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Eine allgemeine biosynthetische Me- 
thode wurde entwickelt, um ortsspezi- 
fisch nichtnatiirliche Aminosauren mit 
neuartigen sterischen und elektronischen 
Eigenschaften in Proteine einzufiihren. 
Sie beginnt damit, daB das Codon fur die 
jeweilige Aminosaure durch Oligonucleo- 
tid-Mutagenese durch das Nonsense- 
Codon UAG, ein ,,Leerzeichen” des ge- 
netischen Codes, ersetzt wird. Fur dieses 
spezielle Codon wird eine Suppressor- 
tRNA hergestellt und in vitro chemisch 
rnit der gewiinschten nichtnatiirlichen 

Aminosaure aminoacyliert. Gibt man 
diese aminoacylierte tRNA in ein In-vi- 
tro-Proteinsynthesesystem, das von der 
mutagenisierten DNA gesteuert wird, 
wird die gewiinschte Aminosaure ein- 
heitlich in der angestrebten Stelle im 
Protein eingebaut. Die Methode wurde 
jiingst eingesetzt, um die katalytischen 
Eigenschaften, die Spezifitat und die 
Stabilitat einiger Proteine zu untersu- 
chen. Aminosiiuren und ihre Analoga 
rnit veranderten Eigenschaften bei der 
Wasserstoffbriickenbindung, mit veran- 

derten sterischen Eigenschaften und mit 
anderen Konformationen des Riickgrats 
wurden ebenso ortsspezifisch in Pro- 
teine eingebaut wie lichtaktivierbare 
Aminosauren und biophysikalische Son- 
den. Damit sollten weitergehende detail- 
lierte physikalisch-organische Untersu- 
chungen an dieser wichtigen Klasse von 
Makromolekiilen moglich werden. 

Stichworte: Aminosauren . Mutagenese 
. Proteinsynthese 

1. Einleitung 

Proteine sind an nahezu allen biologischen Prozessen, ein- 
schlieI3lich der Signalubertragung, der Katalyse, der Genregula- 
tion und der Immunantwort beteiligt. Bislang verstehen wir al- 
lerdings kaum, nach welchen Mechanismen diese Biopolymere, 
die aus zwanzig einfachen Bausteinen zusammengesetzt sind, 
ihre bemerkenswert vielfaltigen Funktionen ausiiben. Ein wich- 
tiges Instrument, um die Faktoren zu untersuchen, die die Pro- 
teinstruktur und -faltung, die biomolekulare Erkennung sowie 
die Katalyse steuern, ist die ortsspezifische Mutagenese. Sie er- 
moglicht es, eine spezifische Aminosaure in einem Protein gegen 
jede beliebige der ubrigen neunzehn proteinogenen Aminosau- 
ren auszutauschen[l* ’1. Wahrend bei kleinen Molekiilen Analo- 
ga mit nahezu allen strukturellen Anderungen synthetisiert wer- 
den konnen, sind die Anderungen an einer bestimmten Stelle 
eines Proteins auf die herkommlichen Aminosauren beschrankt. 
ldealerweise wiirde man gerne die sterischen oder elektroni- 
schen Eigenschaften einer Aminosaure in einem Protein maB- 
schneidern, um so spezifische Fragen zu Struktur-Funktions- 
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Beziehungen einzeln beantworten zu konnen. Die gewiinschten 
Anderungen konnten eine Abwandlung der AciditBt, der Nucleo- 
philie, der Wasserstoffbriickenbindungs- oder der hydrophoben 
Eigenschaften einer Aminosaureseitenkette, eine Anderung 
oder Einschrinkung der Konformation des Protein-Riickgrats 
oder die Einfiihrung biophysikalischer Sonden sein, z. B. Spin- 
oder radioaktive Markierungen an einer spezifischen Stelle im 
Protein. Die Fahigkeit, nichtnatiirliche Aminosauren einzufiih- 
ren, die nicht durch den genetischen Code spezifiziert werden, 
wiirde unsere Moglichkeiten, Struktur und Funktion von Pro- 
teinen zu manipulieren und zu untersuchen, erheblich erweitern 
und die Herstellung neuer Proteine rnit neuartigen Eigenschaften 
ermoglichen. 

Es stehen mehrere Methoden zur Verfiigung, uni nichtnatiirli- 
che Aminosauren in Proteine einzufiihren. Durch Festphasen- 
Peptidsynthese konnen kleine Proteine ( 2  12 kD) mit neuartigen 
Aminosauren in Milligramm-Mengen synthetisiert werdenE4- ’ ‘ I ,  

vor allem, seit den jiingsten Fortschritten bei der Segmentsyn- 
these mit anschlieljender Konden~ation[~]. Auch durch die Pro- 
tein-Semisynthese, bei der ein synthetisches Peptid unter Bildung 
eines vollstandigen Proteins an ein Proteinfragment gebunden 
wird, konnen nichtnatiirliche Aminosauren in Proteine einge- 
baut werden[”, 13].  Dieser Ansatz ist kompliziert, weil das Pro- 
tein an der Einfugungsstelle fur das Peptid spezifisch gespalten 
werden mu8 und weil die selektive Kopplung der Protein- und 
Peptidtermini schwierig ist. Auch durch chemische Modifika- 
tion der Aminosaureseitenketten ist es moglich, Cofaktoren, 
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Spinmarkierungen und Oligonucleotide in Proteine einzufiih- 
renr’4-201. Dabei sind die Substitutionen allerdings meist auf 
einfache Derivate reaktiver Aminosaureseitenketten (z. B. Ly- 
sin, Cystein, Tyrosin) an der Protein-Oberflache beschrankt. 
Alternativ wurden biosynthetische Methoden auf Grundlage 
chemisch modifizierter Aminoacyl-tRNAs verwendet, um eini- 
ge biophysikalische Sonden in Proteine zu inkorporieren, die in 
vitro synthetisiert wurdenr21’ 221.  Dies hat jedoch ebenfalls seine 
Grenzen, da die Mutationen auf Derivate natiirlicher Amino- 
sauren beschrankt sind und die modifizierte Aminosaure an meh- 
reren Stellen eingefiihrt wird. AuBerdem werden an der aus- 
gewahlten Stelle sowohl modifizierte als auch natiirliche 
Aminosauren eingebaut, weil es schwierig ist, die endogenen 
Aminoacyl-tRNAs aus dem In-vitro-Extrakt vollstandig zu ent- 
fernen. 

Nach einem weiteren biosynthetischen Ansatz ist es auch erst- 
mals moglich, ortsspezifisch mehrere nichtnatiirliche Amino- 
sauren in Proteine einzufUhrenrz3 - 2 5 1 .  In diesem Artikel be- 
schreiben wir die Methode und ihre derzeitigen Moglichkeiten 
und Grenzen. Dariiber hinaus werden Anwendungen beschrie- 
ben, bei denen man durch Einbau nichtnatiirlicher Aminosau- 
ren mit neuartigen elektronischen, sterischen und biophysikali- 
schen Eigenschaften in Proteine zu neuen Erkenntnissen iiber 
die Mechanismen der Enzymkatalyse, die Proteinstabilitat und 
die biomolekulare Erkennung gelangte. 

2. Die Methode 

2.1. Das Prinzip 

Die Moglichkeit, nichtnatiirliche Aminosauren ortsspezifisch 
in Proteine einbauen zu konnen, beruht auf folgenden Befunden : 
1) Zwar gibt es drei Stop-Codons (UAA, UAG und UGA), 
doch wird nur eines fur die Beendigung der Proteinsynthese 
(Schema 1) benotigt, so daB der genetische Code (Schema 2) 
zwei ,,Leerzeichen” hatrz6, ”I. 2) Suppressor-tRNAs, tRNAs 
also, die als Antwort auf ein Stop-Codon eine der gewohnlichen 

Aminosauren einbauen, sind in vivo und in vitro effizient[”]. 
3) Die Anticodon-Codon-Erkennung ist unabhangig von der 
Aminosaure am Acceptorstamm der tRNA (Adapter-Hypothe- 
~ e ) ~ ” ,  301. 4) Der Translationsapparat weist eine relativ breite 
Substratspezifitat aufr3 ’- 321, Unter Beriicksichtigung dieser Tat- 
sachen wurde die folgende Strategie entwickelt (Schema 3): Das 
Codon fur die zu ersetzende Aminosaure wird durch gangige 
Oligonucleotid-gerichtete Mutagenese durch das Stop-Codon 
UAG e r ~ e t z t [ ~ ~ ] .  Eine Suppressor-tRNA, die dieses Codon er- 
kennt, wird chemisch mit der gewunschten nichtnatiirlichen 
Aminosaure acyliert. Die Zugabe des mutagenisierten Gens oder 
der mRNA und der aminoacylierten Suppressor-tRNA zu ei- 
nem In-vitro-Extrakt, der die Proteinsynthese katalysiert, liefert 
ein mutiertes Protein, das die nichtnatiirliche Aminosiure an 
der gewiinschten Stelle tragt r23, 241. Fur die Ausarbeitung dieser 
Methode ist Voraussetzung, daa die jeweils erforderliche Sup- 
pressor-tRNA hergestellt werden kann, daB es ein allgemein 
anwendbares Verfahren zur Acylierung der tRNA rnit nicht- 
natiirlichen Aminosauren gibt und daB hinreichende Mengen an 
Protein in vitro hergestellt werden konnen, um damit aussage- 
kraftige mechanistische oder Strukturuntersuchungen durch- 
fiihren zu konnen. 

