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1. Einleitung

Die detaillierte mechanistische Untersuchung von Prote-
infunktionen auf Ebene der einzelnen Aminos�urereste er-
fordert Methoden, mit denen eine Aminos�ure-Seitenkette in
eine andere umgewandelt werden kann und mit denen sich
Proteine aufbauen lassen, die solche pr�zisen Ver�nderungen
enthalten. Bis heute ist die wesentliche Methode dafîr die
ortsgerichtete Mutagenese.[1] Mutagenese auf Genebene
grîndet sich auf das zentrale Dogma von Francis Crick, das
den gerichteten Informationsfluss in biologischen Makro-
molekîlen von der DNA zum Protein hin beschreibt.[2] Bei
dieser Art der Mutagenese wird die Information auf Nucle-

otidebene ver�ndert; damit wird am
Ende des Prozesses eine ver�nderte
Proteinsequenz, also eine ønderung
am funktionalen Biomolekîl, gene-
riert. Durch die Suppression be-
stimmter Codons[3] mit tRNAs, die
nichtnatîrliche Aminos�uren tragen,
kçnnen solche nichtkanonischen
Aminos�uren an einer spezifischen

Position eines Proteins eingefîhrt werden, beispielsweise,
indem man dort ein Stopp-Codon einfîgt,[4] vorausgesetzt,
man kann ein entsp
rechendes tRNA-tRNA-Synthetase-Paar herstellen.[5] Dieser
interessante Ansatz ist bei einigen Strukturmotiven, die von
den entsprechenden biosynthetischen Systemen (also Syn-
thetasen, Ribosomen) problemlos akzeptiert werden, îber-
raschend wirkungsvoll. Eine Einschr�nkung einer solchen
(Stopp-)Codon-Suppression ist jedoch die fehlende chemi-
sche Diversit�t der Seitenketten jenseits der Varianten, die
mit der aktuellen Technologie eingebaut werden kçnnen.
Dies ist Ausdruck der in der Evolution entstandenen Strin-
genz der Aminos�ure-tRNA-Synthetase-Proteine. Die meis-
ten Aminos�uren, die bislang eingebaut wurden, �hneln Ly-
sin- oder Tyrosin-Derivaten (bei Verwendung eines Stopp-
codons) oder Methionin-Derivaten (bei Verwendung des
Methionincodons). Dies spiegelt die natîrlichen Vorlieben
der am meisten verwendeten Synthetasen wider.[3] Vor allem
gibt es keine Verçffentlichungen îber den direkten Einbau
bestimmter Reste, die fîr weite Teile aktueller biologischer
Forschungen von zentraler Bedeutung sind. Dazu gehçren die
Methylderivate von Lysin, Glutamin und Arginin, die vielfach
mit epigenetischen Ph�nomenen oder glycosylierten Amino-
s�uren im Zusammenhang stehen. Es wurden zwar einige
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elegante indirekte Strategien angewendet,[6] aber die
Schwierigkeiten bei der Entwicklung einer Synthetase, die
entweder die Ver�nderung einer einzelnen Methylgruppe
erkennt und nur den modifizierten Rest umsetzt oder die eine
Seitenkette mit auch nur einem einzelnen Zuckerrest bindet
(ganz zu schweigen von den grçßeren komplexen Strukturen,
die in der Glycobiologie vorkommen), sind entmutigend.
Trotz dieser Einschr�nkungen wird der Erfolg dieser Tech-
niken durch die tagt�gliche Anwendung in ungez�hlten La-
bors weltweit illustriert.

In mancher Hinsicht sind solche Ans�tze, die von der
Nucleotidebene ausgehen (Expression durch Transkription
und nachfolgende Translation), grunds�tzlich sehr umst�nd-
lich, um das zu erhalten, was man eigentlich mçchte: eine
Ver�nderung in einer spezifischen Seitenkette auf Protein-
ebene. Prinzipiell kçnnte man mit einem Verfahren zur
posttranslationalen oder Postexpressions-Mutagenese diese
Transformation auf direktem Wege, auf der Proteinebene
selbst, erreichen. Eine solche Methode w�re auch nicht durch
das evolution�re „Filter“ des Translationsapparates eingeengt
und wîrde den positionsspezifischen Einbau jeder ge-
wînschten natîrlichen oder kînstlich entworfenen Seiten-
kette direkt in die Biomolekîle (Proteine und sogar Zucker
und Lipide) ermçglichen, die eine biologische Funktion aus-
îben.

Auch in der Natur ist die posttranslationale Modifizierung
(PTM) der zentrale Mechanismus, durch den die Diversit�t
der Protein-Seitenketten îber diejenige der proteinogenen
Aminos�uren hinaus ausgeweitet wird. Chemisch einfache
Modifikationen, wie Methylierungen, und komplexere
Strukturen, wie Zuckeranh�nge an Glycoproteinen, haben
tiefgreifende Konsequenzen fîr alle biologischen Prozesse.
Die biochemische Untersuchung der PTM wurde durch das
Fehlen allgemein einsetzbarer und robuster Methoden zur
selektiven Einfîhrung der Modifikationen im Protein behin-
dert. Die posttranslational modifizierten Seitenketten stellen
eine spezielle Herausforderung fîr die genetische Mutage-
nese dar. Eine Alternative zu einer erweiterten Mutagenese
kçnnte von der natîrlichen Synthesestrategie der PTM in-
spiriert werden (Schema 1, Entknîpfung I) und kçnnte dazu
dienen, Proteine direkt, ohne genetische Mutation, im Rea-
genzglas und letztlich auch im Zellinneren und in Organismen
zu modifizieren.

