions-Eliminie-
rungs-Mechanismus einer aktivierten Carbonséure, sondern
die Decarboxylierung und Eliminierung von Wasser aus
einem Halbaminal. Wie mechanistische Studien belegten,
wird das Halbaminal iiber ein Nitron-Intermediat 133 aus
einem Hydroxylamin und einer a-Ketosdure gebildet. Beide
Ausgangsverbindungen sind durch Synthesen zuginglich.'”®!
Das Hydroxylamin sollte als Oxalatsalz verwendet werden,
um Zersetzung zu vermeiden. Optimierungsstudien ergaben,
dass die Reaktion bei 40 °C in polaren Losungsmitteln in sehr
guten Ausbeuten (70-80%) ablduft und keine Epimerisie-
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Ligationsstellen: Pro-Ala, Val-Gly, Ala-Ala

Schema 24. Chemoselektive decarboxylierende Amidkondensation:
A) Mechanismus und B) Anwendung in der Synthese eines unge-
schiitzten Hexapeptids.

rung der a-Ketosduren auftritt. Entscheidend an dieser Re-
aktion ist aber, dass ungeschiitzte Peptide mit Lys- und Asp-
07 sowie Trp-, Tyr- und Arg-Bausteinen!"””) verkniipft werden
konnen, wie mit der Synthese des Hexapeptids 135 demon-
striert wurde (Schema?24B). Mogliche Ligationsstellen
schlieBen dabei Phe-Ala, Pro-Ala, Val-Gly und Ala-Ala ein.
Auch andere Hydroxylaminderivate wie N-Methoxyalkyl-
amine oder Isoxazolidine konnen als Ausgangsverbindungen
in diese Reaktion eingesetzt werden. Das letztgenannte
Substrat wurde in der iterativen Kondensation zu p*-Oligo-
peptiden unter wissrigen Bedingungen verwendet.l””)

4.1.3. Oxidative Umsetzung von N-terminalen Aminen in Pepti-
den zu Amiden

Die oxidative Umsetzung eines N-terminalen Amins in
einem ungeschiitzten Peptid 136 mit einem Alkin 137 zu
einem Amid 138 wurde in einer kiirzlich erschienenen Pu-
blikation beschrieben (Schema 25).*") Die Transformation
verwendet einen Porphyrinmangan-Katalysator 139 mit Oxon
oder Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel. Wie an meh-
reren Peptidsubstraten gezeigt wurde, kann der Katalysator
eine selektive Umwandlung der N-terminalen o-Amino-
gruppe in einem Peptid gegeniiber anderen Funktionalitidten
wie den e-Aminogruppen von Lys-Seitenketten vermitteln.
Andere funktionelle Gruppen beeinflussen die Gesamtaus-
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selektive Amidierung RT

/SN

Rl \I-Thr-Ser-Ser-Ser-Lxs-Asn-_‘ SCH

= Alk, Ar
RZ=H, CH,

136
i [Mn(2,6-Clotpp)Cl)] 139
- H,0, NaHCO,
1
i H CO;H
R2’I\W l-Thr-Ser-Ser—Ser—Lzs-Asn-_ 2
0]
138

Schema 25. Selektive oxidative Amidsynthese aus N-terminalen
Aminen in Peptiden. 2,6-Cl,tpp = Tetrakis(2,6-dichlorphenyl) porphyrin.

beute beziiglich der Amidbildung nicht, wobei Cys und Met
wihrend des Prozesses oxidiert werden und mit Redukti-
onsmitteln wiederhergestellt werden miissen. Strukturanaly-
sen der Peptide erbrachten Hinweise auf die Ursache dieser
bemerkenswerten Selektivitdt. Neben den elektronischen
Eigenschaften der N-terminalen a-Aminogruppe sind dem-
nach Wasserstoffbriicken der Lys-Seitenketten als konfor-
mativer Faktor beteiligt.

4.2. Chemoselektive Reaktionen zur Bildung nicht-nativer
Bindungen

Die nachfolgend beschriebenen Reaktionen zeichnen sich
durch ein besonderes Selektivitdtsmuster aus: Thnen ist ge-
meinsam, dass zwei funktionelle (,,bioorthogonale®) Grup-
pen selektiv zur Bildung einer nicht-nativen Bindung in Ge-
genwart anderer funktioneller Gruppen einer Peptid- oder
Proteinumgebung reagieren. Obwohl einige dieser Reaktio-
nen schon zum Standardrepertoire der chemischen Synthese
gehoren und in der chemischen Biologie hiufig eingesetzt
werden, sind nach wie vor zahlreiche Forschungsaktivitdten
auf die Entwicklung schneller und milder chemoselektiver
Reaktionen zur direkten Synthese biologisch aktiver Ver-
bindungen gerichtet, deren biologische Funktion weder durch
die nicht-native Bindung noch durch die Reaktionsbedin-
gungen beeintrachtigt wird. Ebenfalls intensive Studien
gelten der Einfiihrung bioorthogonaler Funktionalitdten in
Biopolymere mithilfe biochemischer Methoden. Diese Ver-
fahren erfordern biologisch inerte funktionelle Gruppen, die
biologische Stoffwechselwege iiberdauern.

4.2.1. 1,3-Dipolare Cycloaddition
4.2.1.1. Cu'-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition: Klick-
Kupplung

Ungefdhr 40 Jahre nach der ersten Entdeckung durch
Huisgen et al.'® haben die Gruppen um Meldal™®? und
Sharpless!'™ eine Cul-katalysierte Variante der [3+2]-Cyclo-
addition von Aziden 140 und Alkinen 141 entwickelt, die
gemeinhin als Klick-Reaktion bekannt ist (Schema 26 A).['
Die Klick-Reaktion liefert chemoselektiv ein 1,4-substituier-
tes Triazol, wihrend die unkatalysierte Variante 1,4- und 1,5-
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A)
140 kat. Cu' N—N - N=N 1,5-substituiertes
N 2 1 ,4—5L_i_b§t|tulledes h Triazol
’ riazo N
|t HR_;I,— 8 . \/\w nicht beobachtet
il PR [Peptid]
142 143
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B) o K R
H i H n=N 1R
O R
145 4 = 144
T <@e
. FO o 148
‘r N -
N s
© N 146 g ‘Biotin.
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Glyco-)Proteir pH 7.4 147 pH7.4 l
o e}
O
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& \H{’\/O%/\HJ\
= biophysikalischer Marker (Glyco:)Proteik
6] H @]
D
) i il HN
_..hv O 151 "7 H
\~ —< >-—iN—N—Ph | H
| N *Ng g i
Nw\/ [ pH7.5 N‘N 3 f\fs
Ph Nitrilimin Ph
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Schema 26. Klick-Kupplung: A) Peptidkupplung iiber die Cu'-katalysierte Bildung eines 1,4-substituierten Triazols. B) Abmessung einer Triazol-
briicke im Vergleich mit einer nativen Amidbindung. C) Ringspannungsinduzierte Cycloaddition von Azidoproteinen. D) Photoinduzierte 1,3-dipo-
lare Cycloaddition zwischen 2,5-Diaryltetrazol-modifizierten Proteinen und einem Alken.

Isomere (142 und 143) in fast gleichen Verhiltnissen
ergibt.’™ Des Weiteren liuft die katalytische Reaktion
schnell, chemoselektiv gegeniiber einer Vielzahl von funk-
tionellen Gruppen, in hohen Ausbeuten und unter milden
Bedingungen in einer Reihe von Losungsmitteln ab, ein-
schlieBlich physiologischen Puffern. Sie wurde mechanistisch
untersucht™®! und hat zahlreiche Anwendungen in den Ma-
terial- und Polymerwissenschaften!™™ oder der spezifischen
Markierung von Biokonjugaten gefunden,'®! z. B. beim Mo-
nitoring von Enzymaktivititen.'® 22"l Die Klick-Reaktion ist
schon mehrmals in  Ubersichtsartikeln — dargestellt
worden," ! einmal sogar mit Schwerpunkt auf der Syn-
these von Peptidomimetika.'*

10204 www.angewandte.de
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Die verschiedenen Anwendungen der Klick-Reaktion in
der Peptidkonjugation beruhen auf dem besonderen raumli-
chen Aufbau des Triazols 144, fiir das hinsichtlich Abmes-
sungen und Planaritiit eine gewisse Ahnlichkeit mit einer
Amidbindung (145) postuliert wurde (Schema 26B).1*
Neben der ersten Anwendung von Meldal fiir den Aufbau
von Peptidbibliotheken in einem Split-and-Mix-Ansatz['*
wurde die Klick-Kupplung fiir heterocyclische Modifikatio-
nen von Peptidriickgratstrukturen,' fiir die Synthese von p-
Turn-Mimetika"”! und cyclischen Peptiden!'! sowie fiir die
Bildung von Surrogaten von cis-Peptidbindungen in Protei-
nen™! und von Peptid-Peptid-Konjugaten eingesetzt (Sche-
ma26A).”" Die beiden Arten von Reaktionspartnern,
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Azide 140 und Alkine 141, konnen durch Standardverfahren
der SPPS in Peptide eingefiihrt werden, beispielsweise durch
eine abschlieBende Kupplung einer a-Azidoaminosdure, die
durch Cu"-katalysierten Diazo-Transfer aus den entspre-
chenden a-Aminosiuren zuginglich sind.”*!