2.2. Die Suppressor-tRNA 

Fur den einfachen Einbau einer nichtnatiirlichen Aminosaure 
in ein Protein ist eine tRNA erforderlich, die vom Proteinsyn- 
theseapparat gut genug erkannt wird, um ein Stop-Codon mit 
hoher Effizienz zu iiberlesen. Eine solche Suppressor-tRNA 
kann jedoch kein Substrat fur irgendeine der Aminoacyl-tRNA- 
Synthetasen sein, die im In-vitro-Proteinsyntheseextrakt vor- 
kommen. Wenn die Suppressor-tRNA von einer der Amino- 
acyl-tRNA-Synthetasen erkannt wiirde, konnte die tRNA kor- 
rekturgelesen (Desacylierung der nichterkannten Aminosaure) 
und anschlieBend mit einer der zwanzig natiirlichen Aminosau- 
ren aminoacyliert werden. Die Erkennung wiirde dann dazu 
fiihren, daB das Stop-Codon nur rnit geringer Effizienz unter- 
driickt oder auBer der gewiinschten nichtnatiirlichen Amino- 
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In-vitro- 
Translation 

mRNA 

Rlbosorn 

G G  C G C  U 
\ -  - /  

CYS Ala 

Rlbosom 

U A C  u c  G C U  ' ' ' mRNA 

Schema 1. Schematische Darstellung der Proteinbiosynthese: a) Bindnng der Ami- 
noacyl-tRNA an den ribosomalen Komplex; b) Kniipfung der Peptidbindung; 
c) Dissoziation der desacylierten tRNA; d) Translokation des Ribosoms. 

saure auch eine der gewohnlichen Aminosauren als Antwort auf 
das Stop-Codon eingebaut wird. 

Wir begannen, eine Amber-Suppressor-tRNA (eine tRNA, die 
das Stop-Codon UAG erkennt) zu konstruieren, die sich dadurch 
von der Phenylalanyl-tRNA aus Hefe ableitet, daB die Reste 34 
bis 37 in Ubereinstimmung mit der Regel von Yarus durch 5'- 
CUAA-3' ersetzt ~ i n d [ ~ ' - ~ ' ~ .  Von dieser Suppressor-tRNA ist 
bekannt, da13 sie in vitro effizient erkannt ~ i r d ' ~ ~ ] ;  auRerdem ist 

UGA TERM 
UGG Trp 

Eik 1 TERM 

g::] His CG U 

CGG 

Phe 

Leu UCG 

Gln 
Pro 

CUG CCG 

AGU !!:} Thr AAA AGA 
ACG 

] Asn AGC] Ser 

AAG 1 Lys AGG] Arg 

$3 Ile 
AUA 

GGC Giy 
GGA GGU I ASP GUU GCU 

GUG z::] GCG Ala GAA] GAG Glu 

Schema 2. Der genetische Code, TERM = Stop-Codon 

sie wahrscheinlich ein schlechtes Substrat fur die Aminoacyl- 
tRNA-Synthetasen aus E. ~ - o l i [ ~ ~ ] .  Weiterhin wurde eine von 
E . - C O ~ ~ - ~ R N A ~ ' Y [ ~ ~ ]  abgeleitete Suppressor-tRNA verwendet, 
um UAG-Codons in kurzen Peptiden in einem Translationssy- 
stem aus Kaninchen-Reticulocyten zu u n t e r d r i i ~ k e n ~ ~ ~ ~ .  Beide 
Suppressor-tRNAs konnen leicht in relativ grogen Mengen durch 

Codon fur den Aminosaurerest Nonsense-Codon 

Oligonucleotid-gerichtete 
Mutagenese 

(AS) 
'A 
C 
C 

pdCpA-AS, A I I  

Run-off-Transkription hergestellt werden (Schema 4 ) I 4 O 3  411. 

Auch wenn sie in vitro synthetisiert werden und von daher 
wahrscheinlich keine modifizierten Basen enthalten [421, bauen 
sie beide die nichtnatiirlichen Aminosauren effizient ein ; auger- 
dem wird bei optimaler Mgz+ -Konzentration nur wenig iiberle- 
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Fokl 

3' 

5' 3' 
T I  A - 

Fok I + I  Fo.4 1 

Schema 4. Herstellung von tRNA:C', durch Run-off-Transkription. Stark gereich- 
net ist die DNA-Sequena, die tRNA,,C,A codiert. A) 1. T7-RNA-Polymerase, NTPs; 
2. Enzymextraktion. Fillung rnit Ethanol. Es werden 1000 tRNA-Kopien pro 
DNA-Kopie erhalten, d.  h. ca. 1 mg tRNA pro 30 pg verdauter DNA-Matrire. 

sen. d.h. es werden kaum andere als die gewiinschten nicht- 
natiirlichen Aminosiiuren als Antwort auf das Codon UAG 
eingefiigt. 

2.3. Aminoacylierung der tRNA 

Nun galt es, eine allgemein anwendbare Methode zu entwik- 
keln, nach der die tRNA rnit jeder beliebigen nichtnaturlichen 
Aminosiure acyliert werden kann. Eine enzymdtische Amino- 
acylierung der tRNA rnit Aminoacyl-tRNA-Synthetasen ist we- 
geii deren hoher Spezifitat nicht allgemein m o g l i ~ h [ ~ ~ * ~ ~ ] .  Eine 
direkte chemische Acylierung ist wahrscheinlich nicht praktika- 
bel, weil die tRNA sehr viele reaktive Stellen aufweist. Daher 
wurde auf eine Variante einer zweistufigen Methode zuriickge- 
griffen, die ursprunglich von Hecht et al.[451 entwickelt worden 
war (Schema 5): Das Dinucleotid pCpA wird chemisch mit einer 

I 

o\oYNJ 
ti 
OH OH 

PCPA 

0 n 
tRNA--pCpA + pcpAi)- NH2 T4-RNA-Ligase 

R 'H 

Schema 5. Strategie fur die chcmische Arninoacylierung von tRNAFFA. R = Ami- 
nosi tiresei tenkette. 

N"-geschiitzten Aminosaure acyliert und dann enzymdtisch an 
eine um das terminale Dinucleotid pCpA am 3'-Acceptorstamm 
verkiirzte tRNA, tRNA-CA, g e b ~ n d e n [ ~ ~ ] .  Die verkiirzte Sup- 
pressor-tRNA kann direkt durch Run-off-Transkription eines 
FokI-linearisierten Plasmids, das das tRNA-Gen codiert, ge- 
wonnen ~ e r d e n [ ~ ' ] .  

Die Acylierung des Dinucleotids wird durch Nebenreaktionen 
wie Diacylierung und Acylierung der exocyclischen Aminogrup- 
pen der Basen erschwert, so dab das gewunschte Produkt nur in 
geringer Ausbeute entsteht. Dariiber hinaus ist die Aminoacyl- 
tRNA-Bindung bei p H  7 -8, dem optimalen pH-Bereich fur eine 
hohe Aktivitat der T4-RNA-Ligase, relativ instabi1147,481. Ndch 
unseren Untersuchungen reagiert der Cyanomethylester einer 
Aminosaure selektiv rnit den 2',3'-Hydroxygruppen der Ribose 
zum monoacylierten Produkt, so daD ein Schutz des Dinucleo- 
tids vor der Aminoacylierung iiberfliissig wird (Schema 6)[491. 

n - 
I 

o=p-o- "-\,;5" 
k-f 

HO OH 

R H  
XHN %O,CN 

0 

DMF 
nBu4N'OAc- 

t/ 0 

I 
o=p-o- Al05" 

H 

Schema 6. Vereinfaclite Acylierung von pdCpA mit einem Aminoslurecyanome- 
thylester. R = Aminosiureseitenkette, X = Schutzgruppe. 

