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Von der chemischen Mutagenese zur Postexpressions-
Mutagenese: eine 50 Jahre wahrende Odyssee
Tom H. Wright, M. Robert J. Vallée und Benjamin G. Davis*

Aminosiuren - Mutagenese - Peptide - Proteinmodifi-
kationen - Synthetische Biologie

Die ortsspezifische (Gen-) Mutagenese ist das wichtigste Verfahren
zur Umwandlung eines Protein-Aminosdurerestes in einen anderen.
Bis vor kurzem war diese Strategie auf die zwanzig Standardamino-
sdauren beschrinkt. Die stindige Weiterentwicklung der Stopp-Codon-
Suppression und verwandter Techniken zum Einbau nichtnatiirlicher
Aminosduren hat den Zugang zu nichtkanonischen Aminosdiuren er-
weitert, indem der Spielraum des Translationsapparates vergrofiert
wurde. Weil die genetischen Verinderungen jedoch von der Transla-
tion abhingen, bleibt die Diversitit der einbaubaren Aminosdurereste
begrenzt. Wir beschreiben hier einen anderen Ansatz, die Postex-

pressions-Mutagenese, die an den funktionalen Biomolekiilen selbst
angreift. Aus dem Blickwinkel der Retrosynthese beleuchten wir die
Aussichten auf neue Strategien der Proteinmodifizierung, -verdnde-
rung und -konstruktion, mit deren Hilfe die Proteinwissenschaft die
Einschrinkungen des ,, Translationsfilters* hinter sich lassen und sich
zu einer echten synthetischen Biologie weiterentwickeln kann.

1. Einleitung

Die detaillierte mechanistische Untersuchung von Prote-
infunktionen auf Ebene der einzelnen Aminosdurereste er-
fordert Methoden, mit denen eine Aminosiure-Seitenkette in
eine andere umgewandelt werden kann und mit denen sich
Proteine aufbauen lassen, die solche prézisen Verdnderungen
enthalten. Bis heute ist die wesentliche Methode dafiir die
ortsgerichtete Mutagenese.'! Mutagenese auf Genebene
griindet sich auf das zentrale Dogma von Francis Crick, das
den gerichteten Informationsfluss in biologischen Makro-
molekiilen von der DNA zum Protein hin beschreibt.”! Bei
dieser Art der Mutagenese wird die Information auf Nucle-
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otidebene verdndert; damit wird am
Ende des Prozesses eine verdnderte
Proteinsequenz, also eine Anderung
am funktionalen Biomolekiil, gene-
riert. Durch die Suppression be-
stimmter Codons®’ mit tRNAs, die
nichtnatiirliche Aminosduren tragen,
konnen  solche  nichtkanonischen
Aminosduren an einer spezifischen
Position eines Proteins eingefiihrt werden, beispielsweise,
indem man dort ein Stopp-Codon einfiigt,!*! vorausgesetzt,
man kann ein entsp

rechendes tRNA-tRNA-Synthetase-Paar herstellen.”! Dieser
interessante Ansatz ist bei einigen Strukturmotiven, die von
den entsprechenden biosynthetischen Systemen (also Syn-
thetasen, Ribosomen) problemlos akzeptiert werden, tiber-
raschend wirkungsvoll. Eine Einschrinkung einer solchen
(Stopp-)Codon-Suppression ist jedoch die fehlende chemi-
sche Diversitdt der Seitenketten jenseits der Varianten, die
mit der aktuellen Technologie eingebaut werden konnen.
Dies ist Ausdruck der in der Evolution entstandenen Strin-
genz der Aminosdure-tRNA-Synthetase-Proteine. Die meis-
ten Aminosduren, die bislang eingebaut wurden, dhneln Ly-
sin- oder Tyrosin-Derivaten (bei Verwendung eines Stopp-
codons) oder Methionin-Derivaten (bei Verwendung des
Methionincodons). Dies spiegelt die natiirlichen Vorlieben
der am meisten verwendeten Synthetasen wider.”! Vor allem
gibt es keine Veroffentlichungen iiber den direkten Einbau
bestimmter Reste, die fiir weite Teile aktueller biologischer
Forschungen von zentraler Bedeutung sind. Dazu gehoren die
Methylderivate von Lysin, Glutamin und Arginin, die vielfach
mit epigenetischen Phdnomenen oder glycosylierten Amino-
sduren im Zusammenhang stehen. Es wurden zwar einige
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elegante indirekte Strategien angewendet®! aber die
Schwierigkeiten bei der Entwicklung einer Synthetase, die
entweder die Verdnderung 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 groeren komplexen Strukturen,
die in der Glycobiologie vorkommen), sind entmutigend.
Trotz dieser Einschrankungen wird der Erfolg dieser Tech-
niken durch die tagtdgliche Anwendung in ungezéhlten La-
bors weltweit illustriert.

