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Die Eigenschaften von synthetischen Aminosduren unter-
scheiden sich deutlich von denen der kanonischen Amino-
sduren, und ihr Einbau in Proteine oder Peptide verleiht
diesen in der Regel neue strukturelle und funktionelle Cha-
rakteristika.*) Im Prinzip gibt es nur wenige Methoden fiir
den In-vivo-Einbau von synthetischen Aminosduren in Ziel-
proteine unter Verwendung rekombinanter DNA. So basiert
das Engineering des genetischen Codes auf der Umwidmung
von kodierenden Basentripletts®* mithilfe der Supple-
mentations-Einbaumethode (supplementation incorporation
method; SPT).”! Durch Nutzen der groen Substrattoleranz
der zelluldiren Aufnahmesysteme sowie des endogenen
Translationsapparates konnten bereits viele synthetische
Aminosduren wihrend der Expression in Proteine eingebaut
werden. Dabei erfolgt der Aminosdurerest-spezifische Aus-
tausch einer bestimmten Aminosdure an jeder ihrer Positio-
nen in der Proteinsequenz, ohne dass DNA-Mutagenese er-
forderlich wire. Diese Austausche sind deshalb so interessant,
da die meisten strukturellen und biologischen Eigenschaften
von Proteinen,® z.B. die konformative Stabilitit oder die
Faltungseigenschaften, auf synergistischen Effekten von ver-
schiedenen Aminoséduren in unterschiedlichen Positionen in
der Proteinsequenz beruhen, wie kiirzlich gezeigt wurde.l®!

Im Gegensatz dazu beruhen Methoden, die auf einem
erweiterten genetischen Code aufbauen, auf der Verwendung
der Stopp-Codons, z.B. des Amber-Stopp-Codons, oder auf
Quadrupletts als Ansatzpunkte fiir die Erweiterung des zel-
luliiren Codes.”! Synthetische Aminosiuren werden hierbei in
einzelne rekombinante Proteine durch ,Nonsense“- oder
Frameshift(=Leserasterverschiebungs)-Suppression  einge-
baut, und zwar mithilfe genetisch optimierter Komponenten
der Translationsmaschinerie, z. B. Aminoacyl-tRNA-Synthe-
tasen, tRNAs oder Ribosomen."”! Obwohl diese Methoden
im akademischen Umfeld groBe Beachtung finden, ist ihre
praktische Anwendbarkeit aus mehreren Griinden immer
noch begrenzt. Dazu gehoren eine geringe Proteinausbeute
aufgrund zelluldrer Toxizitit,'! kontextabhingige Effekte
und die Konkurrenz mit der durch die Evolution hochspe-
zialisierten Terminationsmaschinerie.'” AuBerdem erweist
sich die experimentelle Reproduktion mitunter als schwie-
rig.¥ Erst kiirzlich wurden aber verbesserte Systeme fiir
einen zweifachen Aminosédureaustausch durch normale und
mutierte Ribosomen im Rahmen eines erweiterten geneti-
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schen Codes veréffentlicht.!'¥ Obgleich weiterer Fortschritt
auf diesem Forschungsgebiet erwartet werden darf, scheint es
unausweichlich, dass eine weitere Erhohung der Zahl der
Stopp- oder Nichttriplett-Codons innerhalb einer kodieren-
den Nucleinsduresequenz die Translationseffizienz signifikant
herabsetzen wird. Aus diesem Grund ist die Nonsense- oder
Frameshift-Suppression noch weit davon entfernt, optimal fiir
einen effizienten multiplen In-vivo-Einbau von Aminosiduren
in ein Protein zu sein.’ Eine vielversprechende Alternative
ist daher sicherlich die ,,Expressed Protein Ligation®, die er-
folgreich natiirliches Intein-vermitteltes Protein-Selbstsplicen
mit der Peptidligation kombiniert und so die Generierung
von semisynthetischen Proteinen mit einer nahezu unendli-
chen Zahl von nichtkanonischen Aminosiuren erlaubt.!
Der grofte Nachteil dieser Methode jedoch ist, dass synthe-
tische Aminoséduren nur in den Peptidteil des ligierten Pro-
teinmolekiils eingefiihrt werden konnen.