Weiterhin wurde Cytidin im Dinucleotid durch Desoxycytidin 
ersetzt, was die Synthese enorm vereinfacht und wodurch eine 
2'-OH-Gruppe entfernt wird, ohne die biologische Aktivitat zu 
beeinflussen. Die a-Aminogruppe der Aminosaure und alle re- 
aktiven Seitengruppen werden vor der Acylierung des Dinucleo- 
tids mit der Nitroveratryloxycarbonyl(NV0C)-Gruppe unter 
Bildung der entsprechenden Carbamate, Ester und Ether ge- 
schiitzt[", 'll. Diese Schutzgruppe kann nach der Ver- 
kniipfung photochemisch unter schwach sauren Bedingungen 
glatt von der intakten Aminoacyl-tRNA ohne Desaminoacylie- 
rung abgespalten ~ e r d e n [ ~ ~ ] .  Fur lichtempfindliche Amino- 
siuren kann die Biphenylisopropyloxycarbonyl(BP0C)-Gruppe 
verwendet werden; diese wird von Aminoacyl-pdCpA vor der 
Kopplung an tRNA-'* unter schwach sauren Bedingungen ab- 
g e ~ p a l t e n [ ~ ~ . ~ ~ ] .  Dieses Verfahren zur Aminoacylierung ist di- 
rekt, liefert die Produkte in hohen Ausbeuten (sowohl bei der 
Aminoacylierung als auch bei der Kopplung von Dinucleotid 
und tRNA) und ist auf Aminosauren rnit unterschiedlichsten 
Seitenketten a n ~ e n d b a r [ ~ * .  241. Nichtsdestoweniger konnte die- 
ser Schritt rnit einer nichtspezifischen ,,Aminoacyl-tRNA-Syn- 
thetase", einer Ligase, einer mutagenisierten Synthetase oder 
einem katalytischen Antikorper erheblich vereinfacht wer- 
den[52 541 
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2.4. In-vitro-Proteinsynthese 

Die mutierten Proteine werden in vitro synthetisiert, weil es 
keine allgemein anwendbare Methode gibt, um groBe Mengen an 
aminoacylierter Suppressor-tRNA in intakte, sich teilende Zellen 
einzufuhren[”]. Derzeit verwenden wir ein In-vitro-Transkrip- 
tions/Translations-Proteinsynthesesystem aus E. coli[s6f s7,  241, 

in Form eines E.-coli-S-30-Extrakts, der alle fur die Transkrip- 
tion und die Translation erforderlichen Proteine und RNAs ent- 
hilt. Nucleotid-Triphosphate, bakterielle tRNAs, Phosphoenol- 
pyruvat, Pyrophosphatase, einige Salze (Mg2 +-  und CaZ + -Kon- 
zentrationen konnen die Proteinausbeuten erheblich beeinflus- 
sen) und Cofaktoren sowie die DNA, die das gewiinschte Gen 
codiert, werden zu dem S-30-Extrakt gegeben, um die Protein- 
synthese in vitro zu rekonstituieren. Typischerweise ist das be- 
treffende Gen mit einem starken T7- oder bakteriellen RNA-Po- 
lymerasepromotor verkniipft. Die In-vitro-Reaktion kann in 
Volumina zwischen 30 pL und 5 mL ausgefuhrt werden. Der 
S-30-Extrakt kann ohne groBeren Aufwand im 2 L-MaBstab 
hergestellt werden, die Suppressor-tRNA in 30 mg-, die Ami- 
noacyl-pdCpA in 10mmol- und das Plasmid in 12mg-Mengen. 
Ein Hauptnachteil der In-vitro-Proteinsynthese bleibt die rela- 
tiv geringe Menge an Protein, die gewonnen werden kann. Un- 
abhangig davon, ob das Protein mit Plasmid-DNA durch ein 
E.-coli-Transkriptions/Translationssystem oder ob ein Peptid 
mit einer mRNA durch ein Kaninchen-Reticulocyten-Transla- 
tionssystem synthetisiert wurde, wurden Ausbeuten von mehr 
als 100 pgmL-’ im allgemeinen nicht e r r e i~h t~ ’~] .  Die Effizienz 
der Proteinexpression hangt in vivo von vielen Faktoren ab, z. B. 
von der Stlrke des RNA-Polymerasepromotors, von der 
jeweiligen Ribosomenbindungsstelle, vom Einsatz des Codons 
und von der Stabilitat sowie der Sekundarstruktur der 
mRNA[”. 591. Allerdings korrelieren die Proteinausbeuten in 
vitro nicht notwendigerweise rnit denen, die in vivo erreicht 
werden, und wir haben noch keine einfachen und allgemein 
giiltigen Regeln aufstellen konnen, durch deren Einhaltung 
hohe Ausbeuten bei der In-vitro-Proteinexpression garantiert 
werden konnten. 

2.5. Moglichkeiten der Methode 

Die relativ breite Substratspezifitat der Elongationsfaktoren 
und der Peptidyl-Transferase laBt envarten, daB viele unterschied- 
liche Aminosauren in Proteine eingebaut werden konner~[~  ’, 321. 

Dies ist in der Tat der Fall: Uber siebzig Sauren (siehe 
Schema 7) wurden an mehr als zwanzig Stellen mit der beschrie- 
benen Methode in unterschiedliche Proteine eingebaut. Darun- 
ter sind in ihrer Konformation eingeschrankte Aminosauren 
(z. B. 2,4-Methanoprolin (nicht gezeigt) , Cyclopropylglycin 
und a-Methyl-L-leucin), Aminosauren mit Spin- oder Photo- 
affinitatsmarkierungen in der Seitenkette, Aminosauren rnit un- 
terschiedlichen pK,-Werten und mit anderen Eigenschaften bei 
der Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen, blockierte 
Aminosauren, a-Hydroxysauren und Aminosauren mit unge- 
wohnlichen sterischen Eigenschaften (z. B. tert-Butylglycin) . 
Die Effizienz der Suppression hingt in weiten Grenzen von der 
Aminosaure ab und reicht von 100% bei der Substitution von 
Gln 28 durch L-Norleucin im Repressor 434C6O1 bis 10 % fur den 

Einbdu von cc-Methyl-L-leucin in das T4-Lyso~ym[~’I. Obwohl 
die Suppressionseffizienz einer Aminosaure nicht a priori vor- 
hergesagt werden kann, werden einige Trends erkennbar, wenn 
die Eigenschaften der getesteten Aminosauren rnit ihren Sup- 
pressionseffizienzen korreliert werden@’. 621. Im allgemeinen 
werden groBe, hydrophobe Aminosauren wie p-Benzoyl-L-phe- 
nylalanin besser eingebaut als kleine Aminosauren wie Alanin 
und Glycin oder geladene Aminosauren wie Homoglutamat 
und Ornithin. Diese Korrelation stimmt mit dem Befund iiber- 
ein, daB groBe, hydrophobe Aminosauren wie Trp und Phe fe- 
ster an den Elongationsfaktor EF-Tu aus E. coli binden als 
andere naturliche Aminosauren wie Ala, Glu und L Y S [ ~ ~ ] .  

Die Konfiguration der Aminosaure beeinflufit ebenfalls die 
Effizienz der Suppression. Wahrend L-Aminosauren und einige 
apdisubstituierte Aminosauren wie a-Aminoisobuttersaure 
(AIB) und a-Aminocyclopentylcarbonsaure in Proteine inkor- 
poriert werden konnen, werden D-Aminosauren offenbar vom 
Translationsapparat nicht umgesetzt[611. Diese konfigurativen 
Erfordernisse stimmen im wesentlichen mit Ergebnissen aus 
fruheren Untersuchungen uber die Affinitat einiger nicht- 
natiirlicher Aminoacyl-tRNAs zu E.-coli-EF-Tu und zum Ribo- 
som iibereinr311. Interessanterweise legten schon friihere Experi- 
mente, rnit denen die Bindung von Aminoacyl-tRNA oder von 
Aminoacyl-CpA an die A-Bindungsstelle von E.-coli-Ribo- 
somen und die Beteiligung dieser Verbindungen an der Peptid- 
elongation untersucht wurde, die Vermutung nahe, daB achirale 
Aminosauren wie AIB vom E.-coli-Proteinsyntheseapparat 
nicht als Substrate genutzt werden k o ~ m e n [ ~ ~ - ~ ~ ] .  

Einige Mutationen im Geriist werden vom Translationsappa- 
rat a k ~ e p t i e r t ~ ~ ~ ] .  Anders als N-Ethyl-L-alanin werden N-Me- 
thyl-L-phenylalanin (in Kaninchenreticulocyten) , N-Methylgly- 
cin (in E. coli) und N-Methyl-L-alanin (in E. coli) ortsspezifisch 
in Proteine eingebaut[681. Pipecolinsaure, das sechsgliedrige 
Analogon des Prolins, wird vom E.-coli-System akzeptiert, die 
ringkontrahierten Prolinanaloga Aziridin-2-carbonsaure und 
Azetidin-2-carbonsaure hingegen nicht. (Dies kann allerdings 
auch von der chemischen Instabilitat herruhren statt von einem 
AusschIuB durch den Biosyntheseapparat.) Tirell et al.[693 
gelang allerdings die biosynthetische Inkorporation von L-Aze- 
tidin-2-carbonsaure in Polypeptide. Auch der Austausch von 
a-Aminosauren aus dem Proteinruckgrat gegen j?- und y-Ami- 
nosauren wie fi-Alanin, y-Aminobuttersaure und weitere Ho- 
m ~ l o g e [ ~ ’ ]  sowie gegen Dipeptide und Dipeptidmimeti~a~’~] 
wurde beschrieben. Bis heute waren jedoch alle Versuche, diese 
Aminosauren durch E.-coli- oder Kaninchenreticulocyten-Ly- 
sate einzubauen, ohne Erfolg. 

