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Abstract: Eine neue Schutzgruppe f�r enantiomerenreine a-
Ketos�uren ergibt direkt Peptide mit C-terminalen a-Keto-
s�uren bei der Abspaltung von der Festphase und ermçglicht
die Gegenwart aller kanonischen Aminos�uren im Peptid,
einschließlich Cystein und Methionin. Unter Benutzung dieses
Ansatzes und mittels der KAHA-Ligation mit 5-Oxaprolin
wurden die Proteine SUMO2 und SUMO3 hergestellt. Die
synthetischen Proteine, welche Homoserin-Reste enthalten,
wurden durch SUMOlierungsenzyme erkannt und mit
RanGAP1 konjugiert.

Die a-Keto�ure-Hydroxylamin(KAHA)-Ligation ermçg-
licht die chemische Synthese von Proteinen ausgehend von
ungesch�tzten Peptidsegmenten.[1] Sie bietet eine Alternative
zur etablierten nativen chemischen Ligation (NCL) von Kent
und Mitarbeitern.[2] Die KAHA-Ligation bençtigt keinen
Cystein-Rest und ermçglicht die Ligation unter sauren
w�ssrigen Bedingungen, welche f�r die Solubilisierung von
Peptidfragmenten gut geeignet sind. Die KAHA-Ligation
toleriert ungesch�tzte Peptidseitenketten und wurde zur
Synthese der Proteine Pup, cspA und UFM1 mittels Zwei-
oder Drei-Segment-Ligationsstrategien benutzt.[3]

Die beste Implementation dieser Ligation nutzt einen 5-
Oxaprolin-Rest am N-Terminus eines Segments, der einen
nichtnat�rlichen, aber unsch�dlichen Homoserin-Rest (T§) an
der Ligationsstelle ergibt.[4] Das direkte Produkt der KAHA-
Ligation mit 5-Oxaprolin ist ein Ester, der jedoch bereitwillig
in basischem Puffer zum Amid umlagert.[5] F�r die C-Termini

anderer Peptidsegmente kçnnen verschiedene a-Ketos�uren
wie Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Arginin, Glutamins�ure
oder Alanin genutzt werden. Die Herstellung der a-Keto-
s�ure beruht auf der Oxidation eines Cyanschwefel-Ylids.[6]

Diese Oxidation ist schnell und verl�sslich; sie ist jedoch nicht
mit Segmenten kompatibel, die Cystein- oder Methionin-
Reste enthalten, und Tryptophan kann auch problematisch
sein. Weiterhin wird dadurch ein weiterer Schritt nach der
Festphasensynthese bençtigt.

Hier stellen wir eine gesch�tzte Form der Leucin-a-Ke-
tos�ure vor, die nach der Abspaltung von der Festphase un-
mittelbar die entsprechenden Peptid-a-Ketos�uren ergibt
(Schema 1). Es werden keine weiteren Schritte nach der

Festphasensynthese bençtigt, und diese Methode toleriert
alle Seitenketten, einschließlich Cystein, Methionin und
Tryptophan. Im Rahmen unserer Studien �ber Modifikati-
onsproteine[7] synthetisierten wir SUMO3 mittels einer Drei-
Segment-Strategie und SUMO2 mit Propeptid mittels einer
Vier-Segment-Strategie unter Einbeziehung unserer neuen
Methode. Diese Arbeit erg�nzt die k�rzlich erschienene,
elegante Synthese von SUMO1 durch Melnyk und Mitar-
beiter mittels NCL.[8] Zus�tzlich zur Dokumentation eines
neuen Synthesewegs f�r Peptid-a-Ketos�uren zeigt diese
Arbeit 1) die Durchf�hrbarkeit der KAHA-Ligation in Ge-
genwart von ungesch�tzten Cysteinresten, 2) die Ligation mit
Valin-a-Ketos�uren und 3) den Nachweis, dass synthetisches
SUMO2 und SUMO3 mit mehreren Homoserin-Resten bio-
logisch aktiv ist.