Einige Biochemiker arbeiteten in den sp�teren 1960er
Jahren – vor der Revolutionierung der Biotechnologie durch
die Molekularbiologie und vor dem Hintergrund der mehr
Aufmerksamkeit heischenden Peptidsynthese – ohne großes
Aufsehen an einem pr�parativen Ansatz zur Mutagenese als
einem wertvollen Hilfsmittel, um Proteinfunktionen zu un-
tersuchen. Diese Arbeiten, die in der ersten Umwandlung
einer Aminos�ure in eine andere durch chemische Ver�nde-
rung ihrer Seitenkette (von Ser nach Cys) resultierten,[7] de-
monstrierten ein Schlîsselprinzip. Auf diesem Wege wurde
ein leistungsf�higes Konzept fîr eine allgemeinere Methode
etabliert, das direkt auf Biomolekîle angewendet werden
konnte. Dieser Ansatz ermçglichte die ersten Punktmutatio-
nen (ortsspezifisch im Protein) in einem Enzym îberhaupt,
einfach mithilfe chemischer Synthese. Polder und Bender
nannten es „simulierte Mutationen“ und beschrieben eine

hypothetische Methode: „…by chemical or enzymatic means
it is possible to substitute one amino acid of the protein
molecule by another, simulating the effect of mutation.“[7b]

2. Die fríhen Jahre: b,g-Kohlenstoff-Heteroatom-
Bindungsknípfung

Die Wurzeln des Konzepts einer chemischen Mutagenese
lassen sich zu einer Verçffentlichung von Wilchek et al. aus
dem Jahr 1965 zurîckverfolgen, in der beschrieben wurde,
wie Serinreste in Polypeptiden quantitativ in Cysteinreste
umgewandelt wurden (Schema 2a).[7a] Serin-Tosylierung und
anschließende SN2-Substitution ermçglichen die Synthese
von Cystein (Reaktion mit Thioacetat und nachfolgende
Hydrolyse) und von nichtnatîrlichen Analoga (Reaktion mit
anderen Thiol-Nucleophilen); dies verdeutlicht die Vorteile
des chemischen Ansatzes fîr die schnelle Diversifizierung
von Seitenketten-Strukturen. Der enorme strategische
Sprung in dieser Arbeit kann durch einfache Retrosynthese
einer generischen Polypeptidstruktur erkl�rt werden. Damals
war (und ist nach Meinung mancher noch immer) die wich-
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tigste Entknîpfung der Proteinsynthese die Peptidbindung
(Schema 1, Entknîpfung F; siehe auch Schema 3). Diese
Entknîpfung spiegelt nicht nur die wichtigste natîrliche
Synthesemethode wider (Aminos�ureester + Peptidamin =

Amid), sondern auch chemische Methoden îber andere ak-
tivierte Carboxyderivate von Aminos�uren.[8] Wilchek et al.
(Schema 1, Entknîpfung E) �ußerten die Ansicht, dass sich
auch andere Entknîpfungen als nîtzlich erweisen und zu-
s�tzliche Flexibilit�t bei der Synthese von Proteinen schaffen
sollten.[7a]

Ausgehend von dieser frîhen Arbeit verçffentlichten die
Gruppen von Koshland und Bender unabh�ngig voneinander
1966 die chemische Transformation einer spezifischen Ami-
nos�ure-Seitenkette in eine andere in einem intakten Protein,

also die erste Punktmutation îberhaupt (Schema 2b).[7b,c] In
beiden Publikationen wurde die chemische Umwandlung von
Serin im aktiven Zentrum von Subtilisin in einen Cysteinrest
beschrieben. Zum Vergleich: Die erste Mutation eines Pro-
teins durch eine ortsspezifische Mutagenese der DNA gelang
erst 1978.[9] Durch Sulfonylierung des im aktiven Zentrum
befindlichen Serins mit Phenylmethansulfonylfluorid ent-
stand eine geeignete Abgangsgruppe, die durch Thioacetat
ersetzt werden konnte. Die anschließende Hydrolyse der
Acetylgruppe erfolgte vermutlich durch die inh�rente En-
zymaktivit�t. Auf diesem Wege konnte ein Thiol-Subtilisin
hergestellt werden, das im aktiven Zentrum einen Cysteinrest
anstelle des Serins als Nucleophil tr�gt. Das gewînschte Cys-

Schema 1. Retrosynthese der Proteinkonstruktion.

Schema 2. Wegweisende Beispiele einer b,g-Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungsknípfung.
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tein wurde durch Aminos�ureanalyse und kolorimetrische
Titration nachgewiesen.