Die genaue Struktur einer Aminoslure beeinflul3t ebenfalls 
erheblich die Effizienz der Suppression. Obwohl beispielsweise 
die spinmarkierten Aminosauren 1 und 2 beide die 1-Oxyl- 
2,2,5,5-tetramethylpyrrolidingruppe enthalten (Schema 8), konn- 
te nur 1 in vitro inkorporiert werden[621. AuBerdem kann die 
Effizienz der Suppression vom In-vitro-Proteinsynthesesystem 
(prokaryontisch oder eukaryontisch) abhangen: ~-4‘-(3-Trifluor- 
methyl-3H-diazirin-3-yl)phenylalanin wurde von einem E.-coli- 
Transknptions/Transkdtionssystem nur zu < 10 % e ingeba~t”~] ,  
von einem Kaninchenreticulocyten-Extrakt dagegen zu 
>40 %[741. Im Gegensatz zu den In-viv~-Ergebnissen[~~ -371 

scheint kein wesentlicher Zusammenhang zwischen den Co- 
dons, die dem UAG-Codon benachbart sind, und der Suppres- 
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Schema 7. Beispiele yon Aminosiuren und deren Analoga, die mit Erfolg in Proteine eingebaut wurden. 

sionseffizienz zu bestehent6'! Indem weitere nichtnaturliche 
Aminosauren in Proteine eingefiihrt werden, sollten sich zusatz- 
liche Erkenntnisse zur Spezifitat des Translationsapparates 

und iiber die Faktoren, die die In-vitro-Suppressionseffizienz 
bestimmen, durch die beschriebene Methode gewinnen lassen. 

2.6. Zukunftige Aufgaben 
n 

Zukiinftige Arbeiten werden sich darauf konzentrieren, die 
Anwendungsmoglichkeiten der Methode dadurch auszuweiten, 
daD die Proteinausbeuten gesteigert werden, daB der EinfluB der 
Aminosaure auf die Suppressionseffizienz minimiert wird und 
daB Verfahren entwickelt werden, um mehr als eine Aminosaure 
auf einmal in ein Protein einzubauen. 

Urn die Proteinausbeuten zu erhohen, mu13 die In-vitro-Pro- 
teinsynthese verbessert werden. Hohere Proteinausbeuten kon- 
nen moglicherweise erzielt werden, wenn In-vitro-Systeme ver- 
wendet werden, die aus anderen Quellen ~ t a r n r n e n ~ ~ ~ ] ,  oder 
wenn auf alternative Ansatze, z. B. In-vitro-DurchfluDsysteme, 
zuruckgegriffen ~ i r d [ ' ~ ] .  Da das E.-coli-Transkriptions/Trans- 
lationssystem bei 37°C nur ca. 1 Stunde aktiv ist, konnen die 

1 3 

2 4 

Schema 8. Strukturen biophysikalischer Sonden, die fur einen Einbdu in T4L gete- 
stet wurden. 
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Proteinexpressionsausbeuten vielleicht erhoht werden, wenn 
man andere Lysate, z. B. lysierte Spharoplasten, verwendet, in 
denen die Proteinsynthese uber langere Zeit ablaufen kann[76. 771. 

Die Suppressionseffizienzen konnen verbessert werden 
1. durch die Veranderung der Nucleotide im tRNA-Molekiil, die 
an der tRNA-Erkennung durch die Elongationsfaktoren, das 
Ribosom oder die Aminoacyl-tRNA-Synthetase beteiligt sind; 
2. durch Venvendung von Suppressor-tRNAs aus unterschiedli- 
chen Spezies (wobei die tRNA verandert werden murj, so daR sie 
von der zugehorigen Aminoacyl-tRNA-Synthetase nicht mehr 
erkannt wird) ; 3. durch Entfernen des Release-Faktors RF-1 
(aus E. coli), der mit der Suppressor-tRNA bei der Erkennung 
des UAG-Codons konkurriert, aus dem In-~itro-Extrakt~'~] 
oder 4. durch Modifizieren der Spezifitat des Elongationsfak- 
tors EF-Tu. Man strebt weiterhin an, Proteine mit mehreren 
nichtnaturlichen Aminosluren herstellen zu konnen. Eine ein- 
zelne nichtnatiirliche Aminosaure kann an mehr als einer 
Position in ein Protein eingebaut werden, indem man einfach 
mehrere UAG-Codons in die codierende Sequenz einfiihrt [791. 

Vorlaufige Versuche, unterschiedliche Aminosauren in ein Pro- 
tein einzufuhren, haben sich darauf konzentriert, auch die ande- 
ren Nonsense-Codons["], selten vorkommende Codons[8'1 
oder ein 65. Codon zu verwenden, das sich nicht aus den 
Standard-Nucleotiden zusammensetzt[82]. 

3. Anwendungen 

Im folgenden Abschnitt werden einige Anwendungsbeispiele 
der Methode diskutiert, urn einerseits die vielfaltigen Moglich- 
keiten aufzuzeigen und andererseits zu erlautern, welche Art 
von Fragen angegangen werden konnen, indem man nichtna- 
turliche Aminosauren in Proteine einbaut. Wir behandeln die 
ortsspezifische Inkorporation biophysikalischer Sonden in Pro- 
teine, die Konstruktion von lichtaktivierbaren, blockierten Pro- 
teinen und Untersuchungen zur Proteinstabilitat, zum Enzym- 
mechanismus und zur Signaliibertragung. 

3.1. Biophysikalische Sonden 

Einige Aminosauren, die als biophysikalische Sonden dienen 
konnen, wurden durch die beschriebene Mutagenese in Proteine 
eingebaut (Schema 8). Eine neuartige spinmarkierte Aminosaure 
1, eine nichtnatiirliche fluoreszierende Aminosaure 3 und ein 
effektives quervernetzendes Reagens 4 wurden ortsspezifisch an 
unterschiedlichen externen und internen Positionen im T4-Ly- 
sozym (T4L) mit guter Ausbeute eingebaut[62]. Mit der kurzlich 
entwickelten Loop-Gap-Resonator-Technik wurde das ESR- 
Spektrum von etwa 10 pL einer 1 ~ L M  Losung von gereinigtem 
T4L aufgenommen, das die spinmarkierte Aminosaure 1 ent- 
hielt. Der Austausch von einem der Tryptophanreste in T4L 
gegen 7-Azatryptophan 3 fuhrte zu einer Rotverschiebung des 
Fluoreszenz-Emmissionsmaximums. In anderen Fallen wurden 
Aminosauren, die aktive Nitren-, Carben- und Ketylradikale 
bilden, an spezifischen Positionen erfolgreich in das ras-Protein 
rus p21 und in T4L eingebaut[62. 831. Prinzipiell konnen Photo- 
affinitatssonden benutzt werden, um Schlusselkomponenten 
komplexer biochemischer Prozesse, wie der Signaliibertragung 
oder der Genaktivierung, zu identifizieren. 

Mit erheblich grorjerem Aufwand wurde eine ausreichende 
Menge an gereinigtem T4L hergestellt, das in der Position Ala82 
mit [I3C]Ala spezifisch markiert war, und die Protonenresonan- 
Zen des markierten Restes selektiv im nativen und im denaturier- 
ten Zustand 13C-entkoppelt gemessen (Abb. Auch konnte 

I 1 

-6 
3.0 2 . 0  1 . 0  0.0 - 1 . 0  4 . 0  

I b) 

I '  I 

4. '0 3.'0 2.'0 i .'o 0. 'o - l . , O  
-8 

Abb. 1. a) '3CC-entkoppeites 'H-NMR-Spektrum der T4L-Variante Ala82 + 

[l3C]Ala; b) '3CC-entkoppeltes 'H-NMR-Spektrum der denaturierten Form der 
gleiche Probe. 

eine ausreichende Menge an Staphylococcen-Nuclease (SNase) 
erhalten werden, die die nichtnaturliche Aminosaure Homoglu- 
tamat statt Glu43 enthielt, so darj die Proteinstruktur der Mu- 
tante rnit einer Auflosung von 2.4 A kristallstrukturanalytisch 
bestimmt werden konnteLE5]. Dadurch, daB Sonden, die die 
lokale Struktur und Dynamik erfassen konnen, ortsspezifisch in 
Proteine eingebaut werden konnen, sollte man so zu genaueren 
Erkenntnissen hinsichtlich der Faltung und der Stabilitat von 
Proteinen, der Anderungen ihrer Konformation und ihrer 
Wechselwirkungen rnit anderen Proteinen, kleinen Molekiilen 
und Membranen gelangen. Es sollte beispielsweise moglich sein, 
die gefalteten und die ungefalteten Proteinen ortsspezifisch spek- 
troskopisch zu untersuchen, Denaturierungskurven von unter- 
schiedlichen Regionen eines Proteins aufzunehmen oder lokale 
Strukturveranderungen zu verfolgen, die wahrend der Protein- 
translokation stattfinden. 

3.2. Blockierte Proteine 

Niedermolekulare blockierte Substanzen, also inaktive Vorstu- 
fen, die schnell durch Photolyse aktiviert werden konnen, sind 
niitzliche Werkzeuge fur biochemische Untersuchungen[86. 871. 

