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Abstract: Molekulare Template binden spezifisch Reaktanten
und erhçhen somit deren effektive Konzentration, was zur
Beschleunigung von chemischen Reaktionen f�hren kann.
Dieses Konzept wurde bereits erfolgreich auf einige Frage-
stellungen vor allem aus dem Bereich der Nukleins�ure-ver-
mittelten Chemie angewendet. Wir pr�sentieren die erste Pro-
tein-vermittelte Reaktion, welche die N-terminale Verkn�pfung
zweier Peptide ermçglicht. In Anwesenheit des Proteintemplats
wurde die Verkn�pfungsreaktion um mehr als drei Grçßen-
ordnungen beschleunigt. Die Templat-vermittelten Reaktionen
verlaufen hochselektiv und wurden erfolgreich f�r die kova-
lente Markierung eines Zielproteins direkt im Zelllysat ver-
wendet.

Die Steuerung der Selektivit�t und Geschwindigkeit che-
mischer Reaktionen steht im besonderen Fokus der natur-
wissenschaftlichen Forschung. In der klassischen Synthese-
chemie wird eine effektive Produktbildung durch den Einsatz
relativ hoher Eduktkonzentrationen erreicht. Ein grundle-
gend anderer Ansatz wird in biologischen Systemen realisiert,
in denen eine Vielzahl potentiell reaktiver Verbindungen in
sehr geringen Konzentrationen vorliegt. In diesem Fall
werden die Reaktanten spezifisch von Biomakromolek�len
erkannt, welche die gew�nschte chemische Transformation
vermitteln. Solche Makromolek�le wirken als Template,
indem sie die entsprechenden Reaktionspartner binden und
so deren effektive Konzentration erhçhen. Sind die entspre-
chenden funktionellen Gruppen korrekt ausgerichtet, so
kann das Templat eine spezifische und effiziente Produktbil-
dung bewirken. Dies erfolgt schon bei Konzentrationen, bei
denen nicht Templat-vermittelte Reaktionen nur sehr lang-

sam ablaufen.[1] Das Konzept Templat-induzierter Reaktio-
nen wurde bereits auf eine Reihe chemischer Fragestellungen
angewendet. Beispiele beinhalten die Selbstreplikation von
Nukleins�uren[2] und Peptiden,[3] den Aufbau dynamisch-
kombinatorischer[4] oder DNA-kodierter Substanzbibliothe-
ken[5] sowie den Nachweis von Nukleins�uren[6] und Protei-
nen.[7] Die biokompatible Modifikation von Proteinen ist ein
weiteres attraktives Feld f�r die Verwendung Templat-ver-
mittelter Reaktionen. Bisher wird dieser Forschungsbereich
von bioorthogonalen Reaktionen,[8] enzymatischen Transfor-
mationen[8a] und Ligand-vermittelten chemischen Reaktionen
dominiert.[9] Es wurden jedoch schon Templat-vermittelte
Reaktionen beschrieben, welche Peptid- und Foldamer-
template zur Verkn�pfung von Peptiden verwenden,[10] oder
Nukleins�uretemplate nutzen, um Peptidfragmente zu ligie-
ren.[11] Bisher wurden diese Ans�tze jedoch noch nicht in-
nerhalb komplexer biologischer Systeme und f�r die Mar-
kierung ganzer Proteine verwendet.

Unser Ziel war die Konzipierung einer Templat-vermit-
telten Peptidverkn�pfung (Abbildung 1 A), die selektive
Reaktionen innerhalb einer biologischen Matrix erlaubt. Mit

