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Nichtinvasive Transformation von Proteinen in
optische pH-Sensoren durch Austausch von
Tryptophan gegen Aminotryptophan**

Nediljko Budisa,* Marina Rubini, Jae H. Bae,
Elisabeth Weyher, Waltraud Wenger, Ralph Golbik,
Robert Huber und Luis Moroder

Unter den genkodierten natiirlichen Aminosduren kommt
Tryptophan in Proteinen nur selten vor (ca. 1.2 % ),ll nimmt
jedoch wegen der Beteiligung an vielfdltigen spezifischen
inter- und intramolekularen Wechselwirkungen eine beson-
dere Stellung ein.” Tryptophan ist hauptséchlich fiir die UV-
Absorption und Fluoreszenz von Proteinen verantwortlichl®!
und wurde frithzeitig als niitzliche intrinsische Sonde fiir
Struktur- und Funktionsuntersuchungen von Proteinen sowie
als attraktives Target fiir klassisches Protein-Engineering und
-design erkannt. Die klassischen Protein-Engineering-Ver-
fahren sind auf das Standardrepertoire der kanonischen
Aminosduren beschrinkt. Diese Limitierung konnte aber in
den letzten Jahren durch neuere Methoden iiberwunden
werden, die eine Erweiterung des Aminosdurerepertoires
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ermoglichen (siehe zum Beispiel Lit. [4]). Wir entwickelten
ein Verfahren fiir den In-vivo-Einbau nichtkanonischer
Aminosduren, das auf der traditionellen Nutzung von auxo-
trophen E.-coli-Stimmen basiert,’! die einem Selektions-
druck ausgesetzt werden (selective pressure incorporation(S-
PI)-Methode).[! Diese Methode nutzt das Fehlen einer
absoluten Substratspezifitdt der Aminoacyl-tRNA-Syntheta-
sen, die eine entscheidende Rolle bei der Interpretation des
genetischen Codes spielen.”) Verschiedene strukturell und
chemisch dhnliche Substrat-Analoga konnen aktiviert wer-
den, was eine entsprechende tRNA-Beladung unter definier-
ten Bedingungen ermoéglicht (siehe z.B. Lit. [8]). Dadurch
werden neue Codonzuordnungen moglich und somit Ande-
rungen in der Interpretation des genetisches Codes unter
experimentell ausgeiibtem starkem Selektionsdruck. So wur-
de z.B. das Repertoire des UGG-Tripletts, das eigentlich fiir
Tryptophan codiert, mit neuen, bei der Translation aktiven
Aminosdurechromophoren wie 4-Fluortryptophan, 5-Fluor-
tryptophan, 6-Fluortryptophan, 7-Azatryptophan!'”! und 5-
Hydroxytryptophan!"'l oder sogar mit Tryptophan-dhnlichen
Aminosduren wie [-Thienopyrrolylalanin®? oder {3-Selen-
olo[3,2-b]pyrrolylalanin*®! erweitert.

Beziiglich der spektralen Eigenschaften von substituierten
Indolen!™"! ist bekannt, dass die Einfiihrung von Elektro-
nendonorgruppen in den Indolring zu intramolekularen
Ladungsverschiebungen fiihrt, die duBerst empfindlich auf
pH-Anderungen reagieren.l') So sind Aminosubstituenten
aromatischer Ringe im angeregten Zustand weniger basisch
als im Grundzustand.['’l Folglich beeinflusst der Protonie-
rungsgrad im angeregten Zustand die Resonanzintegration
der freien FElektronen in konjugierten Ringsystemen und
verursacht Ladungsverschiebungen, die in Form von blau-
oder rotverschobenen Spektralbanden beobachtbar sind.

Ausgehend von L-Serin und kommerziell verfiigbaren
Amino- und Hydroxyindolen wurden die Tryptophan-Ana-
loga 4-Aminotryptophan 2, 5-Aminotryptophan 3, 4-Hydro-
xytryptophan 4, 5-Hydroxytryptophan 5, 6-Aminotryptophan
6 und 7-Aminotryptophan 7 (siche Abbildung 1) mittels
Tryptophan-Synthase!'®! enzymatisch hergestellt und spek-
troskopisch charakterisiert!”! (Details dieser Synthesen wer-
den an anderer Stelle veroffentlicht).