Ein vielversprechender Aspekt fehlte in diesen frîhen
Arbeiten: das Element der synthetischen Divergenz ausge-
hend von einer geeigneten Vorstufe. Die Arbeit von Clark
und Lowe[10] îber chemische Mutationen von Papain lieferte
das erste Beispiel von mutationsbasierter Divergenz bei der
Umwandlung von Aminos�ure-Seitenketten; aus einer ge-
meinsamen Cys-Vorstufe wurden Gly und Ser generiert
(Schema 2c). Das nucleophile Cystein in Papain wurde che-
misch îber die Zwischenstufe Formylglycin umgesetzt.
Formylglycin wurde interessanterweise ebenfalls als nîtzli-
cher Rest erkannt, und zwar als natîrliche PTM (enzymatisch
aus Cys oder Ser erh�ltlich), die eine Sulfatester-Hydrolyse
im aktiven Zentrum von Typ-I-Sulfatasen vermittelt und eine
ungewçhnlich reaktive Aldehydmarkierung fîr die weitere
Modifizierung darstellt.[11] Die chemische Mutation von Pa-
pain durch Clark und Lowe begann mit der selektiven Al-
kylierung des reaktiven Cys im aktiven Zentrum mit Phena-
cylbromid. Durch wiederholte Photolyse wurde das Phenacyl-
gehemmte Protein in das gewînschte Thioaldehyd-Produkt
umgesetzt. Der Thioaldehyd hydrolysierte langsam unter
Bildung von Formylglycin und der Freisetzung von Schwe-
felwasserstoff. Aus Formylglycin entstand durch Reduktion
mit NaBH4 Serin, w�hrend sich bei einer verl�ngerten Inku-
bation bei pH 9.0 in einer Retroaldolreaktion Glycin bilde-
te.[10]

Diese Arbeiten waren zweifellos vorausschauend, wobei
angemerkt werden sollte, dass die chemischen Reaktionen
der Gruppen von Koshland, Bender und Lowe die gesteigerte
Nucleophilie der im aktiven Zentrum von Subtilisin (Ser) und
Papain (Cys) befindlichen Nucleophile nutzten. Dieser An-
satz illustriert zwei Eigenschaften – Chemo- und Regiose-
lektivit�t –, aus deren Zusammenspiel pr�parativer Nutzen
gezogen werden kann. Auch wenn dies eine wirksame Stra-
tegie zur Erzielung von Regioselektivit�t ist, ermçglicht ihre
notwendigerweise begrenzte Bandbreite (ein einzelner Rest
im aktiven Zentrum bestimmter Enzyme) keine allgemein-
gîltige Lçsung mit uneingeschr�nkter Kontrolle der Mutati-
onsposition.[12]

3. Retrosynthese der Proteinmodifikation

Um die frîhen Strategien chemischer Mutageneseans�tze
allgemein anwenden zu kçnnen (den ersten Ans�tzen fehlte
die allgemeine Zug�nglichkeit aller Seitenketten, und zu-
weilen waren harsche Reaktionsbedingungen erforderlich),
half die Anwendung retrosynthetischer Logik. Dies ist ein
bequemes Hilfsmittel, mit dem man den manchmal subjek-
tiven Einschr�nkungen bei der Reaktionsgestaltung ent-
kommen kann,[13] denn es hilft, weitere Entknîpfungen und
damit weitere Synthons zu identifizieren. Bei Analyse der
frîhen Arbeiten îber chemische Mutagenese im vorigen
Abschnitt sehen wir, dass die Entknîpfungen vom Typ E
(Schema 1) in beiden F�llen elektrophile Proteinsynthons an
der Cb-Position, verknîpft mit geeigneten Xg-Nucleophilen,
liefern. Die Vorstufen-Kandidaten, die die Synthese�quiva-
lente solcher Synthons sind, werden meistens „Tags“ genannt.

Wir haben den Begriff des „tag-and-modify“[14] verwendet,
um zu verdeutlichen, wie nach unserer Meinung eine gene-
relle Entknîpfungsstrategie auf breiterer Basis entwickelt
werden kann. Eine solche Analyse hilft auch oft, fîr die
Strategieentwicklung nîtzliche øhnlichkeiten zwischen dem
chemischen Verhalten scheinbar unterschiedlicher Proteine
aufzudecken. W�hrend z.B. andere tag-and-modify-Reak-
tionen mit Cb-Elektrophilen inzwischen ausfîhrlicher in
Proteinen untersucht worden sind (z.B. mit Cb-Seg als neuem
Nucleophil[15] oder Dha als Cb-Elektrophil fîr Sg[16] und
Seg[17]), ist das Potenzial eines Cb-Nucleophils zur Reaktion
mit einem elektrophilen Heteroatom (bei einer Entknîpfung
umgekehrter Polarit�t) noch nicht beschrieben worden. In
diesem Kurzaufsatz mçchten wir die mçgliche Allgemein-
gîltigkeit kînftiger Entknîpfungen (und mçglicher noch
nicht verwirklichter Reaktionen) weiter ausloten. Es mag
verwundern, aber bislang sind die Hilfsmittel der Retrosyn-
these kaum systematisch auf die Proteinchemie angewendet
worden; zumindest gibt es dazu kaum Verçffentlichungen.
Wir glauben, dass eine solche Analyse die Herausforderun-
gen und Chancen der chemischen Proteinmodifizierung ver-
deutlichen wird. Untersucht man ein allgemein formuliertes
Peptidrîckgrat, sind zwei breit definierte Entknîpfungen
sofort offensichtlich (Schema 1): das Amidrîckgrat (Ent-
knîpfungen F–H) und die Anknîpfungspunkte der Seiten-
ketten (Entknîpfungen A–E und I).

