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Beim Einbau nichtproteinogener Ami-
nos�uren w�hrend der Proteinbiosyn-
these wurden in den letzten Jahren
etliche Durchbr�che verzeichnet.[1] Ins-
besondere die Arbeitsgruppen von
Schultz,[2] Yokoyama[3] und Tirrell[4] ha-
ben gezeigt, dass unter Nutzung des
nat�rlichen Syntheseapparats die Diver-
sit�t von Proteinen �ber die 20 pro-
teinogenen Aminos�uren hinaus ver-
gr-ßert werden kann. Beispiele sind
der Einbau von Aminos�uren mit funk-
tionellen Gruppen (die als photoakti-
vierbare Vernetzungsstellen, Spin-Mar-
ker, Fluoreszenz-Marker oder Chelat-
bildner f�r Metalle dienen), glycosylier-
ten Aminos�uren und einer biotinylier-
ten Aminos�ure zur Affinit�ts-
markierung.[5] Hier richten wir das Au-
genmerk auf Aminos�uren mit biolo-
gisch inerten, aber chemisch reaktiven
(bioorthogonalen) funktionellen Grup-
pen in der Seitenkette, die die selektive
posttranslationale kovalente Modifika-
tion von Proteinen erm-glichen (Sche-
ma 1). Der Einbau solcher Aminos�u-
ren in Proteine bringt die Molekular-
biologie mit der Organischen Chemie
zusammen und bietet ein interessantes
Forschungsgebiet mit einer Vielzahl von
Anwendungsm-glichkeiten.

Der Einbau nichtproteinogener
Aminos�uren in Proteine gelang mit
einer Vielzahl von In-vitro- und In-
vivo-Systemen (Abbildung 1). tRNA
kann innerhalb oder außerhalb der
Zelle mit einer Aminos�ure beladen
werden, entweder durch eine st-chio-
metrische chemische Ligation oder ka-
talytisch. In Anbetracht der Vielzahl
unterschiedlicher Optionen und Vorga-
ben existiert bislang keine allgemein
anwendbare Methode zum Einbau von
Aminos�uren, wobei aktuelle Forschun-
gen auf selbsterhaltende Systeme im
lebenden Modell zielen. Eindrucksvolle
Beispiele wurden bei Studien zum Ace-
tylcholin-Rezeptor in Xenopus-Oocy-
ten[6] und zu kultivierten menschlichen
Neuronen erarbeitet.[7]

tRNAs k-nnen extrazellul�r mit be-
liebigen nichtproteinogenen Aminos�u-
ren chemisch ligiert werden. Einzige
Voraussetzung ist, dass die Ribosomen
die gebildete Aminoacyl-tRNA (aa-
tRNA) bei der Translation verwerten
k-nnen. Die absoluten Mengen der so
erh�ltlichen Proteine sind im Allgemei-
nen gering, da jede einzelne tRNA
st-chiometrisch ligiert und dann in die
Zellen eingebracht werden muss. Kata-
lytisch hergestellte aa-tRNAs sind in
gr-ßeren Mengen verf�gbar, machen
aber andere Cberlegungen notwendig.
Durch Aussch-pfen der Substrattoleranz
nativer aa-tRNA-Synthasen (aaRSs)
kann die intrazellul�re Acylierung in
einer proteomweiten Expression modifi-
zierter Proteine resultieren. Ein Beispiel
ist Met-aaRS, die die Beladung sowohl
mit Selenomethionin als auch mit Ami-
nos�uren mit chemisch st�rker abwei-
chenden Seitenketten erm-glicht.[8]

