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Die Rolle, die Konjugation und Dekonjugation von Modifi-
kationsproteinen wie Ubiquitin und SUMO in Bezug auf ihre
Zielproteine spielen, hat sich zu einem der spannendsten
Gebiete der Molekularbiologie und Pharmaforschung ent-
wickelt.[1] Die Entwicklung neuer Therapeutika, die mit
diesen regulatorischen Signalwegen wechselwirken, erfordert
einerseits den Zugang zu markierten und derivatisierten
Modifikationsproteinen und andererseits passende Konjuga-
tionstechniken.[2] Zwar kçnnen in einigen F�llen das Modifi-
kationsprotein, das Zielprotein und die spezifische Ligase aus
nat�rlichen Quellen gewonnen werden, allerdings konzen-
triert sich die Forschung zunehmend auf synthetische Me-
thoden um die bençtigten Proteine herzustellen und an-
schließend ihre biologische Bedeutung zu untersuchen.[2,3] In
diesem Zusammenhang wird die native chemische Ligation
(NCL) von C-terminalen Thioestern von Modifikationspro-
teinen mit einem 5-Thiolysin-Rest eines anderen Proteins die
Bedeutung dieses Ansatzes zeigen.[4] Der nichtnat�rliche 5-
Thiolysin-Rest kann durch chemische Totalsynthese,[5] Semi-
synthese ausgehend von exprimierten Proteinsegmenten[6]

oder ribosomalen Einbau in das
Zielprotein inkorporiert werden.[7]

Er wurde bereits genutzt, um Ubi-
quitin mit a-Synuclein[6] und
SUMO[7] zu konjugieren und um
Di-,[4, 8] Tri-[5] und Tetraubiquitine
zu synthetisieren.[9]

Die total- und semisyntheti-
schen Ans�tze zur Herstellung von
Modifikationsprotein-Protein-Kon-
jugaten erfordern C-terminale De-
rivate der Modifikationsproteine.
Der Zugang zu solchen Derivaten
beschr�nkt sich momentan auf
Ubiquitin,[4, 5, 8–10, 11a] SUMO, Nedd8
und ISG15.[11a] Die entsprechen-
den, f�r die NCL nçtigen, Thioester
werden entweder totalsynthetisch,

semisynthetisch durch NCL eines exprimierten Proteinfrag-
ments oder durch Gebrauch spezifischer E1-Enyzme[11a] her-
gestellt. Die Erweiterung dieser Technik auf die Herstellung
und Inkorporation anderer Modifikationsproteine wie
FUB1,[12] MUB[13] und UFM1[14] w�rde entweder die Ex-
pression Intein-bildender Fusionsproteine mit anschließen-
dem Abfang durch ein exogenes Thiol,[15] die Verwendung
von spezifischen E1-Enzymen oder die chemische Totalsyn-
these von C-terminalen Thioestern erfordern. Die Grçße
diese Modifikationsproteine (70–140 Aminos�uren) schließt
im Allgemeinen eine lineare Festphasensynthese der Thio-
ester aus, und viele d�rften auch außerhalb der Reichweite
von Zwei-Segment-Ligationen sein. Eine Drei- oder Vier-
Segment-Ligationsstrategie ist also nçtig.

Wir berichten hier �ber die chemische Synthese von C-
terminalen Varianten des Ubiquitin-Faltungsmodifikations-
protein 1 (UFM1) durch mehrfache Segmentligation mittels
der a-Ketos�urehydroxylamin(KAHA)-Ligation mit 5-
Oxaprolin (Opr). Alle f�r die Ligation nçtige Peptidfrag-
mente kçnnen ohne Probleme durch �bliche Fmoc-Festpha-

senpeptidsynthese (SPPS) erhalten werden. Die N-terminal
Fmoc-gesch�tzen Opr-Peptide sind stabil gegen�ber Ab-
spaltung von der Festphase, Aufreinigung, Oxidation und
Ligation und kçnnen zudem schnell und sauber von dem
ansonsten ungesch�tzen Ligationsprodukt abgetrennt
werden. Diese Arbeit ist die erste Alternative zur nativen
chemischen Ligation, um nat�rliche Amidbindungen mittels
sequentieller, chemoselektiver Ligationen zu erhalten.[16]