Abbildung 1. A) Konzept der Proteintemplat(T)-vermittelten Verkn�p-
fung des Elektrophil(E)-modifizierten Peptids A und des Thiol-enthal-
tenden Peptids B, was zur Bildung von Produkt P f�hrt. B) NMR-Struk-
tur (PDB 2LXT)[13] des Proteintemplats T (KIX-Dom�ne von CBP). Es
sind Peptide A und B (KIX-Bindungsdom�ne von CREB bzw. MLL) in-
klusive ihrer Sequenzen dargestellt (Tabelle S1 und Abbildung S4). Die
Struktur zeigt ausschließlich Bereiche, die f�r die Generierung des Pro-
teins und der entsprechenden Peptidliganden verwendet wurden.
Peptid B enth�lt ein zus�tzliches N-terminales Tryptophan (W), um
eine UV-spektroskopische Quantifizierung zu ermçglichen.
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dem Wissen um die außergewçhnlichen Oberfl�chenerken-
nungseigenschaften von Proteinen, entschieden wir uns eine
Proteindom�ne zu suchen, die in der Lage ist, gleichzeitig
zwei verschiedene Peptidsequenzen zu binden und somit als
Templat zu fungieren. Die KIX-Dom�ne (T, grau) des CBP
(CREB-bindendes Protein)[12] wurde diesbez�glich als mçg-
licher Kandidat validiert (Abbildung 1B). Diese Dom�ne
bindet diverse kurze Peptidsequenzen verschiedener Inter-
aktionspartner. Als Ligandenpaar w�hlten wir dabei Peptid A
(blau), ein Fragment von CREB (cAMP response element
binding protein, AS 120–146)[13] und Peptid B (orange), das
der KIX-bindenden Dom�ne von MLL (mixed lineage leuk-
emia, AS 2840–2859) entspricht.[13] All diese Proteine sind an
der Transkription eukaryotischer Zellen beteiligt und sollten
somit nicht mit dem von uns verwendeten prokaryotischen
Expressionssystem interferieren. Eine publizierte NMR-
Struktur des trimeren Komplexes B·T·A (Abbildung 1B,
PDB 2LXT)[13] diente als Ausgangspunkt f�r unseren De-
signprozess.

Zu Beginn wurde die Affinit�t des Proteintemplats T zu
Fluorescein-markierten Varianten der Peptide A und B mit-
tels Fluoreszenzpolarisation (FP) untersucht. Protein Twurde
daf�r mittels heterologer Expression aus Escherichia coli
gewonnen (Abbildung S5). Die Peptide wurden nach dem
Protokoll der Fmoc-basierten Peptidfestphasensynthese her-
gestellt. Ihre Identit�t und Reinheit konnte mittels HPLC in
Kombination mit Elektrosprayionisation-Massenspektrome-
trie (ESI-MS, Tabelle S1) verifiziert werden. Die FP-Mes-
sungen zeigten eine sehr schnelle Komplexbildung (< 5 min)
und lieferten Dissoziationskonstanten (Kd) im Bereich von
0.1 mm (Abbildung S6), was uns f�r Templat-vermittelte Re-
aktionen als hinreichend erschien.[14] Um eine schnelle Re-
aktion am Templat zu gew�hrleisten, ist die korrekte Orien-
tierung der funktionellen Gruppen von entscheidender Be-
deutung. Die Auswertung der NMR-Struktur zeigt, dass sich
die N-Termini beider Peptide in r�umlicher N�he befinden
(Abbildung 1B). Basierend auf diesem Befund entschieden
wir uns, eine Verkn�pfungsreaktion der N-Termini anzustre-
ben. Peptid B wurde zu diesem Zweck mit einem N-terminal
acetylierten Cystein modifiziert, wodurch eine nukleophile
Thiolfunktion eingef�hrt wird. Peptid A tr�gt dagegen eine
Thiol-selektive, elektrophile Gruppe (E), welche �ber einen
Polyethylenglykol(PEG)-Linker N-terminal angeh�ngt
wurde (Abbildung 1B).