Fiir die Expressionsexperimente nach der SPI-Methode
wurde die Pseudo-Wildtyp-Variante C40A/C82A/P27A des
Ribonucleaseinhibitors Barstar als Modellprotein gewihlt
(1-b*), da sie drei Tryptophanreste enthilt (Abbildung 2). Die
Reste Trp38 und Trp44 sind ganz oder teilweise Solvens-
exponiert, wihrend Trp53 im hydrophoben Kern des Proteins
eingebettet ist. Dieser Rest ist entscheidend an der struktur-
ellen Integritdt des Proteins beteiligt und kann durch orts-
spezifische DNS-Mutagenese durch keine der restlichen 19
kanonischen Aminosduren ersetzt werden.?! Unter Verwen-
dung der SPI-Methode mit dem Tryptophan-auxotrophen E.-
coli-Stamm ATCC49980 als Expressionswirtszelle?!! wurden
alle drei Tryptophanreste von 1-b* jeweils durch die Analoga
2, 3, 4 und 5 ersetzt. Die Ausbeute an Proteinvarianten war
der des 1-b*-Proteins #hnlich (10-30 mgmL-").??l Die er-
zeugten Proteinvarianten sind alle in Pufferlosungen stabil,
mit Ausnahme von 4-b* das eine starke Tendenz zur
Aggregation zeigt. Uberraschenderweise konnten die Trypto-
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Abbildung 1. Engineering des genetischen Codes durch Erweiterung der
Codierungsmoglichkeiten des Tryptophan-Tripletts UGG unter experi-
mentell ausgeiibtem selektivem Druck. Der universelle genetische Code
ordnet UGG als codierendes Triplett L-Tryptophan 1 zu, hier als obliga-
torische oder erste Codierungsstufe bezeichnet. Durch die SPI-Methode
werden die Aminosduren 2-5 in den genetischen Code eingefiihrt und
bilden eine zweite oder fakultative Codierungsstufe. Die bei der Transla-
tion inaktiven Aminosduren 6 und 7 werden beim gegenwirtigen Entwick-
lungsstand der SPI-Methode als auBerhalb des genetischen Codes (nicht-
codierte Stufe) liegend betrachtet.

Abbildung 2. Die Struktur des Ribonucleaseinhibitors Barstarl®! mit
markierten Tryptophanresten, dargestellt als Bandermodell mit dem
Programm MOLSCRIPT.

phan-Analoga 6 und 7 nicht eingebaut werden, was auf eine
schlechte Erkennung durch den Proteintranslationsapparat
hinweist.

Als qualitatives Kriterium fiir einen erfolgreichen Einbau
wurden die Absorptions- und Fluoreszenzprofile der Pro-
teinvarianten verwendet. Eine Hydroxygruppe an Position 5
des Indolrings fiihrt zu einer deutlichen Erweiterung der 'L, -
Ubergangsbande,!'”l und im Spektrum der 5-b*-Variante bei
310 nm wird eine ausgeprigte Schulter beobachtet (&3,=
8180 +395Mm'ecm™!; siehe Hintergrundinformation, Tabel-
le 1). Hingegen ist das Absorptionsmaximum von 4! dem
des Tyrosins &dhnlich, dessen phenolische OH-Gruppe im
Grundzustand einen pK,-Wert von etwa 10 hat.’ Daher ergab
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sich fiir 4-b* im untersuchten pH-Bereich keine Verschiebung
im UV-Spektrum. Die Molekulargewichtsdifferenzen zwi-
schen 1 und 2, zwischen 1 und 3 (jeweils 15 Da) sowie
zwischen 1 und 4 und zwischen 1 und 5 (jeweils 16 Da) sind
gro3 genug, um eine quantitative massenspektrometrische
Analyse zu erlauben. Wihrend die Tryptophan-Analoga 2
und 3 quantitativ in Barstar eingebaut werden konnten (ber.:
M,=102982; gef.: M,=10299+2.0), iiberstieg die Einbau-
quote der Tryptophan-Analoga 4 und 5 nie 80 %. Obwohl das
1-b*-Protein nicht mehr nachweisbar war und die global
substituierten Spezies in den Proben dominierten (10300 +
2.4 Da), waren immer auch Kontaminationen von Barstar-
Varianten mit einem 4-Hydroxy- oder 5-Hydroxytryptophan-
rest (10269 +4.1 Da) oder mit zwei 4-Hydroxy- oder 5-
Hydroxytryptophanresten (10285 & 2.0 Da) nachweisbar.
Wie zu erwarten, waren bei allen Barstar-Varianten die
UV-spektralen Eigenschaften der Tryptophan-Analoga 2-5
zu beobachten. Zusitzlich wurde festgestellt, dass die Spek-
tren von 2-b* und 3-b* pH-empfindlich sind (Abbildung 3).

240 265 290 315 340
A lnme—>

Abbildung 3. UV-Absorptionsspektren von 1-b* und seinen Varianten
2-b* und 3-b* bei verschiedenen pH-Werten. Unter neutralen und
basischen Bedingungen erscheint eine prominente Schulter, fiir 2-b* bei
300 nm und fiir 3-b* bei 305 nm.

Die Absorptionsprofile von 1-b*, 2-b* und 3-b* sind bei
pH3.0 — hier wird die Aminogruppe zum Monokation
protoniert — einander sehr dhnlich. Dagegen ist bei pH 7.0
und 9.0 das Absorptionsmaximum von 3-b* um fast 6 nm
(Amax =275 nm) blauverschoben, wihrend die Absorptions-
schulter von 3-b* um fast 15 nm (4, =310 nm) markant
rotverschoben ist. Ahnliche Eigenschaften, wenn auch in
abgeschwichter Form, sind bei 2-b* zu beobachten. Alle diese
Anderungen konnen auf die erhohte Basizitit der Imino-
gruppe im Indolring und letztlich auf die Anionisierung bei
pH > 6.0 zuriickgefiihrt werden. Tatsdchlich ergaben Lo-
sungsmittelstudien an 5-Aminoindol, dass infolge der Depro-
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tonierung der Iminogruppe im Indolring ein Monoanion
entsteht.['7]

Sowohl der UV-Ubergang als auch die Fluoreszenz des
Indols sind auf die zwei iiberlappenden Uberginge 'L, und 'L,
zuriickzufiihren, die zueinander fast orthogonal polarisiert
sind.B! Das Absorptionsprofil von 5-Aminoindol ist ebenfalls
eine Mischung der 'L,- und 'L,-Bande, wobei die kleinere
Absorptionsbande (Schulter) bei etwa 285 nm auf den Uber-
gang vom Grund- zum 'L,-Zustand (lange Achse) und das
Maximum bei etwa 275 nm auf den Ubergang vom Grund-
zum 'L,-Zustand (kurze Achse) zuriickzufiihren ist. Die
Aminogruppe, die auf der langen Achse (d.h. in Position 5)
lokalisiert ist, sollte den 'L,-Zustand mehr stéren als den 'L,-
Zustand. Deshalb lésst sich die grolere Rotverschiebung bei
5-Aminoindol dadurch erkldren, dass die Stickstoffladung
innerhalb der m-Elektronenwolke des Indolrings stédrker
delokalisiert ist als bei Hydroxyindol. Da die Polarisierung
der Aminogruppe (1.44 x 102 mL pro Molekiil) fast doppelt
so hoch ist wie die der Hydroxygruppe (0.733 x 10-2* mL pro
Molekiil),>! ist dies durchaus denkbar. Die im Vergleich zu
den Sauerstoffelektronen weniger fest gebundenen Stickstoff-
elektronen neigen weit mehr zu rdumlichen Verschiebungen.
Deshalb ist es auch nicht iiberraschend, dass sich die Ab-
sorptionseigenschaften der Hydroxytryptophan-b*-Varianten
4-b* und 5-b* im Bereich von pH 3.0 bis 9.0 nicht bedeutsam
andern. Entsprechend muss die relative pH-Unempfindlich-
keit von 4-b* und 5-b* eher den intrinsischen spektroskopi-
schen Eigenschaften dieser Hydroxytryptophanreste als ihren
Proteinumgebungen zugeordnet werden,- d. h., das Protein ist
nur ein Tréger fiir die eingebauten Chromophore. Tatsichlich
haben CD-Messungen ergeben, dass sich die Sekundéarstruk-
tur der Proteinvarianten im Bereich von pH 6.0 bis 9.0, in dem
Barstar stabil ist, ebenso wie die von 1-b* nicht veridndert
(unveroffentlichte Ergebnisse). Im sauren Bereich (pH < 4.0)
liegt das 1-b* Protein als ,,molten globule® vor, wihrend es
unter basischeren Bedingungen (pH > 10) denaturiert.?"