Im Gegensatz dazu ist SPI als Modifizierung exprimierter
Proteine eine einfache und effiziente Methode, die weder
vorangehende genetische Verdnderungen noch extensive
Systemoptimierungen benétigt. Mit diesem methodischen
Ansatz wurden bereits Proteine mit neuartigen spektrosko-
pischen Eigenschaften,'® einer verinderten pH-Empfind-
lichkeit,'”) einer verbesserten Stabilitat™™ oder einer verin-
derten enzymatischen Aktivitat?” in Mengen produziert, die
denen des natiirlichen Proteins dhneln. Bis jetzt war SPI auf
eindimensionale Verbesserungen durch den Einbau nur eines
Typs von synthetischen Aminosiduren pro Protein beschrankt.
Auf diese Weise wurden entweder die biophysikalischen FEi-
genschaften eines bestimmten Proteins verédndert, z.B. die
Fluoreszenz®! und die Faltungseigenschaften,”! oder es
wurde eine bioorthogonale reaktive Gruppe fiir nachfolgende
Proteinmodifikationen in das Protein eingefiihrt.?? Es ist al-
lerdings duflerst wiinschenswert, diese Eigenschaften in einer
einzigen Proteinvariante kombinieren zu kénnen.

Um dieses Ziel zu erreichen, verdnderten wir ein Mo-
dellprotein mittels multiplen Einbaus von zwei oder drei
chemisch unterschiedlichen Aminosduren in jeweils einem
einzigen Expressionsexperiment wie in Abbildung 1 darge-
stellt. Als Zielprotein wurde cysteinfreies ,,Pseudo-Wildtyp-
Barstar“ (y-b*; Mutationen P28A/C41A/C83A)'" aus Ba-
cillus amyloliquefaciens gewihlt. p-b* ist ein 10 kDa grofies
Protein, das einen Methionin- (Met), drei Tryptophan- (Trp)
und einen Prolinrest (Pro) enthilt. In unseren fritheren Stu-
dien verwendeten wir 1-b* fiir individuelle Modifikationen
durch Kupfer(I)-katalysierte Azid-Alkin-Huisgen-Cycload-
ditionen (CuAAC, ,Klick-Chemie“)®?1 mit Azid/Alkin
enthaltenden Liganden. Insbesondere die Iodinierung™' und
die Glycosylierung®! von Homopropargylglycin (Hpg) oder
Azidohomoalanin (Aha) enthaltendem 1-b* waren erfolg-
reich. Generell konnte die Anwendbarkeit von solchen
Konjugaten in Zellsystemen jedoch deutlich verbessert
werden, wenn sie auf nichtinvasive Weise mit intrinsischer
Fluoreszenz ausgestattet werden konnten. Vor kurzem haben
wir gezeigt, dass das isostere Trp-Analogon 4-Azatryptophan
((4-Aza)Trp) nach Anregung mit UV-Licht eine stark rot-
verschobene Fluoreszenz aufweist (Axem > 415 nm)®?” und
daher ein grof3es Potenzial fiir den Einsatz in Bildgebungs-
verfahren, z. B. in der Einzelmolekiilspektroskopie, hat.
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Abbildung 1. Generelles Konzept der simultanen multiplen In-vivo-
Funktionalisierung eines Proteins in einem einzigen Expressionsexperi-
ment. In der Struktur von y-b* sind die Aminosiurereste Met1, Trp39,
Trp45 und Trp54 sowie Pro48 und die zugehdrigen Analoga Hpg, (4-
Aza)Trp bzw. (45-F)Pro, dargestellt.

