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Einleitung

Heutzutage lassen sich mit gentech-
nischen Methoden nichtproteinogene
Aminos�uren in Proteine einbauen.
Dies erm�glicht, die strukturelle, che-
mische und funktionelle Vielfalt der
Proteine zu erweitern. Die resultieren-
den Alloproteine[1] k�nnen ungew�hn-
liche biophysikalische und biochemi-
sche Eigenschaften haben und zur Pro-
teinanalyse in Biochemie und Zellbio-
logie genutzt werden. Weiterhin beste-
hen M�glichkeiten f)r weitreichende
biotechnologische und medizinische
Anwendungen.

In Proteinen sind zahlreiche Nicht-
standard-Aminos�urereste bekannt,[2]

allerdings werden diese durch enzyma-
tische Umwandlung nach der ribosoma-
len Polypeptidsynthese oder durch
nichtribosomale Peptidsynthese einge-
baut. Direkte chemische Modifikatio-
nen sind unselektiv und selten sequenz-
spezifisch, was oft zu St�rungen in der
dreidimensionalen Struktur bis zur De-
naturierung des behandelten Proteins

f)hrt. Festphasen-Peptidsynthesen oder
erfolgreiche native chemische Umwand-
lungen in großen Mengen und mit zu-
friedenstellenden Ausbeuten sind sehr
aufw�ndig.[3]

Eine Strategie, den sequenzspezifi-
schen Einbau einer gew)nschten nicht-
nat)rlichen Aminos�ure in vivo zu er-
zwingen, erfordert zus�tzliche Werkzeu-
ge f)r die Proteinbiosynthese. Ein neues
Paar aus tRNA und zugeh�riger Ami-
noacyl-tRNA-Ligase (aaRL), fr)her
Aminoacyl-tRNA-Synthetase genannt,
m)sste zu einer effizienten Translation
f)hren. Die neue tRNA sollte aus-
schließlich mit der neuen Aminos�ure
verestert werden und m)sste eindeutig
ein Codon erkennen, das nicht von einer
anderen Standard-Aminoacyl-tRNA
genutzt wird. Bisher war dies immer
ein Stoppcodon oder ein k)nstliches
Vier-Basen-Codon der mRNA.

Was bisher m�glich war

Der erste Fall bezieht sich auf die
Ausnahme Selenocystein, das zus�tzlich
zu den 20 Standardaminos�uren (daher
h�ufig als 21. Aminos�ure bezeichnet)
in die wachsende Polypeptidkette ein-
gebaut wird, indem ein Stoppcodon
uminterpretiert wird.[4] Dieses Ph�no-
men wurde in nat)rlich vorkommenden
Enzymen entdeckt, die Selenocystein im
aktiven Zentrum enthalten. K)rzlich
wurde ein vergleichbarer Fall f)r Pyrro-
lysin als 22. nat)rlich vorkommende
Aminos�ure publiziert.[5] Die umdefi-
nierten Stoppcodons sind im Leserah-
men der anderen Codons der mRNA,
jedoch nicht am Ende der codierenden
Region und beenden die Verl�ngerung
der Polypeptidkette nicht, wenn die
zugeh�rige Aminoacyl-tRNA verf)gbar
ist.

Ein Ansatz zum Ausbau der zellul�-
ren Translationsmaschinerie beruht auf
der Einf)hrung eines Paares aus Stopp-
codon und zus�tzlicher tRNA.[6] Eine
spezifische tRNA reicht f)r den se-
quenzspezifischen Einbau einer synthe-
tischen Aminos�ure in die wachsende
Polypeptidkette nicht aus. Zus�tzlich
muss eine Aminoacyl-tRNA-Ligase ent-
wickelt werden, die ihre entsprechende
tRNA mit der gew)nschten Aminos�u-
re bel�dt. Die neue Einheit aus tRNA
und Aminoacyl-tRNA-Ligase muss or-
thogonal zu den 20 )blichen Aminos�u-
ren arbeiten, d.h., nur die neue Amino-
s�ure dient dem konstruierten Ligase/
tRNA-Paar als Substrat, und die tRNA
reagiert ausschließlich auf ein eindeuti-
ges Codon.[7] Auf dieser Grundlage
konnten l-3-(2-Naphthyl)alanin sowie
funktionalisierte Derivate von Phenyl-
alanin und Tyrosin selektiv in Proteine
eingebaut werden.[6,8]