In mancher Hinsicht sind solche Ansitze, die von der
Nucleotidebene ausgehen (Expression durch Transkription
und nachfolgende Translation), grundsitzlich sehr umsténd-
lich, um das zu erhalten, was man eigentlich moéchte: eine
Veridnderung in einer spezifischen Seitenkette auf Protein-
ebene. Prinzipiell konnte man mit einem Verfahren zur
posttranslationalen oder Postexpressions-Mutagenese diese
Transformation auf direktem Wege, auf der Proteinebene
selbst, erreichen. Eine solche Methode wire auch nicht durch
das evolutionére ,,Filter” des Translationsapparates eingeengt
und wiirde den positionsspezifischen Einbau jeder ge-
wiinschten natiirlichen oder kiinstlich entworfenen Seiten-
kette direkt in die Biomolekiile (Proteine und sogar Zucker
und Lipide) ermoglichen, die eine biologische Funktion aus-
iiben.

Auch in der Natur ist die posttranslationale Modifizierung
(PTM) der zentrale Mechanismus, durch den die Diversitét
der Protein-Seitenketten tiber diejenige der proteinogenen
Aminosduren hinaus ausgeweitet wird. Chemisch einfache
Modifikationen, wie Methylierungen, und komplexere
Strukturen, wie Zuckeranhidnge an Glycoproteinen, haben
tiefgreifende Konsequenzen fiir alle biologischen Prozesse.
Die biochemische Untersuchung der PTM wurde durch das
Fehlen allgemein einsetzbarer und robuster Methoden zur
selektiven Einfithrung der Modifikationen im Protein behin-
dert. Die posttranslational modifizierten Seitenketten stellen
eine spezielle Herausforderung fiir die genetische Mutage-
nese dar. Eine Alternative zu einer erweiterten Mutagenese
konnte von der natiirlichen Synthesestrategie der PTM in-
spiriert werden (Schema 1, Entkniipfung I) und konnte 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 spiteren 1960er
Jahren — vor der Revolutionierung der Biotechnologie durch
die Molekularbiologie und vor dem Hintergrund der mehr
Aufmerksamkeit heischenden Peptidsynthese — ohne grofes
Aufsehen an einem prédparativen Ansatz zur Mutagenese als
einem wertvollen Hilfsmittel, um Proteinfunktionen zu un-
tersuchen. Diese Arbeiten, die in der ersten Umwandlung
einer Aminoséure in eine andere durch chemische Veridnde-
rung ihrer Seitenkette (von Ser nach Cys) resultierten,/” de-
monstrierten ein Schliisselprinzip. Auf diesem Wege wurde
ein leistungsfahiges Konzept fiir eine allgemeinere Methode
etabliert, das direkt auf Biomolekiile angewendet werden
konnte. Dieser Ansatz ermoglichte die ersten Punktmutatio-
nen (ortsspezifisch im Protein) in einem Enzym tiberhaupt,
einfach mithilfe chemischer Synthese. Polder und Bender
nannten es ,simulierte Mutationen“ und beschrieben eine
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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.“U"

2. Die friihen Jahre: f3,y-Kohlenstoff-Heteroatom-
Bindungskniipfung

Die Wurzeln des Konzepts einer chemischen Mutagenese
lassen sich zu einer Veroffentlichung von Wilchek et al. aus
dem Jahr 1965 zuriickverfolgen, in der beschrieben wurde,
wie Serinreste in Polypeptiden quantitativ in Cysteinreste
umgewandelt wurden (Schema 2a)." Serin-Tosylierung und
anschliefende Sy2-Substitution ermoglichen die Synthese
von Cystein (Reaktion mit Thioacetat und nachfolgende
Hydrolyse) und von nichtnatiirlichen Analoga (Reaktion mit
anderen Thiol-Nucleophilen); dies verdeutlicht die Vorteile
des chemischen Ansatzes fiir die schnelle Diversifizierung
von Seitenketten-Strukturen. Der enorme strategische
Sprung in dieser Arbeit kann durch einfache Retrosynthese
einer generischen Polypeptidstruktur erkldrt werden. Damals
war (und ist nach Meinung mancher noch immer) die wich-
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Schema 1. Retrosynthese der Proteinkonstruktion.
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CszNj\,( \)J\OEt *’ CszNH \)j\oa

Hydrolyse

> CbzHN H \)j\OEt

Subtilisin
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Br\)b
Cys Gly
SH SO Divergenz
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2. hv
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'Thiol-Subtilisin'
Base
Synthetlsche
NaBH, Ser
OH Ser

Schema 2. Wegweisende Beispiele einer f§,y-Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungskniipfung.

tigste Entkniipfung der Proteinsynthese die Peptidbindung
(Schema 1, Entkniipfung F; siehe auch Schema 3). Diese
Entkniipfung spiegelt nicht nur die wichtigste natiirliche
Synthesemethode wider (Aminosédureester + Peptidamin =
Amid), sondern auch chemische Methoden iiber andere ak-
tivierte Carboxyderivate von Aminosiuren.®! Wilchek et al.
(Schema 1, Entkniipfung E) duBerten die Ansicht, dass sich
auch andere Entkniipfungen als niitzlich erweisen und zu-
satzliche Flexibilitdt bei der Synthese von Proteinen schaffen
sollten."?]