Die Mutagenese rnit nichtnatiirlichen Aminosauren eroffnet eine 
einzigartige Moglichkeit, hchtaktivierbare blockierte Proteine 
herzustellen. Beispielsweise wurde Asp 20 im aktiven Zentrum 
von T4L durch die nichtnaturliche Aminosaure 0-P-Nitroben- 
zylaspartat ersetzttssl. Da Asp 20 fur die katalytische Aktivitat 
unverzichtbar ist, ist das resultierende Protein inaktiv. Durch 
photolytische Entfernung der Schutzgruppe von dem intakten, 

Angew. Chem. 1995. 107,677-690 683 



AUFSATZE P. G. Schultz et al. 

modifizierten Protein erlangt es seine volle katalytische Aktivi- 
tat zuriick. 

In einem zweiten Beispiel wurde in der Vent-DNA-Polymerase 
ein Serinrest, von dem man vermutete, daB er am Selbst- 
SpleiBen des Proteins beteiligt ist, durch 0-Nitrobenzylserin er- 
setzt (Schema 9)rsg1. Bei der so modifizierten blockierten Poly- 

011 

' I V  I.-. 6"" 
t 

011 

IllN' 

Selbst-Spleiflen 

Proteine bestimmenrgOx "1. Dabei ist besonders die Rolle der 
Wasserstoffbriickenbindungen fur die Stabilitat und die Faltung 
der Proteine von Bedeutung. Obwohl Wasserstoffbriickenbin- 
dungen bei der Bildung der Sekundar- und der Tertiarstruktur 
der Proteine wichtig sind[92,931, war ihr Beitrag zur Protein- 
stabilkat schwer a b z u s ~ h a t z e n [ ~ ~ ~  "]. Werte fur die Stabilisie- 
rung der Struktur durch Wasserstoffbriickenbindungen aus Ver- 
suchen mit Mutanten, bei denen ein Partner eines durch Wasser- 
stoffbriickenbindungen verbundenen Paares entfernt wurde, va- 
riieren betrachtlich abhangig von Art und der lokalen Umge- 
bung der Wasserstoffbrii~kenbindung~~~~ 961. Daruber hinaus 
besteht bei solchen Untersuchungen mit Mutanten immer die 
Gefahr, daB zusatzliche destabilisierende Wechselwirkungen 
auftreten, wenn man einen ungepaarten Wasserstoffbriickendo- 
nor oder -acceptor zuriicklaljt und/oder die ortliche Solvatation 
sowie die Packungswechselwirkungen des Proteins andert (z. B. 
Glu-Phe statt Glu-Tyr). 

An Staphylococcus-Nuclease (SNase) wurde versucht, den 
Beitrag der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Seiten- 
ketten zur Stabilisierung der Proteinfaltung zu bestimmen, dabei 
aber die sterischen und elektronischen Storungen zu minimie- 
ren, die entstehen, wenn ein Partner eines durch eine Wasser- 
stoffbriickenbindung verbundenen Paares entfernt wird. Dazu 
wurde Tyr 27 durch iso-sterische, fluorierte Tyrosinanaloga er- 
setzt, darunter 2-Fluortyrosin 5, 3-Fluortyrosin 6 und Tetra- 
fluortyrosin 7 sowie 2,3,5,6-Tetrafluorphenylalanin 8 und Phe- 
nylalanin 9 (Schema 10)[97]. Mit diesen Mutanten sollte der 

0 

\ 
011 

NII, 

Schema 9. Lichtinduziertes Selbst-SpleiRen der Vent-Polymerase mit einem blok- 
kierten Serin-Analogon. Der Mechanismus des Protein-Selbst-Spleiflens 1st nicht 
bekannt. 

I 

5 6 

merase trat kein Selbst-SpleiDen mehr auf, so dalj das Protein 
vollstandig isoliert werden konnte. Durch Photolyse des nicht- 
gespleiDten Proteins wird die Nitrobenzyl-Schutzgruppe abge- 
spalten und so das Selbst-SpleiBen des Proteins eingeleitet. Dies 
beweist eindeutig, daD das Protein-SpleiDen posttranslational 
stattfindet. 

Indem solche blockierten Proteine konstruiert werden kon- 
nen, werden viele zeitlich aufgeloste Experimente moglich, 
durch die Katalysemechanismen, die biomolekulare Erkennung 
und die Proteinfaltung untersucht werden konnen. 

3.3. Proteinstabilitat 

Durch Mutagenese mit nichtnatiirlichen Aminosauren wurden 
definierte Mutationen in Proteine eingefiihrt, um so eine genauere 
Vorstellung von den Faktoren zu gewinnen, die die Stabilitat der 

F 
8 

n 

@OH 

9 10 

Schema 10. Strukturen der statt Tyr27 in SNase eingebauten Amlnosiuren, die 
unterschiedlich starke Wasserstoffbruckenbindungen bllden. 

EinfluB der Starke der Tyr 27-Glu 10-Wasserstoffbriickenbindung 
auf die Proteinstabilitat bestimmt werden. Untersuchungen zur 
Denaturierung der entsprechenden Mutanten ergaben eine line- 
are Korrelation zwischen der Stabilitatskonstante Kapp der Mu- 
tante (a = 0.38) und dem pK,-Wert der Hydroxygruppe der 
Tyrosinanaloga in Position 27 (Abb. 2). Tatsachlich wird die 
Stabilitat der SNase durch Einbau von Tetrafluor-L-tyrosin 7 
(pK,z5) statt Tyr 10 (pK,zlO) um 2.3 kcalmol-' erhoht. 
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der EinfluD der Hydrophobie der Seitenkette bestimmt werden, 
ohne dabei die Packungswechselwirkungen oder die Konforma- 
tionsentropie der Seitenketten zu andern['051. Da die Stabilitats- 
differenzen zwischen den mutierten Enzymen und dem Wildtyp- 
T4L den Differenzen der Verteilungskoeffzienten der entspre- 
chenden N-Acetylamid-Derivate in Octanol/Wasser entspre- 
chen, bedeutet dies, daI3 die Verteilungskoeffizienten ein MaR 
fur die Solvatationseffekte sind. 

In einern anderen Experiment fiihrte die systematische Entfer- 
nung der Methyl- und Methylengruppen von der Leu 133-Seiten- 
kette zu einer schrittweisen Abnahme der Protein~tabilitat[ '~~]. 
Die Anderung war jedoch nicht linear, wobei AAG mit abneh- 
mendem Oberflachenbedarf der Seitenkette groDer wurde. Dieser 
Trend spiegelt sich exakt in den halbquantitativen Abschatzungen 
der AAG-Werte wider und entspricht den Nettobeitragen der An- 
derungen der Hydrophobie-, Entropie-, Packungs- und Hohl- 
raumenergie. 

Die Folgen des Einbaus P-verzweigter Aminosauren wurden 
untersucht, indem die Stabilitaten von mutierten Proteinen ver- 
glichen wurden, die verzweigte und lineare Aminosauren, 15-20 
(Schema 13), enthalten. Die Aminosauren wurden dazu an zwei 

15 16 17 

1R 19 20 

Schema 13. j-verzweigte und lineare Aminosauren, die in die Positionen 44 und 68 
in T4L inkorporiert wurden. 

Stellen an der Oberflache zwischen zwei a-Helices in T4L einge- 
b a d '  06]. Von den naturlich vorkommenden P-verzweigten Ami- 
nosauren Valin, Isoleucin und Threonin nimmt man an, daB sie 
a-Helices destabilisieren. Diese Aminosauren kommen in den 
@-Helices bekannter Proteine seltener vor als Aminosauren 
wie Leucin und destabilisieren a-helicale Peptide und Pro- 
teine"" - '' ']. Wenn beispielsweise lineare und verzweigte Ami- 
nosauren in ein a-helicales Peptid eingefiigt werden, wirken die 
fl-verzweigten Aminosauren im Vergleich zu den linearen und 
den y-verzweigten Aminosauren destabilisierend" 14]. So wird 
ein Peptid durch Einbau von tert-Butylglycin 20 statt n-Butyl- 
glycin 19 oder Alanin 15 um 0.9 kcalmol- ' destabilisiert. Aller- 
dings kann dieselbe Mutation T4L entweder destabilisieren (bei 
Austausch von Ser44 um 0.7 kcalmol-', ATm = - 2.6 "C) oder 
stabilisieren (bei Austausch von Am68 um 0.3 kcalmol-', 
AT', = l.O°C). Dies verdeutlicht, wie schwierig es ist, einfache 
Regeln dafur abzuleiten, welche Faktoren Proteine stabilisieren 
oder destabilisieren, wenn gleichzeitig der EinfluI3 der Umge- 
bung beriicksichtigt werden mug. Hier haben die festgestellten 
Stabilitaten und die simulierten Strukturen der tert-Butylglycin- 
Mutanten zusatzliche Erkenntnisse uber die Einflusse D-ver- 

zweigter Aminosauren auf die Stabilitat von a-Helices in Protei- 
nen gebracht. 