Da sowohl Azide als auch Amine ideale funktionelle
Gruppen fiir einen biochemischen Einbau in Biopolymere
sind und die Klick-Reaktion in biologischem Milieu chemo-
selektiv ausgefiihrt werden kann, ist es naheliegend, dass die
Klick-Reaktion hdufig zur Konjugation von Naturstoffen
(insbesondere von Proteinen,”™ nichtribosomalen Pepti-
den® und anderen Naturstoffen?) sowie zur Immobili-
sierung von Peptiden und Proteinen auf Oberflichen”
eingesetzt wurde. In letzterem Fall wird ein Azid oder Alkin
durch EPL am C-Terminus eines Proteins 172 angebracht und
zur Verankerung an einer geeignet funktionalisierten Glas-
oberfliche genutzt (siche Schema?29B in Abschnitt
4.2.4).2%27 Weitere Anwendungen dieser Reaktion schlie-
Ben die Peptidkonjugation an Polymerarchitekturen,?® die
Konjugation von Radiotracern®! und die Verkniipfung von
Kohlenhydraten® % oder Lipiden! an Peptid- oder Pro-
teinseitenketten ein.

4.2.1.2. Ringspannungsinduzierte Cycloaddition

Einer der Nachteile der Cu'-katalysierten Klick-Kupplung
ist die Toxizitdt des Kupfers, die Anwendungen in vivo
einschriankt.””? Als Alternative entwickelten daher
Bertozzi et al. eine ringspannungsinduzierte Cycloaddi-

tion, die die Ringspannung eines cyclischen Alkins, in  a)

diesem Fall eines Cyclooctins 146, als Triebkraft fiir die
Cycloadditon nutzt.”™ Die Platzierung von zwei Fluor-
substituenten in o-Position des Cycloalkins fiihrte zu
einer Beschleunigung der Reaktion und ermdéglichte
eine schnelle Biokonjugation biophysikalischer oder
funktioneller Markierungen an Azido-funktionalisierte
(Glyco-)Proteine 147 fiir Studien in lebenden Zellen'¥
und in Zebrafischen®"! (Schema 26 C). Um die Hydro-
philie zu erhohen und nichtspezifische Adhésion zu mi-
nimieren, wurden kiirzlich Dimethoxy-substituierte
Azacyclooctine entwickelt.['! In einem anderen Beispiel
wurden 4-Dibenzocyclooctinole 148 fiir Markierungs-
experimente mit Azidglycobiopolymeren in lebenden
Zellen verwendet.”') In 148 verstirken zwei aromati-
sche Ringe die Ringspannung (und damit die Reaktivitit
fiir die Triazolbildung) und vermindern gleichzeitig die
Anfilligkeit der Dreifachbindung gegen nucleophilen
Angriff durch biologische Nucleophile.

4.2.1.3. Photoinduzierte 1,3-dipolare Cycloaddition

In einer erst kiirzlich erschienenen Studie wurde eine
photoinduzierte 1,3-dipolare Cyclodaddition beschrie-
ben (Schema26D).”"®! In dieser Reaktion wird ein
Diaryl-substituiertes Tetrazolderivat in 149, das in ein
Protein eingebaut werden kann, einer Cycloreversion
nach UV-Bestrahlung unterworfen, wodurch in situ ein
Nitrilimin 150 gebildet wird. Dieser 1,3-Dipol kann mit
einem elektronenarmen Alken wie 151 zu einem Pyra-
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zolincycloaddukt wie 152 reagieren. Die chemoselektive Re-
aktion zu 152 verléduft in gepufferter Losung bei Raumtem-
peratur sehr schnell (1 min), was eine Lipidierungsstrategie
durch Reaktion mit einem geeigneten Lipid-Dipolarophil 151
ermoglicht. Allerdings muss die Anwendung in bioorthogo-
nalen Kupplungen fiir In-vivo-Studien noch demonstriert
werden, da die Tetrazol-Einheit bisher durch chemische
Methoden in Biopolymere eingefiihrt werden musste (im
Unterschied zu den sehr gut etablierten Verfahren fiir
Azide®?), In der Originalpublikation wurde das Tetrazol
entweder direkt an oberflichenexponierte Lys-Nucleophile
eines GFP-Proteins gekuppelt oder mithilfe einer Semisyn-
thesestrategie erhalten.”'”’

4.2.2. Oxim- und Hydrazonkondensation durch nucleophile
Amin-Katalyse

Die Iminkondensation von Ketonen und Aldehyden 153
mit primdren Aminen als Nucleophilen hat besondere Auf-
merksamkeit auf dem Gebiet der Biokonjugation erlangt
(Schema 27; siehe auch Schema 21).*! Die Reaktion mit
primdren Aminen verlduft bevorzugt unter sauren Bedin-
gungen unter reversibler Bildung eines Imins 154.?2! Um eine
nicht-hydrolisierbare Bindung zu erhalten, kann das Imin mit
NaCNBH; reduziert werden. Alternativ kann ein Amin-
Nucleophil mit einer elektronenreichen Gruppe in a-Position

o HN" " & Ph ®  H@Ph O F
157 | |
ey e I "
H,0 158 i
protonierte 2
Schiffsche Base

T
Z\
T

156
Hydrazon

B) § i i
Mol ¢ Py Rl
0] (0] (0]
159 160

4

H,N
pH 4.5 oder 7 O

157

(0]
N oMo L
o™y Bl
(0]

161

Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Gly-Gly
Leu-Tyr-Arg-Ala-Gly

Esaidll
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Schema 27. A) Oxim- und Hydrazonbildung mit B) anschlieflender Peptidligation
durch nucleophile Amin-Katalyse.
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verwendet werden, wie etwa in der Bildung eines Oxims 155
oder Hydrazons 156. Dieses Konzept wurde zur ortsspezifi-
schen Modifikation von Proteinen sowohl in vitro®® als auch
in vivo genutzt,["?%22 wobei ein Keton mithilfe der Amber-
Suppressor-tRNA-Methode oder durch metabolisches
Glycan-Engineering in ein Protein eingebaut und mit Hy-
drazin-Fluorophoren zur Reaktion gebracht wurde.’”! Das
Konzept der nucleophilen Amin-Katalyse fiir die Bildung von
Halbcarbazonen®! wurde durch Dawson et al. kiirzlich auf
bekannte Oxim- und Hydrazonligationen iibertragen, um
eine nicht-hydrolysierbare Bindung unter physiologischen
Bedingungen aufzubauen.”**! Die Synthese verwendete
Anilin (157) als Katalysator, der die protonierte Schiff-Base
158 sogar bei pH 7 in signifikanten Mengen lieferte. Die
Schiff-Base kann dann schnell in das Oxim oder Hydrazon
weiterreagieren (Schema 27 A). Beide Reaktionen wurden
zur Ligation von Peptiden aus zwei Vorstufenfragmenten
verwendet (wie in Schema 27B fiir die Oximbildung in 161
bei pH 4.5 bzw. 7 dargestellt) und diirften zukiinftig in Pro-
teinderivatisierungen und Ligationsstrategien Anwendungen
finden.??”!

4.2.3. Peptidligation durch Diels-Alder-Reaktionen

Fir Umsetzungen der Maleimidogruppe haben Wald-
mann und Mitarbeiter kiirzlich die [4+2]-Cycloaddition als
eine chemoselektive Reaktion fiir die Konjugation von Pep-
tiden und die Funktionalisierung von Proteinen identifiziert
(Schema 28 A).? In diesem Fall reagiert ein Maleimid-sub-
stituiertes Peptid 162 als Dienophil mit einem N-Peptid mit
C-terminalem Dien 163 zu einem endo-Diels-Alder-Produkt
164. Die Dieneinheit kann in das Peptid durch normale
Thioestersyntheserouten eingefithrt werden (siche Ab-
schnitt 2.3.3). Die Diels-Alder-Reaktion sollte unter leicht
sauren Bedingungen (pH 5.5-6.5) ausgefiihrt werden, um die

A) " &
0
H,N E
NN ptid
T S T DS N
-
163 < 162
pH 5.5-6.5
0
0
N AReptidl-
N COH
0 H
H,N o
M Eail o
endo-Produkt
Peptid Lys-Phe-Pro-lle-Gly-Leu-Gly-Phe-Gly

W Ala-Lys-The-Ser-Ala-Glu-Ser-Tyr-Ser-Gly

B) pHTI ? o
(ot -,
' H
(o]

165

Schema 28. A) Diels-Alder-Konjugation von Peptiden; B) Nebenreakti-
on bei neutralem pH.

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

C. P. R. Hackenberger und D. Schwarzer

konjugierte Addition an 165 durch Amin-Nucleophile bei
neutralem pH zu verhindern (Schema 28B). Diese Reakti-
onsbedingungen kénnen in chemoselektiven Kupplungen von
Vorteil sein, die nicht unter den Bedingungen der EPL
funktionieren. Dies wurde z.B. anhand der ortsspezifischen
Modifikation des Rab7-Proteins gezeigt.

4.2.4. Staudinger-Ligation

Fine der ersten chemoselektiven Reaktionen fiir die
ortsspezifische Funktionalisierung von Biopolymeren war die
von Bertozzi entwickelte Staudinger-Ligation.[**>% In ihrer
nicht-spurlosen Variante wird ein Iminophosphoran 168
(siche Abschnitt 3.4.1) aus einem Azidobiopolymer 166 und
einem Phosphanylaryl 167 gebildet (Schema 29 A). Das Imi-
nophosphoran 168 kann einen intramolekularen Angriff mit
einem ortho-substituierten Ester als internem Elektrophil
(das die konkurrierende Staudinger-Reduktion unterdriickt)
zur Bildung eines Amids im Konjugat 169 ausfiithren, das nun
eine Phosphinoxidgruppe trédgt. In der ersten bahnbrechen-
den Anwendung wurde die Staudinger-Ligation fiir die se-
lektive Markierung von Sialinsduren eingesetzt, die zuvor
durch metabolisches Glycan-Engineering mit Aziden verse-
hen wurden."*'**3!1 Dieser Prozess zeigte erneut das
enorme Potenzial der Strategie bioorthogonaler Reporter
auf. Einer der Vorteile der Staudinger-Ligation gegeniiber der
Klick-Reaktion besteht darin, dass kein Metall fiir die Um-
setzung der Azide benotigt wird. Die Staudinger-Ligation
wurde in einigen sehr wichtigen Markierungsverfahren ein-
gesetzt und insbesondere auch fiir Reaktionen in lebenden
Organismen verwendet.”  Allerdings konnen die uner-
wiinschte Oxidation des Phosphans sowie die konkurrierende
Staudinger-Reduktion die Effizienz dieser Reaktion min-
dern.” Durch Verwendung der Staudinger-Ligation wurden
DNA,>*<l Proteine und Proteinmodifikationen ortsspezi-
fisch funktionalisiert,'®®!6%¢23 ynd Peptide™! und Protei-
ne®® wurden auf Phosphan-funktionalisierten Glasoberfli-
chen 170 immobilisiert, wobei die Azidgruppe durch EPL in
das Protein 171 eingefiihrt wurde (Schema 27 C).