Ausgehend von dieser frithen Arbeit veroffentlichten die
Gruppen von Koshland und Bender unabhéngig voneinander
1966 die chemische Transformation einer spezifischen Ami-
nosdure-Seitenkette in eine andere in einem intakten Protein,
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also die erste Punktmutation tiberhaupt (Schema 2b).7>¢! 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.°] Durch Sulfonylierung des im aktiven Zentrum
befindlichen Serins mit Phenylmethansulfonylfluorid ent-
stand eine geeignete Abgangsgruppe, die durch Thioacetat
ersetzt werden konnte. Die anschlieBende Hydrolyse der
Acetylgruppe erfolgte vermutlich durch die inhédrente En-
zymaktivitdt. Auf diesem Wege konnte ein Thiol-Subtilisin
hergestellt werden, das im aktiven Zentrum einen Cysteinrest
anstelle des Serins als Nucleophil trdgt. Das gewiinschte Cys-
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tein wurde durch Aminosdureanalyse und kolorimetrische
Titration nachgewiesen.

Ein vielversprechender Aspekt fehlte in diesen frithen
Arbeiten: das Element der synthetischen Divergenz ausge-
hend von einer geeigneten Vorstufe. Die Arbeit von Clark
und Lowe!"” iiber chemische Mutationen von Papain lieferte
das erste Beispiel von mutationsbasierter Divergenz bei der
Umwandlung von Aminosdure-Seitenketten; aus einer ge-
meinsamen Cys-Vorstufe wurden Gly und Ser generiert
(Schema 2¢). Das nucleophile Cystein in Papain wurde che-
misch iiber die Zwischenstufe Formylglycin umgesetzt.
Formylglycin wurde interessanterweise ebenfalls als niitzli-
cher Rest erkannt, und zwar als natiirliche PTM (enzymatisch
aus Cys oder Ser erhiltlich), die eine Sulfatester-Hydrolyse
im aktiven Zentrum von Typ-I-Sulfatasen vermittelt und eine
ungewohnlich reaktive Aldehydmarkierung fiir die weitere
Modifizierung darstellt."!! 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 gewiinschte Thioaldehyd-Produkt
umgesetzt. Der Thioaldehyd hydrolysierte langsam unter
Bildung von Formylglycin und der Freisetzung von Schwe-
felwasserstoff. Aus Formylglycin entstand durch Reduktion
mit NaBH, Serin, wéahrend sich bei einer verldngerten Inku-
bation bei pH 9.0 in einer Retroaldolreaktion Glycin bilde-
te.['%

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-
lektivitdt —, aus deren Zusammenspiel praparativer Nutzen
gezogen werden kann. Auch wenn dies eine wirksame Stra-
tegie zur Erzielung von Regioselektivitit ist, ermoglicht ihre
notwendigerweise begrenzte Bandbreite (ein einzelner Rest
im aktiven Zentrum bestimmter Enzyme) keine allgemein-
giiltige Losung mit uneingeschrinkter Kontrolle der Mutati-
onsposition.!'?

3. Retrosynthese der Proteinmodifikation

Unm die frithen Strategien chemischer Mutageneseansitze
allgemein anwenden zu konnen (den ersten Ansitzen fehlte
die allgemeine Zugénglichkeit 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 FEinschriankungen bei der Reaktionsgestaltung ent-
kommen kann, denn es hilft, weitere Entkniipfungen und
damit weitere Synthons zu identifizieren. Bei Analyse der
friithen Arbeiten iiber chemische Mutagenese im vorigen
Abschnitt sehen wir, dass die Entkniipfungen vom Typ E
(Schema 1) in beiden Fillen elektrophile Proteinsynthons an
der CB-Position, verkniipft mit geeigneten Xy-Nucleophilen,
liefern. Die Vorstufen-Kandidaten, die die Synthesedquiva-
lente solcher Synthons sind, werden meistens ,, Tags“ genannt.
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Wir haben den Begriff des ,,tag-and-modify“l'"¥ verwendet,
um zu verdeutlichen, wie nach unserer Meinung eine gene-
relle Entkniipfungsstrategie auf breiterer Basis entwickelt
werden kann. Fine solche Analyse hilft auch oft, fiir die
Strategieentwicklung niitzliche Ahnlichkeiten zwischen dem
chemischen Verhalten scheinbar unterschiedlicher Proteine
aufzudecken. Wihrend z.B. andere tag-and-modify-Reak-
tionen mit CP-Elektrophilen inzwischen ausfiihrlicher in
Proteinen untersucht worden sind (z. B. mit CB-Sey als neuem
Nucleophil®™ oder Dha als CpB-Elektrophil fiir Sy und
Sey!'"), ist das Potenzial eines CB-Nucleophils zur Reaktion
mit einem elektrophilen Heteroatom (bei einer Entkniipfung
umgekehrter Polaritdt) noch nicht beschrieben worden. In
diesem Kurzaufsatz mochten wir die mogliche Allgemein-
giiltigkeit kiinftiger Entkniipfungen (und moglicher 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 Veroffentlichungen.
Wir glauben, dass eine solche Analyse die Herausforderun-
gen und Chancen der chemischen Proteinmodifizierung ver-
deutlichen wird. Untersucht man ein allgemein formuliertes
Peptidriickgrat, sind zwei breit definierte Entkniipfungen
sofort offensichtlich (Schema 1): das Amidriickgrat (Ent-
kniipfungen F-H) und die Ankniipfungspunkte der Seiten-
ketten (Entkniipfungen A-E und I).