Die beschriebenen Ergebnisse unterstreichen die Schwierig- 
keiten bei der Interpretation der Mutagenesedaten, wenn mehr 
als eine Eigenschaft einer Aminosaure auf einmal geandert wird. 
Die Moglichkeit, die Struktur einer Aminosaure prazise zu ver- 
andern, sollte uns in die Lage versetzen, die individuellen Beitrage 
der Hydrophobie, der Packung, der Entropie und der Bildung 
von Hohlraumen auf die Proteinstabilitat voneinander zu tren- 
nen. Zur Zeit enveitern wir diese Untersuchungen auf Wasser- 
stoffbruckenbindungen sowie a-n- und n-Ionen-Wechselwir- 
kungen im Inneren von Proteinen. 

3.4. Enzymmechanismen 

Die Mutagenese mit nichtnaturlichen Aminosauren wird auch 
genutzt, um die Katalysemechanismen der Staphylococcen-Nu- 
clease, der Aspartat-Aminotransferase, der Methionin-Amino- 
peptidase und der Ribonucleotid-Reduktase zu untersuchen. 
Die Staphylococcen-Nuclease (SNase) katalysiert die Hydrolyse 
der Phosphodiesterbindungen in Nucleinsauren um etwa den 
Faktor 10l6 im Vergleich zur nichtkatalysierten Reaktion. Das 
Enzym ist bis heute Gegenstand vieler Untersuchungen zur Struk- 
tur, zum Mechanismus und zur Mutagenese, durch die aufge- 
klart werden soll, wie Enzyme die Reaktionsgeschwindigkeit so 
auI3ergewohnlich erhohen konnen["5-''91 . A us den Ergebnis- 
sen dieser Untersuchungen wurde abgeleitet, daB eine allgemeine 
Basenkatalyse wesentlich zur katalytischen Aktivitat der SNase 
beitragt. Im einzelnen geht man davon aus, daI3 Glu43 in der 
SNase als generelle Base fungiert und so ein Wassermolekul fur 
den Angriff auf das Phosphodiesterriickgrat der DNA aktiviert. 
Wird Glu43 durch die natiirlichen Aminosauren Asp und Gln 
ersetzt, fuhrt dies zu einem erheblichen Aktivitatsverlustt'201. 

Uberraschenderweise fuhrte jedoch der Austausch von Glu43 
gegen Homoglutamat 23 oder gegen das Nitroanalogon (S)-4- 
Nitro-2-aminobuttersaure 22, das isoelektronisch und iso-sterisch 
zu Glutamat 21, aber wesentlich schwacher basisch ist, zu En- 
zymmutanten, die unter normalen Versuchsbedingungen im we- 
sentlichen die gleichen kinetischen Konstanten aufweisen wie 
die Wildtyp-SNase (Tabelle l)[*']. Die pH-Abhangigkeit der ka- 

Tahelle 1. Katalytische Aktivitat der Wildtyp-Staphylococn-Nuclease und 
der Mutanten Glu43 -+ (S)-4-Nitro-2-aminobuttersaure und Glu43 + Homo- 
glutamat. VmaX = maximale Reaktionsgeschwindigkeit (gemessen uber die Absorp- 
tion bei 260 nm, AZG0) ,  KM = Michaelis-Konstanten. 
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Abb. 2. Relation zwischen den pK,-Werten von Tyr 10 sowie von den Tyr-Analoga 
5-7, die in Position 27 eingebaut wurden, und der Stabilitat der SNase (KsDp). 

=lo,  A = 5, = 6, o =7. 
Abb. 3. Graphische Darstellung der van-der-Waals-Oberflachen (gelb) der Seiten- 
ketten von Leu133 in T4L. 

Dieses Experiment liefert einen starken Hinweis darauf, daR die 
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Aminosaureseitenket- 
ten in Wasser den gefalteten Zustand eines Proteins starker als 
den ungefalteten stabilisieren. Diese Ergebnisse zeigen, daR Sub- 
stituenteneinfliisse nicht nur an kleinen Molekiilen, sondern 
auch an Proteinen mit physikalisch-organischen Verfahren un- 
tersucht werden konnen. 

Auch in T4L wurden Mutationen vorgenommen, hier jedoch, 
um den Beitrag der Wasserstoffbriickenbindungen des Protein- 
riickgrats zur Stabilisierung des Proteins zu bestimmen[681. Die 
an der Oberflache befindliche Aminosaure Ala 82 wurde durch 
die iso-sterische Milchsaure ersetzt (Schema 11). Ala82 befindet 

*'aa2 yY 
Schema 11. Substitution von AIa82 in T4L durch Milchsaure 

sich in einer Liicke zwischen zwei Helices, an der die NH-Gruppe 
und die Seitenkette dem Wasser zugewandt sind. Die Ala 82 + 

Lactat-Mutation ersetzt einen starken Wasserstoffbriickenbin- 
dungsacceptor, die Amidcarbonylgruppe, durch einen deutlich 
schwacheren, die Ester~arbonylgruppe~~~~. Weil Ester und Ami- 
de beide iiberwiegend in der trans-Konformation ~orliegen[~'~,  
weist die deutliche Destabilisierung (Erniedrigung der Schmelz- 
temperatur T, um 3.7"C, 1.0 kcalmol-') durch die Mutation 
darauf hin, daB die Wasserstoffbriickenbindungen uber die 
Amidgruppen des Proteinriickgrats tatsachlich zur Stabilisie- 
rung von Proteinen beitragen. 

In einer Untersuchung zur Bedeutung der Packungswechsel- 
wirkungen im Inneren eines wurde in T4L die 
Aminosaure Leu133 ersetzt, die sich am Rand des groBten 
Hohlraums im Inneren von T4L befindet (Abb. 3)['04]. Friihere 
Versuche, T4L zu stabilisieren, indem man die Packungsdichte 

des hydrophoben Proteininneren durch die Mutationen Leu 133 
-+ Phe oder Ala 129 --* Val erhohte, scheiterten, weil in beiden 
Fallen benachbarte Aminosaurereste voneinander getrennt wer- 
den[i04]. Der Einbau der nichtnaturlichen Aminosauren (S,S)- 
2-Amino-4-methylcapronsaure 11 oder (S)-2-Amino-3-cyclo- 
pentylpropionsaure 12 (Schema 12), die beide so konzipiert 

n 0 

11 12 

13 14 

Schema 12. Strukturen der Aminosauren, durch die Leu133 in T4L ersetzt wurde. 

wurden, dal3 sie den Hohlraum bei minimaler Verzerrung ausful- 
len, stabilisiert T4L, so daB die Schmelztemperatur T, des Pro- 
teins urn 1.9"C (0.6 kcalmol-') bzw. 4.3"C (1.24 kcalmol-') 
erhoht ~ i r d [ " ~ ] .  Daraus folgt, daD Aminosauren, deren abge- 
schirmte hydrophobe Reste den Proteinhohlraum besser ausfiil- 
len, ohne gleichzeitig zu Verzerrungen zu fuhren, Proteine deut- 
lich stabilisieren konnen. Da sich die Oberflachen von 11 und 12 
nur wenig unterscheiden (AOberflachenbedarf = 0.9 A'), spie- 
gelt der Stabilitatsunterschied zwischen den Mutanten wahr- 
scheinlich die Tatsache wider, daB die cyclische Aminosaure 12 
bei der Faltung des Proteins weniger Konformationsentropie als 
die acyclische Aminosaure 11 verliert. Demnach spielt die Kon- 
formationsentropie der Seitenketten ebenso eine wichtige Rolle 
fur die Proteinstabilitat wie die Packungswechselwirkungen. 

In einem zweiten Beispiel konnte nach dem Einbau von Nor- 
valin 13 oder von 0-Methylserin 14 (Schema 12) statt Leu133 
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der EinfluD der Hydrophobie der Seitenkette bestimmt werden, 
ohne dabei die Packungswechselwirkungen oder die Konforma- 
tionsentropie der Seitenketten zu andern['051. Da die Stabilitats- 
differenzen zwischen den mutierten Enzymen und dem Wildtyp- 
T4L den Differenzen der Verteilungskoeffzienten der entspre- 
chenden N-Acetylamid-Derivate in Octanol/Wasser entspre- 
chen, bedeutet dies, daI3 die Verteilungskoeffizienten ein MaR 
fur die Solvatationseffekte sind. 

In einern anderen Experiment fiihrte die systematische Entfer- 
nung der Methyl- und Methylengruppen von der Leu 133-Seiten- 
kette zu einer schrittweisen Abnahme der Protein~tabilitat[ '~~]. 
Die Anderung war jedoch nicht linear, wobei AAG mit abneh- 
mendem Oberflachenbedarf der Seitenkette groDer wurde. Dieser 
Trend spiegelt sich exakt in den halbquantitativen Abschatzungen 
der AAG-Werte wider und entspricht den Nettobeitragen der An- 
derungen der Hydrophobie-, Entropie-, Packungs- und Hohl- 
raumenergie. 