Der Schl�ssel f�r jede sequentielle Ligationsstrategie
(Abbildung 1) ist die Identifikation von passenden Schutz-
gruppen f�r den N- oder C-Terminus eines Ligationsseg-
ments. Schutzstrategien f�r sequentielle NCL beinhalten die
N-terminale Sch�tzung von Cysteinresten als Thiazolidine

Abbildung 1. Sequentielle KAHA-Ligation. PG= Schutzgruppe, X = C-terminale Varianten.
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und ihre Freisetzung mit Hydroxylamin oder die Demaskie-
rung von C-terminalen Thioestern nach der Ligation durch
Umlagerung.[17] Die grçßte Limitierung der sequentiellen
NCL ist die Notwendigkeit mehrerer Cysteinreste, die gege-
benenfalls desulfuriert werden m�ssen, um eine Stçrung der
Proteinfunktion zu verhindern. Im Unterschied hierzu ergibt
die KAHA-Ligation mit Opr einen a-Homoserin-Rest (Hse,
T§), der als unsch�dlicher Ersatz f�r andere Aminos�uren
dienen kann.[18]

Das Hauptziel unserer Studie war die Identifikation einer
Schutzgruppe, welche die folgenden Anforderungen erf�llt:
1) Orthogonalit�t zu den in der SPPS �blichen, s�urelabilen

Schutzgruppen; 2) Resistenz gegen�ber den oxidativen Be-
dingungen, die f�r die Transformation von Cyanoschwefel-
yliden (SY) zu a-Ketos�uren (KA) nçtig sind; 3) Stabilit�t
w�hrend der Ligation und anschließenden Aufreinigung der
ungesch�tzten Peptidsegmente. Schutzgruppen, die durch
Thiole, Reduktion oder Metallkatalyse abgespalten werden –
wie Ns, Troc oder Alloc –, wurden als inkompatibel mit un-
gesch�tzten Peptiden befunden oder erf�llten nur teilweise
die umrissenen Kriterien. Eine Pr�fung basenlabiler Schutz-
gruppen deutete auf eine potentielle Inkompatibilit�t mit
ungesch�tzten funktionellen Gruppen bzw. auf eine mçgli-
cherweise schwierige Entsch�tzung nach der Ligation hin.

Schema 1. Synthese von UFM1-Peptidsegmenten: a) Synthese von UFM1-Fmoc-(30–60) 5, b) UFM1 (61–83) 7a, 7b und 7c, c) UFM1 (2–29) 9a
und 9b. DIPEA= N,N-Diisopropylethylamin, TFA =Trifluoressigs�ure, TIPS= Triisopropylsilan, Fmoc= 9-Fluorenylmethoxycarbonyl, Trt = Triphe-
nylmethyl, Pbf = 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydro-1-benzofuran-5-sulfonyl, HCTU ist ein Uronium-basiertes Kupplungsreagens.

.Angewandte
Zuschriften

9832 www.angewandte.de � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 9831 –9835

http://www.angewandte.de


Trotz dieser Bedenken – und mangels besserer Alternativen –
entschieden wir, eine Fmoc-basierte Schutzstrategie zur se-
quentiellen Ligation mit Opr zu untersuchen. Wir syntheti-
sierten enantiomerenreines (S)-N-Fmoc-Opr 1 (siehe Hin-
tergrundinformationen) ausgehend von modifizierten Vor-
schriften aus der Literatur.[18, 19]

Innerhalb unserer Synthesestudien �ber neue Modifika-
tionsproteine wollten wir den Zugang zu drei C-terminalen
Varianten von UFM1 ermçglichen: 1) zur C-terminalen
Carbons�ure, die mittels passender E1-Ligase an ein Ziel-
protein konjugiert werden kçnnte; 2) zum passend ge-
sch�tzten C-terminalen Thioester, der mittels NCL an ein
Zielprotein, das einen 5-Thiolysin-Rest enth�lt, konjugiert
werden kann; 3) zum C-terminalen Amid, das als wichtige
Negativkontrolle in biochemischen Konjugationsstudien
dienen kçnnte. Die sequentielle Ligationsstrategie mit mo-
dularen Proteinsegmenten w�rde die effiziente Synthese von
C-terminalen Proteinvarianten bei minimalem Syntheseauf-
wand ermçglichen. Im Allgemeinen ist die SPPS-basierte
Synthese C-terminaler Proteinvarianten im Unterschied zu
N-terminalen Modifikationen m�hsam, da eine individuelle
SPPS-Synthese jeder C-terminalen Variante nçtig ist.[20]

Unsere sequentielle Strategie zur Synthese von UFM1-
(2–83)-Varianten erfordert die Synthese von drei Segmenten
(Schema 1). Wir w�hlten Ligationspositionen zwischen
Phe29-Thr30 und Ala60-Gln61. Diese Strategie erg�be C-
terminal modifiziertes UFM1 mit zwei Mutationen im Ver-
gleich zur nat�rlichen Sequenz: T30T§ und Q61T§. Sie er-
mçglichte es uns, die KAHA-Ligationen mit N-terminalem
Opr und Ala- bzw. Phe-KA zu evaluieren, in bisherigen
Studien wurden Leu-, Tyr- und Glu-KA untersucht.

Die Herstellung von Fmoc-Opr-(31–60)-a-KA 5, der
Basis dieser sequentiellen Strategie, erfolgte mit unserer
fr�her entwickelten Methode zur Synthese von Peptid-a-KA
(Schema 1a). Cyanoschwefelylid-Linker auf Rink-Amid-
Harz 3 wurden genutzt, um UFM1 (31–60) mittels automa-
tisierter SPPS zu synthetisieren.[21] Fmoc-Opr 1 wurde ma-
nuell mit HBTU gekuppelt. Entsch�tzung der Seitenketten
und Abspaltung des Peptides vom Harz ergab 4 ohne jegliche
Nebenprodukte. Ungesch�tztes SY 4 wurde mit Dimethyl-
dioxiran (DMDO) oxidiert und durch pr�parative HPLC
aufgereinigt. Es wurde analytisch reine a-KA 5 erhalten. Das
N-terminale Opr30 wurde durch die gesamte Prozedur nicht
beeintr�chtigt und ist stabil.

UFM1-(61–83)-Segmente mit drei unterschiedlichen C-
Termini und ungesch�tztem N-terminalen Opr61 (7a–c)
(Schema 1b) wurden mit Standardmethoden synthetisiert.[18]

Das C-terminale Amidsegment 7a und das C-terminale Car-
bons�uresegment 7b wurden mit Fmoc-SPPS auf Rink-
Amid- bzw. HMPB-Harz hergestellt. Die Thioester-Vorstufe
7c wurde ausgehend von Rink-Amid-Harz, das mit Fmoc-N-
Me-Cys(o-NO2-Bn)-OH beladen war, synthetisiert.[9] In jeder
Synthese wurde automatisierte SPPS benutzt, um die Peptide
zu Rest 62 (6a–c) zu verl�ngern, und (S)-N-Boc-Opr61 2
wurde durch manuelle Kupplung mit HCTU eingef�hrt. Die
folgende, s�ureinduzierte Abspaltung von der Festphase und
anschließende Aufreinigung ergab die ungesch�tzten Peptide
7a–c.

Die N-terminalen Segmente, UFM1 (2–29)-a-KA 9a und
9b (Schema 1 c), wurden durch SPPS auf 3, gefolgt von saurer
Abspaltung vom Harz, Oxidation mit DMDO und Aufreini-
gung durch HPLC erhalten. Diese Prozedur ergab die Phe-a-
KA entweder mit einem freien N-Terminus (9a) oder mit
einem Fmoc-markierten N-Terminus (9b).