Anf�nglich wurden verschiedene Elektrophile hinsicht-
lich ihrer Eignung getestet. Dazu gehçrten ein Maleimid
(A1), welches f�r seine hohe Reaktivit�t mit Thiolen bekannt
ist, zwei Acrylamide (A2 und A3) sowie ein Chloracetamid
(A4) (Abbildung 2A). Ein Fluoracetamidderivat (A5) diente
als Negativkontrolle, da keine Reaktion dieser Verbindung
mit Thiolen unter den angestrebten Bedingungen zu erwarten
ist. Die Peptide wurden an fester Phase aufgebaut und final,
nach Kupplung eines PEG-Linkers, mit der entsprechenden
elektrophilen Gruppe modifiziert (Abbildung S1). Um zu-
n�chst die allgemeine Reaktivit�t der elektrophilen Peptide
(A1–A5) zu evaluieren, wurden diese bei pH 7.4 und 30 8C in
einer gepufferten Lçsung mit hohen Konzentrationen des
wasserlçslichen Tripeptids Glutathion (G-SH, 10 mm) umge-
setzt. Die Produktbildung bei diesen Templat-unabh�ngigen

Reaktionen und die entsprechenden Anfangsgeschwindig-
keiten (v) wurden mittels HPLC bestimmt (Abbildung S8).
Das Chloracetamid-modifizierte Peptid A4 zeigte dabei eine
relative hohe Reaktivit�t und wurde als Referenz zur Be-
rechnung von relativen Anfangsgeschwindigkeiten (vrel. , Ab-
bildung 2 B) verwendet. Wie erwartet erwies sich Maleimid-
derivat A1, mit einer quantitativen Produktbildung nach nur
10 s (vrel.> 7 � 102), als reaktivstes Peptid. Im Vergleich zu A4
zeigten die zwei Acrylamidvarianten A2 und A3 eine 6.7-
bzw. 11-fach verminderte Reaktivit�t. Die mit Fluoracetamid
modifizierte Negativkontrolle A5 zeigte unter den verwen-
deten Bedingungen wie erwartet keinen Umsatz (vrel.< 4 �
10�4).

Die FP-Messungen zeigten eine sehr schnelle Bindung der
Peptidliganden A und B an das Proteintemplat T. Daher
gingen wir davon aus, dass die chemische Verkn�pfung der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Templat-ver-
mittelten Reaktion sei. Um einen effizienten Umsatz am
Templat zu gew�hrleisten, entschieden wir uns f�r eine
schnelle Verkn�pfungsreaktion. Da Maleimide bekanntlich
bereits bei niedrigen Konzentrationen und ohne Templat-
vermittlung sehr schnell mit Thiolen reagieren,[15] w�hlten wir
das Chloracetamid A4, welches die zweithçchste Reaktivit�t
unter den getesteten Derivaten zeigte. Die Verkn�pfung von
Peptid A4 mit dem Cystein-haltigen Peptid B (je 20 mm) bei
30 8C und pH 7.4 wurde mittels HPLC ausgewertet. Nach 3 h
in Abwesenheit von Templat T konnte keine Produktbildung
nachgewiesen werden (Abbildung 3A, oben). Dagegen
wurde nach gleicher Reaktionszeit in Anwesenheit von
Templat T eine deutliche Abnahme der Signale von A4 und B
sowie die Bildung eines neuen Signals beobachtet (Abbil-
dung 3A, unten). Dieses neue Signal konnte unter mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie dem Produkt P4 zuge-
wiesen werden (Abbildung S12). F�r eine genauere Unter-
suchung der Reaktionen wurden kinetische Messungen der
Templat-vermittelten und der Templat-unabh�ngigen Ver-
kn�pfung bei drei pH-Werten (7.4, 8.4 und 9.4; Abbil-
dung 3B) durchgef�hrt. In Einklang mit der zunehmenden
Nukleophilie der Thiolgruppe konnte eine Reaktionsbe-