4.2.5. Oxidative Modifikation von Anilinen in Proteinen

Oxidative Transformationen mit NalO,4 haben zahlreiche
Anwendungen in Proteinaktivierungsprozessen gefunden,
insbesondere in der oxidativen Spaltung N-terminaler
Serine,”” in Aldehydbildungen in Glycanen™®**! und in
Vernetzungsreaktionen.”®¥ Derartige Transformationen in-
terferieren nur mit schwefelhaltigen Aminosiuren.”**?! Ein
weiteres chemoselektives Verfahren mit NalO, ermoglicht
die Kupplung von Anilinen zu Phenylendiaminen in geringen
Konzentrationen bei pH 6.5.%"! Diese Reaktion wurde zur
Modifikation von Proteinen 173, in die das Anilin durch Ex-
primierung nichtnatiirlicher Proteine” oder Semisynthese
eingebaut wurde, sowie zur Funktionalisierung von viralen
Capsiden mit Phenylendiaminpeptiden 174 unter Bildung der
Peptid-Protein-Konjugate 175 verwendet (Schema 30A).?*!
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Schema 29. A) Mechanismus der Staudinger-Ligation. B,C) Protein-Immobilisierung durch Klick-Kupplung (B) und Staudinger-Ligation (C).
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Schema 30. A) Oxidative Peptidkupplung Anilin enthaltender Proteine. B) Glycopep-
tidkonjugation an Proteintragern durch radikalinduzierte Thioetherbildung.

4.2.6. Radikalinduzierte Thioetherbildung

FEine gédngige Biokonjugationsmethode, die vor allem zur
Konjugation von Glycanen Anwendung fand,”? ist die Bil-
dung von Thioether aus Thiolen und Alkenen unter radika-
lischen Bedingungen.””! Die Reaktionen kénnen photoche-
misch oder durch Radikalstarter wie AIBN ausgelost werden.
In einer kiirzlich erschienenen Studie von Kunz et al. wurde
die radikalinduzierte Thioetherbildung auf die Funktionali-
sierung von Proteinsystemen iibertragen, da die vielen funk-
tionellen Gruppen in Peptiden und Proteinen toleriert und
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NEt, nur Disulfide als Nebenprodukte gebildet
o werden.”! Die Reaktion lauft unter milden Be-
dingungen ab (entweder durch thermisch oder

HN.__O photochemisch induzierte Radikalbildung) und
liefert immunkompatible Thioether, sodass sie zur

Herstellung synthetischer Vakzine 178 geeignet
war. Hierzu wurden Glycopeptide 177 an Rin-
derserumalbumin 176 als Proteintrdger konju-
giert, das zuvor nichtspezifisch mit Alken-End-
gruppen funktionalisiert worden war. Die Reak-
tion hat grofles Potenzial fiir die selektive Modi-
fizierung von Alken-funktionalisierten Proteinen
und auch fiir die Funktionalisierung von Cystei-
nen in Proteinen, was direkt in den nichsten Ab-
schnitt iiberleitet.

4.3. Selektive Umwandlung von natiirlichen
Aminosduren

Ein besonderer Vorteil der im Folgenden be-
schriebenen chemischen Biokonjugationstechniken besteht
darin, dass natiirlich vorkommende Aminosiduren verwendet
werden konnen, sodass man auf aufwendige biochemische
Techniken zum Einbau nichtnatiirlicher Funktionalitédten fiir
chemoselektive Reaktionen verzichten kann (siehe Ab-
schnitt 4.2). Wie schon in Abschnitt 3.2 beschrieben, kann die
chemische Funktionalisierung von Cysteinen die Funktions-
weise eines Proteins beeinflussen. In den folgenden Beispie-
len wurden chemoselektive Strategien entwickelt, um Peptide
an ein Proteinriickgrat zu heften und dadurch dem Biopoly-
mer neue Funktionen zu geben. Die Umsetzungen verlaufen
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aminosdureselektiv und unterscheiden sich dadurch von an-
deren, nichtselektiven Markierungverfahren, wie etwa der
Reaktion nucleophiler Seitenketten mit Succinimidestern.
Nichtsdestotrotz muss man sich bei den hier vorgestellten
Methoden (im Gegensatz zu denen des vorherigen Ab-
schnitts) auf die rdumliche Zugénglichkeit der Proteinarchi-
tektur verlassen, um ein Protein mit einer einzigen oberfla-
chenexponierten Aminoséure ortsspezifisch funktionalisieren
zu konnen.

Es gibt noch zahlreiche andere Biokonjugationstechni-
ken, die eine ortsspezifische Markierung von rekombinanten
Proteinen ermoglichen: Modifikation durch spezifische
Chelatierung, etwa durch Bindung von biarsenischen Fluo-
rophoren (z.B. FlAsH) an Tetracysteinmotive? oder Lan-
thanoidbindungsmarker (LBTs),?* enzymkatalysierte Mar-
kierung durch posttranslationale Modifikation (z.B. durch
Carrier-Protein-Marker)?” oder Selbstmarkierung (z.B.
durch die SNAP-Technik).?* Das Gebiet wurde in hervor-
ragenden Ubersichtsartikeln zusammengefasst.*!

4.3.1. Konjugierte Addition von Schwefel-Nucleophilen: MIC-
Strategie

Die chemoselektive Michael-Additon von Schwefel-
Nucleophilen an a,-ungesittigte Carbonylderivate wie Ma-
leimide ist eine bewdhrte Konjugationstechnik, die iiblicher-
weise zur Verankerung von Fluorophoren unter physiologi-
schen Bedingungen (pH 7, Raumtemperatur) an biologisch
relevante Molekiile verwendet wird. Die Reaktion wurde

C. P. R. Hackenberger und D. Schwarzer

auch als Ligationstechnik eingesetzt, wobei ein Maleimido-
caproyl(MIC)-Peptid 179 als Elektrophil fiir ein Cys in einem
Protein fungierte (Schema31A).”" MIC-Bausteine 180
(,MIC-OH*) konnen durch SPPS in einfacher Weise und
sogar in empfindliche lipidierte Peptide™!! eingefiihrt oder
mit photoaktivierbaren Gruppen wie Benzophenon kombi-
niert werden.” Obwohl die Ortsspezifitit dieser Reaktion
durch andere Cysteine im Molekiil potenziell beeintrachtigt
wird, hat diese Reaktion breite Anwendung®? fiir selektive
Funktionalisierungen von Proteinen gefunden, die nur ein
solvensexponiertes Cys aufweisen. Ein Beispiel ist die Syn-
these der Ras-Proteine 181, die eine spezifische Protein-
modifikation tragen (Schema 28B) (siche die ausfiihrliche
Diskussion dieses Beispiels in Abschnitt 6.3).

4.3.2. Mannich-Peptidkonjugation an Tyrosine in Proteinen

Tyrosin weist aufgrund der phenolischen Gruppe beson-
dere nucleophile und elektrophile Eigenschaften auf. Des
Weiteren sind Tyrosine wegen ihres amphiphilen Verhaltens
oft an der Oberfliache von Proteinen exponiert, was sie als
ideale Verankerungspunkte fiir selektive Konjugationsstra-
tegien erscheinen lésst.

Fine derartige selektive Konjugation von Peptiden an
Proteine wurde mithilfe der Mannich-Kupplung erreicht.[*l
Hierbei reagiert ein Anilin am N-Terminus eines Peptids 184
bei pH 6.5 mit einem Uberschuss an Formaldehyd zu einem
Iminsalz 185 (Schema 32).”! 185 kann eine elektrophile
aromatische Substitution an einem Tyr in einem Protein 186
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Schema 31. Konjugierte Thioladdition: A) MIC-Strategie und B) lipidierte Ras-Analoga. EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid,

HOBt = N-Hydroxybenzotriazol, MIC = Maleimidocaproyl.
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Schema 32. Mannich-Konjugation von Peptiden an Proteine.

eingehen und zu einer kovalenten Bindung in 187 fiihren.
Diese Konjugation, die auch Trp-Aminoséduren in Proteinen
funktionalisieren kann,**” wurde auf die Verankerung von
Peptidbindungsmarkern, insbesondere von FLAG-Epito-
pen®® und LBTs,* an das Protein Chymotrypsinogen ver-
wendet. Im Allgemeinen wurden Umsétze bis 84 % bei Pep-
tiden mit mehreren Gly-Aminosduren am Anilinmarker er-
zielt, was auf die notwendige Voraussetzung einer flexiblen
Region fiir die Tyr-Funktionalisierung hinweist. Der Ge-
samtumsatz der Mannich-Konjugationen war bei Protein-
substraten hoher als bei Peptiden oder niedermolekularen
Verbindungen, und es wurde keine Kreuzreaktivitit (Dime-
risierung) mit Tyrosinen des Anilinpeptids 184 beobachtet.