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

In der Natur werden die beiden Amidriickgrat- und Sei-
tenketten-Entkniipfungsstellen (Schema 1, Entkniipfungen F
und I) genutzt und verkniipft, und zwar im Wesentlichen al-
lein durch Bildung einer Kohlenstoff-Heteroatom-Bindung.
So werden sowohl in der Natur als auch in den frithen Ar-
beiten zur chemischen Mutagenese die natiirlichen Polariti-
ten sowie ein oft gemachter Fingerzeig beziiglich der Reak-
tivitat genutzt.'¥ Diese Polaritit kann auch Vorteile fiir die
Chemoselektivitét bieten: Es konnen passende Selektivitdten
entstehen, die sich in einem Meer konkurrierender funktio-
neller Gruppen als wertvolle Orientierungen erweisen!'” und
die auch in der Natur (oder sogar in einem einzelnen Bio-
molekiil) vorkommen. Die Absicht, Kohlenstoff-Hetero-
atom-Kupplungschemie zu nutzen, begiinstigt die Konzen-
tration auf die natiirliche Nucleophilie der Thiolgruppen des
Cysteins®”! in vielen Biokonjugationen (und auch in der na-
tirlichen PTM). Die Entwicklung der ortspezifischen Muta-
genese erweiterte daher die allgemeine Anwendbarkeit
(Ortsspezifitiat, Regioselektivitit) der chemischen Protein-
modifizierung, indem natiirliche Reste mit besonderer Re-
aktivitidt (wie Cystein) flexibel an vorherbestimmten Stellen
eingefithrt werden konnen. Heute ist die sequenzielle
Durchfithrung einer genetischen Mutagenese (zur Einfiih-
rung oder Positionierung eines reaktiven Cysteinrestes) und
einer nachfolgenden spezifischen Reaktion an einem Thiol als
Nucleophil (zur Modifizierung der Cystein-Seitenkette in der
gewiinschten Weise) die meistverwendete aller priaparativen
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 Sy-Nucleophils mit einem Cd-Elektrophil um-
setzbar sind (z.B. Prenylierung),”!! viele jedoch auch nicht
(z.B. Phosphorylierung).?

Die Nachahmung einer Seitenkettenstruktur des Modifi-
zierungsziels (z.B. einer posttranslationalen Proteinmodifi-
kation) wird in der Proteinforschung oft eingesetzt, wenn der
eigentliche gewiinschte Rest den bekannten chemischen
Methoden nicht zugénglich ist. Auch bei diesem Ansatz er-
folgte oft eine Heteroatom-Kohlenstoffatom-Bindungskniip-
fung, um thia-Xxx-Analoga wie thia-Lysin, thia-Arg”" oder
sogar thia-homo-Glu™®! zu bilden; dies erméoglicht manchmal
einzigartige mechanistische Einblicke (z.B. beziiglich des
pK,-Werts oder der Geometrie), die iiber diejenigen auf
Grundlage der eingeschriankten Palette der klassischen Mu-
tagenese hinausgehen. In einigen Fillen wurden die Spuren
von Cys, die nach der nativen chemischen Ligation (NCL;
siehe unten) iibrig waren, genutzt,” und sogar der Nach-
ahmungsgrad wurde untersucht.””! Eine sorgfiltige Kontrolle
der Reaktionsbedingungen wird sich als notwendig erweisen,
um unbeabsichtigte Uberreaktionen an anderen als den Cys-
Resten (z.B. His, Met?") zu vermeiden.

Eine solche Nachahmung der Seitenketten ist nicht auf
Cystein als Nucleophil beschrinkt. Das gleiche Prinzip der
Nutzung einer inhédrenten Polaritit liegt auch der Konversion
von Lys zu Homoarginin mit Isoharnstoffderivaten durch
Reaktion eines Nw-Nucleophils mit einem Cw-Elektrophil
zugrunde,” die man als beinahe chemische Mutagenese an-
sehen kann. Diese nichtnatiirliche Entkniipfung hat grofie
Ahnlichkeit mit natiirlichen Entkniipfungen (z.B. Lysinacy-
lierung).

Auch wenn die Retrosynthese von C-X-Bindungen (und
allen weiteren Bindungen) in der Theorie drei verschiedene
Synthons bei diesem Entkniipfungstyp zulésst (zwei hetero-
Iytische — positiv-negativ und umgekehrt — und eine homo-
lytische), konzentrieren sich die meisten Ansitze bislang auf
geladene Synthons mit natiirlicher Polaritit.””! Eine wichtige
Ausnahme ist die Thiol-En- (genauer Thiyl-En-)Chemie, die
das einzelne Elektron eines Thiylradikals fiir eine Alkylie-
rung mit Somophilen!*! wie terminalen Alkenen nutzt. In
diesem System ermdoglichen die inhdrenten Einfliisse der
Polaritit (elektrophiles Thiyl) eine Regioselektivitit (termi-
nale Thiylierung), aber anders als bei heterolytischen Ent-
kniipfungen diktieren sie nicht die Art der Entkniipfung an
sich.”” Diese Eigenschaft ermoglicht so eine Entkniipfung
nicht nur zu einem typischerweise reaktionstrdgen Doppel-
bindungs-C8-Somophil,*” sondern stellt auBerdem ein selte-
nes Beispiel einer Entkniipfung vom Typ C dar (Schema 1).
Die Einfithrung eines N-Acetyl-thia-Lysins als Acetyllysin-
Analogon (mithilfe eines Sy-Radikals), das durch direkte
Alkylierung mit einem Sy-Nucleophil nicht zuginglich ist,?!)
nutzt auch die verdnderten Selektivitdten von Radikalen in
der Proteinchemie. Eine interessante aktuelle Veroffentli-
chung aus der Gruppe von Payne weist auf das Potenzial von

[*] ,Somophil“ (oder ,SOMO-phil“) verwenden wir hier zur Beschrei-
bung chemischer Spezies mit Affinitit fur , offenschalige” freie Ra-
dikalspezies, die einfach besetzte MOs aufweisen (SOMOs).

www.angewandte.de

Kurzaufsdtze

© 2016 Die Autoren. Verdffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

An dte

Chemie

C-Radikalen fiir die Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungs-
kniipfung bei der Proteinmodifizierung hin.®? Die Erzeugung
eines Alanyl-Radikals an einem Peptidsubstrat durch Dese-
lenierung eines préparativ eingefiihrten Selenocysteins und
das anschlieBende Abfangen mit einem Uberschuss an Oxone
eroffnen den Zugang zu Ser durch ein CB-Radikal und ein
Oy-Somophil. Diese Reaktion ermoglicht einen alternativen
homolytischen Weg zu den Entkniipfungen vom Typ E
(Schema 1).

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Reaktionen,
oft formale Cycloadditionen, die Kohlenstoff-Heteroatom-
Bindungskniipfungen sind, fiir die Proteinmodifizierung ent-
wickelt; sie waren vielfach vom Konzept der Klick-Chemie
inspiriert.’¥ Eine Reihe von Zielen hat das Design dieser
Reaktionen beeinflusst, und oft war das ,,Markieren*“ der
beherrschende Aspekt der préparativen Proteinforschung in
der chemischen Biologie. Der Einsatz von untereinander se-
lektiven, kompatiblen Reagentienpaaren mit schneller Ki-
netik fiir die Kniipfung der Heteroatombindung hat sich zu
einer niitzlichen Losung fiir diese Anwendung entwickelt.
Die eingeschrinkte Variabilitdt der durch einen solchen An-
satz erhéltlichen natiirlichen Strukturen macht es jedoch er-
forderlich, weitere Entkniipfungen zu untersuchen, zum Zu-
gang zu Strukturen zu erhalten, die auf niitzlichere Weise
diejenigen imitieren, die Funktion rekapitulieren.

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

Das Ribosom, fiir viele die bemerkenswerteste und
niitzlichste biologische Maschine, beruht auf der Entkniip-
fung F der Amidbindung (Schema3). Im Zentrum des
Ribosoms wird die Kondensationsreaktion eines Aminosiu-
reesters mit einem Amin verstarkt und kontrolliert. Kiinstlich
entworfene Prozesse zur Proteinmanipulation auf Transla-
tionsebene (Stoppcodon-Suppression, auxotropher Einbau
usw.) zielen daher auf die Amidbindungs-Entkniipfung und
miissen bei der Umsetzung alle assoziierten biosynthetischen
Stringenzen beriicksichtigen. Die Zuverlassigkeit des Sys-
tems, das fiir die fehlerfreie Proteinsynthese und damit die
zelluldren Funktionen verantwortlich ist, bringt fiir ein sol-
ches Verfahren allerdings starke Einschrinkungen mit sich,
die auf die wiahrend der Evolution herausgebildete Stringenz
des Ribosoms und der assoziierten Aminosdure/tRNA-Syn-
thetasen zuriickgehen. Wihrend zellfreie Systeme und solche
mit inaktivierten oder verdnderten Korrekturmechanismen
von einer groferen Plastizitdt profitieren konnen, ist die
Stringenz bei direkten cotranslationalen Verfahren zum
Einbau kiinstlicher Aminosduren immer spiirbar. Dennoch
wurden einige sehr hilfreiche PTM-Beispiele (nitro-Tyr,®!
sulfo-Tyr,?* verschiedene acylierte Lys,®™ phospho-Ser)P!
umgesetzt, indem die vorhandenen Plastizititen und/oder
Selektivitdten genutzt wurden. Im besten Falle konnen diese
erfolgreichen FEinbausysteme natiirlich von der gleichen
Stringenz der Translation als Mechanismus von Selektivitét
und Qualitédtskontrolle profitieren; weniger stringente Sys-
teme mit groBerer Plastizitdt dagegen sind oft auch Quelle
unerwiinschter Ableseungenauigkeiten.””!
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Schema 3. Trennung der Peptidbindung zum Einfiigen einer beliebigen Aminosiure. 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 gewiinschten Aminosiure dargestellt; beide nutzen das nucleophile C-terminale synthetische Fragment, das durch die
Trennung F entsteht: a) eine , beladene* tRNA, wie sie wihrend 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 trigt, die an einer Thioester-vermit-
telten nativen chemischen Ligation mit einem geeignet aktivierten N-terminalen Carboxy-Donorfragment beteiligt sein kann.

