
Frage nach der genauen Funktion 
der Genprodukte ins Zentrum des 
Interesses. Moderne Analysemetho-
den, wie die immer leistungsfähiger 
werdende Massenspektrometrie, 
führten in den letzten Jahren zur 
Identifizierung von PTMs bei vielen 
Proteinen. Zum Verständnis der 
Struktur-Funktions-Beziehung die-
ser chemischen Veränderungen wer-
den mit Hochdruck neue Methoden 
entwickelt, welche die chemische 
Totalsynthese oder die Semisynthese 
von Proteinen ermöglichen. Dies ist 
für eine genaue Entschlüsselung oft 
unerlässlich, da die meisten PTMs 
sich nicht oder nicht definiert mit 
genetischen Methoden der rekom-
binanten Proteinexpression einfüh-
ren lassen. Beispielsweise kann 
Phosphoserin nicht bei der Expres- 

Semisynthese von 
Proteinen 

� Proteine sind an allen biologi-
schen Prozessen maßgeblich betei-
ligt. Ihre funktionelle und struktu-
relle Vielfalt basiert zum einen auf 
den nahezu unbegrenzten Kombina-
tionsmöglichkeiten der 20 proteino-
genen Aminosäuren innerhalb der 
Sequenz der Polypeptidkette. Zum 
anderen tragen posttranslationale 
Modifikationen (PTMs) und Prozes-
sierungen zur Erweiterung der che-
mischen Komplexität von Proteinen 
bei. Sie dienen oftmals als entschei-
dende Elemente für deren Aktivität 
oder Regulation.

Nach der Aufklärung des 
menschlichen Genoms rückt die 

Methoden zur Herstellung synthetischer und semisynthetischer Proteine mit fast beliebigen 

chemischen Modifikationen sind unentbehrlich, wenn es um die Klärung von Fragen zur  

Proteinfunktion geht. Die Strukturaufklärung des Hammerhead-Ribozyms hilft, katalytisch 

aktive RNA zu verstehen. Immer häufiger werden auch komplexere RNA-Schalter entdeckt.  

Es gelang der Blick auf die atomaren Details der Wechselwirkung zwischen mRNA und tRNA. 
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sion eines Proteins in Escherichia co-
li eingebaut werden.  

Die chemische Synthese von Pro-
teinen bietet darüber hinaus auch 
die Möglichkeit, durch Einführung 
künstlicher Gruppen Fragen zum 
„inneren Leben“ von Proteinen zu 
untersuchen. So können z. B. bio-
physikalische Sonden zum Studium 
von Konformationsänderungen und 
Faltungsprozessen eingeführt wer-
den. Unnatürliche Aminosäuren mit 
veränderten sterischen und elektro-
nischen Eigenschaften sind für me-
chanistische Studien wertvoll. 
Schließlich wird mit diesen Metho-
den der Weg zu künstlichen Protei-
nen mit maßgeschneiderten Eigen-
schaften eröffnet. 

 Wie werden Proteine chemisch 
synthetisiert?  

� Die Größe von Proteinen reicht 
von wenigen Dutzend bis zu mehre-
ren tausend Aminosäuren (AS), wo-
bei die meisten Proteine deutlich 
über 100 AS liegen. Die maximale 
Kettenlänge von durch Festphasen-
synthese gewonnenen Peptiden liegt 
für Routineanwendungen jedoch bei 
lediglich ca. 50 AS. Deshalb wurden 
chemische Ligationsmethoden ent-
wickelt, die das Zusammensetzen ei-
nes größeren Proteins aus zwei oder 

Abb. 1. 

Wege zum Knüpfen 

nativer Peptidbin-

dungen zwischen 

zwei Peptiden oder 

Proteinen A und B. 

(A) Native Chemical 

Ligation (NCL) und 

Expressed Protein 

Ligation (EPL). 

(B) Spurlose Stau-

dinger-Ligation. 

(C) Kondensation 

von a-Ketocarbon-

säuren mit  

Hydroxylaminen. 