Abbildung 2. A) Templat-unabh�ngige Reaktionen von Glutathion (G-
SH) mit Elektrophil-modifizierten Peptiden A1–A5. B) Auftragung mit-
tels HPLC bestimmter Produktausbeuten inklusive relativer Anfangsge-
schwindigkeiten (vrel.). Peptide A1–A5 (150 mm) wurden mit Glutathion
(G-SH, 10 mm) in Puffer (20 mm Na2PO4, 2 mm Tris(2-carboxy-
ethyl)phosphin, pH 7.4) bei 30 8C umgesetzt. Die Anfangsgeschwindig-
keit von A4 diente als Referenzpunkt zur Berechnung der relativen An-
fangsgeschwindigkeiten der restlichen Peptide (A1–A5) (Abbil-
dung S8).
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schleunigung mit steigendem pH-Wert beobachtet werden
(v = 3.4 � 103 < 14 � 103 < 30 � 103 pm s�1). Bemerkenswerter-
weise konnten wir nach 3 h bei keinem der getesteten pH-
Werte eine Produktbildung in Abwesenheit des Templats T
nachweisen (Abbildung 3 B).

Um die Anfangsgeschwindigkeit der Hintergrundreak-
tionen (ohne Templat T) bestimmen zu kçnnen, wurden die
Reaktionszeiten auf 24 h erweitert. Auf diese Weise konnten
bei pH 8.4 und 9.4 geringe Produktausbeuten (13 % und
19%) bestimmt werden, was die Ermittlung von Anfangsge-
schwindigkeiten (v = 30 und 44 pm s�1) ermçglichte. Bei
pH 7.4 war es auch nach 24 h nicht mçglich, die Bildung von
Produkt nachzuweisen. Zieht man allerdings die Nachweis-
grenze der HPLC in Betracht, so konnte die maximale An-
fangsgeschwindigkeit auf 14 pm s�1 beschr�nkt werden (Ab-
bildung S11). Abbildung 3C fasst alle v-Werte f�r die Ver-
kn�pfungsreaktionen der Peptide A4 und B zusammen.
Zudem ist die resultierende Reaktionsbeschleunigung (a),
welche sich aus dem Quotienten der Templat-vermittelten
und der Templat-unabh�ngigen Geschwindigkeiten ergibt,
angegeben. Dabei werden die Verkn�pfungsreaktionen in
Gegenwart von Templat um den Faktor 250 bis 670 (abh�ngig
vom pH) beschleunigt (Abbildung 3C).

Die Tatsache, dass eine Erhçhung des pH-Werts zu
schnelleren Templat-vermittelten Reaktionen f�hrt (Abbil-
dung 3C), deutet darauf hin, dass wie erwartet die Verkn�p-
fungsreaktion (und nicht die Bildung des Komplexes) der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion ist. Aus
diesem Grund entschieden wir uns, das zu Beginn erw�hnte,
hochreaktive Maleimid-modifizierte Peptid A1 f�r eine
Proteintemplat-vermittelte Reaktionsstudie zu verwenden.
Wohlwissend, dass Maleimide sehr schnell mit Thiolen bei
Raumtemperatur und neutralem pH reagieren, wurde die
Reaktionstemperatur auf 0 8C herabgesetzt. Zus�tzlich
wurden drei pH-Werte im sauren bis neutralen Bereich (4.4,
5.9 und 7.4) getestet, und die Peptidkonzentration von A1
wurde auf 5 mm (urspr�nglich 20 mm) verringert. Bei ansons-
ten gleichem Protokoll wurden die Anfangsgeschwindigkei-
ten f�r die Verkn�pfung von Peptid A1 mit Peptid B be-
stimmt (Abbildung 3D). In allen drei F�llen wurden f�r die
Templat-unabh�ngigen Reaktionen deutliche Anfangsge-
schwindigkeiten beobachtet (v = 22–5400 pm s�1). Im Ver-
gleich dazu wurden die Templat-vermittelten Verkn�pfungs-
reaktionen jedoch �berproportional beschleunigt. So wurden
bei den pH-Werten 5.9 und 7.4 bereits nach 5 s mehr als 60%
Produktbildung beobachtet, was den linearen Anfangsbe-
reich �berschreitet. Aus diesem Grund kann lediglich eine
untere Grenze f�r die Anfangsgeschwindigkeit angegeben
werden (v> 6 � 105 pm s�1, Abbildung S14). Daraus ergeben
sich Beschleunigungsfaktoren von > 140 (pH 7.4) und > 1400
(pH 5.9). Bei pH 4.4 war die Templat-vermittelte Reaktion
langsam genug, um die Anfangsgeschwindigkeit (v = 1.3 �
105 pm s�1) zu bestimmen, was auch die Ermittlung eines Be-
schleunigungsfaktors von 6200 erlaubte. Dieser Wert �ber-
steigt alle Reaktionsbeschleunigungen, die bisher f�r Tem-
plat-vermittelte Peptidverkn�pfungen berichtet wurden (a =

