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Abstract: Um den Anwendungsbereich der nativen chemi-
schen Ligation îber N-terminale Cysteinreste hinaus zu er-
weitern, wurden bislang thiolfunktionalisierte Auxiliare ver-
wendet. Allerdings sind die Reaktionsgeschwindigkeiten mit
den bisher eingesetzten Auxiliaren vom N-Benzyl-Typ eher
gering. Um die Bindungsspaltung durch eine radikalische
Fragmentierungsreaktion zu initiieren, wurde nun ein neues
Auxiliar entwickelt, das in Gegenwart von TCEP und Mor-
pholin unter mild basischen Bedingungen (pH 8.5) abgespal-
ten wird. Das 2-Mercapto-2-phenethyl-Auxiliar ist anders als
frîher beschriebene Auxiliare nicht auf glycinhaltige Schnitt-
stellen beschr�nkt, sondern ermçglicht auch sterisch an-
spruchsvolle Peptidligationen. Das Auxiliar wird in hoher
Ausbeute durch reduktive Aminierung mit kommerziell er-
h�ltlichen Aminos�urebausteinen an der Festphase eingefîhrt.
Der pr�parative Nutzen der Methode wird durch die Synthese
der antimikrobiellen Proteine DCD-1L und Opistoporin-2
demonstriert.

Die native chemische Ligation (NCL) wird h�ufig fîr die
chemische Totalsynthese von Proteinen genutzt.[1] Kennzei-
chen dieser chemoselektiven Segmentverknîpfung sind ein
Thiolaustausch zwischen einem ungeschîtzten Peptidthio-
ester 2 und einem ungeschîtzten Cysteinylpeptid 1 und ein
nachfolgender intramolekularer S!N-Acyltransfer im thio-
esterverknîpften Intermediat 3 (Schema 1a), der die native
Peptidbindung liefert. Allerdings fehlt vielen Proteinen ein
Cysteinrest.

Zwei unterschiedliche Ans�tze wurden entwickelt, um die
NCL auch fîr Ligationen an anderen Resten als Cystein zu
nutzen. In der auxiliarvermittelten NCL wird eine mercapto-
funktionalisierte Gruppe am N-Terminus des C-terminalen
Segments angebracht (5 in Schema 1b).[2] Die nativen Peptide
8 werden in diesem Fall nach photolytischer[3] oder weit
h�ufiger acidolytischer Abspaltung[4] des Auxiliars erhalten.
Niedrige Ausbeuten an anderen als Gly-Gly-Ligationsstellen
sowie die Tendenz zur Spaltung der aufgebauten Amidbin-
dung w�hrend der acidolytischen Auxiliarentfernung sind
wiederkehrende Probleme der meist verwendeten N-Benzyl-
basierten Auxiliare (z. B. 9, 10). Alternativ bietet die Ligati-
ons-Entschwefelungs-Strategie Zugang zu cysteinfreien Li-

gationsstellen.[5] Hier werden thiolmodifizierte Aminos�uren
am N-Terminus des C-terminalen NCL-Reaktionspartners
eingesetzt. Allerdings kçnnen nur 4 der 13 Ligationsschnitt-
stellen, die mithilfe der bisher bekannten thiolmodifizierten
Bausteine zug�nglich sind, mit kommerziell verfîgbaren
Aminos�uren erschlossen werden.[5c,h,m] Die Notwendigkeit,
die kommerziell nicht erh�ltlichen Bausteine îber aufwen-
dige Mehrstufensynthesen (> 50 Stufen fîr die Vorstufen zu
Arg,[5j] Asp,[5k] Gln,[5i] Glu,[5l] Leu,[5g] Lys,[5e] Phe,[5b] Thr[5f])
herzustellen, ist eine Beeintr�chtigung. Dies ist vermutlich
der Grund, weshalb die Anwendung der Ligations-Ent-
schwefelungs-Strategie momentan auf wenige spezialisierte
Labors beschr�nkt ist.