Die Folgen des Einbaus P-verzweigter Aminosauren wurden 
untersucht, indem die Stabilitaten von mutierten Proteinen ver- 
glichen wurden, die verzweigte und lineare Aminosauren, 15-20 
(Schema 13), enthalten. Die Aminosauren wurden dazu an zwei 

n n 

15 16 17 

1R 19 20 

Schema 13. j-verzweigte und lineare Aminosauren, die in die Positionen 44 und 68 
in T4L inkorporiert wurden. 

Stellen an der Oberflache zwischen zwei a-Helices in T4L einge- 
b a d '  06]. Von den naturlich vorkommenden P-verzweigten Ami- 
nosauren Valin, Isoleucin und Threonin nimmt man an, daB sie 
a-Helices destabilisieren. Diese Aminosauren kommen in den 
@-Helices bekannter Proteine seltener vor als Aminosauren 
wie Leucin und destabilisieren a-helicale Peptide und Pro- 
teine"" - '' ']. Wenn beispielsweise lineare und verzweigte Ami- 
nosauren in ein a-helicales Peptid eingefiigt werden, wirken die 
fl-verzweigten Aminosauren im Vergleich zu den linearen und 
den y-verzweigten Aminosauren destabilisierend" 14]. So wird 
ein Peptid durch Einbau von tert-Butylglycin 20 statt n-Butyl- 
glycin 19 oder Alanin 15 um 0.9 kcalmol- ' destabilisiert. Aller- 
dings kann dieselbe Mutation T4L entweder destabilisieren (bei 
Austausch von Ser44 um 0.7 kcalmol-', ATm = - 2.6 "C) oder 
stabilisieren (bei Austausch von Am68 um 0.3 kcalmol-', 
AT', = l.O°C). Dies verdeutlicht, wie schwierig es ist, einfache 
Regeln dafur abzuleiten, welche Faktoren Proteine stabilisieren 
oder destabilisieren, wenn gleichzeitig der EinfluI3 der Umge- 
bung beriicksichtigt werden mug. Hier haben die festgestellten 
Stabilitaten und die simulierten Strukturen der tert-Butylglycin- 
Mutanten zusatzliche Erkenntnisse uber die Einflusse /3-ver- 

zweigter Aminosauren auf die Stabilitat von a-Helices in Protei- 
nen gebracht. 

Die beschriebenen Ergebnisse unterstreichen die Schwierig- 
keiten bei der Interpretation der Mutagenesedaten, wenn mehr 
als eine Eigenschaft einer Aminosaure auf einmal geandert wird. 
Die Moglichkeit, die Struktur einer Aminosaure prazise zu ver- 
andern, sollte uns in die Lage versetzen, die individuellen Beitrage 
der Hydrophobie, der Packung, der Entropie und der Bildung 
von Hohlraumen auf die Proteinstabilitat voneinander zu tren- 
nen. Zur Zeit enveitern wir diese Untersuchungen auf Wasser- 
stoffbruckenbindungen sowie a-n- und n-Ionen-Wechselwir- 
kungen im Inneren von Proteinen. 

3.4. Enzymmechanismen 

Die Mutagenese mit nichtnaturlichen Aminosauren wird auch 
genutzt, um die Katalysemechanismen der Staphylococcen-Nu- 
clease, der Aspartat-Aminotransferase, der Methionin-Amino- 
peptidase und der Ribonucleotid-Reduktase zu untersuchen. 
Die Staphylococcen-Nuclease (SNase) katalysiert die Hydrolyse 
der Phosphodiesterbindungen in Nucleinsauren um etwa den 
Faktor 10l6 im Vergleich zur nichtkatalysierten Reaktion. Das 
Enzym ist bis heute Gegenstand vieler Untersuchungen zur Struk- 
tur, zum Mechanismus und zur Mutagenese, durch die aufge- 
klart werden soll, wie Enzyme die Reaktionsgeschwindigkeit so 
auI3ergewohnlich erhohen konnen["5-''91 . A us den Ergebnis- 
sen dieser Untersuchungen wurde abgeleitet, daB eine allgemeine 
Basenkatalyse wesentlich zur katalytischen Aktivitat der SNase 
beitragt. Im einzelnen geht man davon aus, daI3 Glu43 in der 
SNase als generelle Base fungiert und so ein Wassermolekul fur 
den Angriff auf das Phosphodiesterriickgrat der DNA aktiviert. 
Wird Glu43 durch die natiirlichen Aminosauren Asp und Gln 
ersetzt, fuhrt dies zu einem erheblichen Aktivitatsverlustt'201. 

Uberraschenderweise fuhrte jedoch der Austausch von Glu43 
gegen Homoglutamat 23 oder gegen das Nitroanalogon (S)-4- 
Nitro-2-aminobuttersaure 22, das isoelektronisch und iso-sterisch 
zu Glutamat 21, aber wesentlich schwacher basisch ist, zu En- 
zymmutanten, die unter normalen Versuchsbedingungen im we- 
sentlichen die gleichen kinetischen Konstanten aufweisen wie 
die Wildtyp-SNase (Tabelle l)[*']. Die pH-Abhangigkeit der ka- 

Tahelle 1. Katalytische Aktivitat der Wildtyp-Staphylococn-Nuclease und 
der Mutanten Glu43 -+ (S)-4-Nitro-2-aminobuttersaure und Glu43 + Homo- 
glutamat. VmaX = maximale Reaktionsgeschwindigkeit (gemessen uber die Absorp- 
tion bei 260 nm, AZG0) ,  KM = Michaelis-Konstanten. 

Aminodure Y,,, (pg-' min- ') &(DNA) (pgmL- I )  KM(Ca2+) ( p ~ )  

6.7k0.7 8_+3  320 k 30 

NH2 
21 

0 
II 

- o / ~ + ~ ~ ~ ~ ~  3.0t0.5 26k8  470 + 40 

N H2 
22 

- o ~ C 0 2 H  5 . 2 t 0 . 2  10+2 290 5 30 
0 NH2 

23 
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talytischen Aktivitat dieser Mutanten - aus den pH-Profilen der 
beiden Mutanten folgt, da13 das Nitronat-Ion nicht gebildet wird 
- und die Kristallstruktur der Homoglutamat43-Mutante 
(Abb. 4) ergaben, daS Glu43 moglicherweise nicht als Base wirkt, 

Abb. 4. Vergleich der Positionen der Seitenketten von Glu43 und Homogluta- 
mat43, wie sie durch Kristallstrukturanalyse im Apo-Wildtypprotein und in der 
Homoglutamat 43-Mutante bestimmt wurden (Stereodarstellung) . 

Abb. 5 .  Model1 des ras-Proteins rnit gebundenem GTP[138]. 

sondern eher eine strukturgebende Rolle spielt, indem es als zwei- 
zahniger Wasserstoffbriickenbindungsacceptor die Konformation 
der benachbarten Schleife fixiert. Unabhangige Studien von Gerlt 
et a1.[1211, die die neben Glu43 liegende Schleife aus der SNase 
entfernten, haben zur gleichen SchluSfolgerung gefiihrt. 

3.5. Zellulare Signalubertragung 

Auch die Rolle des Proteins ras p21 bei der zellularen Si- 
gnaliibertragung wurde durch Mutagenese mit nichtnaturlichen 
Aminosauren untersucht. Saugetier-Proteine, die von den ras- 
Genen codiert werden, fungieren vermutlich als Regulatoren in 
Signaliibertragungsprozessen, die an Zellwachstum und -diffe- 
renzierung beteiligt sind[122- lz5]. Chemisch gesehen wechselt 
bei der Signaliibertragung das ras-Protein cyclisch zwischen 
dem inaktiven Zustand rnit gebundenem Guanosindiphosphat 
(GDP) und dem aktiven Zustand mit gebundenem Guanosintri- 
phosphat (GTP) (Abb. 5) .  Punktmutationen, die zu einer Ab- 
nahme der GTPase-Eigenaktivitat des ras-Proteins oder der 
durch das GTPase-aktivierende Protein (GAP) stimulierten 
GTPase-Aktivitat fuhren, werden rnit etwa 30 O h  der menschli- 
chen Krebserkrankungen in Verbindung gebracht[lZ3+ l Z 6 -  1291. 