81–1800).[10,11] Dies ist in Anbetracht der Tatsache, dass in
dieser Studie keinerlei Optimierungen hinsichtlich der Lin-
kerl�nge und Peptidaffinit�ten unternommen wurden, be-
merkenswert.

Nachdem wir die Templat-vermittelten Reaktionen unter
sehr definierten Bedingungen validiert hatten, interessierten
wir uns f�r deren Anwendbarkeit innerhalb komplexer Sys-
teme, wie z. B. als Methode zur selektiven Markierung eines
Zielproteins in Zelllysat. Um Reaktionen unter physiologi-
schen Bedingungen (pH 7.4) zu ermçglichen, entschieden wir
uns f�r die Verwendung einer Fluorescein-markierten Vari-
ante des Chloracetamid-modifizierten Peptids A4* (Abbil-
dung 4A). Als Zielprotein wurde das humane HSP70 (Hit-
zeschockprotein 70) gew�hlt, das aus 641 Aminos�uren be-
steht. Um HSP70 f�r die Verkn�pfungsreaktion zu markie-
ren, wurde es N- bzw. C-terminal mit Peptid B fusioniert (B-
HSP bzw. HSP-B, Abbildung 4A). Beide Fusionsproteine
wurden heterolog in E. coli exprimiert. F�r initiale Studien
wurden die aufgereinigten Varianten B-HSP und HSP-B
verwendet (Abbildung S7), welche in Gegenwart von Tem-
plat T und markiertem Peptid A4* (je 20 mm) inkubiert
wurden. Anschließend wurden die Proteine mittels Gelelek-
trophorese analysiert und das nun kovalent mit Fluorescein
markierte Ligationsprodukt mit einem Fluoreszenzdetektor
visualisiert (Abbildung 4B und C, Coomassie-gef�rbte Gele
in AbbildungS16). Dabei zeigt sich in Gegenwart von Tem-

Abbildung 3. A) HPLC-Spuren der Verkn�pfungsreaktionen bei pH 7.4
zwischen A4 (orange) und B (blau) in Abwesenheit (oben) und Gegen-
wart von T (unten, grau). Produktbildung (P4, rot) wurde nach 3 h in
Gegenwart von T beobachtet. B) Reaktionskinetik (A4 + B) bei ver-
schiedenen pH-Werten (7.4, 8.4 und 9.4). C) Logarithmische Auftra-
gung der Anfangsgeschwindigkeiten v [pm s�1] der Verkn�pfung zwi-
schen A4 und B. Die Reaktionsbeschleunigung (a= v(+T)/v(�T)) ist
f�r jeden pH-Wert gegeben (Reaktionen wurden in Puffer (20 mm

Na2PO4, 20 mm Tris(2-carboxyethyl)phosphin bei 30 8C mit 20 mm A4, B
mit bzw. ohne T durchgef�hrt). Details sind den Abbildungen S10 und
S11 zu entnehmen. D) Gleiche Auftragung wie in (C) f�r die Verkn�p-
fung von A1 und B (Reaktionen wurden in gepufferter Lçsung (20 mm

