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Abstract: Die Hauptprodukte der chemischen Ligation von a-
Ketos�uren und 5-Oxaprolin sind Ester und nicht – wie zuvor
berichtet – Amide. Durch die schnell ablaufende Umlagerung
in basischen Puffern l�sst sich das Depsipeptidprodukt in das
Amid �berf�hren. Die Esterbildung ermçglicht R�ckschl�sse
auf den mçglichen Mechanismus von Typ-II-KAHA-Ligatio-
nen und erçffnet einen Weg zur chemischen Synthese von
Depsiproteinen.

Die chemoselektive Ligation großer ungesch�tzter Peptid-
segmente ermçglicht die chemische Synthese von Proteinen,
die der Untersuchung biologischer Systeme dienen kçnnen.[1]

Die a-Ketos�ure-Hydroxylamin(KAHA)-Ligation mit 5-
Oxaprolin (Opr)[2] bietet eine Alternative zur etablierteren
nativen chemischen Ligation von Thioestern und N-termi-
nalen Cysteinen.[3] Das leicht zug�ngliche 5-Oxaprolin-Mo-
nomer ist ein stabiles und dennoch reaktives Alkoxylamin,
das leicht in synthetische Peptide zu inkorporieren ist. Seit wir
2012 zum ersten Mal �ber Ligationen mit 5-Oxaprolin be-
richteten, haben wir deren Verwendung zur Peptid- und
Proteinsynthese umfangreich untersucht und einige Proteine
mit mehr als 100 Aminos�uren synthetisiert. W�hrend dieser
Untersuchungen stellten wir fest, dass es sich bei den
Hauptprodukten der KAHA-Ligationen mit 5-Oxaprolin um
Ester handelt – und nicht wie erwartet um Amide (Abbil-
dung 1). Hier beschreiben wir unsere Beobachtungen be-
z�glich der Bildung der Depsipeptidprodukte, ein Nach-
weisverfahren f�r deren Identifizierung, Reaktionsbedin-

gungen f�r eine glatte Umlagerung in Amide, sowie erste
mechanistische Studien zur Esterbildung.

Die in Schema 1 dargestellte Kupplung zweier Pepidseg-
mente ist exemplarisch f�r KAHA-Ligationen mit 5-Oxa-
prolin. Die Reaktionen wurden bei einer Peptidsegment-
konzentration zwischen 10 und 20 mm in NMP/H2O in Ge-
genwart von Oxals�ure (pH 1–2) durchgef�hrt. Die Bildung
eines neuen Produkts ließ sich bereits einige Minuten nach
Start der Reaktion beobachten, und innerhalb von sechs bis
acht Stunden erreichte der Umsatz ein Maximum. Bei ge-
nauer Untersuchung der HPLC-Chromatogramme zeigte sich
ein zweiter kleiner Peak mit derselben Masse wie das Pro-
dukt.[4] Beide Peaks wurden mittels pr�parativer HPLC iso-
liert und basischen Bedingungen ausgesetzt, die �blicher-
weise einen O!N-Acyltransfer induzieren.[5] �berraschen-
derweise blieb das Nebenprodukt unter diesen Bedinungen
unver�ndert, w�hrend das Hauptprodukt glatt in das Ne-
benprodukt �berf�hrt wurde (Schema 1).

Eine plausible Erkl�rung dieser Beobachtung ist, dass ein
Ester anstelle eines Amids durch KAHA-Ligation mit 5-
Oxaprolin gebildet wurde. Da die KAHA-Ligation mit 5-
Oxaprolin unter sauren Bedingungen abl�uft, wurde zun�chst
die Mçglichkeit eines s�ureinduzierten N!O-Acyltransfers
des Amids zum Depsipeptid ausgeschlossen.[6] Anderweitig
hergestellte Homoserin beinhaltende Peptide konnten durch
die Reaktionsbedingungen (NMP/H2O, 60 8C, 0.1m Oxals�u-
re) in keinem der bisher untersuchten F�lle in die entspre-

Abbildung 1. Bildung von Depsipeptiden durch KAHA-Ligation mit
5-Oxaprolin und O!N-Acyltransfer zur Bildung des Amids an der Liga-
tionsschnittstelle. DMSO= Dimethylsulfoxid.
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chenden Depsipeptide �berf�hrt werden (siehe die Hinter-
grundinformationen).

Um die Bildung des Esters zu best�tigen, wurden zwei
einfache Dipeptide als Modell synthetisiert, deren Ligati-
onsprodukte problemlos NMR-spektroskopisch zu charakte-
risieren sind. Die Ligation zwischen 4 und 5 unter Standard-
bedingungen f�hrte zur Bildung zweier Produkte im Ver-
h�ltnis von 9:1 (Schema 2). Durch Vergleich der NMR-
Spektren dieser Produkte mit denen unabh�ngig hergestellter
Diastereomere konnte eine Epimerisierung an der Ligati-
onsschnittstelle ausgeschlossen werden (siehe die Hinter-
grundinformationen). Die beiden Produkte wurden mittels
NMR-Spektroskopie (1H, 13C, TOCSY, 1H-13C- und 1H-15N-
HSQC sowie 1H-13C-HMBC) vollst�ndig charakterisiert, und
es konnte eindeutig gezeigt werden, dass ein Ester das
Hauptprodukt der Ligation war. Nach der Isolierung konnte
der Ester in pH 9.5-Puffer sauber in das Amid umgelagert
werden.