(D) Proteinspleißen 

in trans, durch ein 

gespaltenes Intein 

auf zwei getrenn-

ten Polypeptidket-

ten (X   =   S oder O).  
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mehreren einzelnen Peptiden erlau-
ben. Für die Präparation natur-
getreuer Proteine ist dabei von ent-
scheidender Bedeutung, dass an der 
Verknüpfungsstelle eine native Pep-
tidbindung erzeugt wird. Bei der Na-
tiven Chemischen Ligation (NCL) 
wird die chemoselektive Reaktion 
eines carboxyterminalen Thioesters 
mit einem aminoterminalen Cy-
steinrest zu einer nativen Peptidbin-
dung ausgenutzt (Abbildung 1A). 
Diese Reaktion verläuft in wäss-
rigem Puffer bei neutralem pH-Wert 
mit vollständig entschützten Seiten-
ketten beider Peptide.1) Durch die 
Einführung von orthogonal entfern-
baren Schutzgruppen für das N-ter-
minale Cystein lässt sich schrittwei-
se auch ein Protein aus mehreren 
Segmenten aufbauen, wie es für das 
von der Niere produzierte Hormon 
Erythropoietin (EPO, 166 AS) in ei-
ner polymermodifizierten Form ge-
zeigt worden ist.2)

Der Kopplung von mehreren Seg-
menten sind durch Ausbeuteverluste 
und Reinigungsschritte jedoch 
Grenzen gesetzt. Deshalb wird die 
Synthese von Proteinen > 200 AS in 
der Regel nicht mehr praktikabel 
sein. Außerdem müssen sich durch 
NCL hergestellte Proteine nach der 
Synthese spontan in ihre richtige 
Struktur falten. Größere Proteine 
lassen sich daher besser semisynthe-
tisch darstellen, d.h. ein Teil des Pro-
teins wird durch rekombinante Ex-
pression gewonnen, während der 
andere ein synthetisches Peptid ist, 
das über nahezu beliebige che-
mische Modifikationen verfügen 
kann.

Die zugrundeliegende Reaktion 
zur Verknüpfung dieser beiden 
Komponenten ist identisch mit der 
NCL (Abbildung 1A). Die Generie-
rung eines Proteins mit einem C-ter-
minalen Thioester kann durch Fusion 
mit einem mutierten Intein erreicht 
werden. Inteine sind Proteinelemen-
te, die in einem Wirtsprotein inse-
riert synthetisiert werden und sich 
in einer post-translationalen, auto-
katalytischen Reaktion, die man als 
Proteinspleißen bezeichnet, aus die-
sem Vorläuferprotein herausschnei-
den. Dabei verknüpfen sie die bei-

kombinanten Proteins mit einem 
synthetischen Peptid liegt in der 
Ausnutzung einer speziellen Form 
des Proteinspleißens. Bei gespalte-
nen Inteinen ist die Polypeptidkette 
innerhalb der Inteindomäne unter-
brochen, so dass sich die N- und 
C-terminalen Inteinfragmente auf 
getrennten Molekülen befinden 
(Proteinspleißen in trans, Abbildung 
1D). Wird eines dieser beiden Pro-
teine synthetisch hergestellt, kann 
durch Proteinspleißen mit dem 
komplementären, rekombinanten 
Protein ebenfalls ein semisyntheti-
sches Protein erzeugt werden. Übli-
cherweise ist nur das Intein-C-Frag-
ment mit einer Größe von ca. 40 AS 
auf diese Art und Weise synthetisch 
zugänglich (das Intein-N-Fragment 
ist typischerweise ca. 100 AS lang).7)

Unsere Arbeitsgruppe hat jedoch 
kürzlich ein gespaltenes Intein ent-
wickelt, dessen Intein-N-Fragment 
nur 11 AS lang ist. Es kann also 
leicht durch Peptidsynthese mit ei-
ner gewünschten Sequenz erzeugt 
und zur N-terminalen Modifikation 
von rekombinanten Proteinen ver-
wendet werden.8) Weitere vielver-
sprechende chemoenzymatische 
Methoden beruhen auf der reversen 
Proteolyse und der Sortase-vermit-
telten Ligation.9,10)

Abb. 2. 

Der Reaktions-

mechanismus des 

Intein-katalysierten 

Proteinspleißens. 

Spaltung in cis: das 

Intein befindet sich 

auf einer Polypep-

tidkette. 

den flankierenden Segmente, die N- 
und C-Exteine, über eine native 
Peptidbindung (Abbildung 2). Sie 
sind recht unspezifisch und können 
mit gentechnischen Methoden auch 
in andere Proteine verpflanzt wer-
den. Der während des Spleißens 
durchlaufene Thioester (Abbildung 2) 
kann durch Zugabe von freien Thio-
len wie Thiophenol gespalten wer-
den, wenn der für die weitere Reak-
tion wichtige Asparaginrest des In-
teins zu Alanin mutiert ist. Die Um-
setzung des so erhaltenen Protein-
Thioesters mit einem synthetischen 
N-Cys-Peptid ist unter der Bezeich-
nung Expressed-Protein-Ligation 
(EPL) oder Intein-mediated Protein-
Ligation bekannt und führt zu ei-
nem C-terminal modifizierten semi-
synthetischen Protein.3)