Na2PO4, 5 mm Tris(2-carboxyethyl)phosphin) bei 0 8C mit 5 mm A1,
5.75 mm B mit bzw. ohne 5 mm T durchgef�hrt). Details sind den Abbil-
dungen S13 und S14 zu entnehmen.
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plat T eine deutliche zeitabh�ngige Zunahme der Signal-
intensit�t (tmax = 120 min), was die Bildung des Verkn�p-
fungsprodukts (P4*-HSP und HSP-P4*) und somit die er-
folgreiche Markierung des Zielproteins belegt. Wie erwartet
wurde kein Signal in Abwesenheit von Templat T beobachtet.
HSP70 besitzt eine Vielzahl exponierter nukleophiler Grup-
pen, unter denen sich auch ein Cysteinrest[16] befindet. Um zu
�berpr�fen, ob auch diese Gruppen an der Templat-vermit-
telten Reaktion beteiligt sind, wurden zwei weitere HSP70-
Fusionsproteine erstellt. In diesen Konstrukten wurde der
Cysteinrest in Sequenz B durch einen inerten Alaninrest er-
setzt (B-HSP(C!A) und HSP-B(C!A)). Die Inkubation
dieser mutierten Proteine mit Templat T und markiertem
Peptid A4* f�r 120 min lieferte kein detektierbares Signal
(Abbildung 4B und C). Dies best�tigt das Cystein aus B als
den kovalent modifizierten Rest innerhalb der Templat-ver-
mittelten Verkn�pfungsreaktion. Schließlich testeten wir die
Effizienz der Markierungsreaktion direkt im Lysat von E.
coli-Zellen, welche das Zielprotein B-HSP bzw. HSP-B he-
terolog exprimieren (Abbildung 4B und C). Nach 120 min
konnte erneut ausschließlich in Anwesenheit von Templat T
und A4* eine Signalbande f�r das entsprechende Verkn�p-
fungsprodukt (P4*-HSP und HSP-P4*) beobachtet werden.

Wir berichten hier das erste Beispiel einer Proteintem-
plat-vermittelten N-terminalen Verkn�pfung zweier Peptid-
fragmente. Es wurden eine enzymatisch inaktive Proteindo-
m�ne (KIX-Dom�ne von CBP) als Templat T und zwei Pep-
tidliganden (A und B) als potentielle Reaktanten ausgew�hlt.
Die Peptide wurden N-terminal mit einer nukleophilen
Thiolfunktion bzw. mit einer elektrophilen Gruppe modifi-
ziert. In den Templat-vermittelten Reaktionen kamen
Chloracetamid(A4)- und Maleimid(A1)-modifizierte Peptide
zum Einsatz. Alle untersuchten Reaktionen zeigen sehr hohe

Templat-induzierte Reaktionsbeschleunigungen (a> 140),
wobei im Fall des Maleimid-modifizierten Peptids A1 (a =

6200) alle bisher berichteten Beschleunigungen f�r Templat-
vermittelte Peptidverkn�pfungen (a = 81–1800) deutlich
�bertroffen werden konnten.[10, 11] Um die Effektivit�t und
Selektivit�t der Proteintemplat-vermittelten Verkn�pfungs-
reaktion weiter zu testen, verwendeten wir dieses Ligations-
system erfolgreich zur Markierung eines Proteins direkt im
zellul�ren Lysat. Mit diesem Beispiel erweitern wir den
Ansatz der Templat-vermittelten Reaktionen, welche bisher
von Nukleins�ure-Templaten dominiert wurden, um Protein-
template.[1] In Anbetracht der verf�gbaren biomolekularen
Werkzeuge zur Evolution von Proteinen und zur Generierung
neuer Peptidliganden kann das hier vorgestellte Prinzip von
Proteintemplat-vermittelten Reaktionen zu neuen Ans�tzen
f�r die Manipulation und den Nachweis von Proteinen in-
nerhalb komplexer biologischer Systeme f�hren.
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