Eine spurlose Schutzgruppe zur Synthese von C-termi-
nalen Peptid-a-Ketos�uren muss die folgenden Kriterien er-

Schema 1. Eine Schutzgruppe zur spurlosen Herstellung von Peptid-a-
Ketos�uren mittels Fmoc-Festphasenpeptidsynthese.
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f�llen: 1) Sie muss stabil gegen�ber den Reagentien und ba-
sischen Bedingungen der Festphasensynthese sein, 2) sie
muss unter den sauren Bedingungen w�hrend der Abspaltung
von der Festphase entfernt werden, um direkt die C-terminale
Peptid-a-Ketos�ure mit ungesch�tzten Seitenketten zu erge-
ben, 3) sie muss durch einen Mechanismus, der nicht zu
Epimerisierung f�hrt, entsch�tzt werden, und 4) sie muss
einfach in gen�gend großem Maßstab herstellbar und mittels
eines geeigneten Linker an die Festphase kuppelbar sein.[9]

Zur Entwicklung der gesch�tzten a-Ketos�uren fokussierten
wir uns zuerst auf Sch�tzungen der Fmoc-Leucin-a-Keto-
s�ure 1, da Leucin einerseits die bei weitem h�ufigste Ami-
nos�ure in Proteinen ist[10] und andererseits keine Funktio-
nalit�ten in der Seitenkette enth�lt, welche mçglicherweise
die Sch�tzung der a-Ketos�ure behindern kçnnten.[11]

Zu Beginn unserer Studien waren wir insbesondere wegen
einer mçglichen Epimerisierung besorgt. Die einfachste
Sch�tzung – Maskierung der Ketogruppe als acyclisches Di-
methylacetal – war mçglich, resultierte jedoch in einigen
F�llen in partieller Epimerisierung w�hrend der Abspaltung
von der Festphase (Schema 2). Wir postulierten, dass eine

Schutzgruppe, die durch einen Mechanismus, der ein Halb-
acetal anstatt eines Oxonium-Ions involviert, dieses Problem
vermeiden kçnnte.[12] Trotz vieler Versuche konnten wir die
einfachsten Implementationen dieses Designs, Mono- bzw.
Di-para-methoxybenzylacetale, nicht herstellen. Dies veran-
lasste uns, verschiedene 1,2 und 1,3-Diole, die cyclische
Acetale ergeben w�rden, zu untersuchen (Tabelle 1).

Vorangegangene Experimente hatten gezeigt, dass 1,2-
Diol-Derivat 3a die gesch�tzte Leucin-a-Ketos�ure 4a ergab,
jedoch in schlechter Ausbeute.[13] Hydroxythiol 3b ergab das
Produkt 4b ebenfalls in schlechter Ausbeute. Anders als das
Oxo-Derivat 4a war die Entsch�tzung von 4b unter den ge-
w�nschten Bedingungen nicht erfolgreich, was wir auf die
hçhere Stabilit�t des O,S-Acetals verglichen mit dem O,O-
Acetal zur�ckf�hren.[14] Der Einsatz des 1,3-Diol-Derivats 3c
brachte keinen Vorteil. Durch Einf�hrung des 4-Brom-Sub-
stituenten wurde das aromatische System in 3d elektronen-
�rmer; dies f�hrte zu einer gesteigerten Ausbeute an 4d,
jedoch war die Entsch�tzung nicht mçglich. Versuche, 4d
durch Cu- oder Pd-katalysierte Reaktionen zu derivatisieren,
waren nicht erfolgreich.[15] Die vom gem-Dimethyl-1,3-Diol-