Mit dem Ziel, eine generell anwendbare Ligationsme-
thode zu entwickeln, die den Einsatz kommerziell erh�ltlicher
Aminos�urebausteine ermçglicht, îberdachten wir das Au-
xiliarkonzept. Die g�ngigen 2-Mercapto-1-phenethyl-Auxi-
liare wie 9[4b,g] weisen eine Verzweigung am a-Kohlenstoff-
atom auf (Schema 1c). Dies fîhrt bei Ligationsstellen, die
kein Glycin enthalten, zu einer drastischen Verringerung der
S!N-Acyltransfergeschwindigkeit. Alternativ werden 2-

Schema 1. �berblick zu a) NCL und b) auxiliarvermittelter Peptidligati-
on. c) Beispiele fír derzeit g�ngige Auxiliare, d) Struktur des von uns
entworfenen 2-Mercapto-2-phenethyl-Auxiliars.
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Mercaptobenzyl-Auxiliare wie 10[4f] in der erweiterten NCL
eingesetzt. Allerdings sind die Ligationsreaktionen eher
langsam, da die Reaktion îber einen sechsgliedrigen (anstelle
eines fînfgliedrigen) �bergangszustand verl�uft. Zus�tzlich
stellt die Reversibilit�t des S!N-Acyltransfers ein oft be-
obachtetes Problem dar, das auftritt, sobald die terti�ren
Amidbindungen den sauren Bedingungen der Auxiliarab-
spaltung ausgesetzt werden.[4i]

Der Entwurf unseres Auxiliars basiert auf dem 2-Mer-
capto-2-phenethyl-Grundgerîst 11 (Schema 1d). Da die Li-
gation îber einen fînfgliedrigen �bergangszustand erfolgt
und keine a-Verzweigung vorliegt, sollte eine schnelle Re-
aktion mçglich sein. Die Abspaltung sollte unter nichtsauren
Bedingungen gelingen. Wir dachten an eine radikalische b-
Fragmentierung (Schema 2). Nach unserer Hypothese sollte

das Thiylradikal 12 analog wie bei der radikalischen Ent-
schwefelung[6] durch Reaktion mit einem Phosphan das
Benzylradikal 13 bilden. Bei Abwesenheit eines reaktiven
Wasserstoffdonors sollten durch b-Fragmentierung das
Amidradikal 14 und Styrol entstehen, wobei letzteres unter
den Abspaltbedingungen mçglicherweise Folgereaktionen
unterliegt. Wir vermuteten, dass das stickstoffzentrierte
Amidradikal einfach durch Amine abgefangen werden
kçnnte, die wie Morpholin nicht reaktiv genug fîr das Ab-
fangen des Benzylradikals 13 sind.[7]

Da das Auxiliar nach erfolgter Ligation entfernt wird,
spielt seine Chiralit�t fîr das Endprodukt keine Rolle. Aus
diesem Grund kann das 2-Mercapto-2-phenethyl-Auxiliar
einfach durch reduktive Aminierung des racemischen Alkyl-
aldehyds mit dem N-Terminus des Peptids in der letzten Stufe
der Festphasenpeptidsynthese eingefîhrt werden (Schema 3).
Das Auxiliar wurde mit dem racemischen Aldehyd 16 (Syn-
these in Schema S1 in den Hintergrundinformationen) im

�berschuss und NaCNBH3 (Schema 3) an das ans Harz ge-
bundene Glycin-Modellpeptid 17G gekuppelt. Die UPLC-
MS-Analyse des nach der TFA-Abspaltung erhaltenen Roh-
produkts belegte einen nahezu quantitativen Umsatz zum
gewînschten auxiliarsubstituierten Peptid 18G innerhalb von
vier Stunden (Abbildung S2). Eine �hnliche Vorgehensweise
ergab die Asparagin-, Glutamins�ure-, Asparagins�ure-, Ar-
ginin- und Methioninpeptide 18X.