Diese Methode funktioniert ausge-
zeichnet beim Einbau nichtkanonischer
Aminos�uren an nur einer Positionen
der Sequenz, das Dberlesen mehrerer
Stoppcodons ist jedoch nicht effektiv.
Unter Verwendung auxotropher St�m-
me von Escherichia coli mit reduzierter
Spezifit�t der modifizierten Aminoacyl-
tRNA-Ligasen wird diese Problematik
umgangen. Diese k)nstlichen Ligasen
aminoacylieren die entsprechende
tRNA mit einer synthetischen Amino-
s�ure, die ihr nat)rliches Pendant bei
der ribosomalen Polypeptidverl�nge-
rung ersetzt. In diesem Fall nutzen die
neue Aminos�ure und die zu ersetzende
nat)rliche Aminos�ure dasselbe Co-
don.[9]
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Anwendungen

Hendrickson et al. bauten f)r die
kristallographische Proteinstrukturana-
lyse das Selenhomologe von Methionin
in Proteine ein.[10] Dieser Ansatz ist
heute eine Standardmethode zur direk-
ten Bestimmung der dreidimensionalen
Proteinstruktur mit MAD (multiwave-
length anomalous diffraction). Seleno-
methionin kann leicht in beliebige Pro-
teine eingebaut werden, indem das ge-
w)nschte Protein in einem Methionin-
auxotrophen, in selenomethioninhalti-
gem Medium wachsenden E.-coli-
Stamm )berproduziert wird.

In weiteren Studien wurden Fluor-
tryptophan in Annexin V, 3-Fluor- und
3-Chlortyrosin in Azurin und Anne-
xin V sowie 4-Aminotryptophan in
GFP (gr)nes fluoreszierendes Protein)
eingebaut. Die Modifikationen erfolg-
ten mit dem Ziel, Struktur, Stabilit�t,
Aktivit�t oder spektroskopische Eigen-
schaften dieser Alloproteine zu studie-
ren.[11] Ein j)ngeres Beispiel ist der
Austausch aller 13 Methioninreste in
der H�mdom�ne von Cytochrom P450
BM-3 (463 Aminos�urereste) gegen das
analoge Norleucin. Daraus resultierte
eine verdoppelte Peroxygenaseaktivit�t
und eine signifikant reduzierte Thermo-
stabilit�t des Cytochroms.[12]

Der genetische Code ist
degeneriert

Eine weitere M�glichkeit, den ge-
netischen Code zu bearbeiten, beruht
auf dem Umstand, dass von 64 Nucleo-
tidtripletts (Codons) nur drei Stoppco-
dons sind, w�hrend die verbleibenden
61 Kombinationen (Sense-Codons) nur
f)r 20 proteinogene Aminos�uren co-
dieren. Diese Tatsache wird gew�hnlich
als Degeneration des genetischen Codes
bezeichnet.[13] Methionin und Trypto-
phan werden durch je ein Codon, die
restlichen 18 Aminos�uren durch 2 bis 6
Tripletts definiert. Interessanterweise
sind in den meisten F�llen die beiden
ersten Nucleotide redundanter Codons
identisch und definieren bereits eindeu-
tig die einzubauende Aminos�ure. Die-
se Situation k�nnte als ein (2+1)-Buch-
staben-Code angesehen werden. Alter-
nativ k�nnte einem ein Zwei-Buchsta-
ben-Code als Vorl�ufer im Laufe der

Evolution in den Sinn kommen. Wie
dem auch sei, die Degeneration des
genetischen Codes ist die Basis daf)r,
bei der ribosomalen Verl�ngerung der
Polypeptidkette nichtnat)rliche Amino-
s�uren in definierte Positionen einzu-
bauen. Im Folgenden wollen wir auf die
k)rzlich von Tirrell et al. beschriebene
M�glichkeit aufmerksam machen, de-
generierte Sense-Codons neu zuzuwei-
sen.[14]