Zum ortsspezifischen Einbau einer
nichtproteinogenen Aminos�ure wird

eine aaRS ben-tigt, die eine spezifische
tRNA acyliert, die vom Expressions-
system nicht mit proteinogenen Amino-
s�uren beladen werden kann. Diese
orthogonalen tRNA-aaRS-Paare m�s-
sen dann zusammen mit einem Plasmid,
das f�r das gew�nschte Protein codiert,
in die Wirtszelle transfiziert werden. Es
wurden bereits mehrere solcher Paare
beschrieben, die den Einbau der ge-
w�nschten Aminos�ure an der vorbe-
stimmten Position durch Acylierung von
Suppressor-tRNAs vermitteln, sodass
entweder das Amber-Codon �berlesen
(Weg A, Abbildung 1)[9] oder eine spe-
zifische Watson-Crick-Basenpaarung an
der dritten Codonposition („Wobble-
Base“) eingegangen werden kann
(Weg B, Abbildung 1).[4] Im zweiten Fall
wird jedoch die nichtnat�rliche Amino-
s�ure auch in andere Zellproteine ein-
gebaut, in denen das redundante Codon
f�r die „erwartete“ nat�rliche Amino-
s�ure codiert. Alternativ wurden auch
Vierbasen-Codons in E. coli genutzt,
wobei nichtnat�rliche Aminos�uren
durch die kognaten aa-tRNAs mit Vier-
basen-Anticodon in einen Dreibasen-
Codierungsrahmen eingebaut werden
(Weg C, Abbildung 1).[10] Eine weitere
M-glichkeit ist die Acylierung der
tRNA mit Ribozymen,[11] was gegen-
w�rtig allerdings nur außerhalb der
Zelle m-glich ist. Ribozyme k-nnen
vermutlich noch ungew-hnlichere Sei-
tenketten tolerieren als modifizierte
aaRSs, weshalb ihre In-vivo-Anwen-
dung auf ein großes Interesse stoßen
d�rfte.

Wie erwartet, stellten sich mit dem
weniger komplexen und besser doku-
mentierten Translationssystem der Pro-
karyoten schnellere Fortschritte ein als
mit Eukaryoten. Es gelang sogar, die
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Enzyme f�r den vollst�ndigen Biosyn-
theseweg zum p-Aminophenylalanin
(pAF) einemE.-coli-Stamm beizuf�gen,
der mit einem f�r diese Aminos�ure
spezifischen tRNA-aaRS-Paar transfi-
ziert worden war;[12] Ergebnis war ein
autonomes System, das zum Proteinauf-
bau auf ein Repertoire von 21 Amino-
s�uren zur�ckgreift.

Allerdings kann im Zusammenhang
mit posttranslationalen Modifikationen
oder Proteinfaltung ein eukaryotisches
Expressionssystem erforderlich sein.
Entsprechende Zelllinien k-nnen mit
einem prokaryotischen orthogonalen
tRNA-aaRS-Paar supplementiert wer-
den. Das Funktionieren dieses Ansatzes
konnte in zellfreien Systemen gezeigt
werden,[13] deren Verwendung vor allem
dann sinnvoll ist, wenn eine Toxizit�t
der Aminos�ure oder die Beteiligung
chemisch ligierter aa-tRNAs die Ver-
wendung lebender Zellen ausschließt.
J�ngste Entwicklungen betreffen die
Einf�hrung orthogonaler tRNA-aaRS-
Paare in lebende eukaryotische Zellen,
z.B. in Hefezellen[1] und kultivierte
humane Zelllinien.[3,14]

Bislang wurden mehr als 100 nicht-
proteinogene Aminos�uren biosynthe-

tisch in Proteine eingebaut.[5]

Um das Potenzial derart modi-
fizierter Proteine zu verdeutli-
chen, sei exemplarisch auf den
Einbau von Azidohomoalanin
(1) hingewiesen (Schema 1).
Die inerte und biokompatible
Azidogruppe in 1 erwies sich in
posttranslationalen bioortho-
gonalen (abiotischen) chemi-
schen Transformationen als
ausgesprochen vielseitig. Die
Arbeitsgruppen von Bertozzi
und Tirrell substituierten die
acht Methioninreste in der Di-
hydrofolatreduktase der Maus
(mDHFR) durch 1 und mar-
kierten dieses Reporterprotein
selektiv mit antigenen FLAG-
Peptiden[15] bzw. fluorophoren
Cumarinfarbstoffen[16] in einer
Staudinger-Ligation in rohem
Zelllysat (Schema 2).