Bekanntlich fithren elektronenspendende Amino- und
Hydroxygruppen an verschiedenen Positionen des Indolrings
zu einem Fluoreszenzspektrum mit zwei Maxima bei 350 und
520 nm."4 15161 Allerdings hingen die Spektraleigenschaften
von verschiedenen Indolen stark von der Polaritdat des
Losungsmittels ab.’! So dient im S°-Zustand Wasser als
Protonendonor, wihrend im S!-Zustand die intramolekulare
Ladungsverschiebung von der Aminogruppe zum Indolring
am effektivsten ist.”7 Dass mit steigendem pH-Wert die
relative Fluoreszenzintensitit von 2-b* und 3-b* im Vergleich
zu der von 1-b* stark abnimmt (Abbildung 4), kann mit
Wechselwirkungen wie der Entstehung von Wasserstoff-
briicken zwischen Wassermolekiilen und dem Aminoindol-
ring im S1-Zustand erklidrt werden. Diese Wechselwirkungen
fiihren zu erhohten Geschwindigkeiten strahlungsfreier Pro-
zesse und bieten eine Erkldrung fiir das durch Steady-State-
Fluoreszenzmessungen bestétigte Fehlen der zweiten Fluo-
reszenzbande der jeweiligen Proteinvarianten in wissriger
Losung. Die zweite Bande tritt wieder auf, wenn die Pro-
teinvarianten in geeigneten organischen Losungsmitteln ge-
16st werden. Somit stehen pH-Sensoren auf Proteinbasis mit
dualer Fluoreszenz in nichtpolaren Medien wie Membranum-
gebungen zur Verfiigung.
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Abbildung 4. pH-Einfluss auf die Fluoreszenzemissionsprofile von 1-b*,
2-b* und 3-b*.

Die Anderungen der relativen Fluoreszenzintensitit bei 1-
b*, 4-b* und 5-b* sind im analysierten pH-Bereich graduell
und monoton (Abbildung 5), wobei nur bei 4-b*, hochst-
wahrscheinlich wegen seiner hohen Tendenz zur Aggregation,
die Quantenausbeute merklich verringert ist. Die niedrigere
Fluoreszenzintensitit unter sauren Bedingungen wird wahr-
scheinlich durch den Ubergang zum ,Molten-Globule“-Zu-
stand unterhalb von pH 4.0 verursacht. Unter basischen
Bedingungen (pH >10.0) denaturiert Barstar, was zur ver-
minderten Fluoreszenzintensitdt in diesem pH-Bereich
fithrt.??) Andererseits nehmen bei 2-b* und 3-b* im Bereich
von pH 4.0 bis 9.0 die Fluoreszenzintensititen mit steigendem
pH-Wert deutlich ab, wobei bei pH > 9.0 ein Plateau erreicht

wird (Abbildung 4 und 5). Die Trends der Fluoreszenzintensi-
tatsdnderungen von den 2-b* und 3-b*-Varianten sind vollig
unterschiedlich zu denen der 1-b*-, 4-b*- und 5-b*-Varianten.