Anschließend setzten wir das 2-Mercapto-2-phenethyl-
Auxiliar in NCL-Reaktionen ein. Wir verglichen die Ge-
schwindigkeiten von acht Peptidligationen (Abbildung 1a).
Die Ligation war viel schneller als mit den g�ngigen Auxi-
liaren. Wie vermutet, verlief die Gly-Gly-Ligation besonders
rasch und erreichte innerhalb von 60 min einen vollst�ndigen
Umsatz (Abbildung 1a). Wie schon fîr andere NCLs be-
richtet,[9] ergab die Reaktion kleine Mengen (ca. 6%) des N-
und S-acylierten Ligationsprodukts 21GG (Abbildung 1b).
Im Fall der sterisch etwas anspruchsvolleren Ser-Gly-Ligation
wurde keine doppelte Acylierung beobachtet (Abbil-
dung 1c). Die Reaktionen an den Ala-Gly- und Leu-Gly-
Schnittstellen bençtigten 2–4 h, um � 80% des Produkts zu

Schema 2. Hypothetischer Mechanismus zur Entfernung eines 2-Mer-
capto-2-phenethyl-Auxiliars.

Schema 3. Synthese auxiliarsubstituierter Peptide durch reduktive Ami-
nierung w�hrend der Festphasenpeptidsynthese. DMTr: 4,4’-Dimethoxy-
trityl, NMP: N-Methyl-2-pyrrolidon, TFA: Trifluoressigs�ure, TIS: Triiso-
propylsilan.

Abbildung 1. a) Zeitlicher Verlauf der Ligation zwischen den Peptiden 18X
und den Peptidthioestern 19Z; Ligationsbedingungen: 5 mm Peptid,
20 mm TCEP, 100 mm Phosphat, 3 Vol.-% PhSH,[9] 25 88C, pH 7.5. UPLC-
Analyse (UPLC: Ultra Performance Liquid Chromatography; l = 210 nm)
der b) Gly-Gly-, c) Ser-Gly-Ligation und d) Abspaltung des Auxiliars vom
gereinigten Ligationsprodukt 20GG nach 20 h.
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liefern (siehe Abbildung S18). Bemerkenswert ist vor allem,
dass mit dem 2-Mercapto-2-phenethyl-Auxiliar Ligationen an
Schnittstellen mçglich sind, die kein Glycin enthalten. Solche
Reaktionen haben sich mit den g�ngigen Auxiliaren als
schwierig, wenn nicht unmçglich erwiesen. Die His-Asp-Li-
gation verlief besonders schnell (90% Ausbeute nach 4 h),
aber auch die Ala-Asn- und Ser-Glu-Ligation ergaben bei
niedriger Konzentration (5 mm) innerhalb von 8–24 h mehr
als 50% Produkt (siehe auch Abbildung S19). Hçhere Aus-
beuten wurden erreicht, wenn die Reaktionen mit dem
Thioester im �berschuss durchgefîhrt wurden (siehe unten).

Im n�chsten Schritt sollte das Auxiliar vom gereinigten
Ligationsprodukt entfernt werden. Auf Grundlage unserer
frîheren Erfahrungen[10] erwarteten wir, dass bei hohen
Konzentrationen an Triscarboxyethylphosphan (TCEP) das
Benzylradikal 13 zîgig gebildet werden sollte, vermutlich
initiiert durch Einwirkung von Licht oder Sauerstoff. Als
Amidradikalf�nger testeten wir unterschiedliche Amine
(Abbildung S22) und fanden heraus, dass eine Behandlung
der Auxiliar tragenden Ligationsprodukte, z. B. 20GG, mit
einer w�ssrigen Lçsung von TCEP (0.2m) und Morpholin im
�berschuss (0.8m) bei pH 8.5 in einer glatten Reaktion in-
nerhalb von 20 h zur quantitativen Abspaltung des Auxiliars
fîhrte (Abbildung 1 d). Erw�hnenswert ist, dass die Abspal-
tungsreaktion durch den klassischen Radikalf�nger TEMPO
vollst�ndig unterdrîckt wurde (Abbildung S24).

Um eine intermedi�re HPLC-Reinigung zu vermeiden,
entwickelten wir eine geradlinigere Eintopfvariante, bei der
sich der Peptidligation die Auxiliarabspaltung direkt an-
schließt (Tabelle 1), indem nach Beendigung der Ligation
eine w�ssrige Lçsung von TCEP und Morpholin (pH 8.5)
zugegeben wird. Zum Aufbau der Gly-Gly-Bindung von
22GG wurde der Thioester 19G und das auxiliarsubstituierte
Peptid 18G in 2 mm Konzentration im Phosphatpuffer bei
pH 7.5 zur Reaktion gebracht. Nach zwei Stunden wurde die
Reaktion mit einer w�ssrigen Lçsung von TCEP (200 mm)
und Morpholin (800 mm) verdînnt und 36 h bei 40 88C inku-

biert. Nach HPLC-Reinigung wurde das native Peptid 22GG
in einer Gesamtausbeute von 58 % erhalten. Da 75 % Rîck-
gewinnung fîr die verwendete HPLC/Gefriertrocknungs-
Prozedur ermittelt wurden, ist dies eine hohe Ausbeute. Bei
der Synthese der Leu-Gly- und Gly-Asn-Ligationsprodukte
wurde die Peptidkonzentration auf 5 mm erhçht und dem
Puffer Guanidinhydrochlorid (GnHCl) zugesetzt. Nach 14–
20 h war die Ligation beendet. Anschließend wurde das Re-
aktionsgemisch mit einer w�ssrigen Lçsung von TCEP und
Morpholin verdînnt. Die Abspaltung des Auxiliars lief
ebenfalls in GnHCl-haltigem Puffer ab. Die beiden nativen
Peptide wurden in einer Ausbeute von 44% und 49% (îber
zwei Stufen) erhalten.

Als N�chstes wendeten wir uns mit His-Asp-, Leu-Arg-
und Phe-Met-Ligationen Eintopfreaktionssequenzen zu, bei
denen Glycin nicht an der Ligation beteiligt ist. Um die Re-
aktion anzutreiben, wurde nach 8 h (Leu-Arg, Phe-Met) oder
24 h (His-Asp) zus�tzlicher Peptidthioester (0.5–1 øquiv.)
zugegeben. Die Ligationsprodukte zeigten in 0.1-proz. TFA
eine Tendenz zur Bildung des unerwînschten N!S-Acyl-
transferprodukts (Abbildung S21b). Diese Nebenreaktion
verdeutlicht den Vorteil der mild basischen (statt sauren)
Bedingungen, unter denen das 2-Mercapto-2-phenethyl-Au-
xiliar ohne Hinweis auf eventuell ablaufende N!S-Acyl-
transferreaktionen entfernt werden konnte (Abbildung
S21c).

Wir verwendeten das 2-Mercapto-2-phenethyl-Auxiliar
fîr die Synthese von Dermcidin DCD-1L (26, Abbildung 2).
Dieses antimikrobielle Peptid wird in menschlichen
Schweißdrîsen exprimiert und dient als Vorstufe fîr mehrere
kurze, bioaktive Peptide.[11] Das Protein enth�lt eine Gly-Gly-
Schnittstelle, die sich ideal fîr den Einsatz einer auxiliarver-
mittelten NCL eignet. Fîr die Synthese des N-terminalen
DCD-1L-Segments 23 (1–16) wurde die geschîtzte Peptid-
s�ure an einem Chlortritylharz aufgebaut und dann durch
Reaktion der vollst�ndig geschîtzten Peptids�ure mit PyBOP
und Thiophenol in Lçsung in den reaktiven Arylthioester 23
îberfîhrt (Abbildung S32).[12] Die Synthese des C-terminalen

Tabelle 1: Ausbeuten von Eintopf-Ligations-Auxiliarabspaltungs-Reak-
tionen.[a]

19Z 18X Ligation
Ausb.[b] / Zeit

Abspaltung[b] 22ZX[c]

19G[d] 18G >99 / 1 h 74 22GG (58)
19L[d] 18G 86 / 14 h 76 22LG (44)
19G[d] 18N 94 / 20 h 82 22GN (49)
19H[d] 18D >99 / 24 h 79 22HD (45)
19L[e] 18R 77 / 24 h 88 22LR (35)
19F[e] 18M 91 / 24 h 89 22FM (37)