Die Bildung von Depsipeptiden durch KAHA-Ligation
mit 5-Oxaprolin ist nicht auf diese Sequenz beschr�nkt und
wird offenbar auch nicht von angrenzenden Aminos�uren

beeinflusst. Bei der Synthese der Proteine Pup (Leu-a-Ke-
tos�ure), CspA (Tyr-a-Ketos�ure), UFM1 (Phe- und Ala-a-
Ketos�ure) und IFITM3 (Arg-a-Ketos�ure) handelt es sich
bei den direkten Ligationsprodukten um Ester und nicht wie
zuvor berichtet um Amide.[2] F�r die publizierten Protein-
synthesen (Pub, cspA und UFM1) wurden die Ligationen
nochmals untersucht und alle Ester- und Amid- Ligations-
produkte neu charakterisiert (siehe die Hintergrundinfor-
mationen).

Die KAHA-Ligation mit 5-Oxaprolin und einigen einfa-
chen a-Ketos�uren (Fmoc-Leu-Ketos�ure, a-Ketoglutars�u-
re, 2-Oxobutans�ure und Phenylglyoxyls�ure) ergibt eben-
falls ein Gemisch aus Ester und Amid im Verh�ltnis von
ungef�hr 9:1 in guter Ausbeute. In jedem der untersuchten
F�lle lagern die Ester unter basischen Bedingungen glatt in
die jeweiligen Amide um. Bei manchen grçßeren Peptiden
wie dem in Schema 1 gezeigten Depsipeptid mit 68 Amino-
s�uren sind die Umlagerungen mçglicherweise durch die
Pr�senz von Sekund�rstrukturen innerhalb des Peptids etwas
langsamer. In diesen F�llen kann die Verwendung einer auf
pH 10 eingestellten 6m Guanidiniumchlorid-Lçsung die Re-
aktion beschleunigen. In den meisten F�llen, wie bei den
Depsiproteinen Pub und UFM1 mit 62 bzw. 82 Aminos�uren,
ist dies jedoch nicht nçtig, und die Umlagerung l�uft bei
pH 9.5 innerhalb von 1–2 h ab (Schema 3).

Wie zuvor berichtet, l�uft die KAHA-Ligation abh�ngig
vom verwendeten Hydroxylamin nach zwei verschiedenen
Mechanismen ab, die wir als Typ I und Typ II bezeichnet
haben.[7] Wir haben detaillierte Untersuchungen �ber Liga-
tionen des Typs I mit O-unsubstituierten Hydroxylaminen
und Wasser als Abgangsgruppe verçffentlicht. Allerdings
haben wir den Mechanismus der Typ-II-Ligationen, zu denen
auch Ligationen mit 5-Oxaprolin gehçren, nicht vollst�ndig
aufgekl�rt. Die Bildung von Estern durch KAHA-Ligation
l�sst R�ckschl�sse auf den mçglichen Mechanismus von Typ-
II-Ligationen zu. Das Amid-Produkt kann durch eine kon-

Schema 1. KAHA-Ligation mit 5-Oxaprolin zwischen den Peptidseg-
menten 1 und 2 und Umsetzung von Depsi-3 zu Amid-3. A) Ligation
nach 0 h. Proteinsegmentkonzentration 12 mm in NMP/H2O 8:2 mit
0.1m Oxals�ure. B) Ligation nach 17 h bei 60 8C. C) Aufgereinigtes Li-
gationsprodukt Depsi-3. D) Umsetzung von Depsi-3 zu Amid-3 nach
75 min in pH 10 Puffer. Ausbeuten beziehen sich auf isoliertes Produkt
nach pr�parativer HPLC. NMP =1-Methyl-2-pyrrolidon, GndCl = Guani-
diniumchlorid, TCEP=Tris(2-carboxyethyl)phosphan.

Schema 2. Bildung von Depsi-6 durch KAHA-Ligation mit 5-Oxaprolin
und Umsetzung zu Amid-6. Sowohl Ester- als auch Amid-Produkte
wurden vollst�ndig mittels NMR-Spektroskopie charakterisiert.

.Angewandte
Zuschriften

12442 www.angewandte.de � 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2014, 126, 12441 –12444

http://www.angewandte.de


zertierte Decarboxylierung/Eliminierung von 10 (Schema 4,
Pfad A) erfolgen oder durch die vorherige Bildung des Imi-
niumions 14 und darauffolgende Eliminierung zum Nitrili-
umion 15 (Pfad B). �hnliche Reaktionen mit Eliminierung/
Decarboxylierung und simultaner Spaltung einer Oxim-N-O-
Bindung wurden umfassend von Kemp untersucht.[8] Wenn-
gleich die Bildung des Esters �ber Pfad A durch Abfangen
des Imidates 11 mçglich ist, erscheint der intramolekulare
Angriff auf das �ber Pfad B erzeugte Nitriliumion 15 wahr-
scheinlicher. Beispiele f�r sowohl die Bildung von cyclischen
Iminoethern durch 6-endo-Angriff eines Alkohols an einem
in situ erzeugten Nitriliumion[9] als auch die Bildung von
Estern durch saure Hydrolyse cyclischer Iminoether[10] sind
bekannt. Diesen Pfad st�tzt die fast komplette 18O-Inkorpo-
ration in sowohl Ester als auch Amid bei Experimenten, die
in DMSO/18OH2 durchgef�hrt wurden. Die Amidbildung mit
O-Bz-Hydroxylaminen – die keine Ester bilden kçnnen, da es

sich bei der Abgangsgruppe um eine Carbons�ure anstelle
eines Alkohols handelt – ergibt 18O-markierte Produkte, die
vermutlich �ber Pfad C gebildet werden, da �ber Pfad A
haupts�chlich unmarkierte Produkte zu erwarten w�ren. Der
Austausch des Keton-Sauerstoffatoms ist viel langsamer als
die Ligation, und nicht umgesetztes Startmaterial wurde in
unmarkierter Form isoliert. Wir kçnnen Pfad A nicht voll-
st�ndig ausschließen,[11] erachten es aber als weniger wahr-
scheinlich, dass 11 – das prim�re Produkt von Pfad A – an-
stelle einer Tautomerisierung zum Amid bevorzugt zum Ester
reagiert. Weder Temperatur noch Lçsungsmittel (DMSO,
NMP, CH3CN, DMF) haben einen Einfluss auf das Verh�ltnis
von Depsi- und Amid-Produkten. Die KAHA-Ligation mit 5-
Oxaprolin l�uft zwischen pH 1–3 rasch ab und wird mit stei-
gendem pH-Wert langsamer.

Die Bildung von Depsipeptiden in KAHA-Ligationen
beschr�nkt sich auf Reaktionen mit 5-Oxaprolin. Sowohl in
publizierten als auch unpublizierten Arbeiten �ber KAHA-
Ligationen mit anderen Hydroxylaminen wurde keine Bil-
dung anderer Produkte neben den erwarteten Amiden be-
obachtet.[12] Die Depsipeptid-Ligationsprodukte sind bemer-
kenswert stabil und zersetzen sich nicht unter den Reakti-
onsbedingungen der Ligation (pH 1–2, 60 8C), w�hrend der
Fmoc-Entsch�tzung unter wasserfreien Bedingungen (5%
HNEt2, DMSO) und w�hrend pr�parativer HPLC (0.1%
TFA in CH3CN/H2O). Wir konnten noch keine Produkte
beobachten, die durch einfache Hydrolyse der Esterbindung
entstanden sind; die Umlagerung scheint weitaus schneller zu
sein als die Hydrolyse. Dieser offensichtliche Vorteil verzç-
gerte bei uns allerdings auch die Detektion der Ester, da das
Verhalten und die hochaufgelçsten Massenspektren der
Peptide und Depsipeptide identisch sind. Es ist sehr wahr-
scheinlich, dass durch KAHA-Ligation mit 5-Oxaprolin her-
gestellte synthetische Proteine, die unter den Standardbe-
dingungen in leicht basischem Medium gefaltet werden, in-
nerhalb weniger Stunden zu den jeweiligen Amiden umla-
gern.

Wenngleich die Bildung von Depsipeptiden durch die
esterbildende chemoselektive Ligation �berraschend ist, so
gibt es dennoch potenzielle Anwendungen. Der Austausch
einer Amidbindung durch eine Esterbindung ist daf�r be-
kannt, Sekund�rstrukturen in Peptiden und Proteinen auf-
zubrechen und wurde f�r so genannte „switch peptides“ und
„switch proteins“ genutzt, die Anwendung in Selbstorgani-
sation und Wirkstofftransport gefunden haben.[13] Im Allge-
meinen sind Depsipeptide polarer und besser lçslich als die
entsprechenden Amide.[14] Daher werden Kisos O-Acyl-Di-
peptide oft zur Synthese großer hydrophober Peptide ge-
nutzt.[15] Die KAHA-Ligation mit 5-Oxaprolin kçnnte �hnli-
che Vorteile in der Totalsynthese[16] von Proteinen mit inter-
nen Esterbindungen bringen und Wege zu Proteinen çffnen,
die mit rekombinanter Expression oder mit anderen Ligati-
onsmethoden nicht zug�nglich sind. Zudem kann sie als An-
regung zur Entwicklung neuer Reaktionspartner einer neuen
Klasse chemoselektiver esterbildender Ligationen dienen.
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Online verçffentlicht am 22. September 2014

Schema 3. Umlagerung von Pup (2–63) Depsi-7 zu Amid-7 in fl�chti-
gem Puffer bei pH 9.5.

Schema 4. Mçglicher Mechanismus der Depsipeptidbildung in Typ-II-
KAHA-Ligationen mit 5-Oxaprolin.
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