Um bioorthogonale Chemie und intrinsische Fluoreszenz
kombinieren zu konnen, ist es erforderlich (4-Aza)Trp und
Hpg simultan in -b* einzubauen. Problematisch dabei ist
jedoch, dass dieses spezielle Trp-Analogon hydrophiler ist als
Trp selbst, sodass erwartet werden kann, dass dessen Einbau
in das Proteininnere zu einer Reduzierung der Proteinstabi-
litat fiihrt, wie es bereits im Falle von Aminotryptophanen
beobachtet wurde.” Zur Kompensation dieses Verlustes an
Proteinstabilitdt wurde daher eine dritte synthetische Ami-
nosdure in -b* eingebaut. Fiir das Prolin-Analogon cis-4-
Fluorprolin (4S-F)Pro wurde bereits gezeigt, dass es einen
thermodynamisch stabilisierenden Einfluss auf y-b* hat.”’!
Die verbesserte thermische Stabilitdt wurde der Erhohung
der konformativen Stabilitdt durch die 4S-Fluorierung zuge-
schrieben, die die C'-endo-Puckerkonformation von (4S-
F)Pro in der y-b*-Struktur stabilisiert.”” Die rationale An-
wendung solcher stereoelektronischen Effekte ermoglichte
uns bereits eine wesentliche Verbesserung der Faltungsei-
genschaften des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) durch
den Einbau von (45-F)Pro.”

Der polyauxotrophe Escherichia-coli-Stamm JE 7345
(ileS, ara, proC, galK, trp, his, argG, xyl, mtl, metA oder B;
National BioResource Project, Japan) wurde fiir den Dop-
peleinbau verwendet und der Stamm JE 5630 (dacA1191,
dacB12, metA oder B, thi, ile, mtl, xyl, str, his, trp, gal, tsx, proC,
lacY; National BioResource Project, Japan) fiir den Drei-
facheinbau. Fiir die Expression der rekombinanten Proteine
wurden die Zellen mit dem Ampicillinresistenz vermittelnden
Plasmid pQE-80L transformiert (Qiagen, Hilden, Deutsch-
land). Dieses enthielt auBerdem das Gen fiir -b* unter der
Kontrolle eines T5-Promotors. Die transformierten Zellen
wurden in neuem Minimalmedium (New Minimal Medium;
NMM)FY mit 100 uygmL~" Ampicillin, 4 um Trp und 30 pm
Met als kanonischen Aminoséduresubstraten fiir den Dop-
peleinbau und mit 6 um Trp, 35 um Met und 58 um Pro fiir den
Dreifacheinbau bei 37°C und 220 Upm (Umdrehungen pro
Minute) bis zum vollstindigen Verbrauch von Met, Trp und
Pro angeziichtet. Definierte Konzentrationen dieser kanoni-
schen Aminosduren ermoglichen die Produktion von Zell-
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masse bis zu einem ODgy-Wert von 0.6-0.8. Fiir den Dop-
peleinbau wurde die Zellsuspension anschlieend mit 100 mg
D,L-Hpg und 100 mg vorbehandeltem 4-Azaindol in 1L
NMM versetzt, gefolgt von einer Zugabe von 1 mM Isopropyl-
[-p-1-thiogalactopyranosid (IPTG) nach 30 min, um die Ex-
pression des Zielproteins zu induzieren. Fiir den Dreifach-
einbau wurde die Zellsuspension zusitzlich mit 100 mg (4S-
F)Pro pro Liter NMM versetzt. Die Proteinexpression wurde
6h bei 27°C und 220 Upm durchgefiihrt und {berpriift,
indem 0.3 ODy,, des Zelllysats auf ein 20-proz. SDS-Poly-
acrylamidgel aufgetragen wurden. Fluoreszierende Banden
bei etwa 10 kDa waren deutlich auf den ungefarbten Gelen
unter UV-Licht sichtbar und damit ein erster qualitativer
Hinweis auf den erfolgreichen Einbau von (4-Aza)Trp in -
b* (Abbildung 2A). ErwartungsgemiB3 stimmten die UV-
Banden mit denen von 1-b* nach der Coomassie-Farbung
iiberein.
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Abbildung 2. Expressionsgel und Massenspektren von Wildtyp-y-b*
und seinen Varianten. A) Zelllysate nach Coomassie-Farbung (oben)
und unter UV-Licht (unten); die Pfeile kennzeichnen das Molekularge-
wicht von etwa 10 kDa. M: Molekulargewichtsstandard, ni: nichtindu-
ziertes Zelllysat, 1: 1p-b* (Wildtyp-Protein), 2: y-b*[Hpg]/[(4-Aza)Trp],
3:p-b*[Hpg]/[(4S-F)Pro], 4: y-b*[Hpg]/[(4-Aza) Trp]/[(4S-F)Pro] (drei-
fach funktionalisiertes 1p-b*). Die fluoreszierenden Banden von (4-
Aza)Trp enthaltendem y-b* sind leicht detektierbar (Banden bei 2 und
4 im unteren Bild). B) Die Massenspektren belegen eine gute Uberein-
stimmung von berechneten und gemessenen Massen und damit den
quantitativen Einbau. Die berechneten Massen sind 10252.6 fiir das
Wildtyp-Protein (1), 10233.6 fiir das doppelt funktionalisierte, fluores-
zierende -b*[Hpg]/[(4-Aza) Trp] (2), 10248.3 fiir das doppelt funktio-
nalisierte, nichtfluoreszierende \-b*[Hpg]/[(4S-F)Pro] (3) und