[a] Bedingungen: Die Peptide (2–5 mm) werden in Puffer (20 mm TCEP,
100 mm Na2HPO4, 3 Vol.-% PhSH,[9] pH 7.5) gelçst, und nach der Liga-
tion wird durch Zugabe einer w�ssrigen Lçsung von TCEP (0.1–1.0m)
und Morpholin (1–4m) bei pH 8.5 das Axiliar abgespalten; fír Details
siehe die Hintergrundinformationen. [b] Analytische Ausbeute in %,
bestimmt durch UPLC-MS-Analyse. [c] Die Ausbeute (íber zwei Stufen)
nach HPLC-Reinigung ist in Klammern angegeben. [d] R = (CH2)3CON-
HCH2CONH2. [e] R =Ph.

Abbildung 2. Eintopfsynthese von nativem DCD-1L (26) durch auxiliar-
vermittelte Peptidligation und anschließende Auxiliarabspaltung.
UPLC-Analyse (l = 210 nm) a) vor und b) nach der Ligation, c) des
Rohprodukts nach Abspaltung des Auxiliars und d) von gereinigtem
26.
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DCD-1L-Segments 24 (17–48) erwies sich als schwieriger.
Der Einsatz von Pseudoprolindipeptiden[13] an den Positionen
31 und 46 fîhrte zu einer deutlich hçheren Ausbeute der
Fmoc-Festphasensynthese. Nach Einbau des Auxiliars in den
N-terminalen Glycinrest îber reduktive Aminierung an der
festen Phase wurde das HPLC-gereinigte Peptid 24 in einer
Gesamtausbeute von 13% erhalten. Die Verknîpfung der
beiden Fragmente verlief glatt und in weniger als zwei Stun-
den (Abbildung 2b). Die anschließende Zugabe der w�ssri-
gen TCEP/Morpholin-Lçsung (pH 8.5) bei 40 88C lçste die
gewînschte Abspaltung des Auxiliars aus (Abbildung 2c).
Die Reinigung durch HPLC nach 10 h lieferte natives DCD-
1L (26) in hoher Reinheit und mit einer Ausbeute von 66%
(îber zwei Stufen; Abbildung 2 d).

Fîr die chemische Synthese von Opistoporin-2 (OP2)[14]

nahmen wir uns einer anspruchsvolleren Ligationsstelle an
(Abbildung 3). Das antimikrobielle, a-helicale porenbildende

Peptid verfîgt îber keinen geeignet positionierten Glycin-
rest. Wir w�hlten daher die Ser17-Glu18-Schnittstelle. Der re-
aktive Arylthioester 27 des N-terminalen OP2-Fragments (1–
17) wurde wie fîr 23 beschrieben erhalten. Eine kleine Menge
an racemisiertem Peptidthioester (3%) wurde bei der HPLC-
Reinigung entfernt (Abbildung S35). Zur Synthese des C-
terminalen OP2-Segments (18–44) wurde ein Pseudoprolin-
dipeptid (Asn25-Thr26) verwendet. Das Auxiliar wurde, wie
zuvor, durch reduktive Aminierung eingefîhrt (Abbil-
dung S34). Die Ligation gelang in 6m GnHCl bei pH 6.8 und
Raumtemperatur. Nach nur 10 h wurde das Ligationsprodukt
29 durch HPLC-Reinigung erhalten (44 %; Abbildung 3b,
Doppelpeak wegen der Auftrennung der diastereomeren
Auxiliarformen). Die anschließende Behandlung mit einer
w�ssrigen Lçsung von TCEP (0.3m) und Morpholin (1.2m)
bei pH 8.5 verlief ohne Bildung von Nebenprodukten und
ergab bei 40 88C innerhalb von 3 h natives 30 in 57% Ausbeute
(Abbildung 3c). Wir fîhrten die Peptidligation und die an-
schließende Auxiliarabspaltung sowohl im kleinen wie im
pr�parativen Maßstab und auch im Eintopfformat durch und
erhielten �hnliche Ausbeuten (Abbildungen S37, S39, S40).