Daneben kann man mit der Stoppcodon-Suppression eine
Modifikation als Basis fiir eine spatere chemische Umsetzung
~einschmuggeln“. Unter diesem Blickwinkel ergeben sich
Moglichkeiten fiir eine synthetische Divergenz durch die
Einfiihrung von Resten, die als Vorstufen fiir verschiedenste
Modifikationen wirken koénnen. So kann beispielsweise p-
Borphenylalanin chemisch nach der Expression in Phenyl-
alanin oder Tyrosin umgewandelt werden.F!

Die biokatalytische Manipulation von Amiden ist natiir-
lich nicht auf die ribosomale Katalyse beschriankt: Mit pro-
teolytischer Aktivitdt und ihrer Umkehrung kann im Prinzip
Ahnliches erreicht werden. Eine solche Serie enzymatischer
Reaktionen wurde tatsichlich als verallgemeinerte Methode
zum Umwandeln einer einzelnen Aminosédurevorstufe in eine
Reihe unterschiedlicher Seitenketten vorgeschlagen.® So
lasst sich in dem Trypsininhibitor aus Sojabohne ein Arg zu
einem Lys durch Inkubation mit Trypsin (das selektiv die
Arg64-1le65-Peptidbindung spaltet) mutieren; die anschlie-
Bende Zugabe eines Uberschusses einer freien Aminosiure
und der Einsatz von Carboxypeptidase B als Katalysator
(oder Riickgriff auf eine chemische Aktivierung) ermoglicht
die Ligation von freiem Lys an den C-Terminus des N-ter-
minalen Fragments. Chemische Verfahren erweitern das
Auswahlspektrum auf alle geeignet aktivierten Aminoséuren,
allerdings um den Preis der Gefahrdung der Selektivitit.

Diese und andere proteasekatalysierte Ligationen™” wie
enzymatische Mutationen konnen als Vorldufer von aktuellen
chemischen Proteinligationsverfahren angesehen werden, da
sie direkt das Riickgrat des Proteins durch ,,Schneiden und
Einfiigen® veridndern. Die kreative Anwendung eines solchen
Ansatzes, unterstiitzt durch eine rasche Weiterentwicklung
der Ligationstechniken, hat ein erhebliches Potenzial fiir neue
Verfahren der chemischen Mutagenese. Die native chemische
Ligation (NCL; Schema 3b)®! ist vielleicht das herausra-
gende Beispiel fiir chemische Herangehensweisen an die
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Proteinsynthese (und damit den Einbau von Modifikationen).
Hier lohnt sich eine Betrachtung einiger zentraler Eigen-
schaften, die den Erfolg der Reaktion bedingen, als mogliche
Leitlinien fiir kiinftige Reaktionen auf Basis anderer Ent-
kniipfungen. Unter diesen ist die Kombination zweier che-
mischer Erkennungsereignisse — ndmlich zunéchst das Ein-
fangen durch ein freies Thiol und dann der nucleophile An-
griff des N-terminalen Amins — der Grund fiir die auffallende
Selektivitdt der Reaktion. So konnten sich Doppelmotive
(wenn man sie in einer groBen Zahl von Reaktionen geeig-
neter Produktivitit findet) als niitzlich erweisen.