Derivat 3e abgeleitete Schutzgruppe ergab die gesch�tzte a-
Ketos�ure in besserer Ausbeute und ermçglichte eine einfa-
che Entsch�tzung zur�ck zur a-Ketos�ure ohne Epimerisie-
rung. Um die Bildung von Diastereomeren aufgrund der
racemischen Schutzgruppe zu vermeiden, versuchten wir die
Sch�tzung mit dem meso-1,3-Diol-Derivat 3 f, diese war
jedoch nicht erfolgreich. Aufgrund dieser Ergebnisse ent-
schieden wir uns, die gem-Dimethyl-Verbindung 3e f�r die
weitere Optimierung der Sch�tzungsreaktion zu verwenden
(siehe die Hintergrundinformationen). Vorsichtige Justierung
der Reaktionsbedingungen und �berpr�fung gebildeter Ne-
benprodukte ergab ein optimiertes Verfahren, wobei die
Ausbeute von 28% auf 66% stieg. Zwar wird aufgrund der
racemischen Schutzgruppe 3e die gesch�tzte Leucin-a-Ke-
tos�ure 4e als Gemisch von Diastereomeren erhalten; die
Schutzgruppe wird jedoch w�hrend der Abspaltung von der
Festphase spurlos entfernt, und es wird die enantiomeren-
reine C-terminale Leucin-a-Ketos�ure erhalten. Die einfache
Verf�gbarkeit sowohl der Leucin-a-Ketos�ure 1 als auch der
racemischen Schutzgruppe 3 e und die Mçglichkeit, die
Sch�tzungsreaktion auf Dekagramm-Skala durchzuf�hren,
machen dieses Protokoll geeignet, um gen�gend gesch�tzte
Leucin-a-Ketos�ure f�r den Routineeinsatz in der Protein-
synthese herzustellen.

Die gesch�tzte Leucin-a-Ketos�ure 4e wurde durch Al-
kylierung mit Benzylchlorid 5 an einen Wang-Linker[16] ge-

Schema 2. Design einer Schutzgruppe f�r a-Ketos�uren, die ohne Epi-
merisierung entfernbar ist.

Tabelle 1: Untersuchung verschiedener Schutzgruppen f�r a-Ketos�u-
ren.[a]

Schutzgruppe

Ausbeute der Sch�tzung 20 %[b] <5% <5% <5%
Entsch�tzung Ja Ja Nein Ja
Epimerisierung[c] Ja – – –

Schutzgruppe

Ausbeute der Sch�t-
zung

29% 28%[d]

66%[e]
N.R.

Entsch�tzung Nein Ja –
Epimerisierung[c] – Nein –

[a] Siehe die Hintergrundinformationen f�r eine vollst�ndige Liste un-
tersuchter Schutzgruppen. [b] Hergestellt aus 1, Orthoameisens�uretri-
methylester und Schwefels�ure. [c] Bestimmt durch HPLC nach Ligation
der entsch�tzten a-Ketos�ure. [d] Nicht optimierte Ausbeute. [e] Aus-
beute nach Optimierung. PMP = 4-Methoxyphenyl.
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kuppelt und anschließend durch Entfernung der Allylgruppe
in die freie Carbons�ure 7 umgewandelt (Schema 3). Immo-
bilisierung von 7 auf gewçhnlicher, aminfunktionalisierter
Polystyrol- oder Polyethylengylcol-Festphase ergab ein sta-
biles, lagerbares Harz, das bei saurer Abspaltung direkt
Peptide mit C-terminalen a-Ketos�uren ergibt. Ein wichtiger
Aspekt zur Benutzung dieser Strategie in der Fmoc-Fest-
phasensynthese war die Entwicklung eines Reagentiengemi-
sches, welches das ungesch�tzte a-Ketos�ure-Peptid freisetzt,
ohne die a-Ketos�ure zu reduzieren oder anderweitig zu
modifizieren.[17]

Bestimmte �blicherweise benutzte Abfangreagentien wie
Ethanthiol oder Thiophenol f�hrten zu Thioacetaladdukten
oder ineffektivem Abfangen. Wir fanden jedoch, dass die
geruchlosen Substanzen 2,2’-(Ethylendioxy)diethanthiol
(DODT)[18] oder 1,2-Ethandithiol (EDT) als effektive Ab-
fangreagentien fungieren und die ungesch�tzte Peptid-a-
Ketos�uren ergeben, die durch HPLC aufgereinigt und f�r
Monate als lyophilisierte Pulver aufbewahrt werden kçnnen.