Die bislang eingesetzten N-Auxiliare waren fîr die Ab-
spaltung durch Acidolyse oder Photolyse konzipiert. Aller-
dings fîhren die a-Verzweigung am sekund�ren Amin (9,
Schema 1c) und/oder die Arylsubstituenten (10, Schema 1c)
eine sterische Hinderung ein, die den Anwendungsbereich
und die Ausbeuten der auxiliarvermittelten NCL einschr�n-
ken. Die Idee eines radikalischen Abspaltungsmechanismus
ermçglichte uns, eine neue Auxiliarklasse zu entwerfen, durch
die a-Verzweigungen am sekund�ren Amin vermieden
werden kçnnen. Das 2-Mercapto-2-phenethyl-Auxiliar kann
einfach und in hohen Ausbeuten durch reduktive Aminierung
am Harz-gebundenen Peptid eingefîhrt werden. Mit nur
einer einzigen Verbindung kçnnen so vielf�ltige Ligations-
schnittstellen erschlossen werden.

Der wohl wichtigste Aspekt und grçßte Unterschied zu
bisher beschriebenen Auxiliaren ist, dass das 2-Mercapto-2-
phenethyl-Auxiliar nicht auf Gly-haltige Ligationsschnitt-
stellen beschr�nkt ist. Dies erçffnet der NCL-Chemie neue
Mçglichkeiten. Um intermedi�re Reinigungsschritte zu ver-
meiden, entwickelten wir eine zuverl�ssige Eintopfvariante,
bei der die gewînschten nativen Peptide erhalten werden,
indem die Auxiliarabspaltung unmittelbar im Anschluss an
die Peptidligation durchgefîhrt wird. Die Methode basiert
auf einer (selektiven) Abspaltung des Auxiliars unter mild
basischen Bedingungen (pH 8.5), was fîr den Zugang zu
Proteinen mit s�ureempfindlichen Modifizierungen interes-
sant sein sollte. Wir beschrieben des Weiteren die chemische
Totalsynthese von zwei antimikrobiellen Peptiden, DCD-1L
und Opistoporin-2. Selbst wenn Ligationen an Schnittstellen,
die b-verzweigte Aminos�uren enthalten, immer noch
schwierig zu sein scheinen (Abbildung S43), erwarten wir,
dass sich Anwendungsbreite und Effizienz des 2-Mercapto-2-
phenethyl-Auxiliars als nîtzlich erweisen werden, die Mçg-
lichkeiten der NCL auszuweiten. Da die Methode auf der
radikalischen Entschwefelung basiert, mîssen Cysteinreste
geschîtzt werden (siehe Abbildungen S44 und S45). Im Ver-
gleich zu der momentan am h�ufigsten eingesetzten Ligati-
ons-Entschwefelungs-Strategie ist es mit Sicherheit von Vor-
teil, dass bei dem von uns hier vorgestellten Verfahren keine
nichtkommerziellen Aminos�urebausteine nçtig sind. Aus
diesem Grund und wegen der grçßeren Anwendungsbreite
erwarten wir, dass dieses neue Auxiliarkonzept kînftige
Proteinsynthesen beflîgeln wird.

Danksagung

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft finanziell unterstîtzt (Se819-15/1, SPP 1623). Wir
danken Luxembourg Bio Technologies Ltd. fîr die Bereit-
stellung von OxymaPure.

Stichwçrter: Entschwefelung · Na-Auxiliare · Peptidligationen ·
Proteinsynthesen · Radikalreaktionen

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 15055–15059
Angew. Chem. 2015, 127, 15269–15273

Abbildung 3. Synthese von OP2. UPLC-Analyse (l = 210 nm) a) vor der
Ligation, b) des gereinigten Ligationsprodukts (29), c) des Rohpro-
dukts nach Abspaltung des Auxiliars und d) von gereinigtem 30.
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