Der neue Ansatz

In E. coli codieren die Tripletts
UUC und UUU der mRNA f)r Phenyl-
alanin (Phe). Zur Dbertragung von Phe
auf die wachsende Polypeptidkette hat
dieser Organismus nur eine tRNA mit
dem Anticodon GAA, das gem�ß der
Basenpaarung nach Watson und Crick
sehr gut mit dem Codon UUC korres-
pondiert. Etwas schw�cher verl�uft die
Paarung mit UUU, wobei das „Wobb-
le“-Basenpaar G-U entsteht.[13] Wie )b-
lich werden die Polynucleotidsequenzen
vom 5’- zum 3’-Terminus geschrieben,
außerdem verlaufen Codon und Anti-
codon antiparallel. Die Wechselwirkung
zwischen dem Codon UUC und dem
Anticodon GAA ist etwa 10 kJmol�1

st�rker als die zwischen UUU und
GAA.[15] Trotzdem wird in E. coli in
beiden F�llen Phe in die wachsende
Polypeptidkette eingebaut.

Zur Unterscheidung der beiden Co-
dons wurde ein exogenes Phe transfe-
rierendes, aber modifiziertes Paar
tRNA/Aminoacyl-tRNA-Ligase aus
Hefe in E. coli eingef)hrt. Diese tRNA
enth�lt das Anticodon AAA
(ytRNAPhe

AAA), was in E. coli zur optima-
len Erkennung des Zielcodons UUU
)ber Watson-Crick-Basenpaarungen
f)hrt. Sie kann durch ihre zugeh�rige,
aber gentechnisch modifizierte Amino-
acyl-tRNA-Ligase mit einer Nichtstan-
dard-Aminos�ure beladen werden. In
der hier diskutierten Arbeit wurde l-3-
(2-Naphthyl)alanin (Nal) als Beispiel
gew�hlt.[14] Durch Selektion von Ligasen
aus Hefe mit ver�nderten Aminos�ure-
resten im aktiven Zentrum resultierte
ein Enzym, das aufgrund geringerer
Substratspezifit�t Nal aufnimmt.[16] In
vitro zeigt die mutierte Hefe-Ligase
gegen)ber der k)nstlichen Aminos�ure
eine achtfach h�here Affinit�t als ge-

gen)ber Phe.[14] Hier muss darauf hin-
gewiesen werden, dass der Aminoacy-
lierungsgrad der Hefe-tRNAPhe durch
endogene E.-coli-Enzyme bedeutungs-
los ist.[17] Außerdem erkennt die Varian-
te der Aminoacyl-tRNA-Ligase aus He-
fe keine der tRNAs aus E. coli als
Substrat. Diese Eigenschaften gew�hr-
leisten die Orthogonalit�t des hefe-
st�mmigen Paares tRNAPhe/Phenylala-
nyl-tRNA-Ligase zum E.-coli-System
(Abbildung 1).

In einem weiterf)hrenden Ansatz
wurde ein Phe-auxotropher E.-coli-
Stamm etabliert, der die Gene f)r die
exogene ytRNAPhe

AAA, die mutierte Ami-
noacyl-tRNA-Ligase-Variante aus Hefe
(mu-yPheRL) sowie die Dihydrofolat-
Reduktase der Maus (mDHFR) tr�gt.
Dieser Satz an Genen erm�glichte in
Gegenwart von Nal im Kulturmedium
die Expression des Testproteins
mDHFR, das die neue Aminos�ure in
definierten Positionen eingebaut hatte.