Andere Ansitze zur selektiven Funktionalisierung von
Tyrosinen schliefen Alkylierungen mit m-Allylpalladium-
Komplexen ein, die bei pH 8.5-9 in wéssrigen Puffern ab-
laufen.”™ In einer Anwendung dieses Verfahrens wurde
Chymotrypsinogen A in ein lipidiertes (farnesyliertes) Ana-
logon iiberfiihrt, das in Lipiddoppelschichten eingebettet
wurde. Schliellich wurden Tyr-Aminosduren in einem zwei-
stufigen Prozess bestehend aus der Reaktion mit einem Di-
azoniumderivat und einer Diels-Alder-Reaktion™” oder
einer Oximbildung!! modifiziert. Das Konzept wurde in der
Oberflachenfunktionalisierung eines Tabakvirus und eines
Bakteriophagen demonstriert.”*

5. Chemoselektive Peptidligationen durch Enzym-
katalyse

Das Capture/Rearrangement-Konzept hat sich als duflerst
erfolgreich fiir die chemoselektive Ligation von Peptiden er-
wiesen. Es gibt jedoch auch Alternativen, die die inhdrente
Chemoselektivitit von Enzymen fiir Ligationsverfahren
nutzen. Die bekanntesten Methoden sind die bereits ange-
sprochene Verwendung von Split-Inteinen zum Transspleilen
von Proteinen (Abschnitt 2.4.3), die Umkehr der protease-
katalysierten Peptidspaltung (,,reverse Proteolyse*) und die
Verwendung der Transpeptidase Sortase A.
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5.1. Reverse Proteolyse

Enzyme, die die Ligation von Polypeptiden katalysieren
(Peptidligasen), kommen in der Natur relativ selten vor, im
Gegensatz zu Proteasen, die die Peptidspaltung katalysieren.
Als evolutiondr optimierte Enzyme sind die Proteasen in der
Lage, mit hoher Prézision Proteine an definierten Positionen
zu spalten.?™ Um Proteasen fiir die chemoselektive Ligation
von Peptiden nutzbar zu machen, miissen sie durch Inversion
der Proteolyseaktivitét in Peptidligasen umgewandelt werden
(siche Schema 30A). Eine umfassende Ubersicht iiber die
Anwendung von Proteasen in Peptidligationen wiirde den
Rahmen dieses Aufsatzes iibersteigen, weshalb wir uns im
Folgenden auf die Erlduterung der grundlegenden Konzepte
beschrinken. Auf detaillierte Ubersichten iiber die Grund-
lagen und Anwendungen dieser Technik wird verwie-
Sen'[263.266]

Wie fast alle Biokatalysatoren konnen auch Proteasen
ihre Umkehrreaktion, also eine reverse Proteolyse, kataly-
sieren. Allerdings liegt unter physiologischen Bedingungen
das Gleichgewicht zwischen den Spaltprodukten (189 und
190) und dem Ligationsprodukt (188) weit auf der Seite der
Spaltprodukte (Schema 33). Um Proteasen dennoch als
Peptidligasen nutzen zu konnen, gibt es zwei grundlegende
Strategien: den thermodynamisch kontrollierten und den ki-
netisch kontrollierten Ansatz.

Der thermodynamisch kontrollierte Ansatz entspricht
einer echten Umkehr der Peptidspaltung durch Verschieben
der Gleichgewichtsreaktion. Unter physiologischen Bedin-
gungen ist die reverse Proteolyse aufgrund der notwendigen
Energie unterdriickt, die fiir den initialen Transfer eines
Protons vom Nucleophil des C-Peptids auf das Carboxylat des
N-Peptids aufgebracht werden muss. Diese Barriere wird
durch den Transfer eines Protons vom nucleophilen Amin auf
das elektrophile Carboxylat reprisentiert.”?**! Durch
Zusatz organischer Losungsmittel zum Reaktionsansatz kann
die Dielektrizitdtskonstante des Mediums und damit die
Aziditiat der Carboxylgruppe gesenkt werden. Infolgedessen
sind Proteasen in organischen oder wéssrigen Losungsmitteln
zur Katalyse von Peptidkupplungen fihig, jedoch ist es meist
erforderlich, optimierte Reaktionsbedingungen sowie eigens
modifizierte Proteasen zu verwenden.2%-267:2681

Im Falle der kinetisch kontrollierten reversen Proteolyse
bleibt die Gleichgewichtslage unverindert. Das Prinzip dieses
Ansatzes ist die schnelle Anreicherung einer elektrophilen
(N-Peptid)-Protease-Konjugats als Zwischenstufe, die mit der
a-Aminogruppe des C-Peptids reagieren kann.’™ Dieser
Ansatz kann nur mit Serin oder Cysteinproteasen ausgefiihrt
werden, deren Katalysezyklus eine kovalent verkniipfte
Enzym-Peptid-Zwischenstufe durchléduft. Die Acylierung der
Protease wird durch Verwendung aktivierter N-Peptide er-
reicht, die normalerweise iiber einen C-terminalen Ester 191
(oder einen Thioester) als Abgangsgruppe verfiigen (Sche-
ma 33B). Da die Gleichgewichtslage bei der kinetisch kon-
trollierten reversen Proteolyse unveridndert bleibt, muss die
Reaktion gestoppt werden sobald der Acyldonor 191 aufge-
braucht ist, um zu verhindern, dass das Ligationsprodukt 193
wieder gespalten wird. In diesem Zusammenhang ist die
Entwicklung von Substratmimetika, bei denen die spezifi-
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Schema 33. A) Allgemeines Konzept der proteasevermittelten Peptidligation. B) Subtiligasevermittelte Peptidligation. C) Exprimierte enzymatische

Ligation (EEL).

tdtsvermittelnden chemischen Funktionen in der Abgangs-
gruppe lokalisiert sind, ein wichtiger Fortschritt, da in diesem
Fall die Erkennungsstelle der Protease im Ligationsprodukt
nicht mehr vorhanden ist.**2"!]

Um Proteasen fiir die reverse Proteolyse zu optimieren,
werden sie hiufig gezielten Modifikationen unterzogen. Das
bekannteste Beispiel ist die Subtiligase, die eine vom bakte-
riellen Subtilisin BPN' (192) abgeleitete Doppelmutante ist
(Schema 33 B).”’? Bei den beiden Mutationen handelt es sich
um den Austausch des katalytischen Serins durch Cystein,
wodurch das Spaltungs/Ligations-Verhiltnis verbessert
werden konnte, sowie um den Austausch eines Prolins durch
Alanin, wodurch das aktive Zentrum aufgeweitet wurde.”’

Proteasevermittelte Ligationen konnen mit anderen che-
moselektiven Ligationstechniken wie EPL kombiniert
werden. Ein solcher Ansatz ist die von Beck-Sickinger et al.
entwickelte exprimierte enzymatische Ligation (EEL), die
fiir die Synthese des Priahormons Neuropeptid Y (199; 69
Aminosiuren) aus zwei Peptidfragmenten verwendet wurde
(Schema 33 C).”" Das N-Fragment 196 (NPY-N) wurde als
C-terminaler Thioester durch Thiolyse des Inteinfusionspro-
teins 194 mit 2-Sulfanylsdure (195) hergestellt. Der resultie-
rende Peptidthioester diente als Substratmimetikum fiir die
V8-Protease 197, die im Folgenden die Ligation mit dem C-

H NDLPxT—fL

HN L LPxTG + ‘

Schema 34. Sortasevermittelte Ligation.
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Fragment 198 (NPY-C) katalysiert. Der Vorteil von EEL-
gegeniiber EPL-Reaktionen ist, dass Proteasen nicht not-
wendigerweise auf Cys als N-terminale Aminosdure des C-
Peptids angewiesen sind. Dies wurde in diesem Fall fiir die
,,Cys-freie” Ligation mit dem NPY-C-Peptid genutzt, das den
natiirlichen Rest Ser als N-terminale Aminosédure enthielt.

5.2. Sortasevermittelte Peptidligation

Es gibt nur wenige Enzyme, die von Natur aus Peptid-
ligationen Kkatalysieren. Das bekannteste Beispiel ist die
Transpeptidase Sortase A (201), die fiir chemoselektive Pep-
tidligationen eingesetzt werden konnte (Schema 34). Sorta-
se A katalysiert die Bindung von Oberflachenproteinen 200
an die Zellwand Gram-positiver Bakterien wie dem patho-
genen Staphylococcus aureus.”™ Die zu verkniipfenden Pro-
teine 200 verfiigen iiber ein C-terminales ,,Sorting“-Signal,
dass ein hoch konserviertes LPxXTG-Motiv enthilt. Das Motiv
wird von Sortase A nach dem Threoninrest gespalten, wobei
ein kovalentes Acylintermediat 202, dass an den Cysteinrest
im aktiven Zentrum der Sortase A gebunden ist, gebildet
wird.?™! Dieser Acylierungsschritt ist mit dem der Serin- und
Cysteinproteasen vergleichbar, allerdings wird bei der Sor-

L = N-Peptid
- = C-Peptid

—{G)EEI/COzH

‘ — HzN\D-LPxT)]\ - (G)s- il -COH
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tasereaktion die o-Aminogruppe der Pentaglycin-Einheit der
bakteriellen Peptidoglycanschicht als desacylierendes Nuc-
leophil bevorzugt (Schema 34). Um die Sortase A fiir che-
moselektive Ligationen zu nutzen, muss zum einen das N-
Peptid iiber das LPxXTG-Motiv am C-Terminus verfiigen und
zum anderen das C-Peptid 203 zumindest einen Gly-Rest am
N-Terminus aufweisen.’” Nach der Zugabe der Sortase A
wird das Sorting-Motiv des N-Peptids gespalten und dann mit
dem N-terminalen Gly des C-Peptids verkniipft. Die erfolg-
reiche Anwendung der Sortase A fiir die Herstellung von
Ligationsprodukten 204 konnte in mehreren Fillen gezeigt
werden.