Die ungewohnliche Eignung dieses Doppelmotivs hat
aber auch zur Folge, dass trotz mehr als dreif3igjahriger For-
schung die NCL typischerweise auf dieser Reaktivitét (ein-
schlieflich Variationen mit homologen oder veridnderten
Thiolen/Selenolen usw.) beruht. In der Praxis ist die Strategie
daher hauptsédchlich auf eine Entkniipfung Xaa-Cys oder
Xaa-Ala im Proteinriickgrat beschriankt, obwohl zahlreiche
chalkogenabspaltende Varianten der behandelten Thiol-/Se-
lenol-Aminosduren prinzipiell auch andere Entkniipfungen
ermoglichen.*!) Das Haupthindernis fiir die Ausweitung die-
ses Ansatzes liegt in der Abhéngigkeit von dem Doppelmotiv,
also der Erfordernis fiir einen N-terminalen Thiolpeptidrest
und einen C-terminalen Thioester eines zweiten Peptids, was
préparativ anspruchsvoll sein kann. Wihrend fiir die Peptid-
synthese viele neue Thiol-Aminosdurebausteine entwickelt
wurden, sind nur wenige kommerziell erhiltlich, und die
Synthesen scheinen schwierig (trotz standiger 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.!! Auch die Ligation exprimierter Proteine
(expressed protein ligation, EPL),*” eine der niitzlichsten
Anwendungen der NCL fiir die Untersuchung mittlerer bis
grofer Proteine, bleibt auf Xaa-Cys- und Xaa-Ala-Entkniip-
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fungen beschriankt, wenn sie mit einem exprimierten C-ter-
minalen Fragment ausgefiihrt wird. Neue Ligationen jenseits
von Cys (z. B bei Met®) und neue Methoden, um Cys-Reste
nach der Ligation in andere natiirliche Reste umzuwandeln
(z.B. vergleichbar mit fritheren Methoden, um Seitenketten
unter Nutzung anderer Entkniipfungen, wie in Schema 1 ge-
zeigt, nachzubilden®™!) wiirden daher die Reichweite der
Ligationsstrategien enorm vergroBern. Auch Beispiele, in
denen nach der Synthese eine N-terminale Thiol/Selenol-
Hilfsgruppe eingefiigt wird, sind beachtenswert,*!! denn auch
sie konnen sich fiir rekombinante Proteine eignen und so den
Zugang zum C-terminalen Partnerfragment im Rahmen der
EPL-Methodik erweitern.

3.3. Perspektiven der chemischen Mutagenese: iibersehene
Entkniipfungen

Bei der Vorstellung der aktuellen Methoden wurden in
diesem Kurzaufsatz nur wenige der moglichen, in Schema 1
gezeigten Entkniipfungen gestreift, insbesondere die Ent-
kniipfungen E, F und I. Die tibrigen bleiben weitgehend un-
berticksichtigt, oder es gibt nur selten Beispiele dafiir. Bis
jetzt beschrdnkt sich die Modifizierung von Seitenketten
hauptsdchlich auf Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungen und
wird durch den enormen Bedarf an Markierungsreaktionen
mit schneller Kinetik fiir 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 durchzufiihren. Eine vielleicht noch
grofere Einschrinkung ist, dass gegenwirtig nur wenige
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Kupplungen zur Verfiigung stehen,
die mit Proteinen vertrédglich sind und in wéssrigem Medium
durchgefiihrt werden konnen. Der chemische Aufbau der
kohlenstoffreichen nativen Aminosédure-Seitenketten in situ
sowie der meisten ihrer posttranslational modifizierten Vari-
anten auf eine Zielstruktur-orientierte Weise erfordert Ent-
kniipfungen an Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen (z.B. die
Entkniipfungen A oder B in Schema 1).

Die C,-Cy-Entkniipfung (A) liefert ein glycinartiges
Fragment als proteinassoziiertes Synthon. Bislang wurden
noch keine Reaktionen zur Funktionalisierung von Glycin in
Proteinen veroffentlicht. In der Peptidchemie ist die Glycin-
modifikation allerdings gut etabliert; es gibt Verfahren mit
Glycinkationen, -anionen/-enolaten und -radikalen ein-
schlieBlich asymmetrischer Varianten. Allerdings sind nur
wenige der veroffentlichten Reaktionen mild genug, um ein-
fach auf Proteine iibertragbar zu sein: Die meisten erfordern
organische Losungsmittel, starke Basen oder erhohte Tem-
peraturen jenseits derer, die in Wasser oder mit Proteinen
moglich sind. Da auflerdem Glycin eine der héufigsten
Aminoséduren in Proteinen ist, ist die Chance fiir ortsspezifi-
sche Modifikationen zumindest teilweise eine reine Frage der
Statistik des Reaktionsverlaufs und/oder der Selektivitit.
(Dieses Problem taucht im Ubrigen auch oft bei der Modifi-
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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
Chemoselektivitit sicherstellen.

Die C;-C,-Entkniipfung (B) resultiert in der Betrachtung
eines Fragments vom Alanin-Typ. Alanin selbst kann mogli-
cherweise durch selektive Cg;-H-Aktivierung modifiziert
werden. Dies wiirde wahrscheinlich auch die Identifizierung
oder den Entwurf einer Polypeptidsequenz erfordern, um die
Metallkoordination und die spezifische C-H-Aktivierung zu
erleichtern. Neuere Arbeiten iiber palladiumkatalysierte
Transformationen, z.B. Suzuki—Miyaura—Kupplungen,[45] ha-
ben gezeigt, dass iibergangsmetallkatalysierte Reaktionen fiir
die Proteinmodifizierung nutzbar sind; weitere Anwendun-
gen dieser wirksamen Metallkatalysatoren sind zu erwarten,
auch wenn sich die C-C-Bindungskniipfung zum Aufbau und
zur Verédnderung nichtaromatischer Seitenketten wahr-
scheinlich als anspruchsvoller erweisen wird als die Beispiele,
die bislang fiir Cy,-C,,-Kupplungen vorgestellt worden sind.