NCL und EPL sind heute Stan-
dardmethoden für den Einbau syn-
thetischer Peptide in Proteine und 
finden immer größere Verbreitung. 
Gleichzeitig gibt es Bestrebungen, 
weitere methodische Verbesserun-
gen dieser Reaktionen zu erzielen 
und alternative chemische oder che-
moenzymatische Ligationsstrategien 
zu entwickeln, die generelle An-
wendbarkeit oder spezifische Vortei-
le bieten. Eine Limitierung von NCL 
und EPL besteht z. B darin, dass 
zwingend ein Cysteinrest an der Li-
gationsstelle im Produkt verbleibt. 
Dies kann zu unerwünschten Ver-
änderungen führen.  

Mit dem Ziel der Cystein-freien 
Ligation wurde eine Reihe von Auxi-
liarreagentien eingeführt, die eine 
Thiolgruppen-vermittelte Ligation 
mit dem Thioester ermöglichen und 
nach der Reaktion abgespalten wer-
den können.4) Zum gleichen Ergeb-
nis kommen zwei weitere alternative 
chemoselektive Reaktionen: Die 
Staudinger-Ligation (Abbildung 1B), 
die auch bereits zur Proteinsynthese 
angewendet wurde,5) und eine kürz-
lich beschriebene decarboxylierende 
Peptidligation zwischen einer �-Keto-
säure und einem N-Alkylhydroxyl- 
amin (Abbildung 1C), deren Poten-
tial zur Proteinsynthese noch gezeigt 
werden muss.6)

Ein weiterer eleganter Ansatz mit 
Potential zur Verknüpfung eines re-
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schen Tyr78 und Gly79 durch eine 
Esterbindung ersetzt (Abbildung 3). 
Die resultierende Verringerung der 
negativen Partialladung des Sauer-
stoffatoms der Ester-Carbonylgrup-
pe beeinträchtigte wie erwartet die 
K+-Bindung in der S1-Position. Dies 
äußerte sich in einer verringerten 
Leitfähigkeit.13)

Proteinsemisynthese wurde auch 
in der Strukturbiologie genutzt. Hier 
stellt sich oftmals das Problem, dass 
Proteine mit PTMs durch heterologe 
Expression nicht in vollständig und 
einheitlich modifizierter Form ge-
wonnen werden können. Ein Bei-
spiel sind die Ras-verwandten GTP-
asen der Rab-Familie, die an der Re-
gulation des vesikulären Transports 
beteiligt sind. Ihre Membranlokali-
sation verläuft über eine zweifache 
Prenylierung in der Nähe des C-Ter-
minus. Ein wichtiger Interaktions-
partner der Rab-Proteine ist der Rab-
GDP-Dissoziationsinhibitor (GDI), 
der mit prenylierten Rab-Proteinen 
assoziiert und am Ende eines Funk-
tionszyklus inaktives Rab an der 
Membran regeneriert. Die Struktu-
ren von Komplexen mit homogenem 
mono- und diprenyliertem Rab, die 
mit der EPL-Strategie synthetisiert 
worden waren, konnten aufgeklärt 
und so die Rab/GDI-Interaktion ver-
standen werden. Dadurch gelang es 
den beteiligten Gruppen am MPI für 
molekulare Physiologie in Dort-
mund, ein allgemeines Modell der 
Membranbindung und Extraktion 
prenylierter Rab-Proteine zu ent-
wickeln.14,15)

Die wohl häufigste posttrans-
lationale Modifikation von Protei-
nen ist die Phosphorylierung von Se-
rin-, Threonin- oder Tyrosinseiten-
ketten. Schätzungen zufolge werden 
etwa 1/3 aller menschlichen Protei-
ne phosphoryliert. Diese Modifika-
tionen, die von Kinasen unter ATP-
Hydrolyse eingeführt und von Phos-
phatasen wieder entfernt werden, 
haben Schlüsselfunktionen in der 
Regulation einer Vielzahl enzymati-
scher Prozesse und Signalkaskaden. 
Die Gruppe von Cole untersucht die 
Phosphorylierung von Protein-
phosphatasen, deren Fähigkeit zur 
Autodephosphorylierung nicht trivi-