Beispielsweise wurde rekombinantes griin-fluoreszieren-
des Protein (GFP), das iiber ein C-terminales LPXTG-Motiv
verfiigte, mit einem Folat-konjugierten Peptid mit drei N-
terminalen Gly-Resten ligiert.”’®! In einem weiteren Fall
wurde Peptidnucleinsdure (PNA) mit zellpenetrierenden
Peptiden verkniipft, die den Transport des Ligationsprodukts
in lebende Zellen ermoglichten.”” SchlieBlich wurde Sorta-
se A auch genutzt, um fluoreszenzmarkierte Peptide mit
Proteinen zu ligieren, die auf Zelloberflichen présentiert
wurden und iiber das LPXTG-Motiv verfiigten.?!

Enzymvermittelte Peptidligationen wie reverse Proteo-
lyse oder Sortaseligationen haben in letzter Zeit viel Auf-
merksamkeit erlangt.?®??" Einige Kompromisse miissen
allerdings auch hier in Kauf genommen werden, wie bei-
spielsweise die Verwendung aktivierter Peptide bei der ki-
netisch kontrollierten reversen Proteolyse oder das Verblei-
ben des LPxTG-Motivs in Ligationsprodukten der Sortase A.
Trotz dieser Einschriankungen sind enzymvermittelte Liga-
tionen eine gute Alternative zu konventionellen Ligations-
methoden nach dem Capture/Rearrangement-Konzept (siche
auch Abschnitt 7.6).

6. Proteinsemisynthese: Ligation von synthetischen
mit rekombinanten Peptiden

Eine besonders praktische Anwendung chemoselektiver
Ligationen ist die Verkniipfung synthetischer Peptide mit
rekombinanten Proteinen (,,Proteinsemisynthese®; siehe
auch Abschnitt 2.4).5%%*21 Dijeser Ansatz vereinigt die
vorteilhaften Eigenschaften organischer Synthesen mit denen
rekombinanter Proteintechniken: Zum einen unterliegen re-
kombinante Proteine keiner Groflenbeschrankung, zum an-
deren sind synthetische Peptide nicht auf die 20 proteinoge-
nen Aminosduren beschriankt. Somit konnen Modifikationen
gezielt in Proteine eingebaut werden, indem man ein groB3es
Fragment rekombinant in Bakterien produziert und ein
kleineres Fragment, das die gewiinschte Modifikation enthilt,
durch SPPS herstellt. Durch Ligation der beiden Fragmente
kann das modifizierte Protein in voller Grof3e rekonstituiert
werden und steht im Anschluss fiir biophysikalische oder
funktionsbezogene Untersuchungen zur Verfiigung. Dabei
konnen mit Proteinsemisynthese sowohl natiirliche Modifi-
kationen wie Phosphorylierungen, 2231 Acetylierungen
oder Methylierungen,'™! Glycosylierungen®***! und Lipi-
dierungen™®! sowie auch nichtnatiirliche Modifikationen
oder Aminosiuren wie Aminophenylalanin,®” Fluortyro-
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sin, ] ATP-verkniipftes Phenylalanin,”! p-Aminosiuren®"!
oder Phosphoaminosiuremimetika®! in Proteine integriert
werden. Weiterhin ist die Installation von Fluorophoren und
Affinitdtsmarkern in definierter und homogener Weise
moglich, was ein entscheidender Vorteil gegeniiber konven-
tionellen Proteinmarkierungsmethoden ist, die hdufig eine
geringere Spezifitdt aufweisen.

6.1. Protein-lImmobilisierung

Eine wichtige Anwendung ist der definierte Einbau
funktioneller Gruppen in Proteine, um diese gezielt auf Tra-
geroberfliachen oder Nanopartikeln zu verankern (siehe auch
Schema 27).2221 Beispielsweise sind Proteine, die auf Mi-
kroarrays immobilisiert sind, wichtige Werkzeuge zur Un-
tersuchung der Proteinaktivitdt oder -inhibierung in sehr
kleinem MaBstab und mit hohem Probendurchsatz. Die Art
der Immobilisierung ist dabei entscheidend fiir die Qualitét
solcher Mikroarrays.*® Konventionelle Methoden zur Pro-
tein-Immobilisierung nutzen oberfldchenexponierte funktio-
nelle Gruppen, die mit der Trdgeroberfliche konjugiert
werden. Ein groBer Nachteil dieser Vorgehensweise ist die
rein zufillige Orientierung der immobilisierten Proteine, die
zu inhomogenen Enzymaktivitdten fithrt. Eine Losung dieses
Problems ist die definierte Installation einer singuldren
funktionellen Gruppe oder eines Affinitatsmarkers mithilfe
der Proteinsemisynthese. Die Vorteile einer exakt positio-
nierenden Protein-Immobilisierung durch Semisynthese
konnten an mehreren Beispielen, wie dem Maltose-binden-
den Protein (MBP), der Glutathion-S-Transferase (GST) und
der Aldo/Ketoreduktase AKR1A1,2>¥ aufgezeigt werden.
In diesen Fillen wurde die hochaffine Wechselwirkung zwi-
schen Biotin und Streptavidin fiir die Protein-Immobilisie-
rung genutzt. Dazu wurde Biotin zusammen mit einem Linker
in 206 eingebaut, indem das biotinkonjugierte Peptid 205
durch EPL an den C-Terminus der rekombinanten Proteine
ligiert wurde.”>?*! Im Anschluss erfolgte die Immobilisie-
rung auf mit Streptavidin beschichteten Glastragern in defi-
nierter Orientierung (homogene Protein-Immobilisierung).
Der Vorteil der homogene Protein-Immobilisierung konnte
am Beispiel des Proteins AKR1A1 demonstriert werden. Das
Enzym wurde entweder durch EPL-vermittelte Installation
von Biotin spezifisch modifiziert oder durch Konjugation von
oberfldchenexponierten Gruppen biotinyliert (Schema 35).
Die kinetischen Eigenschaften der spezifisch und unspezifisch
biotinylierten Proteine wurden in Losung und auf Streptavi-
dintrdgern untersucht. Beide Proteine zeigten in Losung
dhnliche kinetische Aktivitdten, vergleichbar mit der Akti-
vitdt von unmodifiziertem AKR1A1. Nach der Immobilisie-
rung auf streptavidinbeschichteten Tragern war die Aktivitat
des unspezifisch biotinylierten Proteins zehnfach reduziert,
wohingegen das spezifisch biotinylierte Protein eine unver-
anderte Aktivitit aufwies.?

Ein anderes héufiges Ziel von Protein-Immobilisierungen
fiir biotechnologische Anwendungen sind Nanopartikel.
Genau wie bei Immobilisierungen auf Glastrdgern fithren
unspezifische Konjugationstechniken fiir Nanopartikel zu
einer zufélligen Orientierung. Die Proteinsemisynthese kann
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auch hier genutzt werden, um Homogenitdt bei der Konju-
gation zu ermoglichen, wie es kiirzlich anhand der selektiven
Konjugation der GTPase Rab6A an Gold-Nanopartikel ge-
zeigt wurde (Schema 36).?”7) Weitere Vorteile resultieren,
wenn man einen definierten Linker zwischen den Proteinen
und dem Nanopartikel einfiigt. Um diese beiden Vorgaben zu
erfillen, wurde ein Polyethylenglycol(PEG)-Linker 208
durch NCL an den N-Terminus von Rab6A ligiert (207). Im
folgenden Entschiitzungsschritt wurde ein Thiol 209 freige-
legt, das die Konjugation mit dem Gold-Nanopartikel er-
moglichte. Nach der Immobilisierung von 210 stellte sich
heraus, dass dieses hoch exponierte Thiol die bevorzugte
Bindestelle war (Schema 36). Nach erfolgreicher Konjugation
durch eine Ligandenaustauschreaktion zeigten biochemische
Untersuchungen, dass das gebundene Rab6A-Protein die
erwartete GTPase-Aktivitdt aufwies, im Gegensatz zu
Rab6A-Proteinen, die durch eine unspezifische Konjugation
iiber oberflichenexponierte Thiole immobilisiert worden
waren.”’”

6.2. Proteinphosphorylierung

FEin weiteres wichtiges Anwendungsgebiet der Protein-
semisynthese ist die Einfiihrung von natiirlichen Modifika-
tionen in Proteine. Viele post- oder cotranslationale Modifi-
kationen treten in lebenden Organismen auf und haben meist
wichtige Funktionen bei der Regulation enzymatischer Ak-
tivitdt sowie fiir die Proteinstabilitit oder -lokalisation.

Die haufigsten Modifikationen von Proteinen sind Phos-
phorylierungen von Ser-, Thr- oder Tyr-Resten, und die Auf-
klirung der jeweiligen physiologischen Funktion ist ein
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wichtiges Forschungsziel.?® Die Proteinkinasen, die diese
Phosphorylierungen vermitteln, sind hdufig unbekannt oder
biochemisch nicht zugénglich sind, weshalb man die Protein-
semisynthese als eine wichtige Methode etabliert hat, um
selektive Phosphorylierungen vorzunehmen.”>*" Die Pro-
teinsemisynthese kann auch genutzt werden, um chemische
Gruppierungen einzufiigen, die eine selektive Maskierung
und Demaskierung der Proteinphosphorylierung ermogli-
chen.

Ein aktuelles Beispiel, dass das Potenzial der Semisyn-
these von modifizierten Proteinen belegt, ist die Herstellung
von phosphorylierten Smad2-Proteinen mit die biologische
Funktion maskierenden photolabilen Schutzgruppen (Ca-
ginggruppen). Smad? ist ein Signalprotein, das nach der Re-
zeptorbindung des transformierenden Wachstumsfaktors f3
aktiviert wird.®*! Die Aktivierung von Smad2 wird durch die
Phosphorylierung zweier Serinreste in der C-terminalen
Region des Proteins vermittelt und fiihrt zur Trennung vom
zytosolischen Bindungspartner SARA, gefolgt von der
Translokation in den Zellkern, wo Smad2 als transkriptio-
neller Aktivator fungiert.®” Um diese phosphorylierungs-
abhéngige Translokation zu beobachten, muss man die Ge-
genwart oder Abwesenheit der Modifikation auf einer sehr
kurzen Zeitskala steuern. Dieses Ziel wurde durch die Pro-
teinsemisynthese erreicht, indem zwei photolabile Phospho-
serinreste an den beiden Phosphorylierungsstellen von Smad2
installiert wurden.”®) Die photolabilen Gruppen sind in der
Lage, die Gegenwart der Modifikation zu verbergen, bis sie
durch Bestrahlung mit UV-Licht entfernt werden.”>3%! Zwei
Arten von Caging-Strategien wurden auf Smad2 angewen-
det.F13% Im ersten Fall wurden beide photogeschiitzten Se-
rinreste individuell durch EPL eingebaut (Schema 37). Die
Synthese begann mit einem kurzen synthetischen Peptid 211,
dessen Sequenz den fiinf C-terminalen Aminosduren von
Smad2 entsprach. Mit 2-Nitrophenylethyl (NEP) geschiitzte
Phosphatgruppen wurden an den orthogonal entschiitzten
Serinresten durch Reaktion mit dem entsprechenden Phos-
phoramidit 212 installiert. Im Anschluss wurde das ent-
schiitzte Peptid 213 mit einem rekombinenten Smad2-Frag-
ment 214 durch EPL ligiert. Das resultierende Phospho-
Smad2-Protein 215 wurde biochemischen Studien unterzo-
gen, die belegen, dass 215 mit den photolabilen Schutzgrup-
pen die Eigenschaften des nicht phosphorylierten Smad2-
Proteins widerspiegelt und einen Komplex mit dem SARA-
Protein bildet. Durch Bestrahlung mit UV-Licht konnten die
photolabilen Gruppen entfernt und aktiviertes phosphory-
liertes Smad2 freigesetzt werden.

In einer weiteren Studie wurde der Caging-Ansatz er-
weitert, indem C-terminal phosphoryliertes Smad2 (217)
durch Ligation mit 216 hergestellt wurde, das einen Fluoro-
phor und einen lichtspaltbaren Fluoreszenzloscher enthielt
(Schema 38).% Der Fluoreszenzloscher erfiillte zwei Auf-
gaben: Zum einen unterdriickte er effizient die Fluoreszenz
des Fluorophors, zum anderen verbarg er die Gegenwart der
beiden Phosphatgruppen an den C-terminalen Serinresten
(genau wie im Fall der individuell installierten photolabilen
NEP-Gruppen). Daraus resultierte, dass die Freisetzung
(Photoaktivierung) von Smad2 zwei simultane Effekte zur
Folge hatte: die Freisetzung der beiden Phosphoserinreste
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Schema 37. Synthese eines Smad2-Proteins mit photolabilen Gruppen.

und die Emission eines Fluoreszenzsignals. Dieser erweiterte
Caging-Ansatz stellt sich als sehr niitzlich heraus, um die
Eigenschaften des modifizierten und unmodifizierten Prote-
ins zu vergleichen, wie Studien mit einem nichtphosphory-
lierten Smad2-Analogon demonstrierten (Schema 39). Das
nichtphosphorylierte Vergleichsprotein enthielt einen Fluo-
rophor, der bei einer anderen Wellenldnge fluoreszierte. Eine
Mischung beider Proteine wurde in lebende Zellen injiziert
und bestrahlt, was zur simultanen Photoaktivierung beider
Proteine fiihrte, die anhand der Fluoreszenz beider Fluoro-
phore verfolgt werden konnte. Erwartungsgemdf3 wurde das
freigesetzte Phospho-Smad2 in den Zellkern importiert,
wihrend das nichtphosphorylierte Smad2 seine zytosolische
Lokalisation beibehielt.?*!

Die Untersuchung von Proteinphosphorylierungen kann
durch den dynamischen Charakter dieser Modifikation be-
eintriachtigt werden. Das Gleichgewicht zwischen dem phos-
phorylierten und nichtphosphorylierten Zustand wird durch
das Zusammenspiel der zugehorigen Kinasen und Phospha-
tasen gesteuert.”” Diese beiden Klassen von Proteinen
werden hiufig selbst phosphoryliert. Die Untersuchung von
Phosphorylierungen von Phosphatasen ist oft schwierig, weil
diese Enzyme meist in der Lage sind, sich selbst zu dephos-
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Schema 38. Synthese fluoreszierender Smad2-Proteine.

phorylieren.®™ Zur Losung dieses Problems wurden Prote-
insemisynthesen verwendet, um nichtspaltbare Mimetika von
Phosphaten an den Modifizierungsstellen zu installieren
(Schema 40 A).B%31 Ein Zielprotein in dieser Beziehung ist
die LMW-PTP (low molecular weight protein tyrosine phos-
phatase), die am PDGFr-vermittelten (platelet-derived
growth factor receptor) Signaltransduktionsweg beteiligt
ist.P% Von der LMW-PTP ist bekannt, dass sie an zwei be-
nachbarten Tyrosinresten phosphoryliert wird, die in unmit-
telbarer Ndhe des aktiven Zentrums lokalisiert sind. Die
Proteinsemisynthese nach der EPL-Strategie wurde verwen-
det, um Phosphonomethylenphenylalanin (219, Pmp), ein
nichtspaltbares Analogon des Phosphotyrosins 218, an den
entscheidenden Positionen in 220 zu integrieren (Sche-
ma 40 A und B).F*

Die resultierenden irreversibel phosphorylierten Proteine
wurden mit biochemischen und zellbiologischen Methoden
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untersucht, wobei sich herausstellte, dass durch die Installa-
tion von Pmp die Phosphataseaktivitét verringert wurde, was
die regulierenden Eigenschaften dieser Modifikationen be-
ziiglich der Enzymaktivitidt implizierte.

6.3. Proteinlipidierung

Die Konjugation mit Lipiden ist eine wichtige Protein-
modifikation, die hdufig eine Assoziation mit der Zellmem-
bran vermittelt. Bekannte Beispiele sind die GTPasen der
Ras-Familie,”'” die wichtige Regulatoren vieler zellulirer
Prozesse sind. H-Ras und N-Ras sind zwei Isoformen der
Ras-Proteine, die am C-Terminus farnesyliert sowie mono-
oder dipalmitoyliert sind (Struktur 182 in Schema 31).!%
Wihrend die Farnesylierung (Fa) eine irreversible Modifi-
kation (Thioetherbindung) ist, ist die Palmitoylgruppe (Pal)
iber einen Thioester gebunden und kann wieder abgespalten
werden (Schema 31B). Aus diesem Grund geht die Pal-Mo-
difikation héufig bei der Isolierung aus lebenden Organismen
verloren. Die MIC-Ligation (siche Abschnitt 4.1.3) konnte
erfolgreich eingesetzt werden, um dieses Problem zu umge-
hen und homogen lipidierte Ras-Proteine fiir biochemische
und biophysikalische Untersuchungen zu gewinnen.’""! Eine
verkiirzte Form des Ras-Proteins mit einem solvensexpo-
nierten Cys-Rest wurde zu diesem Zweck bakteriell expri-
miert. Danach wurden MIC-modifizierte Peptide, die in der
Sequenz dem Ras-C-Terminus entsprachen und unterschied-
liche Lipidierungsmuster aufwiesen, synthetisiert und an das
Protein konjugiert.’'? Die so erhaltenen Ras-Proteine 183
konnten fiir biophysikalische und zellbiologische Studien
verwendet werden, und es stellte sich heraus, dass die Pro-
teine trotz der nichtnatiirlichen Verkniipfung ihre volle bio-
logische Aktivitdt beibehielten. Ein weiterer Vorteil dieses
Ansatzes bestand darin, dass der spaltbare Palmitoylthioester
durch eine nichtspaltbare thioetherverkniipfte Hexade-
cyl(HD)-Gruppe ersetzt werden konnte (siche Schema 31B).
Solche irreversibel palmitoylierten Ras-Proteine konnten
weiterhin fiir die Untersuchung der zelluldren Zirkulation der
Ras-Proteine verwendet werden.*"!

Man war lange davon ausgegangen, dass Ras-Proteine nur
aktiv sind, wenn sie durch die Lipidierung an der Plasma-
membran (PM) verankert sind. Neuere Studien deuten
jedoch darauf hin, dass es auch einen Pool an Ras-Proteinen
gibt, der am Golgi-Apparat lokalisiert ist und eine unabhén-
gige Signalplattform fiir zelluldre Prozesse darstellen konnte.
Ras-Proteine erreichen die PM durch den sekretorischen Weg
und koénnen zum Golgi-Apparat zuriickkehren, nachdem die
Palmitoylgruppe abgespalten wurde. Die Reinstallation des
Palmitoylrestes im Golgi-Apparat lenkt das Ras-Protein
zuriick an die PM, wodurch ein Desacylierungs-/Reacylie-
rungszyklus entsteht, der den PM- und den Golgi-Pool an Ras
aufrechterhilt. Detaillierte Untersuchungen, in denen der
Ras-Zyklus entdeckt wurde, nutzten durch MIC generierte
Ras-Proteine, die mit der thioetherverkniipften HD-Gruppe
anstelle der spaltbaren Pal-Gruppe modifiziert waren (Sche-
ma 31B). Durch die irreversible Natur dieser Modifizierung
konnten diese Ras-Proteine nicht am Desacylierungs-/Re-
acylierungszyklus teilnehmen.”™
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Schema 39. Funktionelle Analyse phosphorylierter Smad2-Proteine in lebenden Zellen.

7. Strategien zur Ligation multipler Fragmente

Wie bereits diskutiert, haben chemoselektive Ligations-
techniken das GroBenlimit der SPPS deutlich erweitert. Al-
lerdings sind die Produkte, die bei der Ligation zweier Frag-
mente entstehen, immer noch kleiner als die meisten natiir-
lich vorkommenden Proteine.’'*** Die Proteinsemisynthese
kann genutzt werden, um synthetische Peptide mit Proteinen
zu verkniipfen, allerdings beschriankt sich die chemische
Kontrolle ausschlielich auf die Reste des kleinen, syntheti-
schen Fragments. Aus diesem Grund wurden Synthesestra-
tegien entwickelt, die Totalsynthesen von Proteinen aus
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multiplen Fragmenten ermogli-
chen. Dieses Vorgehen erfordert
zusdtzliche  Schutzgruppenopera-
tionen, um eine sequenzielle
Kupplung von Segmenten zu er-
moglichen und Nebenreaktionen
zu unterdriicken.

7.1. Synthetisches H-Ras

Die Totalsynthese des 166
Aminosduren umfassenden Pro-
toonkogens H-Ras 225 gelang En-
gelhard et al. mithilfe einer Drei-
segmentligation.®'¥! Das Protein
verfiigt tiber drei natiirliche Cys-
Reste (an Positionen 51, 80 und
118), die sich als Ligationsstellen
anbieten, ohne die Aminosiurese-
quenz des Proteins zu veridndern.
Die Synthesestrategie nutzte zwei
dieser Cys-Reste und begann mit
der Ligation des C-terminalen
Fragments 221, das Cys118 als N-
terminalen Rest enthilt, mit dem
zentralen Fragment 222, das iiber
einen C-terminalen Thioester ver-
fiigt (Schema 41). Das N-terminale
Cys 51 des zentralen Fragments war
ein weiterer natiirlicher Rest des
H-Ras, der wihrend der Ligation
mit Acetamidomethyl (Acm) ge-
schiitzt war. Die orthogonale Ent-
schiitzung der Acm-Gruppe in 224
erfolgte durch Behandlung mit Hg"
nach der Ligation.®'”! SchlieBlich
wurde das N-terminale Fragment
223 gekuppelt und das synthetische
H-Ras-Protein in voller Lénge er-
halten. Nach anschlieBender Fal-
tung und biochemischer Charakte-
risierung zeigte sich, dass die kata-
lytischen Eigenschaften des syn-
thetischen H-Ras mit denen des
biologisch hergestellten Proteins
identisch waren.

7.2. Synthetisches EPO

Fine Viersegmentligation, bei der weitere Modifikati-
onsverfahren (sieche Abschnitt3.2) zum FEinsatz kamen,
wurde kiirzlich in der Totalsynthese eines PEGylierten Ana-
logon des Glycoproteinhormons Erythropoetin (EPO) be-
schrieben (Schema 42).M1%3%] Natiirlich glycosyliertes EPO
stimuliert die Proliferation von Erythrozyten. Zwei der vier
Segmente wurden vor der Ligation mit verzweigten, negativ
geladenen Polymeren mit definierter Lidnge durch Oxim-

www.angewandte.de

Chemie

10215


http://www.angewandte.de

Aufsitze

A) Phospho- \_OH Phosphono- o
Tyr i methylen- v _OH
o o phenylalanin voPe
(Pmp) L O

Y By

H

o HoL
218 219
% _oH 2 _oH
- R-
o o

HS
B) O/'\ H
O,H
HN PR s R HAT o
(o]

\\ ~OH
\,

CO,H

O SH\m'Tati/

220
1 11 ]

synthetisch

rekombinant

Schema 40. A) Phosphotyrosin (218) und Pmp (219). B) Semisynthese

der LMW-PTP.

A)
T
s SH HS
O N. 00
H.N ~d S5-R HsN
2!
o (0]

1) Ligation 222
2) Cys-Entschiitzung (Hg")

o/\
NN
2 SR ¥ HN

223 o 224

Ligation
H
o} S H
Ny
H (0]

SH SH
S
N ~Nl 2
H (o]
25 |

synthetisches H-Ras

[ = N-Peptid Acm = Acetamidomethy!
= zentrales Peptid FI = Fluorescein
. = C-Peptid Ro = Tetramethylrhodamin

@ = Biotin

‘/)L/(H/DCOH

C. P. R. Hackenberger und D. Schwarzer

ligation modifiziert. Diese Polymere ersetzten Glycosylie-
rungen, die natiirlicherweise an diesen Positionen vorkom-
men. Damit gelang es, das Problem der inhomogenen Gly-
cosylierung zu umgehen, wie man sie hiufig bei natiirlichen
Glycoproteinen vorfindet. Die Epo-Synthese erfolgte dhnlich
wie die Synthese von H-Ras vom C- zum N-terminalen
Fragment mithilfe der oben beschriebenen Acm-Schutz-
gruppenstrategie. Allerdings verfiigt Epo nicht an allen Li-
gationsstellen iiber natiirlich vorkommende Cys-Reste, und
somit wurden die zusitzlich eingefiigten Cys-Reste mit
Bromessigsdure (76) zu Analoga von Glutamat alkyliert,
derjenigen Aminoséure, die sich natiirlicherweise an diesen
Positionen befindet (siche Abschnitt 3.2.2.1). Die biologische
Aktivitit des synthetischen Epo war vergleichbar mit der des
natiirlichen Epo, allerdings zeigte das synthetische PEGy-
lierte Hormon nach der Injektion in Ratten eine zwei- bis
dreifach hohere Plasmakonzentration iiber viele Stunden.?'!

7.3. Exprimierte Festphasenproteinligation (SPPL)

Ligationstechniken mit multiplen Fragmenten konnen
auch rekombinante Peptide verwenden, wie Muir et al. mit
der Synthese eines doppelt fluoreszenzmarkierten Crk-II-
Proteins durch EPL und NCL demonstrierten.® Crk-II ist
ein Adapterprotein, das aus einer Src-homologen Doméne 2
(SH2) und zwei Src-homologen Dominen 3 (SH3) besteht.
Das Protein wird durch Tyr-Phosphorylierung reguliert, die
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eine intramolekulare Umordnung, bedingt durch die Asso-
ziation der SH2-Doméne mit dem phosphorylierten Tyr-Rest,
auslost. Um diese intramolekulare Umordnung durch reso-
nanten Fluoreszenzenergietransfer (FRET) zu untersuchen,
wurde ein geeignetes FRET-Paar an den N- und C-Terminus
von Crk-1I ligiert (Schema 41 B). Das zentrale Segment dieser
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Dreikomponentenligation wurde als Inteinfusionsprotein 226
in Bakterien produziert. Der C-terminale Thioester des zen-
tralen Fragments wurde mit EPL hergestellt und im An-
schluss mit dem C-terminalen Peptid 226 ligiert, das mit
einem Fluoreszenzfarbstoff verkniipft war. Die notwendige
Schiitzung des N-terminalen Cys-Restes wurde dadurch ge-
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wihrleistet, dass der Rest in die Erkennungsstelle fiir die
Protease Faktor Xa eingebettet wurde (Schema 41B). Im
Anschluss wurde das Ligationsprodukt 228 mit der Protease
versetzt, wodurch das N-terminale Cys des Proteins 229
freigesetzt wurde, um dann mit dem Tetramethylrhodamin-
konjugierten Peptidthioester 230 ligiert zu werden. Als vor-
teilhaft stellte sich die Synthese an einem Trdgermaterial
heraus, die durch eine Biotin-Einheit des C-Peptids ermog-
licht wurde. Die Synthesestrategie dhnelt dem Konzept der
SPPS und wurde entsprechend als exprimierte Festphasen-
proteinligation (SPPL, solid-phase expressed protein ligation)
bezeichnet. Nach der Abspaltung vom Trédger bestétigten
biochemische Untersuchungen, dass das doppelt markierte
Crk-II 231 wie erwartet eine Anderung des FRET-Signals in
Abhingigkeit von der Phosphorylierung zeigt und somit als
Reporter fiir den Phosphorylierungszustand von Crk-II ge-
eignet war.

7.4. Synthetische Ribonuclease A

Neben den am hiufigsten verwendeten Verfahren, NCL
und EPL, wurden noch weitere Strategien zur Ligation mul-
tipler Fragmente eingesetzt. Das wohl bekannteste Beispiel
ist die enzymatische Synthese voll funktionsfdhiger Ribo-
nuclease A aus sechs Fragmenten mithilfe der Subtiligase
(sieche auch Abschnitt 5.1).%1 Wie im Fall der NCL mussten
auch hier die N-Termini der Peptidfragmente geschiitzt
werden, um Selbstligationen zu vermeiden. Dies geschah
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durch Einfiihren der Isonicotinyl(iNOC)-Gruppe an den a-
Aminogruppen, die selektiv unter milden reduktiven Bedin-
gungen entfernt werden kann. Der C-Terminus der Peptid-
fragmente wurde mit Glycolatphenylalaninamid verestert,
um eine effektive Alkylierung der Subtiligase zu ermdoglichen.
Ribonuclease A wurde unter Subtiligasekatalyse vom C-ter-
minalen zum N-terminalen Fragment hin aufgebaut, wobei
nach jeder Ligation die Entschiitzung der iNOC-Gruppe er-
folgte. Die synthetische Ribonuclease zeigte volle Aktivitit,
dhnlich wie rekombinante RNase A oder synthetische
Enzyme, die mit anderen chemoselektiven Ligationstechni-
ken hergestellt wurden. Hier sollte noch erwidhnt werden,
dass die Ribonuclease A ein klassisches Modellenzym fiir
Proteinsyntheseverfahren ist. Es war das erste Enzym, das
Ende der 60er Jahre durch SPPS komplett hergestellt
wurde.’?! Weiterhin gibt es Synthesemethoden, um die nati-
ven Glycosylierungsmuster zu installieren.”!! Eine Totalsyn-
these der Ribonuclease A aus sechs Fragmenten mithilfe von
NCL wurde ebenfalls beschrieben. !