10251.5 Da fiir das dreifach funktionalisierte, fluoreszierende 1-b*-
[Hpgl/[(4-Aza)Trp]/[(4S-F)Pro] (4). Die kleineren Nebenpeaks (ca.
+22 Da) stammen vermutlich von Natriumaddukten.

y-b* und dessen Varianten wurden in Einschlusskorpern
exprimiert und anschliefend wie bereits beschrieben gerei-
nigt und riickgefaltet.” Die ersten Experimente ergaben
interessanterweise eine unvollstindige Deformylierung des
N-terminalen Formyl-Hpg-Rests®? sowohl beim Doppel- als
auch beim Dreifacheinbau. Um moglichst homogene Prote-
infraktionen zu erhalten, wurde das Expressionsprotokoll
optimiert und ein Medienwechsel eingefiihrt. Dabei wurden
die Zellen zunichst im Luria-Bertani(LB)-Medium bis zu
ODyy, = 0.5 angeziichtet, abzentrifugiert, gewaschen und
dann in 0.5L NMM resuspendiert. Nach ungefihr 30 min
Inkubation ohne kanonische Aminosduren wurden die Ami-
nosdureanaloga und das IPTG wie oben angegeben zur Sus-
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pension gegeben. In fritheren Studien haben wir bereits ge-
zeigt, dass }-b*[Hpg] mit einer Proteinausbeute von rund
8 mgL~! exprimiert wird.?? Der gleichzeitige Einbau von (4-
Aza)Trp reduzierte die Ausbeute um etwa 50%; es wurden
ca. 3.8mgL™' v-b*[Hpg)/[(4-Aza)Trp] erhalten. Erwar-
tungsgemdf3 erhohte sich die Ausbeute beim Doppeleinbau
von Hpg und (4S-F)Pro, und es wurden 10.8 mgL™" -b*-
[Hpgl/[(4S-F)Pro] gebildet. Auch der zusétzliche Einbau von
(45-F)Pro beim Dreifacheinbau hatte eine wesentliche Er-
hohung der Proteinausbeute zur Folge: Es entstanden rund
5 mgL~" y-b*[Hpg]/[(4-Aza)Trp]/[(4S-F)Pro].

Die gereinigten Proteine wurden bei +4°C in 50 mm
Natriumphosphatpuffer (pH 7.4) gelagert und auf ihre Rein-
heit und Homogenitédt mittels SDS-Polyacrylamidgel-Elek-
trophorese (siche Hintergrundinformationen) und ESI-Mas-
senspektrometrie (Abbildung 2B) iiberpriift. Neben der
hohen Homogenitdt der Proben bestitigten die ESI-MS-
Spektren, dass in allen untersuchten Proteinen (und fiir alle
Kombinationen an synthetischen Aminoséduren) die kanoni-
schen Aminosduren quantitativ durch die synthetischen
Aminosduren ersetzt wurden. Dariiber hinaus wurde ein
hoher Grad an Met—Hpg-Substitution (mindestens 95 %) an
der Sequenzposition 1 per N-terminaler Sequenzierung be-
stétigt (siehe Hintergrundinformationen). Den abschlieBen-
den Beweis fiir einen hohen Einbaugrad an allen Positionen
der Sequenz brachte der enzymatische Verdau (Glu-C) von
allen substituierten Proteinen und die anschlieBende Orbi-
trap-MS-Analyse (siche Hintergrundinformationen).