Forschungen tiber C-C-Verkniipfungen auf Basis eines
solchen Ansatzes sollten mit Nachdruck vorangetrieben
werden, um den vollen Umfang der moglichen retrosynthe-
tischen Wege aus neuen und bestehenden Fragmenten als
Synthesedquivalente zu nutzen. Wihrend die
C,»-Cy»-Bindung einen niitzlichen direkten Zugang liefern
wiirde, konnten Verfahren wie die Metathese einen denkba-
ren indirekten Zugang iiber die C,»=C,,-Bindung und das
Uberfiihren funktionaler Gruppen ineinander (d.h. hier:
Reduktion) er6ffnen, um dieselbe Entkniipfung auszunutzen.
Effiziente Kreuzmetathesen an Proteinen haben bislang
chalkogenvermittelte Relaiseffekte genutzt!*! (und damit
Zugang zu ldngeren Seitenketten geschaffen), es sind aber
auch Mehrfach-Relaismethoden z.B. fiir die Cs-C,-Entkniip-
fung (B) denkbar.

Sind einmal Syntheseverfahren fiir diese C-C-Entkniip-
fungen verfiigbar, wird sich eine verlockende Moglichkeit
(unter vielen) bieten. Durch Aufbauen des Kohlenstoffge-
riistes, das die Aminosdureseitenketten bestimmt, wird es
moglich sein, nicht nur viele natiirliche Aminoséduren, son-
dern auch ihre modifizierten Varianten glatt zu synthetisie-
ren. Die PTM von Proteinen mithilfe von Writer-Enzymen
lasst sich funktional auf chemische Art nachvollziehen. Dazu
konnen z.B. thia-Analoga entweder von methyliertem
Lys?%4 oder GlcNAcyliertem™ ! oder phosphoryliertem
Ser®l dienen. Natiirliche (z.B. C-C-)Verkniipfungen wiirden
sich naturgetreu durch ,,Markieren und Modifizieren* (tag-
and-modify) nachahmen lassen, wobei eine funktionelle
Gruppe spezifischer Reaktivitdt (das ,,Synthon-Tag®) in das
Protein eingefithrt und anschlieend durch eine selektive
chemische Funktionalisierung modifiziert wird. Dadurch lésst
sich nicht nur die gewiinschte Aminosidure-Seitenkette, son-
dern auch jede gewiinschte Modifikation dieser Seitenkette
einfithren. Zur Erzeugung vieler Varianten an einer Stelle
ausgehend von einer einzigen Markierung oder einem Syn-
thon in einem Protein konnen dann allgemein einsetzbare
Methoden entwickelt werden. Die priaparativen Anforde-
rungen an jede Methode, die auf die Entkniipfungen A und B
(Schema1l) hinzielt, sind betréichtlich und haben alle ihren
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eigenen Reiz. Jedes Verfahren, gleich ob fiir Entkniipfung A
oder B, wird mit mehreren Herausforderungen konfrontiert
werden: 1) ausreichende Reaktivitdt in wissrigem/biologi-
schem Milieu; 2)selektive Bindungskniipfung; 3) hinrei-
chend milde Reaktionsbedingungen, die die Funktionen von
Protein und Modifikationen im Verlauf der Reaktion nicht
beeintréichtigen. Viele bekannte Reaktionen, die man sich
vorstellen kann, scheitern hier. Die Antwort auf diese Her-
ausforderungen wird wahrscheinlich zur gleichen Zeit in der
Entwicklung vollig neuer Reaktionen und im Anpassen teil-
weise vergessener Ansitze 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 Verfiigbarkeit von Ansitzen zur Ligation und zur
Bildung von Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungen, ldsst dar-
auf schlieBen, dass das Gebiet reif fiir eine neue Herausfor-
derung ist. Die natiirliche PTM ist eine der herausragenden
Aufgaben der Proteinmodifizierung, deren Losung mit den
aktuell verfiigbaren zielorientierten Methoden in zentralen
Punkten noch nicht moglich ist. So scheint eine effiziente
Einfiihrung sehr kleiner Modifikationen (wie die Monome-
thylierung von Lys) ebenso wie die sehr groer Modifikatio-
nen (wie die GlcNAcylierung von Ser) nicht durch Eingriffe
in die Translationsmaschinerie erreichbar zu sein. Dieses Feld
bietet reichlich Moglichkeiten 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 Moglichkeiten noch unbe-
arbeitet sind, und mochten ausdriicklich zur Erforschung
neuer Methoden ermutigen.

Der Nutzen solcher Synthesemethoden und ihrer Pro-
dukte ist sofort einsichtig: Nicht nur die Herstellung einer
neuen Generation kiinstlicher Protein-Wirkstoffe,*! sondern
auch der Aufbau einer lebendigen und langlebigen assozi-
ierten chemischen Industrie ldsst sich ohne grofles Risiko
vorhersagen, im Unterschied zur derzeitigen chemischen In-
dustrie, die noch die strategischen Kennzeichen der Kohlen-
teerverarbeitung tragt. 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 erfiillt hat und wir die funk-
tionalen Molekiile des Lebens (Proteine, Zucker, Lipide)
flexibel umprogrammieren kénnen und so mit der Entwick-
lung der synthetischen Chemie im letzten Jahrhundert
gleichziehen konnen.
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