3.1. Heteroatom-Kohlenstoff-Entknípfungen der Seitenketten:
weitere Entwicklungen

In der Natur werden die beiden Amidrîckgrat- und Sei-
tenketten-Entknîpfungsstellen (Schema 1, Entknîpfungen F
und I) genutzt und verknîpft, und zwar im Wesentlichen al-
lein durch Bildung einer Kohlenstoff-Heteroatom-Bindung.
So werden sowohl in der Natur als auch in den frîhen Ar-
beiten zur chemischen Mutagenese die natîrlichen Polarit�-
ten sowie ein oft gemachter Fingerzeig bezîglich der Reak-
tivit�t genutzt.[18] Diese Polarit�t kann auch Vorteile fîr die
Chemoselektivit�t bieten: Es kçnnen passende Selektivit�ten
entstehen, die sich in einem Meer konkurrierender funktio-
neller Gruppen als wertvolle Orientierungen erweisen[19] und
die auch in der Natur (oder sogar in einem einzelnen Bio-
molekîl) vorkommen. Die Absicht, Kohlenstoff-Hetero-
atom-Kupplungschemie zu nutzen, begînstigt die Konzen-
tration auf die natîrliche Nucleophilie der Thiolgruppen des
Cysteins[20] in vielen Biokonjugationen (und auch in der na-
tîrlichen PTM). Die Entwicklung der ortspezifischen Muta-
genese erweiterte daher die allgemeine Anwendbarkeit
(Ortsspezifit�t, Regioselektivit�t) der chemischen Protein-
modifizierung, indem natîrliche Reste mit besonderer Re-
aktivit�t (wie Cystein) flexibel an vorherbestimmten Stellen
eingefîhrt werden kçnnen. Heute ist die sequenzielle
Durchfîhrung einer genetischen Mutagenese (zur Einfîh-
rung oder Positionierung eines reaktiven Cysteinrestes) und
einer nachfolgenden spezifischen Reaktion an einem Thiol als
Nucleophil (zur Modifizierung der Cystein-Seitenkette in der
gewînschten Weise) die meistverwendete aller pr�parativen
Verfahren zur Proteinmodifizierung abgesehen von der un-
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selektiven Lysin-Konjugation. In der Natur ist Cystein selbst
Ziel diverser PTMs, von denen einige durch eine direkte
Reaktion des Sg-Nucleophils mit einem Cd-Elektrophil um-
setzbar sind (z. B. Prenylierung),[21] viele jedoch auch nicht
(z. B. Phosphorylierung).[22]

Die Nachahmung einer Seitenkettenstruktur des Modifi-
zierungsziels (z. B. einer posttranslationalen Proteinmodifi-
kation) wird in der Proteinforschung oft eingesetzt, wenn der
eigentliche gewînschte Rest den bekannten chemischen
Methoden nicht zug�nglich ist. Auch bei diesem Ansatz er-
folgte oft eine Heteroatom-Kohlenstoffatom-Bindungsknîp-
fung, um thia-Xxx-Analoga wie thia-Lysin,[23] thia-Arg[24] oder
sogar thia-homo-Glu[25] zu bilden; dies ermçglicht manchmal
einzigartige mechanistische Einblicke (z.B. bezîglich des
pKa-Werts oder der Geometrie), die îber diejenigen auf
Grundlage der eingeschr�nkten Palette der klassischen Mu-
tagenese hinausgehen. In einigen F�llen wurden die Spuren
von Cys, die nach der nativen chemischen Ligation (NCL;
siehe unten) îbrig waren, genutzt,[25b] und sogar der Nach-
ahmungsgrad wurde untersucht.[26] Eine sorgf�ltige Kontrolle
der Reaktionsbedingungen wird sich als notwendig erweisen,
um unbeabsichtigte �berreaktionen an anderen als den Cys-
Resten (z.B. His, Met[27]) zu vermeiden.

Eine solche Nachahmung der Seitenketten ist nicht auf
Cystein als Nucleophil beschr�nkt. Das gleiche Prinzip der
Nutzung einer inh�renten Polarit�t liegt auch der Konversion
von Lys zu Homoarginin mit Isoharnstoffderivaten durch
Reaktion eines Nw-Nucleophils mit einem Cw-Elektrophil
zugrunde,[28] die man als beinahe chemische Mutagenese an-
sehen kann. Diese nichtnatîrliche Entknîpfung hat große
øhnlichkeit mit natîrlichen Entknîpfungen (z. B. Lysinacy-
lierung).

Auch wenn die Retrosynthese von C-X-Bindungen (und
allen weiteren Bindungen) in der Theorie drei verschiedene
Synthons bei diesem Entknîpfungstyp zul�sst (zwei hetero-
lytische – positiv-negativ und umgekehrt – und eine homo-
lytische), konzentrieren sich die meisten Ans�tze bislang auf
geladene Synthons mit natîrlicher Polarit�t.[29] Eine wichtige
Ausnahme ist die Thiol-En- (genauer Thiyl-En-)Chemie, die
das einzelne Elektron eines Thiylradikals fîr eine Alkylie-
rung mit Somophilen[*] wie terminalen Alkenen nutzt. In
diesem System ermçglichen die inh�renten Einflîsse der
Polarit�t (elektrophiles Thiyl) eine Regioselektivit�t (termi-
nale Thiylierung), aber anders als bei heterolytischen Ent-
knîpfungen diktieren sie nicht die Art der Entknîpfung an
sich.[30] Diese Eigenschaft ermçglicht so eine Entknîpfung
nicht nur zu einem typischerweise reaktionstr�gen Doppel-
bindungs-Cd-Somophil,[30] sondern stellt außerdem ein selte-
nes Beispiel einer Entknîpfung vom Typ C dar (Schema 1).
Die Einfîhrung eines N-Acetyl-thia-Lysins als Acetyllysin-
Analogon (mithilfe eines Sg-Radikals), das durch direkte
Alkylierung mit einem Sg-Nucleophil nicht zug�nglich ist,[31]

nutzt auch die ver�nderten Selektivit�ten von Radikalen in
der Proteinchemie. Eine interessante aktuelle Verçffentli-
chung aus der Gruppe von Payne weist auf das Potenzial von

C-Radikalen fîr die Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungs-
knîpfung bei der Proteinmodifizierung hin.[32] Die Erzeugung
eines Alanyl-Radikals an einem Peptidsubstrat durch Dese-
lenierung eines pr�parativ eingefîhrten Selenocysteins und
das anschließende Abfangen mit einem �berschuss an Oxone
erçffnen den Zugang zu Ser durch ein Cb-Radikal und ein
Og-Somophil. Diese Reaktion ermçglicht einen alternativen
homolytischen Weg zu den Entknîpfungen vom Typ E
(Schema 1).