Der Austausch von Gly77 zu Alanin 
ergab ein inaktives KcsA. Diese Be-
obachtungen stützen die Hypothese, 
dass Gly77 als Stellvertreter für eine 
D-Aminosäure an dieser Position ge-
nutzt wird. Zur Überprüfung der 
Hypothese stellte die Gruppe von 
Muir mit EPL eine semisynthetische 
Variante von KscA her, in der Gly77 
durch D-Alanin ersetzt ist (dies wäre 
mit konventiellen molekularbiologi-
schen Methoden nicht möglich ge-
wesen). Elektrophysiologische Mes-
sungen zeigten, dass KcsA(D-Ala77) 
tatsächlich K+-Ionen transportierte. 
Damit wurde die Hypothese bestä-
tigt, dass Gly77 ein natürlicher Er-
satz für eine D-Aminosäure sein 
kann.11)

Weiterhin konnten durch Cha-
rakterisierung des semisyntheti-
schen KcsA(D-Ala77) Einblicke in 
die Funktionsweise des Selektivi-
tätsfilters gewonnen werden. Bei ho-
hen K+-Konzentration nimmt der Se-
lektivitätsfilter des nativen Kanals 
eine aktive leitende Konformation 
ein, wie sie in Abbildung 3 gezeigt 
ist. Bei sehr geringen K+- und ver-
gleichsweise hohen Na+-Konzentra-
tionen kollabiert der Selektivitätsfil-
ter jedoch in eine inaktive, nichtlei-
tende Konformation (nicht gezeigt). 
Im Falle des KcsA(D-Ala77)-Kanals 
verhinderte die zusätzliche Methyl-
gruppe des D-Alanins aus sterischen 
Gründen den Kollaps. Das so künst-
lich in der aktiven Konformation ge-
haltene Protein war immer noch in 
der Lage, bevorzugt K+-Ionen zu lei-
ten und konnte sogar im Gegensatz 
zum Wildtyp in Abwesenheit von 
K+-Ionen auch Na+-Ionen leiten. 
Dies zeigte, dass die Ionenselektivi-
tät des KscA-Kaliumkanals auf einer 
Kombination aus der Selektivität des 
Filters und einem Kollabieren der 
Pore bei niedrigen K+-Konzentratio-
nen beruht.12)

Eine weitere Arbeit in diesem Zu-
sammenhang beschäftigte sich mit 
der Rolle der Carbonylgruppen der 
Peptidbindungen, welche die Bin-
dungsstellen für die K+-Ionen bil-
den. Da diese durch klassische orts-
gerichtete Mutagenese nicht ver-
änderbar sind, wurde mit Proteinse-
misynthese die Amidbindung zwi-

Abb. 3. 

Die leitende Konfor-

mation des Selekti-

vitätsfilters des  

Kaliumkanals KcsA 

mit seinen vier 

K+-Bindungsstellen 

(S1–S4). Es sind nur 

zwei der vier  

Peptidketten des 

KcsA-Tetramers  

dargestellt. 

Neben den Arbeiten zur methodi-
schen Optimierung von NCL und 
EPL sind in den letzten Jahren be-
reits zahlreiche Studien publiziert 
worden, in denen diese Techniken 
für die Beantwortung der jeweiligen 
biologischen Fragen unverzichtbar 
waren.  

Semisynthese von Proteine –  
aktuelle Beispiele  

� Kaliumkanäle leiten K+-Ionen mit 
hoher Selektivität über biologische 
Membranen. Die Gruppe um Mac 
Kinnon zeigte, dass der Kaliumkanal 
KcsA ein tetrameres Membranpro-
tein ist, in dessen Zentrum der Se-
lektivitätsfilter lokalisiert ist. Dieser 
bildet eine ca. 12 Å lange Pore, die 
aus jeweils vier Aminosäuren 
(Thr75-Val76-Gly77-Tyr78) besteht 
(Abbildung 3). Diese Aminosäuren 
der vier identischen Untereinheiten 
sind so ausgerichtet, dass die Carbo-
nylsauerstoffatome der Peptidbin-
dungen in das Innere der Pore zei-
gen und zusammen mit der Hydro-
xygruppe des Thr75 jeweils vier Bin-
dungsstellen für K+-Ionen bilden (S1 
bis S4, Abbildung 3).