Die Positionen des Emissionsmaximums bei pH 3.0 fiir 4-
b* und 5-b* dhneln der fiir 1-b*, wihrend die fiir 2-b* und 3-
b* um 18 nm rotverschoben ist (Abbildung 4 und 5). Beim
Ubergang zu hoheren pH-Werten (pH 7.0 und 9.0) variiert die
Position des Emissionsmaximums fiir 1-b*, 4-b* und 5-b*
kaum, wihrend fiir 2-b* und 3-b* zwei deutlich unterschied-
liche Trends vorliegen. Fiir die 2-b*-Variante erhilt man eine
blauverschobene kooperative Titrationskurve mit einem
Ubergangsmittelpunkt zwischen pH 5 und 6. Dagegen ist
der kooperative Ubergang des Emissionsmaximums fiir 3-b*
mit dem Ubergangsmittelpunkt bei pH 8 rotverschoben
(Abbildung 5). Diese groBen Unterschiede beruhen auf An-
derungen in der Ladungsdichteverteilung entlang des Indol-
rings, welche von der Art, der Orientierung und der Position
der Substituenten am Indolring in einem bestimmten Lo-
sungsmittel abhidngen. Unter Beriicksichtigung dieser Fakto-
ren lasst sich die beobachtete Rotverschiebung fiir 3-b*
folgendermaBen erkldren: 5-Aminoindol ist im S!-Zustand
ein besserer Protonendonor als Wasser, d.h., es ist im
angeregten Zustand weniger protoniert als 4-Aminoindol.
Anders gesagt, die fiir 2-b* gemessene Blauverschiebung ist
ein Hinweis auf eine stdrkere Protonierung des 4-Aminoin-
dols in angeregtem Zustand (d.h., Wassermolekiile als
Losungsmittel sind bessere Protonendonoren als 4-Aminoin-
dol im S'-Zustand). Offensichtlich ist fiir eine starke Rotver-
schiebung eine Aminosubstitution an Position 5 des Indol-
rings (diese Position liegt auf dem Dipoliibergangsmoment)
sehr viel giinstiger als an Position 4, was mit Literaturdaten zu
Modellverbindungen vollkommen iibereinstimmt.?16171 Zu-
dem ist der beobachtete Ubergang eine Folge der Gleich-
gewichte im Grundzustand und im angeregten Zustand
zwischen den jeweiligen ionisierten Formen. Diese Gleich-
gewichte sind nicht nur pH-abhéngig, sondern sie bedingen
auch die Konzentrationsunterschiede der Formen im Grund-
und im angeregten Zustand.

Die pH-Empfindlichkeit der 2-b*- und 3-b*-Varianten in
Bezug auf das Fluoreszenzemissionsmaximum und die Fluo-
reszenzintensitit ist das Ergebnis eines intramolekularen

Ladungstransfers, der ausschlieflich aus Kation-zu-

385 3 3% Anion-Ubergingen der Aminoindole bei ca. pH 6

370 370 1-b* entsteht. Daher ist die Umwandlung von Barstar

T 355 1-b* 355 4-bT e von einem pH-unempfindlichen in ein pH-empfind-
liches Fluoreszenzprotein in erster Linie das Ergeb-

Ane /010 360 2 p* S = === nis der intrinsischen Eigenschaften der Aminotryp-
B A . tophan-Analoga 2 und 3, die in die Barstar-Struktur

ooz 4 88 e vt v integriert sind. Wegen der vielfiltigen Funktionen

e R 600 P der Tryptophanreste in Proteinen ist es vorstellbar,

T 200 \ 200 dass mit dem Einbau von Amino- und Hydroxyin-
‘&:* 1-b* dolen oder anderen indoldhnlichen Seitenketten

RF 200 200 maBgeschneiderte Proteine hergestellt werden kon-
o 3“b*"\‘\%\:‘ﬁ_‘ ‘ 4-bx nen, die niitzliche nichtinvasive Werkzeuge fiir eine

o 2 4 & 8 10 12 | 0 2 4 e 1o 1, In-vivo- und In-vitro-Beobachtung von Proteinfal-

12 B —

Abbildung 5. Anderung der Fluoreszenzemissionsmaxima (A,,,) und der relativen

Intensititen (RF) in Abhingigkeit vom pH-Wert.
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tungen wie auch von Protein/Membran-, Protein/
Protein-, Protein/Ligand- und Enzym/Substrat-
Wechselwirkungen sein konnen. Proteinvarianten,
in denen séamtliche Tryptophanreste durch verwand-
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te Analoga mit vordefinierten spektralen Eigenschaften
ersetzt sind, stehen jetzt durch die SPI-Methode zur Verfii-
gung und bereiten den Weg zum Design von proteinbasierten
molekularen Sensoren.

Eingegangen am 18. Mirz 2002,
verdnderte Fassung am 5. Juni 2002 [Z18926]
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Eine wichtige Voraussetzung fiir Studien, die auf ein
mikroskopisches Verstandnis katalytischer Systeme abzielen,
ist die Entwicklung geeigneter, wohldefinierter Modellsyste-
me. Dabei kommt der Anpassung eines Modellsystems an die
strukturelle Komplexitit der Realsysteme, der Uberwindung
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