Um die N�tzlichkeit der gesch�tzten Leucin-a-Ketos�ure
zu demonstrieren, nutzten wir sie in der Synthese der Modi-
fikationsproteine SUMO2 und SUMO3. F�r SUMO3 ent-
schieden wir uns f�r Ligationen zwischen Val29-Gln30 und
Leu52-Ser53, was bei Benutzung von 5-Oxaprolin in der Li-
gation zwei Mutationen ergeben w�rde: Q30T§ und S53T§.
Diese Strategie reduziert die Synthese von SUMO3 auf drei
Segmente mit jeweils etwa 30 Aminos�ureresten. F�r die
Synthese des etwas l�ngeren SUMO2 mit Propeptid wurde
eine Vier-Segment-Strategie mit den Ligationspositionen
Val30-Gln31, Leu53-Ser54 und Leu76-Glu77 ausgew�hlt, was
zu insgesamt drei Homoserinen im finalen Protein f�hren
w�rde.

Die Segmente wurden zum SUMO2/3-Protein mittels
Drei- oder Vier-Segment-Ligationen zusammengef�gt wie in

Schema 4A gezeigt. Bei der Synthese von SUMO3 (53–92) 12
und SUMO2 (54–76) 10 war die Benutzung von Fmoc-Asp-
(OtBu)-N(Dmb)Gly-OH w�hrend der Festphasensynthese
von großer Bedeutung, um Aspartimid-Nebenprodukte zu
vermeiden. F�r das l�ngere SUMO2 mit Propeptid w�hlten
wir eine Vier-Segment-Ligationsstrategie, welche die bi-
funktionelle a-Ketos�ure 10 – hergestellt mit der gesch�tzten
Leucin-a-Ketos�ure-Festphase 8 – und das Oxaprolinseg-
ment 9 bençtigt. Die Ligation lieferte problemlos das Ester-
produkt, und der O-zu-N-Acyltransfer bei pH 9.5 gefolgt von
Fmoc-Entsch�tzung ergab nach HPLC-Aufreinigung
SUMO2 (54–95) 11.

Die mittleren Bereiche von SUMO2 und SUMO3 ent-
halten Cystein- und Methioninreste und haben eine identi-
sche Sequenz gemein. Diese Fmoc-gesch�tzte Peptid-a-Ke-
tos�ure 13 wurde mittels unserer neuentwickelten Festphase 8
hergestellt. Die Ligationen mit den entsprechenden Oxa-
prolinsegmenten von SUMO2 (54–95) 11 beziehungsweise
SUMO3 (53–92) 12 verliefen ohne Besonderheiten und er-
gaben SUMO2 (31–95) Depsi-14 oder SUMO3 (30–92)
Depsi-15. Die Ester wurden problemlos in die Amide umge-
wandelt, entweder durch eine Ein-Topf-Sequenz von Fmoc-
Entsch�tzung und O-zu-N-Acyltransfer oder mittels einer
zweistufigen Sequenz. Dies sind die ersten verçffentlichten
Beispiele der KAHA-Ligation in Gegenwart von unge-
sch�tzten Cysteinresten. W�hrend der Durchf�hrung dieser
Ligationen beobachteten wir, dass destilliertes und entgastes
NMP/H2O meist bessere Ergebnisse erbrachte als DMSO/
H2O-Mischungen, vermutlich aufgrund der Oxidationsemp-
findlichkeit von Cystein- und Methionenresten in DMSO.

Die C-terminale Valin-a-Ketos�ure SUMO2 (2–30) 16
und SUMO3 (2–29) 17 wurden durch Oxidation der ent-
sprechenden Cyanschwefel-Ylide hergestellt, basierend auf
unserem zuvor beschriebenen Linker.[6] Trotz der sterisch
anspruchsvolleren Valin-a-Ketos�ure erreichten die finalen
Ligationen mit SUMO2 (2–30) 16 oder SUMO3 (2–29) 17
nach 10 Stunden maximalen Umsatz. Die Zielproteine
SUMO2 (2–95) 18 und SUMO3 (2–92) 19 wurden nach O-zu-
N-Acyltransfer zur Umwandlung der Ester zu den Amiden
erhalten. Die Mçglichkeit, Valin-a-Ketos�ure in der KAHA-
Ligation einzusetzen, erhçht die Zahl an mçglichen Schnitt-
stellen zur chemischen Proteinsynthese.

Zur Demonstration, dass zwei oder drei Homoserinreste
in synthetischem SUMO3 19 oder SUMO2 18 weder die
Struktur noch die Funktion der Proteine beeintr�chtigen,
wurden biochemische Studien durchgef�hrt. Die SUMO-
Protease SENP2 bençtigt, anders als viele andere Proteasen,
die charakteristische SUMO-Faltung um ihre proteolytische
Funktion durchf�hren zu kçnnen.[19] Zur Pr�fung, ob SUMO2
(2–95) 18 mit Propeptid von SENP2 erkannt und prozessiert
werden w�rde, wurde das synthetische Protein 18 bei pH 7.5
in Tris-Puffer inkubiert, um die Proteinfaltung zu ermçgli-
chen, und anschließend wurde menschliche SENP2-Protease
zugegeben. Innerhalb von wenigen Minuten wurde pro-
SUMO2 (2–95) 18 vollst�ndig in das aktive SUMO2 (2–93) 20
umgewandelt und das C-terminale Gly-Gly-Motiv freigesetzt
(Schema 4B). Dies zeigt, dass das synthetische SUMO2-
Protein 18 mit drei Homoserinresten die charakteristische
SUMO-Faltung, �hnlich wie das Wildtypprotein, einnimmt.

Schema 3. Synthese und Immobilisierung der gesch�tzten Leucin-a-
Ketos�ure 4e.
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Zur weiteren Bewertung, ob die SUMO-Aktivierungs-
und -Konjugationsenzyme das SENP2-prozessierte SUMO2
(2-93) 20 oder das synthetische SUMO3 (2-92) 19 erkennen
und ein Protein von Interesse, RanGAP1, SUMOlieren
w�rden, f�hrten wir in vitro SUMOlierungsreaktionen durch
(Schema 4C).[20] Auftrennung der Produkte der enzymati-
schen Reaktion gefolgt von Western-Blot mittels eines
SUMO2/3-Antikçrpers zeigte, dass die synthetischen
SUMO2/3-Proteine ohne Weiteres von den SUMOlierungs-

enzymen erkannt und das synthetische SUMO2-RanGAP1-
Konjugat 21 bzw. das SUMO3-RanGAP1-Konjugat 22 ge-
bildet wird (Schema 4D). Diese Resultate zeigen weiterhin,
dass synthetische SUMO2/3-Proteine mit den Homoserin-
Mutationen[21] volle Aktivit�t wie die nat�rlichen SUMO2/3-
Proteinen zeigen.

Zusammengefasst haben wir eine Schutzgrppe f�r a-Ke-
tos�uren entwickelt, die den Einbau aller kanonischen Ami-
nos�uren, einschließlich Cystein, Methionin und Tryptophan,

Schema 4. A) Synthese von SUMO2- und SUMO3-Proteinen durch sequenzielle KAHA-Ligationen. B) Biochemische Prozessierung von SUMO2 18
mit Propeptid zur aktiven Form durch SENP2-Enzym. C) In-vitro-Konjugation von synthetischen SUMO2/3 an RanGAP1 mit SUMOlierungsenzy-
men. D) Western-Blot-Analyse von SUMOlierungsreaktionen von synthetischen SUMO-Proteinen mit SUMO2/3-Antikçrpern. Die Bande des
SUMO2/3-RanGAP1-Konjugates erscheint bei ca. 50 kDa auf dem Western-Blot.
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w�hrend der Festphasensynthese ermçglicht und die nach der
Abspaltung von der Festphase direkt C-terminale Peptid-a-
Ketos�uren ergibt. Wir haben diese neue Festphase erfolg-
reich f�r die Synthese von a-Ketos�ure-Segmenten genutzt
und daraus SUMO2/3-Proteine mittels sequenzieller KAHA-
Ligationen hergestellt. Weiterhin haben wir den biochemi-
schen Nachweis erbracht, dass die durch die KAHA-Ligation
eingef�hrten Homoserinreste die In-vitro-Erkennung und
Prozessierung durch die SUMOlierungsmaschinerie nicht
beeintr�chtigen.
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