Diese ungewöhnliche Konforma-
tion der Peptidkette des Selektivi-
tätsfilters ist in der Regel nur bei ei-
ner Anordnung alternierender L- 
und D-Aminosäuren begünstigt. Das 
flexible achirale Glycin kann als ein-
zige der proteinogenen Aminosäu-
ren Bindungswinkel annehmen, die 
denen von D-Aminosäuren ähneln. 

Abb.4 

Phospho-Tyrosin 

und das nicht hy-

drolysierbare Ana-

logon Pmp (Phos-

phonomethylen- 

phenylalanin).
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al ist. Dabei wurde mit EPL Phos-
phonomethylenphenylalanin (Pmp, 
Abbildung 4) als nichthydrolysier-
bares Analogon von Phosphotyrosin 
in die Protein-Tyrosin-Phosphatase 
LMW-PTP an den zwei bekannten 
Phosphorylierungsstellen inkorpo-
riert. Die biochemische Charakteri-
sierung der semisynthetischen Pro-
teine ergab, entgegen ursprüng-
lichen Annahmen, dass die Phos-
phorylierung an diesen Positionen 
zu einer Herabregulation der enzy-
matischen Aktivität führt.16)

Neben der Phosphorylierung 
kommen auch Acetylierung und Me-
thylierung als PTMs von Histonen 
vor. Diese DNA-bindenden Proteine 
spielen eine große Rolle bei der Re-
gulation der Genaktivität. Die defi-
nierte Darstellung modifizierter His-
tone in homogener Form durch Pro-
teinsemisynthese gewinnt für die 
Entschlüsselung dieser Regulation 
immer größere Bedeutung.17)

Methoden zur Darstellung syn-
thetischer und semisynthetischer 
Proteine sind zur Klärung vieler 

Fragen rund um die Proteinfunk-
tion auf molekularer Ebene unent-
behrlich. Es steht zu erwarten, dass 
ihre Anwendung durch technische 
Weiterentwicklungen sowie durch 
neue Erkenntnisse und Aufgaben 
der Proteomforschung weiter zu-
nehmen wird.  

 Dirk Schwarzer, Henning D. Mootz 

Universität Dortmund 

Fachbereich Chemie – 

Chemische Biologie 

Henning.Mootz@uni-dortmund.de 
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Das Hammerhead-Ribozym 

� Ribonucleinsäuren üben wichtige 
Funktionen in biologischen Syste-
men aus, unter anderem die Katalyse 
chemischer Reaktionen. RNAs mit 
derartigen Eigenschaften werden als 
Ribozyme bezeichnet. Unter ihnen 
ist das bekannteste und wohl am in-
tensivste untersuchte das „Hammer-
head“-Ribozym, welches die positi-
onsspezifische Spaltung seines Phos-
phorsäureesterrückgrats durch eine 
Transesterifizierung katalysiert. Eine 
neue Kristallstruktur hat nun dazu 
beigetragen, die langjährige Debatte 
über den katalytischen Mechanis-
mus zu entscheiden.1)

Das katalytisch aktive minimale 
Motiv des Hammerhead-Ribozyms 
ist seit den neunziger Jahren be-
kannt und umfasst elf konservierte 
Nucleotide, die von drei Doppelheli-
ces flankiert werden (Abbildung 1a). 
Erst in Anwesenheit von Magnesium-
ionen in millimolarer Konzentration 
wird die aktive Konformation einge-
nommen, in der die 2'-OH Gruppe 
des Cytidins in Position 17 den zu 
spaltenden 5',3'-Phosphorsäuredie-
ester angreift. Dabei entstehen zwei 
Spaltungsprodukte: ein Strang mit 
einem 2',3'-Cyclophosphat und ein 
Strang mit einem freien 5'-OH-Ter-
minus.

Frühe Experimente belegten, dass 
die Konfiguration am analogen 
C17/N1.1-thiophosphatmodifizierten 
Ribozym invertiert wird. Während der 
Spaltung durchläuft die RNA einen tri-
gonal-bipyramidalen, pentakoordi-
nierten Übergangszustand.2) Der SN2-
Übergangszustand bedingt die Anord-
nung der 2'-Hydroxygruppe von 
Cytidin 17 und der benachbarten 
P-O5'-Gruppierung (Nucleotid C1.1) 
auf einer Geraden („In-line“-Angriff). 
Erste Kristallstrukturen des „Hammer- 
head“-Ribozyms aus dem Jahr 1998 
zeigten allerdings eine starke Abwei-
chung von dieser Struktur, obwohl die 
Spaltung im Kristall durch Einwir-
kung von zweiwertigen Metall- 
ionen gelang.3) �


