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Linearer Aufbau eines reinen Glykoenzyms
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Kohlenhydrate · Native chemische Ligation

Posttranslationale Modifi-
kation (PTM),[1] also die Ver-
�nderung eines Proteins nach
dessen Biosynthese, h�ufig
sogar erst nach dessen Fal-
tung, betrifft typischerweise
die funktionellen Gruppen
der Seitenketten. Dennoch ist
PTM mit den Vorg�ngen der
Transkription und Translation
nicht vergleichbar; es handelt
sich um einen von Matrizen
unabh�ngigen Prozess, der
h�ufig unvorhersehbar ver-
l�uft und komplexe Mischun-
gen posttranslational modifi-
zierter Proteine erzeugt, die
zum Teil unterschiedliche Ei-
genschaften aufweisen. Der-
artige Mischungen erschwe-
ren ein vollst�ndiges Ver-
st�ndnis der biologisch gewonnenen PTM-Produkte und ihrer
Struktur-Aktivit�ts-Beziehungen. Eine m�gliche L�sung f�r
dieses Problem bietet der chemische Aufbau.[2]

Glykosylierung, die bei Weitem vielf�ltigste Modifikati-
on, tritt sowohl posttranslational als auch cotranslational auf.
Sch�tzungen zufolge liegen um 70% aller Oberfl�chenpro-
teine humaner Zellen glykosyliert vor, wobei die Funktion
der Glykosylreste in vielen F�llen ungekl�rt ist. Aus diesem
Grund wurde die Herstellung reiner Glykoproteine[3, 4] bereits
als eine der großen Herausforderungen der organischen
Synthese charakterisiert.[5]

Die Herstellung modifizierter Proteine, z. B. Glykopro-
teine, kann auf der Grundlage retrosynthetischer Bindungs-
br�che und -kn�pfungen prinzipiell in drei Strategien einge-
teilt werden (A–C in Schema 1).[3] Modus C beschreibt die
Ver�nderung einer existierenden Modifikation, was h�ufig
ortsspezifisch durch selektive Biokatalysatoren erzielt wird.
Allerdings ist die Methode per Definition von einer bereits
existierenden Modifikation an einem bekannten Ort abh�n-

gig, weshalb sie h�ufig als Glykoprotein-Remodellierung
(„glycoprotein remodeling“) bezeichnet wird.

Modus B, die ortsspezifische konvergente Einf�hrung ei-
ner Modifikation, verwendet typischerweise ein bereits ge-
faltetes Proteinger�st, das h�ufig mithilfe eines einfachen
Expressionssystems wie E. coli gewonnen wird. Hierbei
k�nnen sogar komplexere, eigens synthetisierte Modifika-
tionen eingef�hrt werden. Modus A stellt eine alternative
Strategie dar und beschreibt den linearen Einbau modifi-
zierter Aminos�uren oder Peptide in eine wachsende Pep-
tidkette. Theoretisch entspricht dies beispielsweise der Ver-
wendung eines modifizierten (glykosylierten) Aminos�ure-
bausteins bei der Festphasensynthese von Peptiden (solid-
phase peptide synthesis, SPPS). Jedoch erweist sich die Fest-
phasensynthese außer f�r die kleinsten Proteine als unzurei-
chend, weil auf diese Weise nur Peptide mit einer L�nge von
typischerweise < 50–100 Aminos�uren zug�nglich sind. Die
Methode ist eher geeignet, um „Glykopeptidfragmente“ von
Proteinen bereitzustellen.[3, 6]

Die lineare Kupplung solcher Glykopeptidfragmente
w�rde Kettenl�ngen erm�glichen, die denen nat�rlicher
Glykoproteine nahe k�men. Eine Methode f�r einen solchen
linearen Zusammenbau nach Modus A, die native chemische
Ligation (NCL), stellt ein leistungsf�higes Verfahren f�r
derartige Glykoproteinkupplungen dar.[7–12] Dieser Prozess,
der an anderer Stelle hervorragend zusammengefasst wur-
de,[13–16] umfasst typischerweise die chemoselektive Reaktion

Abbildung 1. Strategien zur Glykoproteinsynthese.
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des N-terminalen Cysteinrests eines Peptids mit dem C-ter-
minalen Thioester eines anderen.

Prinzipiell verl�uft die Ligation durch eine Thio-Umes-
terung, gefolgt von einer spontanen und im Wesentlichen ir-
reversiblen S!N-Acyl�bertragung zur Bildung einer nativen
Peptidbindung. Diese Methode der Proteinsynthese beruht
auf Beobachtungen, die Wieland et al.[17] bereits in den 1950er
Jahren gemacht hatten, sie wurde jedoch erst in den 1990er
Jahren von Kent und Mitarbeitern eingef�hrt und seither auf
ihren Nutzen hin optimiert.[10] Die Tatsache, dass NCL in
w�ssriger Umgebung ausgef�hrt werden kann und keine
Schutzgruppen erfordert, f�hrte zu einer wachsenden An-
wendung bei der Synthese gr�ßerer Glykopeptide und Gly-
koproteine, f�r die einige beeindruckende Beispiele ver�f-
fentlicht wurden.

Die NCL-Strategie wurde im Besonderen durch eine
Variante verbessert, die als Ligation exprimierter Proteine
(„expressed protein ligation“, EPL) bezeichnet wird[14] und
bereits beim Einbau von Cysteinresten am C- oder N-Ter-
minus bakteriell exprimierter Proteine Verwendung
fand.[14,18, 19] Sie kann zur Synthese von Peptidthioestern (aus
dem beim Intein-Spleißen gebildeten Cysteinseitenketten-
Thioester) oder von Peptiden mit N-terminalen Cysteinres-
ten, die als Komponenten f�r die NCL n�tig sind, durch ein
Expressionssystem verwendet werden. �konomischer als die
Standardmethoden der SPPS er�ffnet die EPL somit einen
einfachen Zugang zu gr�ßeren Proteinger�sten. Als an-
schauliches Beispiel wurde schon fr�h die Sequenz des
Mannan-bindenden Proteins (MBP) in Fusion mit dem N-
Terminus des Inteins aus dem mutierten VMA-Gen von
Saccharomyces cerevisiae in E. coli exprimiert. Das mithilfe
dieses Fusionskonstrukts erzeugte Protein enth�lt zudem eine
Chitin-Bindedom�ne zur einfachen Aufreinigung. Das
Selbstspleißen des Inteinabschnitts aus der Bindedom�ne
nach der Expression erm�glichte die NCL des resultierenden
Peptidthioesters an kurze Acylakzeptorpeptide mit zwei bis
drei Aminos�uren, z.B. Cys-Asn(GlcNAcb).[20] Derartige
Inteine sind heutzutage umfassend anwendbar und verf�gbar,
sodass k�ufliche Expressionsvektoren und Systeme („Kits“,
z.B. IMPAC-System) von zahlreichen Arbeitsgruppen einge-
setzt werden. Beispielsweise verwendeten Imperiali, Ha-
ckenberger und Mitarbeiter ein Intein-Systeme bei der Syn-
these des Immunproteins Im7.[21]

In einem wichtigen Beispiel nutzten Macmillan und Ber-
tozzi die EPL zur Konstruktion dreier definierter Modell-
glykoproteine f�r GlyCAM-1 (132 Aminos�uren) und de-
monstrierten somit die erste modulare Synthese biologisch
relevanter Glykoproteine.[22] Das mucin�hnliche Glykopro-
tein GlyCAM-1 dient als Ligand bei der Leukozyten-Auf-
nahme („homing“) und besteht aus zwei flankierenden Mu-
cindom�nen an einer nichtglykosylierten Kerndom�ne. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden semisynthetische Varianten
des Proteins erhalten, die die glykosylierte N-terminale Do-
m�ne (1), die glykosylierte C-terminale Dom�ne (2) oder
beide Dom�nen in glykosylierter Form (3) aufwiesen. Die N-
terminale glykosylierte Dom�ne (1) wurde durch NCL eines
glykosylierten Thioesterpeptids und GlyCAM-1 (Aminos�u-
ren 41–132) erhalten, das wiederum in einem IMPACT-CN-
Inteinfusionsvektor exprimiert worden war. GlyCAM-1 41–

132 mit dem N-terminalen Cysteinrest wurde als Intein/Chi-
tinbindedom�ne-Fusionsprotein exprimiert, an chitinmodifi-
zierten K�gelchen aufgereinigt und anschließend unter Ver-
wendung von Faktor-Xa-Protease von seiner C-terminalen
Intein/Chitinbindedom�ne abgetrennt. Die C-terminal gly-
kosylierte Dom�ne (2) erforderte eine im Vergleich zur N-
terminalen Glykoform (1) umgekehrte Synthesestrategie, die
von einem bakteriell erzeugten Thioester (GlyCAM-1 1–
77)[22] und einem synthetischen N-terminalen Cystein-Gly-
kopeptid (78–132) ausging, das durch SPPS und NCL erzeugt
wurde. Die noch fehlende N- und C-terminal glykosylierte
Variante (3) wurde aus dem erw�hnten Glykopeptid 78–132
konstruiert und unter Verwendung einer kleinen Menge an 2-
Mercaptoethansulfons�ure (MESNA) mit einer bakteriell
exprimierten Kerneinheit (C41-S77) verkn�pft. Das resul-
tierende Intermediat wurde anschließend auf �hnliche Weise
wie im Fall der N-terminal glykosylierten Dom�ne (1) mit
Faktor Xa ligiert, wobei die N- und C-terminal glykosylierte
Glykoform (3) nicht weniger als 13 N-Acetylglucosamine an
vorherbestimmten Positionen aufwies.[23]

In zwei k�rzlich erschienenen Arbeiten beschrieben nun
Unverzagt und Mitarbeiter Fortschritte bei der leistungsf�-
higen Synthese einer einzelnen Glykoform eines Enzyms.[40,41]

Man w�hlte ein exzellentes Modellsystem zur Demonstration
der Strategie aus. Ribonuclease (RNase) ist ein Protein aus
124 Aminos�ureresten, dessen Aktivit�t in einer einzelnen N-
Glykosylierung an Asn34 begr�ndet ist. Daher gilt RNase als
Musterbeispiel f�r die Funktion von Glykoproteinen. In einer
Arbeit von Rudd, Dwek et al. aus dem Jahr 1994[24] wurde
RNase-B, eine glykosylierte Form (Glykoform) von RNase,
als Modell verwendet, um die Effekte der Glykosylierung auf
die Funktion eines Proteinger�sts zu analysieren. Es gelang
ihnen, verschiedene Glykoformen von RNase-B duch Kapil-
larelektrophorese zu trennen; dabei zeigte sich, dass unter-
schiedliche Zucker bei identischer Prim�rsequenz zu ver�n-
derten Hydrolyseaktivit�ten f�hrten. In Anbetracht der vier
im Protein enthaltenen Disulfidbr�cken wurde RNase eben-
falls h�ufig f�r detaillierte Untersuchungen zum Disulfid-
„Scrambling“ verwendet sowie zur Entwicklung von Strate-
gien f�r die enzymgest�tzte Peptidligation (auch glykosy-
lierter Varianten)[25] und Enzym-Remodellierung.[26]

Das glykosylierte Fragment 30–68 von RNase wurde zu-
vor erfolgreich von Unverzagt und Mitarbeitern unter Ver-
wendung von SPPS- und NCL-Methoden hergestellt. Es
handelte sich dabei um die erste Synthese eines Peptids mit
komplexem N-Glykosyl-Substituenten durch NCL.[27] Ein
Fmoc-gesch�tzter Asparaginrest, der mit einem ungesch�tz-
ten biantenn�ren Heptasaccharid glykosyliert vorlag, wurde
mithilfe von 1-Benzotriazolyloxy-tris(pyrrolidino)phospho-
nium (PyBOP) in Gegenwart von N,N-Diisopropylethylamin
(DIPEA) in einen Pentapeptid-Linker eingef�hrt, der �ber
einen „Safety-catch“/Rink-Amid-Doppellinker an die Fest-
phase gebunden war.[28] Die Aktivierung des Glykosylaspa-
ragins erzielte in situ die h�chsten Kupplungsausbeuten, und
freie Hydroxygruppen konnten ohne Aktivierung des „Saf-
ety-catch“-Linkers gesch�tzt werden. Das so entstandene
Glykopeptid wurde mit SPPS weiter verl�ngert, bevor der
„Safety-catch“-Linker durch Behandlung mit Natriumthio-
phenolat gespalten und der resultierende Thioester mit NCL
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an das Proteinfragment RNase 40–68 gekuppelt wurde. Die
neuartige Linkerkonstruktion erm�glichte eine schnelle LC-
MS-Analyse nach saurer Spaltung des Rink-Amid-Linkers,
sodass die zweistufige Spaltungsreaktion, die sonst bei SPPS
h�ufig erforderlich war, vermieden werden konnte.

Zur Erzeugung der Peptide mit N-terminalen Cystein-
resten (als Acyl-Akzeptoren f�r die NCL) sind diverse Wege
g�ngig, z.B. die Verwendung von TEV-Protease,[29] Brom-
cyan[30] oder Faktor Xa,[23] der in der RNase-Synthese von
Unverzagt verwendete Inteinansatz ist dagegen selten anzu-
treffen. Das k�ufliche IMPACT-System wurde auch in dieser
Arbeit verwendet, wobei eine Expression in E. coli, wie
h�ufig der Fall, zur Bildung unl�slicher Proteinaggregate
f�hrte. Wegen der intrazellul�ren Pr�zipitation von vermut-
lich fehlgefaltetem Protein war das Intein nicht zur Selbst-
spaltung in der Lage. Eine L�sung f�r dieses Problem bietet
die Resolubilisierung mit Denaturierungsreagentien wie
Guanidinhydrochlorid, um nach anschließender Verd�nnung
das l�sliche, umgefaltete Proteins zu erhalten. Nach einigen
Versuchen mit dieser etablierten Methode griffen Unverzagt
et al. zu einem neuartigen Ansatz, der besonders f�r thiol-
reiche Proteine n�tzlich sein k�nnte. Sie verwendeten ein
Carboxyethylmethanthiosulfonat(MTS)-Reagens,[31] um die
sieben Thiolgruppen des Proteinfragments unter den Bedin-
gungen von Resolubilisierung und Umfaltung effektiv als
gemischte Disulfide zu sch�tzen. Die Intein-Aspartamid-
Gruppe erwies sich weiterhin als aktiv und erzielte hervor-
ragende Ausbeuten an abgespaltenem disulfidmodifiziertem
RNase-Fragment. Hierbei war die Verwendung von MTS-
Reagentien zur Bildung disulfidgesch�tzter Produkte allen
anderen Methoden �berlegen.

Die disulfidgesch�tzten Fragmente von RNase erwiesen
sich anschließend in der Synthese weiterer bemerkenswerter
RNase-Varianten durch die Arbeitsgruppe Unverzagt als
�beraus wertvoll. Zun�chst erm�glichte die durch Thiophenol
beschleunigte NCL des disulfidgesch�tzten Fragments mit
dem auf dem Inteinweg gewonnenen Thioester RNase 1–39
binnen zwei Tagen einen Zugang zur vollst�ndigen RNase
(nach Entsch�tzung mit 1,4-Dithiothreitol). Interessanter-
weise konnten die Ausbeuten durch die Verwendung eines
Handschuhkastens (< 10 ppm Sauerstoff) verbessert werden.
(Vermutlich wird die Bildung unl�slicher Nebenprodukte mit
falscher Disulfidverkn�pfung vermieden.) Die nachfolgende
Umfaltung in Gegenwart eines Gluthation-Redoxpaars
f�hrte zu den gew�nschten RNasen.

Mit dem so entwickelten Zugang zu einer nichtmodifi-
zierten kompletten RNase und der Erfahrung bei der Her-
stellung kleiner glykosylierter Fragmente 30–68 des Prote-
ins[27] verf�gte die Gruppe um Unverzagt �ber alle Voraus-
setzungen, um Glykoformen von kompletter RNase anzu-
streben. Pragmatisch wurde ein Zielmolek�l mit einem bi-
antenn�ren Nonasaccharid ausgew�hlt. Solche komplexen
Zucker sind einerseits bedeutsam f�r S�ugetiere, andererseits
kann der ben�tigte Baustein Gal2GlcNAc2Man5GlcNAc2-
Asn, der aus neun Zuckern und einer Aminos�ure besteht,
durch Extraktion und Verdau von Eigelb im Milligramm-
Maßstab gewonnen werden.[32] Durch diesen nat�rlichen
Zugang zu einem Glykoaminos�ure-Baustein konnte ein
Flaschenhals bei der Glykopeptid-/Glykoproteinsynthese

umgangen werden, denn chemische Totalsynthesen liefern
�blicherweise nur geringere Mengen.

Die anf�nglich verfolgte Strategie 1 (Schema 2) sah wie
zuvor der Bruch an Cys40 in zwei Fragmente vor: ein disul-
fidgesch�tztes Fragment und einen Thioester, in diesem Fall
f�r eine glykosylierte RNase 1–39. Obwohl die Gruppe mit
ihrem Doppellinker-PEGA-Harz[27] bereits Erfolg bei der
Pr�paration kleinerer Segmente mit Heptasacchariden ge-
habt hatte, konnte kein Fragment mit mehr als 20 Amino-
s�uren mit dem Nonasaccharid hergestellt werden. Hier zei-
gen sich die Schwierigkeiten, die schon mit Peptiden mode-
rater L�nge auftreten k�nnen, sobald diese Oligosaccharide
enthalten. Dieser Misserfolg machte einen weiteren Bruch an
Cys26 erforderlich, sodass in der modifizierten Strategie drei
Fragmente sequenziell durch NCL zusammengef�gt wurden:
RNase 1–25 als Thioester f�r den N-Terminus, glykosylierte
RNase 26–39 f�r den zentralen Abschnitt sowie das disul-
fidgesch�tzte Fragment 40–124 f�r den C-terminalen Ab-
schnitt. Das Anf�gen von mehr als einem Fragment mit NCL
setzt die Sch�tzung des N-Terminus (z. B. durch Thiazolidine)
voraus, um eine Homokupplung des Thioesters zu vermeiden.

Allerdings konnte die Synthese des glykosylierten Zen-
tralabschnitts am Doppellinker-System auch durch die Ver-
wendung eines tierischen „Pseudoprolins“ [33] sowie durch
Acetylierung zum Schutz der Hydroxygruppen des Glykans
vereinfacht werden. Zudem wurden potenziell oxidationsan-
f�llige Methionin-Seitenketten durch Norleucin ersetzt. Ent-
sch�tzung und Spaltung an der festen Phase ergaben den
gew�nschten Thiazolidin-gesch�tzten Thioester. Der N-ter-
minale Thioester 1–25 konnte ebenfalls unter Verwendung
eines tierischen Pseudoprolins in angemessener Ausbeute
gewonnen werden.

Nachdem alle ben�tigten Fragmente zug�nglich waren,
wandte man sich dem ersten Versuch einer Eintopfverfahrens
zu. Kent und Bang[34] hatten nahegelegt, dass dies einfach
durch die Zugabe von Methoxyamin (zur Entsch�tzung des
Thiazolins) nach der Verkn�pfung der beiden Fragmente er-
reicht werden kann, bevor der dritte Thioester zugegeben
wird. Im vorliegenden Fall verfolgten Unverzagt et al. eine
solche Strategie, die jedoch erwartungsgem�ß an der Reak-
tion des guten Nucleophils Methoxyamin mit dem dritten
Thioester (hier 1–25) scheiterte. Nach Entfernen des Thiaz-
olidins im Handschuhkasten und Gelfiltration wurde folglich
glykosylierte RNase 26–124, das Produkt aus den ersten bei-
den Fragmenten, isoliert. Die Ligation mit dem Thioester 1–
25 ergab innerhalb eines Tages das vollst�ndige Protein
RNase 1–124 als einzelne Glykoform. Durch Umfaltung
wurde wie zuvor nicht nur ein Protein erzeugt, dessen CD-
Spektrum sich mit demjenigen der nativ gefalteten Struktur
deckte, sondern im Wesentlichen auch ein hydrolytisch akti-
ves Enzym (ca. 50% der Aktivit�t von RNase A).

Es sei erw�hnt, dass die Erweiterung der Methoden, die
zur Synthese und Verkn�pfung von Glykopeptiden durch
NCL-Strategien verf�gbar sind, vor kurzem zur ersten kom-
plett chemischen Konstruktion anderer intakter kleiner Gly-
koproteine durch einen NCL-Zusammenbau nach Modus A
gef�hrt hat. Als Beispiele zu nennen sind der auf der kon-
ventionellen Kupplung von Thioestern und Cys-terminierten
Peptiden beruhende Einbau eines vollst�ndigen komplexen

Highlights

4770 www.angewandte.de � 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2009, 121, 4768 – 4772

http://www.angewandte.de


humanen Sialyloligosaccharids in das 76 Aminos�uren lange
Glykoprotein MCP-3[35] sowie die Synthese des 82 Amino-
s�uren langen Glykoproteins/Peptids Diptericin e unter Ver-
wendung zuckergest�tzter Ligationsmethoden.[36] Zwar sind
diese Beispiele durchaus beeindruckend, allerdings sind die
aufgebauten Sequenzen k�rzer als die hier beschriebene
RNase und typische Glykoproteine. (Die Unterscheidung
zwischen Protein und Peptid ist dabei eher eine Frage der
Semantik.)

Nichtsdestotrotz stellt die erste Synthese eines aktiven
glykosylierten Enzyms durch Unverzagt und seine Gruppe,
die dabei eine NCL-Strategie nach Modus A verfolgten, f�r
mich einen Meilenstein der Glykoproteinforschung dar.
Entscheidend ist dabei, dass die zunehmende Verbreitung der
NCL-Technik insofern richtungsweisend wirken kann, als sie
die Proteinfunktion in den Mittelpunkt stellt. Die Struktur-
Aktivit�ts-Beziehungen f�r den Effekt von Glykosylierungen
auf die Enzymaktivit�t sind bereits unter Verwendung von
isolierten Proben[24] und an nach dem Modus B hergestellten
Glykoenzymen untersucht worden.[37,38] Allerdings erforder-
ten diese Ans�tze entweder große Probenmengen und um-
fangreiche Aufreinigungsprotokolle, oder sie nahmen nicht-
nat�rliche Peptidverkn�pfungen innerhalb der Proteine in
Kauf. Die Verwendung von NCL f�r die Herstellung syn-
thetischer Proteine ben�tigt einiges an Expertise, da

Schwierigkeiten wie die anschließende Umfaltung[39] von li-
nearen Konstrukten zu einem aktiven Protein mit der richti-
gen Terti�rstruktur gelegentlich �bergangen werden. Nichts-
destotrotz wird die NCL zunehmend als Synthesemethode f�r
exakte Proteinkonstrukte wahrgenommen. Im vorliegenden
Fall erm�glichte das enzymatische Modellsystem einen ro-
busten und stringenten Funktionstest. Auch wenn die von
Unverzagt hergestellten Varianten weiterhin nichtnat�rliche
Aminos�uren enthalten (Nle statt Met), zeigte die Synthese
doch zum ersten Mal, wie eine realistischere Variante erzeugt
werden k�nnte, die eine authentische N-Verkn�pfung enth�lt
(vom Asn-Amid zu Glykan).
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