Eine andere bemerkens-
werte Reaktion zur Protein-
funktionalisierung ist die als
„Click-Reaktion“[17] bezeich-
nete Kupfer(i)-katalysierte di-
polare [3+2]-Azid-Alkin-Cyc-
loaddition (Schema 2). Link

Abbildung 1. Biochemische Strategien zum Einbau nichtproteinogener Aminos�uren in Proteine.

Schema 2. Kovalente Funktionalisierung eines azidmarkierten Pro-
teins durch bioorthogonale Reaktionen.

Schema 1. NichtnatBrliche Aminos�uren mit bioorthogonaler,
chemisch modifizierter Seitenkette.
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und Tirrell beschrieben den Einbau von
1 in das Membranprotein C mit nach-
folgender Umsetzung der Azidgruppen
mit einem biotinylierten Alkinrea-
gens.[18] Die Reaktion konnte durch An-
f�rben mit fluoreszierendem Avidin ver-
folgt werden. In einer anderen Studie
wurde p-Acetyl-l-phenylalanin (3), das
allerdings wegen der vielen endogenen
Ketogruppen in lebenden Zellen, z.B.
bei Zuckern, nicht streng bioorthogonal
ist, mit exogenen Hydrazidreagentien in
vivo umgesetzt.[19]

Wir m-chten dieses Highlight mit
einem kurzen Ausblick auf k�nftige
Entwicklungen beschließen. Eine zent-
rale Aufgabe an die Synthesechemie
betrifft die Erweiterung des Sortiments
an bioorthogonalen Reaktionen. Anbie-
ten w�rde sich z.B. die milde, Cber-
gangsmetall-katalysierte Suzuki-Kreuz-
kupplung zwischen dem pseudoprotei-
nogenen p-Iod-l-Phenylalanin (4) und
einer exogenen Aryl- oder Alkylboron-
s�ure.[20] Die pseudoproteinogenen
Aminos�uren Homoallylglycin (5) und
Homopropargylglycin (6) k-nnten als
Substrate in posttranslationalen chemi-
schen Modifikationen mithilfe der aus-
gesprochen milden Alken-, Alkin- oder
Enin-Metathese-Reaktionen eingesetzt
werden.[21] Durch intramolekulare Me-
tathese-Reaktionen in einem Homoal-
lylglycin-modifizierten Protein w�rden
sich Links erzeugen lassen, die als sehr
stabile Isostere von Disulfidbr�cken
dienen k-nnten. Ein alternativer Ansatz
zu solchen Verkn�pfungen w�re eine
[3+2]-Cycloaddition zwischen den Azi-
doaminos�uren 1 oder 2 und der Alki-
nylaminos�ure 6. Ein erster Eindruck
von der erh-hten Stabilit�t von Pro-
teinen mit nichtnat�rlichen Aminos�u-
ren konnte durch den Einbau von Tri-
fluorleucin anstelle von Leucin in Leu-
cin-Zipper-Proteine gewonnen werden,
denn die so modifizierten Proteine wie-

sen eine verbesserte Toleranz gegen
hohe Temperaturen und denaturierende
Reagentien auf.[22]

Zusammengefasst machen die j�ngst
entdeckten und entwickelten biotech-
nologischen Methoden zum Einbau
nichtproteinogener Aminos�uren maß-
geschneiderte Proteine f�r ein breites
Spektrum von Anwendungen verf�gbar.
Die bisherigen Resultate machen neu-
gierig auf weitere Entwicklungen, die
sicher einen großen Einfluss auf unter-
schiedliche Wissenschaftsbereiche wie
Proteomics, Biomaterialien, die biome-
dizinische Forschung, Biokatalyse und
Synthese haben werden.
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