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Reaktionen,
oft formale Cycloadditionen, die Kohlenstoff-Heteroatom-
Bindungsknîpfungen sind, fîr die Proteinmodifizierung ent-
wickelt; sie waren vielfach vom Konzept der Klick-Chemie
inspiriert.[18] Eine Reihe von Zielen hat das Design dieser
Reaktionen beeinflusst, und oft war das „Markieren“ der
beherrschende Aspekt der pr�parativen Proteinforschung in
der chemischen Biologie. Der Einsatz von untereinander se-
lektiven, kompatiblen Reagentienpaaren mit schneller Ki-
netik fîr die Knîpfung der Heteroatombindung hat sich zu
einer nîtzlichen Lçsung fîr diese Anwendung entwickelt.
Die eingeschr�nkte Variabilit�t der durch einen solchen An-
satz erh�ltlichen natîrlichen Strukturen macht es jedoch er-
forderlich, weitere Entknîpfungen zu untersuchen, zum Zu-
gang zu Strukturen zu erhalten, die auf nîtzlichere Weise
diejenigen imitieren, die Funktion rekapitulieren.

3.2. Entknípfungen an der Amidbindung: Stand der Technik und
Aussichten

Das Ribosom, fîr viele die bemerkenswerteste und
nîtzlichste biologische Maschine, beruht auf der Entknîp-
fung F der Amidbindung (Schema 3). Im Zentrum des
Ribosoms wird die Kondensationsreaktion eines Aminos�u-
reesters mit einem Amin verst�rkt und kontrolliert. Kînstlich
entworfene Prozesse zur Proteinmanipulation auf Transla-
tionsebene (Stoppcodon-Suppression, auxotropher Einbau
usw.) zielen daher auf die Amidbindungs-Entknîpfung und
mîssen bei der Umsetzung alle assoziierten biosynthetischen
Stringenzen berîcksichtigen. Die Zuverl�ssigkeit des Sys-
tems, das fîr die fehlerfreie Proteinsynthese und damit die
zellul�ren Funktionen verantwortlich ist, bringt fîr ein sol-
ches Verfahren allerdings starke Einschr�nkungen mit sich,
die auf die w�hrend der Evolution herausgebildete Stringenz
des Ribosoms und der assoziierten Aminos�ure/tRNA-Syn-
thetasen zurîckgehen. W�hrend zellfreie Systeme und solche
mit inaktivierten oder ver�nderten Korrekturmechanismen
von einer grçßeren Plastizit�t profitieren kçnnen, ist die
Stringenz bei direkten cotranslationalen Verfahren zum
Einbau kînstlicher Aminos�uren immer spîrbar. Dennoch
wurden einige sehr hilfreiche PTM-Beispiele (nitro-Tyr,[33]

sulfo-Tyr,[34] verschiedene acylierte Lys,[35] phospho-Ser)[36]

umgesetzt, indem die vorhandenen Plastizit�ten und/oder
Selektivit�ten genutzt wurden. Im besten Falle kçnnen diese
erfolgreichen Einbausysteme natîrlich von der gleichen
Stringenz der Translation als Mechanismus von Selektivit�t
und Qualit�tskontrolle profitieren; weniger stringente Sys-
teme mit grçßerer Plastizit�t dagegen sind oft auch Quelle
unerwînschter Ableseungenauigkeiten.[37]

[*] „Somophil“ (oder „SOMO-phil“) verwenden wir hier zur Beschrei-
bung chemischer Spezies mit Affinit�t fír „offenschalige“ freie Ra-
dikalspezies, die einfach besetzte MOs aufweisen (SOMOs).
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Daneben kann man mit der Stoppcodon-Suppression eine
Modifikation als Basis fîr eine sp�tere chemische Umsetzung
„einschmuggeln“. Unter diesem Blickwinkel ergeben sich
Mçglichkeiten fîr eine synthetische Divergenz durch die
Einfîhrung von Resten, die als Vorstufen fîr verschiedenste
Modifikationen wirken kçnnen. So kann beispielsweise p-
Borphenylalanin chemisch nach der Expression in Phenyl-
alanin oder Tyrosin umgewandelt werden.[38]

Die biokatalytische Manipulation von Amiden ist natîr-
lich nicht auf die ribosomale Katalyse beschr�nkt: Mit pro-
teolytischer Aktivit�t und ihrer Umkehrung kann im Prinzip
øhnliches erreicht werden. Eine solche Serie enzymatischer
Reaktionen wurde tats�chlich als verallgemeinerte Methode
zum Umwandeln einer einzelnen Aminos�urevorstufe in eine
Reihe unterschiedlicher Seitenketten vorgeschlagen.[39] So
l�sst sich in dem Trypsininhibitor aus Sojabohne ein Arg zu
einem Lys durch Inkubation mit Trypsin (das selektiv die
Arg64-Ile65-Peptidbindung spaltet) mutieren; die anschlie-
ßende Zugabe eines �berschusses einer freien Aminos�ure
und der Einsatz von Carboxypeptidase B als Katalysator
(oder Rîckgriff auf eine chemische Aktivierung) ermçglicht
die Ligation von freiem Lys an den C-Terminus des N-ter-
minalen Fragments. Chemische Verfahren erweitern das
Auswahlspektrum auf alle geeignet aktivierten Aminos�uren,
allerdings um den Preis der Gef�hrdung der Selektivit�t.