Unsere Studien zur Ligation der einzelnen Segmente
begann mit der Ligation von a-KA 5 und Opr 7a, wobei ein
kleiner �berschuss des a-KA Segment benutzt wurde (1:1.3–
2.0 �quivalente). In unseren bisherigen Untersuchungen zur
Opr-KAHA-Ligation fanden wir, dass ein hçherer Anteil
Wasser im Lçsungsmittel die Reaktion beschleunigt.[18]

Leider war die Ligation aufgrund der begrenzten Lçslichkeit
der Peptide bei Wasserkonzentrationen von mehr als 10 % in
DMSO (v/v) und gleichzeitig ausreichend hoher Peptidkon-
zentration (10–20 mm) nur schwer durchf�hrbar. Dennoch
verlief die Ligation in 10% Wasser in DMSO in Gegenwart
von 0.1m Oxal�ure bei 60 8C und Peptidkonzentrationen von
14–15 mm problemlos innerhalb von 20 Stunden und ergab
10a (Schema 2a). Es wurde kein Verlust der Fmoc-Schutz-
gruppe des gesch�tzten 5-Oxaprolins in Segment 5 beobach-
tet. Aufreinigung der Reaktionsmischung durch HPLC ergab
das Ligationsprodukt in 46 % Ausbeute. Anders als in unse-
ren bisherigen Arbeiten oder als in der zweiten Ligation
(siehe unten) wurde hier ein kleiner Anteil (ca. 10 %) eines
isomeren Nebenprodukts mit gleicher Molek�lmasse wie das
gew�nschte Produkt beobachtet,[22] welches allerdings leicht
durch pr�perative HPLC vom gew�nschten Ligationsprodukt
abgetrennt werden konnte.

Erfreulicherweise zeigt sich, dass das Fmoc-gesch�tzte
Opr30 stabil unter den Ligations- und Aufreinigungsbedin-
gungen war, es musste nun noch eine Methode zur schnellen
und effektiven Entsch�tzung entwickelt werden. Fmoc-Ent-
sch�tzungen werden typischerweise mit vollst�ndig ge-
sch�tzten Peptiden durchgef�hrt, und die Entwicklung eines
Protokolls zur Entsch�tzung von ansonsten ungesch�tzten
Peptiden in guten Ausbeuten erforderte einige Optimierung.
Es zeigte sich, dass vor allem die Wahl der richtigen Base und
der richtigen Reaktionstemperatur zur Vermeidung von Ne-
benprodukten essentiell sind. Nach sorgf�ltiger Optimierung
fanden wir, dass Peptid 10 a bei 10–15 8C mit 5% Et2NH in
DMSO binnen 5–10 min glatt zum gew�nschte Produkt 11 a
reagierte. F�r die Entwicklung der Prozedur entschieden wir,
das entsch�tzte Peptid vor der finalen Ligation mit HPLC
aufzureinigen. In allen anderen Synthesen wurde die Fmoc-
Entsch�tzung sofort nach der Ligation und im gleichen Re-
aktionsgef�ß durchgef�hrt. Beispielsweise wurde die Reak-
tionsmischung aus 5 und 7b, die 10b ergab, auf 10–15 8C ge-
k�hlt, mit einer Lçsung von 10% Et2NH in DMSO (End-
konzentration ca. 5 % Et2NH) versetzt und 10 min umgesetzt.
Das entsch�tzte Ligationsprodukt 11b wurde durch pr�pa-
rative HPLC aufgereinigt und in einer Gesamtausbeute von
45% erhalten. Dieses Verfahren verringert die Zahl an nç-
tigen Handhabungsschritten f�r die sequentiellen Ligationen
und erhçht somit die Gesamtausbeute. Diese In-situ-Ent-
sch�tzung wurde in allen folgenden Synthesen von UFM1
und anderen Proteinen verwendet.