Tryptische Abbauprodukte der
mDHFR wurden durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie und Fl)ssigchro-
matographie-Tandem-Massenspektro-
metrie (LC/MS/MS) analysiert, um den
kompletten Austausch der f)nf UUU-
codierten Phe-Reste gegen Nal und den
Einbau der vier UUC-codierten Phe-
Reste zu )berpr)fen. Die Translation
der beiden Codons verlief unterschied-
lich, und Phe sowie Nal wurden spezi-
fisch in das Polypeptid eingebaut. Folg-
lich wird mit dem genetischen Code
dieses E.-coli-Konstruktes die riboso-
male Polypeptidsynthese um eine nicht-
nat)rliche, aber spezifische Aminos�ure
erweitert, die ihr eigenes Codon hat.

Orthogonalit�tsbedingungen f�r
tRNA/Aminoaycl-tRNA-Ligase-
Paare

Die strukturelle Basis f)r die Spezi-
fit�t orthogonaler Bedingungen korres-
pondierender tRNA/Aminoaycl-tRNA-
Ligase-Paare wurde durch Kristallstruk-
turanalyse des Tyrosyl-tRNA/Tyrosyl-
tRNA-Ligase-Komplexes des Ar-
chaeons Methanococcus jannaschii er-
hellt.[18] Die Erkenntnisse erlauben ver-
besserte Anwendungen durch ortsge-
richtete Mutagenese der Ligase und
durch Modifikation der zugeh�rigen
tRNA, die ein Stoppcodon unterdr)ckt.
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Die Gruppen um Cusack und Yokoya-
ma legten dar, dass Orthogonalit�t auf
der unterschiedlichen Erkennung der
tRNA-Struktur durch die zugeh�rige
Tyrosyl-tRNA-Ligase bei bakteriellen
und archaealen/eukaryotischen Syste-
men beruht. Sequenzen und Terti�r-
strukturen bakterieller Tyrosyl-tRNA-
Ligasen weisen hohe Homologien auf,
unterscheiden sich jedoch von ihren
funktionellen Verwandten in Archaea
und Eukaryoten.

Zusammenfassung

Die neue Methode, bei der redun-
dante Codons umdefiniert werden, um
bei der Translation mit unterschiedli-
chen Spezifit�ten erkannt zu werden,
wurde unter Verwendung orthogonaler
Paare aus tRNA und zugeh�riger Ami-
noacyl-tRNA-Ligase m�glich. Wie
k)rzlich gezeigt wurde, ist es nicht
ausreichend, die genetische Information
als eine Sequenzvariation der vier Nuc-

leotidbasen anzusehen, vielmehr be-
stimmt auch die Biochemie des Lese-
systems die biologische Funktion.[19]

Leider ist es noch nicht m�glich, die
strukturellen und funktionellen Ver�n-
derungen der Alloproteine, wie Faltung,
Stabilit�t und Liganden-Erkennung,
vorauszusagen. Somit haben Struktur-
aufkl�rungen durch NMR-Spektrosko-
pie und R�ntgenstrukturanalyse sowie
spektroskopische und computergest)tz-
te Molek)ldynamikstudien k)nftig wei-
tere Ziele.

Zus�tzliche Aminos�uren k�nnen
als Sonden bei diesen neuen Heraus-
forderungen der strukturellen Bioche-
mie, Biologie und Biotechnologie die-
nen. Dies war die Motivation f)r die
Gruppe um Tirell, eine neue Methode
dem Repertoire der Proteinchemie hin-
zuzuf)gen.

Jede neue Nichtstandard-Amino-
s�ure erfordert noch immer die Selek-
tion einer angepassten Aminoacyl-
tRNA-Ligase. Hier gehen die Bem)-
hungen der Biochemiker weiter: Es
existieren Aminoacyl-tRNA-Ligase-
Mutanten ohne Adenylylierungsaktivi-
t�t, die aber noch immer Aminos�ure
und ATP binden.[20] Ebenso wurde die
Mnderung der Spezifit�t der Purinbin-
dungstasche einer Phosphoribosyltrans-
ferase demonstriert.[21] K�nnen wir eine
modifizierte Aminoacyl-tRNA-Ligase
konstruieren, die ein aktiviertes Derivat
einer beliebigen Aminos�ure aufnimmt
und damit eine tRNA bel�dt? Wir
haben eine aufregende Proteinchemie
zu erwarten.
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