Diese und andere proteasekatalysierte Ligationen[40] wie
enzymatische Mutationen kçnnen als Vorl�ufer von aktuellen
chemischen Proteinligationsverfahren angesehen werden, da
sie direkt das Rîckgrat des Proteins durch „Schneiden und
Einfîgen“ ver�ndern. Die kreative Anwendung eines solchen
Ansatzes, unterstîtzt durch eine rasche Weiterentwicklung
der Ligationstechniken, hat ein erhebliches Potenzial fîr neue
Verfahren der chemischen Mutagenese. Die native chemische
Ligation (NCL; Schema 3b)[8c] ist vielleicht das herausra-
gende Beispiel fîr chemische Herangehensweisen an die

Proteinsynthese (und damit den Einbau von Modifikationen).
Hier lohnt sich eine Betrachtung einiger zentraler Eigen-
schaften, die den Erfolg der Reaktion bedingen, als mçgliche
Leitlinien fîr kînftige Reaktionen auf Basis anderer Ent-
knîpfungen. Unter diesen ist die Kombination zweier che-
mischer Erkennungsereignisse – n�mlich zun�chst das Ein-
fangen durch ein freies Thiol und dann der nucleophile An-
griff des N-terminalen Amins – der Grund fîr die auffallende
Selektivit�t der Reaktion. So kçnnten sich Doppelmotive
(wenn man sie in einer großen Zahl von Reaktionen geeig-
neter Produktivit�t findet) als nîtzlich erweisen.

Die ungewçhnliche Eignung dieses Doppelmotivs hat
aber auch zur Folge, dass trotz mehr als dreißigj�hriger For-
schung die NCL typischerweise auf dieser Reaktivit�t (ein-
schließlich Variationen mit homologen oder ver�nderten
Thiolen/Selenolen usw.) beruht. In der Praxis ist die Strategie
daher haupts�chlich auf eine Entknîpfung Xaa-Cys oder
Xaa-Ala im Proteinrîckgrat beschr�nkt, obwohl zahlreiche
chalkogenabspaltende Varianten der behandelten Thiol-/Se-
lenol-Aminos�uren prinzipiell auch andere Entknîpfungen
ermçglichen.[41] Das Haupthindernis fîr die Ausweitung die-
ses Ansatzes liegt in der Abh�ngigkeit von dem Doppelmotiv,
also der Erfordernis fîr einen N-terminalen Thiolpeptidrest
und einen C-terminalen Thioester eines zweiten Peptids, was
pr�parativ anspruchsvoll sein kann. W�hrend fîr die Peptid-
synthese viele neue Thiol-Aminos�urebausteine entwickelt
wurden, sind nur wenige kommerziell erh�ltlich, und die
Synthesen scheinen schwierig (trotz st�ndiger Verbesserun-
gen). Die Umwandlung von Cystein in Alanin durch De-
sulfurierung ist momentan die einzige Erweiterung der Ori-
ginalvorschrift, die bereits oft auf Proteinsubstrate ange-
wendet wurde.[41] Auch die Ligation exprimierter Proteine
(expressed protein ligation, EPL),[42] eine der nîtzlichsten
Anwendungen der NCL fîr die Untersuchung mittlerer bis
großer Proteine, bleibt auf Xaa-Cys- und Xaa-Ala-Entknîp-

Schema 3. Trennung der Peptidbindung zum Einfígen einer beliebigen Aminos�ure. Als dominierende Verfahren der (chemischen oder biosynthe-
tischen) Proteinsynthese sind strategische Methoden zur Schaffung von Fragmenten weit verbreitet. Hier sind zwei prinzipiell verschiedene Me-
thoden zur Erzeugung einer gewínschten Aminos�ure dargestellt ; beide nutzen das nucleophile C-terminale synthetische Fragment, das durch die
Trennung F entsteht: a) eine „beladene“ tRNA, wie sie w�hrend der ribosomalen Biosynthese vom N- zum C-Terminus eingesetzt wird (und daher
auch vom Ribosom akzeptiert werden muss); b) ein C-terminales Peptidfragment, das eine Thiol-Hilfsgruppe tr�gt, die an einer Thioester-vermit-
telten nativen chemischen Ligation mit einem geeignet aktivierten N-terminalen Carboxy-Donorfragment beteiligt sein kann.
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fungen beschr�nkt, wenn sie mit einem exprimierten C-ter-
minalen Fragment ausgefîhrt wird. Neue Ligationen jenseits
von Cys (z. B bei Met[43]) und neue Methoden, um Cys-Reste
nach der Ligation in andere natîrliche Reste umzuwandeln
(z. B. vergleichbar mit frîheren Methoden, um Seitenketten
unter Nutzung anderer Entknîpfungen, wie in Schema 1 ge-
zeigt, nachzubilden[25b]) wîrden daher die Reichweite der
Ligationsstrategien enorm vergrçßern. Auch Beispiele, in
denen nach der Synthese eine N-terminale Thiol/Selenol-
Hilfsgruppe eingefîgt wird, sind beachtenswert,[44] denn auch
sie kçnnen sich fîr rekombinante Proteine eignen und so den
Zugang zum C-terminalen Partnerfragment im Rahmen der
EPL-Methodik erweitern.