Urn auf molekularer Ebene besser zu verstehen, wie Mutationen 
im ras-Protein zur Inaktivierung des Schaltmechanismus fiih- 
ren, haben wir Aminosaurereste in den Schleifen L4 (Region 
des Schalters 11), L2 (Region des Schalters I) und L1 (Phos- 
phatbindungsregion) durch nichtnaturliche Aminosauren er- 
setztii 3 0 -  1321 

Mutationen an Gln 61 gehoren zu den am haufigsten vorkom- 
menden, die zu einer Beeintrachtigung der GTPase-Eigenaktivi- 
tat fuhren. Dieser Aminosaurerest befindet sich in Schleife L4 
des ras-Proteins, einer Region, deren Konformation sich beim 
GTPfGDP-Austausch a t ~ d e r t [ ' ~ ~ -  1401. Biochemische Studien 
und die Kristallstruktur des ras-Proteins rnit gebundenem GTP 
(Abb. 5), Gpp(CH,)p und Gpp(NH)p ergaben, daS Gln61 fur 

die Bindung von y-Pyrophosphat und die Katalyse wesentlich 
istr133-1411. Es wurde vermutet, daLi die y-Carboxamidgruppe 
von Gln61 dabei ein Wassermolekiil (175) fur den Angriff auf 
das y-Pyrophosphat polarisiert oder den anfanglichen, funffach 
koordinierten Ubergangszustand stabilisiert. Um diese mecha- 
nistischen Hypothesen zu testen, ersetzten wir Gln61 durch das 
isoelektronische, iso-sterische Nitroanalogon 24 sowie durch 
Homoglutamin 27 (Schema 14)[1301. Wahrend siebzehn natiirli- 

24 25 26 

27 28 21) 

Schema 14. Strukturen einiger nichtnatiirlicher Aminosauren, rnit denen die Schal- 
terfunktion des ras-Proteins getestet wurde. 

che Position61-Mutanten eine reduzierte GTPase-Aktivitat 
aufweisen und nicht durch GAP aktiviert werden, hatten 
die beiden nichtnatiirlichen Mutanten ahnliche GTPase- 
Aktivitaten wie der Wildtyp und wurden auch durch GAP 
aktiviert. Dies la& vermuten, daS der Rest 61 eine andere 
Funktion bei der Katalyse hat, z. B. konnte er das gebundene 
GTP bei der Bildung des Ubergangszustandes geeignet ver- 
zerren. 

Auch Mutationen an Gly 12 des ras-Proteins beeintrachtigen 
die GTPase-Eigenaktivitat und gehen im allgemeinen rnit einer 
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Oncogenaktivierung einher['23s l4'I. Gly 12 liegt in einem 
hochkonservierten 6-Faltblatt vom Typ I1 [Gly 1 I-X-X-X- 
Gly-Lys-(Ser oder Thr)] vor, einer phosphatbindenden Schleife, 
die in vielen nucleotidbindenden Proteinen ~ o r k o m m t [ ' ~ ~ ,  1441. 

Ein Austausch von Gly 12 durch jede beliebige Aminosaure 
aul3er Prolin verringert die GTPase-Akti~itat[ '~~].  Um die 
Rolle von Gly12 in der Funktion des Schalters besser zu 
verstehen, haben wir einige nichtnaturliche Aminosauren 
und Analoga an dieser Stelle eingefiihrt, darunter Milchsaure 
25 (Lac), Pipecolinsaure 26 (Pip) und N-Methylglycin 28 
(MeGly) (Schema 14)[1301. Sowohl Pipecolinsaure als auch 
infolge des N"-Methylsubstituenten N-Methylglycin haben 
Torsionswinkel 4 mit sehr vie1 negativeren Werten, und die 
entsprechenden Mutanten weisen GTPase-Aktivitaten auf, 
die der des Wildtyp-ras-Proteins entsprechen. Wahrend die 
Ala 12-Mutante eine verringerte GTPase-Aktivitat hat, war 
diese in der Mutante, die die iso-sterische Milchsaure 25 ent- 
hielt - in der die Amidbindung des Peptidriickgrats also durch 
eine Esterbindung ersetzt ist - normal. Dab nur Mutanten, 
die ungewohnliche Ruckgratkonformationen einnehmen kon- 
nen, aktiv sind, legt nahe, daD ungunstige Seitenketten- 
Wechselwirkungen an Position 12 im Ubergangszustand durch 
einen Konformationswechsel in Schleife L1 vermieden werden 
konnen. Die Varianten Pro12, Pip12, Lac12 und MeGly12 
haben zwar lhnlich grol3e GTPase-Eigenaktivitaten wie das 
Wildtyp-ras-Protein, werden aber nicht durch GAP aktiviert. 
Dies gilt auch fur die Gly13 --f Thr-, Gly13 -rAllothreonin- 
und Gly 13 -+ Ser-Proteine, deren GTPase-Eigenaktivitaten 
zwei- bis dreimal hoher sind als die des Wildtyps (was auf die 
Hydroxygruppe zuruckgefuhrt werden kann); auBerdem sind 
sie nicht in der Lage, den Abbau des Keimblaschens in Xenopus- 
laevis-Oocyten auszulosen. Eine Deutung dieser Ergebnisse be- 
steht darin, dalj die Schleife L1 in Losung zwei oder mehr Kon- 
formationen einnehmen kann und daD durch Fixierung einer 
bestimmten Konformation durch ein oder mehrere Effektorpro- 
teine die GTPase-Aktivitat und die oncogene Aktivierung be- 
einfluljt werden. Die ungewohnlichen Strukturen des Riickgrats 
der Gly 12- und Gly 13-Mutanten verhindern moglicherweise 
die Schaltfunktion. 

In einem dritten Mutageneseexperiment wurde die Rolle von 
Pro34 fur die Funktion der Schleife L2 untersucht. Die gronten 
Unterschiede zwischen den GTP- und GDP-bindenden Formen 
des ras-Proteins bestehen in dieser Region (Reste 32- 
40)[133-140]. Man nimmt an, dal3 Pro34, das im ras-Protein 
konserviert ist und sich in der Nahe des aktiven Zentrums befin- 
det, moglicherweise durch eine cis/trans-Isomerisierung der 
Pro 34-Arnidbind~ng"~~l die Konformation der Schleife L2 
kontrolliert. Urn die Bedeutung des Aminosaurerestes fur die 
Struktur und seine Funktion im Mechanismus genauer zu un- 
tersuchen, wurde Pro 34 gegen 2,4-Methanoprolin 29 (Sche- 
ma 14) ausgetauscht; dieses liegt bedingt durch die C,-Substitu- 
tion uberwiegend trans-konfiguriert vor[' 311. Da die Mutante 
jedoch eine dem Wildtyp entsprechende GTPase-Eigenaktivitat 
und eine GAP-aktivierbare GTPase-Aktivitiit aufweist, spielt 
die cisltrans-Isomerisierung von Pro 34 hochstwahrscheinlich 
keine zentrale Rolle bei der Signaliibertragung. Ahnliche Varia- 
tionen des Substituenten konnten hilfreich sein, um die Rolle 
der Ruckgratisomerisierung bei der Proteinfaltung zu unter- 
suchen. 

4. Schlufifolgerung 

Die Fahigkeit, nichtnaturliche Aminosauren ortsspezifisch in 
Proteine einzubauen, macht es moglich, diese wichtige Klasse von 
organischen Verbindungen detailliert mit physikalischen Verfah- 
ren zu untersuchen. Durch Mutationen kann die Art des Bei- 
trags einer individuellen Aminosaure zur Proteinstruktur oder 
-funktion oft ohne dramatische Aktivitatsverluste genau gete- 
stet werden. Diese Methode sollte helfen, zu neuen Erkenntnis- 
sen hinsichtlich der Struktur und der Funktion von Proteinen zu 
gelangen. AuBerdem sollte es moglich sein, mutierte Proteine 
mit neuartigen Eigenschaften und Funktionen herzustellen. Was 
zu tun bleibt, ist, die Mengen an verfugbarem Protein zu stei- 
gern und die Spezifitat des Proteinbiosyntheseapparates zu um- 
gehen, so dal3 auch Arninosauren rnit noch starker unterschied- 
lichen Strukturen eingebaut werden konnen, urn so die Moglich- 
keiten dieses Ansatzes zu erweitern. 

Die Arbeiten wurden vom Office of Naval Research, von den 
National Institutes of Health und vom Department of Energy 
gefordert. K W: C. dankt der National Science Foundation fur ein 
Prornotionsstipendium. 
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101. 

Seit diesem Jahr : Keywords in der ,,Angewandten" 

Seit Januar 1995 werden zu jedem Beitrag Keywords gedruckt, die dann auch die Basis fur das 
Stichwortjahresregister bilden. Autoren werden deshalb gebeten, ihre Manuskripte mit Keywords 
(zwischen Haupttext und Literaturverzeichnis) zu versehen und dabei folgende Punkte zu beachten: 

1. Die Jahresregister in den Dezemberheften der vergangenen Jahre geben einen Eindruck von der 
Art der verwendeten Stichworter. 

2. Es sollten maximal funf Keywords sein, darunter moglichst mehr allgemeine als spezielle (2.B. 
2 + 1). 

3. Bitte keine ,,Komma-Versionen" verwenden, d. h. ,,chemische Sensoren", nicht ,,Sensoren, 
chemisch" als Stichwort. 

4. Bitte ,, . . . verbindungen" in Kombination mit Elementnamen verwenden, also ,,Eisenverbin- 
dungen", ,,Bromverbindungen" und nicht ,,Eisenkomplexe". 

5.  Bitte Komplexe nach dem koordinierenden Atom (,,Komplexe mit Stickstoffliganden") oder nach 
der koordinierenden Verbindung (,,Arenkomplexe", ,,Carbenkomplexe") klassifizieren, wenn die 
Eintragung unter dem Elementnamen nicht als ausreichend erachtet wird. 

Die Redaktion wird sich bemuhen, ein moglichst einheitlich gestaltetes Jahresregister sicherzustellen. 
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