Die finale Ligation zur Synthese der UFM1-Varianten
wurde zuerst mit dem Ligationsprodukt 11 a und dem Fmoc-
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markierten Peptid 9b untersucht, da letzteres aufgrund des
Fmoc-Chromophors eine einfache Beobachtung des Reakti-
onsverlaufs ermçglichte. Die Ligation wurde mit 1.0 �qui-
valenten 11 a und 1.4 �quivalenten 9b bei einer Peptidkon-
zentration von 20 mm in einer Mischung von 30 % Wasser in
DMSO und 0.1m Oxals�ure bei 50 8C durchgef�hrt. Nach
24 Stunden war die Reaktion vollst�ndig abgelaufen und
ergab 12 a in 45 % isolierter Ausbeute (Schema 2b). Es wurde
kein isomeres Nebenprodukt beobachtet. Qualitativ be-
trachtet war diese zweite Ligation effektiver und verlief bei
niedrigerer Temperatur als die erste, obwohl eine sterisch
anspruchsvollere a-KA (Phe vs. Ala) genutzt wurde. Wir
f�hren diese erhçhte Reaktivit�t bei niedrigerer Temperatur
auf eine erhçhte Lçslichkeit des Peptides und einen hçheren
Wasseranteil in der Reaktionsmischung zur�ck.

Die Strategie der sequentiellen Ligationen wurde ohne
Weiteres auch auf die Synthesen der C-terminalen UFM1-
Carbons�ure 12b und des maskierten Thioesters 12c ange-
wendet. In allen F�llen wurden sowohl die beiden Ligationen
als auch die Fmoc-Entsch�tzung unter �hnlichen Bedingun-

gen und mit vergleichbaren Ausbeuten wie bei der Synthese
der UFM1-Variante 12 a durchgef�hrt. Nur geringf�gige
�nderungen aufgrund der Lçslichkeit und der Ansatzgrçße
waren nçtig: Beispielsweise wurde die zweite Ligation von 9a
mit 11b zu 12b bei einer Peptidkonzentration von 9 mm in
25% Wasser in DMSO durchgef�hrt, und die Reaktion war in
24 h bei 50 8C abgeschlossen.

Die Reinheit, Identit�t und exakte Masse der finalen
Proteine wurde mittels analytischer HPLC, SDS-PAGE
(Abbildung 2b), hochauflçsender Massenspektrometrie
(FTMS) und Sequenzierung durch Tandem-Massenspektro-
metrie best�tigt. Die Terti�rstruktur der synthetischen
UFM1-Varianten spielt eine Schl�sselrolle f�r die biologische
Funktion. NMR-Studien von UFM1-Protein zeigten, das
mehrere b-Faltbl�tter und a-helikale Bereiche vorhanden
sind.[23] CD-Spektren der synthetischen UFM1-Varianten
12a, 12 b und 12c (aufgenommen bei 23 8C in 10 mm Nat-
riumphosphatpuffer mit 100 mm NaCl bei pH 6.0) deuten auf
die Gegenwart von gefaltetem Protein mit b-Faltblatt- und a-
helikalen Strukturen hin (Abbildung 2a).

Schema 2. Synthese von UFM1-Proteinen durch sequentielle KAHA-Ligationen: a) HPLC-Chromatogramme der Ligation zwischen UFM1 Fmoc-
(30–60)-KA 5 und (61–83)-N-Me-Cys(o-NO2Bn) 7c, b) HPLC-Chromatogramme der Ligation zwischen UFM1 (2–29)-KA 9a und (30–83)-N-Me-
Cys(o-NO2Bn) 11c.
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Es wurde gezeigt, dass Fmoc-gesch�tztes 5-Oxaprolin f�r
sequentielle KAHA-Ligationen zur Proteinsynthese geeignet
ist. Die Entwicklung dieser Strategie ermçglichte die einfache
Synthese dreier C-terminaler Varianten des UFM1-Proteins,
einem wichtigen, aber nicht ausreichend untersuchten Mo-
difikationsprotein von gegenw�rtigem Forschungsinteresse.
Diese Varianten stellen die bis heute grçßten Proteine mit
nat�rlichen Amid-Bindungen dar, die durch Segmentligatio-
nen und mit einer anderen Methode als der nativen chemi-
schen Ligation hergestellt wurden. Diese Studien werden
sowohl den Zugang zu synthetischen Modifikationsproteinen
verbessern als auch einen neuen Ansatz zum iterativen Seg-
mentzusammenbau zur chemischen Proteinsynthese bieten.

Eingegangen am 28. Mai 2012
Online verçffentlicht am 22. August 2012
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