7.5. Kombinierte rekombinante, enzymatische und chemische
Synthesestrategie (CRECS)

In einer aktuellen Studie beschreiben Beyermann et al.
die Anwendung von mehreren der in diesem Aufsatz be-
schriebenen Ligationstechniken zur Herstellung eines syn-
thetischen Proteins, das die extrazellulire Region eines G-
Protein-gekoppelten Rezeptors (GPCR, Schema 43) nach-
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Schema 43. A) Intramolekulare NCL zur Synthese von ECD-Dominen. B) Strategie zur Herstellung von synthetischem CRF1.
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ahmt.”?! GPCRs binden ihre Liganden durch extrazellulire
Bindungsdominen (ECDs), bestehend aus einer N-termina-
len Region (ECD1) und drei Schleifen (ECD2-4), die die
transmembranidren Helices miteinander verkniipfen. Im Fall
des Rezeptors 1 des Corticotrophin freisetzenden Faktors
(CRF1) ist Urocortin 1 ein natiirlicher Peptidagonist, der
ausschlieBlich an die 16sliche N-terminale ECD1 bindet.’!
Im Unterschied dazu benotigt ein weiter bekannter Agonist,
Sauvagin, den gesamten CRF1-Rezeptor, um hochaffin zu
binden, was impliziert, dass die drei Schleifen (ECD 2—4) eine
wichtige Rolle bei der Bindung dieses Liganden spielen.”*

Um diese Vermutung néher zu untersuchen, wurden die
Bindedoménen ECD 1-4 nacheinander auf ein synthetisches
Peptidtemplatt?! ligiert, das als Geriist fiir die raumliche
Anordnung der extrazellularen Fragmente von CRF1 diente.
Das Templat wurde auf der Basis eines verzweigten Peptids
konstruiert, das eine MIC-Gruppe (siche Abschnitt 4.3.1), ein
Dde-geschiitztes Lys, ein ungeschiitztes Lys und letztlich eine
Triglycin-Einheit enthielt, die Ligationen mithilfe der Sorta-
se A ermdglichte (siche Abschnitt 5.2). Die weiteren Reste
des Templats dienten zur Justierung des Abstands der funk-
tionellen Gruppen und zur Vermittlung der Loslichkeit der
Konstrukte. Synthetische cyclische Peptide 233, die die drei
Schleifenregionen des CRF1-Rezeptors (ECD2-4) nach-
ahmen, wurden durch intramolekulare NCL der linearen
Vorlduferpeptide 232 hergestellt (Schema 43 A). Fir die
Synthese wurde zunéchst der Cys-Rest des cyclischen ECD 4
durch die MIC-Strategie (siche Abschnitt4.3.1) mit dem
Templat konjugiert (Bildung von 234). In analoger Weise
wurden die zweite und dritte Doméne ECD2 und ECD3
konjugiert, nachdem weitere MIC-Gruppen installiert
worden waren, zunichst durch Reaktion von MIC-OSu mit
dem ungeschiitzten Lys und danach in gleicher Weise nach-
dem die Dde-Gruppe mit Hydrazin entfernt worden war.
Parallel dazu wurde der N-Terminus von CRF1 (ECD1) in E.
coli hergestellt. Dabei war die ECD1-Doméne C-terminal mit
der Erkennungssequenz der Sortase A versehen und wurde
mit der Triglycin-Einheit des Templats unter Sortasekatalyse
ligiert (siehe Abschnitt 5.2), wodurch das erwiinschte Prote-
inanalogon der extrazelluliren Fraktion von CRF1, 23§,
entstand (Schema 43B). Im Anschluss folgten Bindungsstu-
dien mit dem synthetischen CRF1-Rezeptor und dem Pep-
tidagonisten Sauvagin. Nur der synthetische CRF1-Rezeptor
konnte diesen Liganden binden, weder ECD 1 allein noch ein
Kontrollkonstrukt, dem ECD1 fehlte, waren hierzu in der
Lage. Dieses Ergebnis belegte, dass die Schleifen an der
Bindung zwischen CRF 1 und Sauvagin beteiligt sein miissen.
Dieser als kombinierte rekombinante, enzymatische und
chemische Synthesestrategie (CRECS) bezeichnete Ansatz
kann also zur Herstellung synthetischer GPCRs herangezo-
gen werden, die fiir Bindungsstudien mit den natiirlichen
Agonisten geeignet sind.[*!

7.6. Konvergente Strategien zur Ligation multipler Fragmente
Alle soweit besprochenen Strategien bediirfen der
schrittweisen Ligation der einzelnen Fragmente vom C- zum

N-Terminus. Zur Herstellung vollstdndiger synthetischer
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Proteine ist allerdings eine konvergente Synthese, bei der
mehrere Fragmente parallel ligiert werden konnen, erstre-
benswert. Eine konvergente Strategie setzt jedoch eine dop-
pelte Schiitzung der zentralen Fragmente am N-terminalen
Cys und am C-terminalen Thioester voraus. In diesem Zu-
sammenhang wurden von Danishefsky phenolische Ester
eingefiihrt, die wesentlich unreaktiver sind als die entspre-
chenden Thioester und zusatzlich tiber ein disulfidgeschiitztes
benachbartes Thiol verfiigen.”™@ Die phenolischen Ester
konnen durch Zugabe eines Uberschusses an Thiolen in
Thioester iiberfiihrt werden, indem die Disulfide reduziert
und somit eine O—S-Umlagerung induziert wird (siehe
Schema 4E und Schema 15).

Eine andere Strategie, die als kinetisch kontrollierte Li-
gation bezeichnet wird, wurde von Kent und Mitarbeitern
entwickelt."” Dieses Verfahren nutzt die unterschiedlichen
Reaktivititen von Alkyl- und Arylthiolen fiir konvergente
Proteinsynthesen.®”! Dabei sind Alkylthioester ausreichend
unreaktiv und nehmen nicht an Ligationsreaktionen teil,
wenn konkurrierende Arylthiole vorhanden sind, und sie to-
lerieren sogar ungeschiitzte N-terminale Cys-Reste ohne sig-
nifikante Selbstligation. Durch Zugabe von iiberschiissigen
Arylthiolen konnen sie jedoch durch einen Thiol-Thioester-
Austausch in reaktive Arylthioester tiberfiihrt werden. Bei
kinetisch kontrollierten Ligationen wird das zentrale Frag-
ment 237, das iiber ein N-terminales Cys und einen C-termi-
nalen Alkylthioester verfiigt, iber das N-terminale Cys mit
einem Arylthioester 236 verkniipft. Danach wird der C-ter-
minle Alkythioester des Ligationsprodukts 238 iiber einen
Thiol-Thioester-Austausch in einen Arylthioester tiberfiihrt
und kann so am nichsten Ligationsschritt teilnehmen (Sche-
ma 44). Diese Methode erméglicht die parallele Ligation
multipler Fragmente und somit eine vollstandig konvergente
Synthese von Proteinen. Die Anwendbarkeit dieses Verfah-
rens wurde am Beispiel der konvergenten Synthese der Pro-
teine Crambin und Lysozym demonstriert (Schema 44).527:3]
In letzterem Falle wurde das 130 Aminosduren umfassende
Lysozym aus vier Fragmenten hergestellt. Das gefaltete syn-
thetische Enzym zeigte volle enzymatische Aktivitdt und
seine Rontgenkristallstruktur war identisch mit der des bio-
logisch produzierten Lysozyms.

8. Zusammenfassung

Das heute verfiigbare Repertoire an chemoselektiven
Ligations- und Modifikationstechniken bildet die Grundlage
bedeutender Fortschritte in der chemischen Biologie, da
solche Methoden die Moglichkeit bieten, funktionelle Aus-
wirkungen molekularer Verdnderungen in Proteinen zu be-
obachten, und das sogar im zelluldren Zusammenhang. Dabei
ist es sowohl die Qualitét als auch die schiere Zahl an che-
mischen Methoden (oder mit anderen Worten eine prallge-
fiillte Werkzeugkiste), die dieses Gebiet entscheidend vor-
angebracht haben. Obwohl viele dieser Methoden bereits
Anwendungen fanden, sind Chemiker und Biologen weiter-
hin an der Entdeckung und Entwicklung neuer chemoselek-
tiver Verfahren zur Herstellung modifizierter Proteine inter-
essiert. Besonderes Augenmerk gilt hier der Verwendung
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Schema 44. Konvergente Ligation multipler Fragmente durch kinetisch kontrollierte Ligation.

leicht verfiigbarer Ausgangsverbindungen sowie milden Re-
aktionsbedingungen, die auch Anwendungen in vivo erlau-
ben.

Die grofle Zahl an beschriebenen Ligationsmethoden in
Kombination mit konvergenten Synthesestrategien stellt alle
Schliisselelemente fiir eine chemische Totalsynthese von na-
tiirlichen oder nichtnatiirlichen Proteinen mit noch zu erfor-
schenden Eigenschaften bereit. Es erscheint wahrscheinlich,
dass synthetische Proteine in naher Zukunft weit mehr als
reine Beweise der Machbarkeit sein werden und sich viel-
mehr als wichtige Hilfsmittel fiir biomedizinische oder bio-
chemische Untersuchungen aller Art etablieren.*!!

Die Autoren danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(DFG) fiir die Forderung im Rahmen des Emmy-Noether-
Programms (HA 4468/2-1 und SCHW 1163/3-1) und des
SFB765, dem BMBF und dem Fonds der Chemischen Indu-
strie (FCI). Dr. Constantin Czekelius, Dr. Karl-Christian
Mittermiiller, Dr. Remigiusz Serwa, Dr. Verena Bohrsch und
Michaela Miihlberg wird fiir sorgfiltige Korrekturen und
hilfreiche Diskussionen wihrend der Erstellung des Manu-
skriptes gedankt. Wir danken Prof. Herbert Waldmann fiir die
Grafik des Ras-Proteins in Schema 31 A und Nico Rind fiir die
Erstellung der Vortitelgrafik.
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