3.3. Perspektiven der chemischen Mutagenese: íbersehene
Entknípfungen

Bei der Vorstellung der aktuellen Methoden wurden in
diesem Kurzaufsatz nur wenige der mçglichen, in Schema 1
gezeigten Entknîpfungen gestreift, insbesondere die Ent-
knîpfungen E, F und I. Die îbrigen bleiben weitgehend un-
berîcksichtigt, oder es gibt nur selten Beispiele dafîr. Bis
jetzt beschr�nkt sich die Modifizierung von Seitenketten
haupts�chlich auf Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungen und
wird durch den enormen Bedarf an Markierungsreaktionen
mit schneller Kinetik fîr Anwendungen wie Fluoreszenz-
markierungen in Zellen getrieben. Bei solchen Anwendun-
gen, bei denen die Bindung eines Markers zentral ist, sind die
genaue Natur der Bindung an die Seitenkette, die modifiziert
wird, und entsprechend die exakte Struktur des entstehenden
Produkts nicht notwendigerweise von Interesse. Eine Koh-
lenstoff-Heteroatom-Reaktion wird daher bevorzugt, denn
sie ist schnell und einfach durchzufîhren. Eine vielleicht noch
grçßere Einschr�nkung ist, dass gegenw�rtig nur wenige
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Kupplungen zur Verfîgung stehen,
die mit Proteinen vertr�glich sind und in w�ssrigem Medium
durchgefîhrt werden kçnnen. Der chemische Aufbau der
kohlenstoffreichen nativen Aminos�ure-Seitenketten in situ
sowie der meisten ihrer posttranslational modifizierten Vari-
anten auf eine Zielstruktur-orientierte Weise erfordert Ent-
knîpfungen an Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen (z.B. die
Entknîpfungen A oder B in Schema 1).

Die Ca-Cb-Entknîpfung (A) liefert ein glycinartiges
Fragment als proteinassoziiertes Synthon. Bislang wurden
noch keine Reaktionen zur Funktionalisierung von Glycin in
Proteinen verçffentlicht. In der Peptidchemie ist die Glycin-
modifikation allerdings gut etabliert; es gibt Verfahren mit
Glycinkationen, -anionen/-enolaten und -radikalen ein-
schließlich asymmetrischer Varianten. Allerdings sind nur
wenige der verçffentlichten Reaktionen mild genug, um ein-
fach auf Proteine îbertragbar zu sein: Die meisten erfordern
organische Lçsungsmittel, starke Basen oder erhçhte Tem-
peraturen jenseits derer, die in Wasser oder mit Proteinen
mçglich sind. Da außerdem Glycin eine der h�ufigsten
Aminos�uren in Proteinen ist, ist die Chance fîr ortsspezifi-
sche Modifikationen zumindest teilweise eine reine Frage der
Statistik des Reaktionsverlaufs und/oder der Selektivit�t.
(Dieses Problem taucht im �brigen auch oft bei der Modifi-

zierung von Lys auf.) In diesem Zusammenhang kann die
Funktionalisierung an N-terminalen Glycinresten oder ein
Sequon-basierter Ansatz zur Positionierung eines Metallka-
talysators oder eines aktivierenden Reagens die erforderliche
Chemoselektivit�t sicherstellen.

Die Cb-Cg-Entknîpfung (B) resultiert in der Betrachtung
eines Fragments vom Alanin-Typ. Alanin selbst kann mçgli-
cherweise durch selektive Csp3 -H-Aktivierung modifiziert
werden. Dies wîrde wahrscheinlich auch die Identifizierung
oder den Entwurf einer Polypeptidsequenz erfordern, um die
Metallkoordination und die spezifische C-H-Aktivierung zu
erleichtern. Neuere Arbeiten îber palladiumkatalysierte
Transformationen, z.B. Suzuki-Miyaura-Kupplungen,[45] ha-
ben gezeigt, dass îbergangsmetallkatalysierte Reaktionen fîr
die Proteinmodifizierung nutzbar sind; weitere Anwendun-
gen dieser wirksamen Metallkatalysatoren sind zu erwarten,
auch wenn sich die C-C-Bindungsknîpfung zum Aufbau und
zur Ver�nderung nichtaromatischer Seitenketten wahr-
scheinlich als anspruchsvoller erweisen wird als die Beispiele,
die bislang fîr Csp2 -Csp2 -Kupplungen vorgestellt worden sind.

Forschungen îber C-C-Verknîpfungen auf Basis eines
solchen Ansatzes sollten mit Nachdruck vorangetrieben
werden, um den vollen Umfang der mçglichen retrosynthe-
tischen Wege aus neuen und bestehenden Fragmenten als
Synthese�quivalente zu nutzen. W�hrend die
Csp3 -Csp3 -Bindung einen nîtzlichen direkten Zugang liefern
wîrde, kçnnten Verfahren wie die Metathese einen denkba-
ren indirekten Zugang îber die Csp2=Csp2 -Bindung und das
�berfîhren funktionaler Gruppen ineinander (d.h. hier:
Reduktion) erçffnen, um dieselbe Entknîpfung auszunutzen.
Effiziente Kreuzmetathesen an Proteinen haben bislang
chalkogenvermittelte Relaiseffekte genutzt[17, 46] (und damit
Zugang zu l�ngeren Seitenketten geschaffen), es sind aber
auch Mehrfach-Relaismethoden z.B. fîr die Cb-Cg-Entknîp-
fung (B) denkbar.

Sind einmal Syntheseverfahren fîr diese C-C-Entknîp-
fungen verfîgbar, wird sich eine verlockende Mçglichkeit
(unter vielen) bieten. Durch Aufbauen des Kohlenstoffge-
rîstes, das die Aminos�ureseitenketten bestimmt, wird es
mçglich sein, nicht nur viele natîrliche Aminos�uren, son-
dern auch ihre modifizierten Varianten glatt zu synthetisie-
ren. Die PTM von Proteinen mithilfe von Writer-Enzymen
l�sst sich funktional auf chemische Art nachvollziehen. Dazu
kçnnen z.B. thia-Analoga entweder von methyliertem
Lys[22,23d] oder GlcNAcyliertem[22, 47] oder phosphoryliertem
Ser[48] dienen. Natîrliche (z.B. C-C-)Verknîpfungen wîrden
sich naturgetreu durch „Markieren und Modifizieren“ (tag-
and-modify) nachahmen lassen, wobei eine funktionelle
Gruppe spezifischer Reaktivit�t (das „Synthon-Tag“) in das
Protein eingefîhrt und anschließend durch eine selektive
chemische Funktionalisierung modifiziert wird. Dadurch l�sst
sich nicht nur die gewînschte Aminos�ure-Seitenkette, son-
dern auch jede gewînschte Modifikation dieser Seitenkette
einfîhren. Zur Erzeugung vieler Varianten an einer Stelle
ausgehend von einer einzigen Markierung oder einem Syn-
thon in einem Protein kçnnen dann allgemein einsetzbare
Methoden entwickelt werden. Die pr�parativen Anforde-
rungen an jede Methode, die auf die Entknîpfungen A und B
(Schema1) hinzielt, sind betr�chtlich und haben alle ihren
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eigenen Reiz. Jedes Verfahren, gleich ob fîr Entknîpfung A
oder B, wird mit mehreren Herausforderungen konfrontiert
werden: 1) ausreichende Reaktivit�t in w�ssrigem/biologi-
schem Milieu; 2) selektive Bindungsknîpfung; 3) hinrei-
chend milde Reaktionsbedingungen, die die Funktionen von
Protein und Modifikationen im Verlauf der Reaktion nicht
beeintr�chtigen. Viele bekannte Reaktionen, die man sich
vorstellen kann, scheitern hier. Die Antwort auf diese Her-
ausforderungen wird wahrscheinlich zur gleichen Zeit in der
Entwicklung vçllig neuer Reaktionen und im Anpassen teil-
weise vergessener Ans�tze bestehen (wie in diesem Kurz-
aufsatz illustriert).

4. Schlussfolgerungen

Die chemische Mutagenese wartet auf eine Wiederent-
deckung. Die sprunghafte Zunahme des Interesses an einer
chemischen Proteinmodifizierung, verbunden mit einer
schnellen Verfîgbarkeit von Ans�tzen zur Ligation und zur
Bildung von Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungen, l�sst dar-
auf schließen, dass das Gebiet reif fîr eine neue Herausfor-
derung ist. Die natîrliche PTM ist eine der herausragenden
Aufgaben der Proteinmodifizierung, deren Lçsung mit den
aktuell verfîgbaren zielorientierten Methoden in zentralen
Punkten noch nicht mçglich ist. So scheint eine effiziente
Einfîhrung sehr kleiner Modifikationen (wie die Monome-
thylierung von Lys) ebenso wie die sehr großer Modifikatio-
nen (wie die GlcNAcylierung von Ser) nicht durch Eingriffe
in die Translationsmaschinerie erreichbar zu sein. Dieses Feld
bietet reichlich Mçglichkeiten zur Entdeckung neuer Syn-
theseverfahren zur mechanistischen Analyse der Biologie.
Wir hoffen, dass die etwas vereinfachenden (aber dennoch
sehr informativen) Retrosynthesen, die hier vorgeschlagen
wurden, verdeutlichen, wie viele Mçglichkeiten noch unbe-
arbeitet sind, und mçchten ausdrîcklich zur Erforschung
neuer Methoden ermutigen.

Der Nutzen solcher Synthesemethoden und ihrer Pro-
dukte ist sofort einsichtig: Nicht nur die Herstellung einer
neuen Generation kînstlicher Protein-Wirkstoffe,[49] sondern
auch der Aufbau einer lebendigen und langlebigen assozi-
ierten chemischen Industrie l�sst sich ohne großes Risiko
vorhersagen, im Unterschied zur derzeitigen chemischen In-
dustrie, die noch die strategischen Kennzeichen der Kohlen-
teerverarbeitung tr�gt. Auch wenn die Diskussion um die
synthetische Biologie momentan noch durch die Anwendung
indirekter Methoden ausgehend von Nucleotiden bestimmt
wird, kann man nach unserer Auffassung erst dann von einer
wahren synthetischen Biologie sprechen, wenn sich die Vision
einer chemischen Mutagenese erfîllt hat und wir die funk-
tionalen Molekîle des Lebens (Proteine, Zucker, Lipide)
flexibel umprogrammieren kçnnen und so mit der Entwick-
lung der synthetischen Chemie im letzten Jahrhundert
gleichziehen kçnnen.
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