Im Anschluss an die Massenspektrometrie wurden die
Proteinpriparationen spektroskopisch analysiert (Abbil-
dung 3). Die Substitutionen Metl—Hpgl und Pro48—(4S-
F)Pro48 hatten erwartungsgeméf keinen Einfluss auf die UV-
Absorption (A, yv =280 nm; siche Hintergrundinformatio-
nen) und die Fluoreszenzspektren der Proteinvarianten
(Amaxem =340 nm). Im Gegensatz dazu fiihrte der Ersatz aller
drei Trp-Reste in y-b* durch (4-Aza)Trp zu deutlich veridn-
derten UV- und Fluoreszenzprofilen wie Abbildung 3B zu
entnehmen ist. Sowohl die UV-Absorption (4., yv =288 nm)
als auch das Fluoreszenzmaximum (4, .n =420 nm) waren
stark rotverschoben. (4-Aza)Trp in 1-b* fiihrt zu einer ein-
zigartigen blauen Fluoreszenz, die fiir spektroskopische Stu-
dien in biologischen Systemen geeignet ist.

Die Analyse der Sekundirstruktur der (4-Aza)Trp ent-
haltenden -b*-Varianten ergab allerdings eine reduzierte
strukturelle Stabilitdt (Abbildung 3A): Das Fern-UV-CD-
Spektrum von y-b*[Hpg]/[(4S-F)Pro] (3) bei 20°C in PBS ist
identisch zu dem von y-b* (nicht gezeigt). Das CD-Profil
weist zwei Minima bei 222 und 208 nm auf, die typisch fiir
iiberwiegend o-helicale Proteine sind. Die CD-Eigenschaften
von -b*[Hpg]/[(4-Aza)Trp] dagegen sind signifikant anders
(Kurve 2). Die Verschiebung des Minimums zu 205 nm und
der deutliche Abfall der Bandenintensitdten bei den Wel-
lenldngen 222 und 208 nm deuten auf einen Verlust an ge-
ordneter Proteinstruktur und eine Reduktion des a-helicalen
Anteils in der gesamten Sekundérstruktur des Proteins hin.
Das Spektrum der dreifach substituierten, (4-Aza)Trp ent-
haltenden 1-b*-Variante wiederum zeigt um etwa 20% in-
tensivere Minima (Kurve 4), was fiir eine Stabilisierung der
Struktur durch (4S-F)Pro.
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Abbildung 3. A) CD- und B) Fluoreszenzspektren der doppelt und drei-
fach substituierten 1-b*-Varianten; Nummerierung der Proteinvarian-
ten wie in Abbildung 2. Beachtenswert ist vor allem die starke Rotver-
schiebung (80 nm) im Fluoreszenzemissionsspektrum der (4-Aza)Trp
enthaltenden Proteinspezies (Ayaem(2,4) =420 nm) im Gegensatz zum
Spektrum des Wildtyp-Proteins (nicht gezeigt) und 1p-b*[Hpg]/[(4S-
F)Pro] (Amaxem(3) =340 nm). Die Schulter bei 374 nm ist auf (4-
Aza)Trp53 zuriickzufiihren, das im hydrophoben Innern des Proteins
verborgen ist. Die Fern-UV-CD-Spektren (200-260 nm) wurden bei
20°C aufgenommen; die mittlere Elliptizitdt pro Aminoséurerest ([0]g)
ist in degcm®dmol ™' angegeben; RF: relative Fluoreszenzintensitit.
Die Fluoreszenzspektren von y-b* und seinen Varianten wurden nach
Anregung bei 295 nm aufgenommen.

Kiirzlich konnten wir zeigen, dass ein schwacher Circu-
lardichroismus zwischen 210 und 225 nm in den Fern-UV-
CD-Spektren von Aminotryptophan enthaltenden -b*-
Proteinen eher auf die Sekundirstruktur der Proteine zu-
riickzufiihren ist als auf den intrinsischen Beitrag der Ami-
notryptophanreste.*! Sehr wahrscheinlich gilt dies auch fiir
P-b* mit (4-Aza)Trp, da (4-Aza)Trp dhnliche physikochemi-
sche Eigenschaften hat wie 4-Aminotryptophan (Hydrophi-
lie, pH-Empfindlichkeit, intramolekularer Ladungstrans-
fer).®! Unser Modellprotein 1-b* enthilt drei Trp-Reste:
Trp53 im Innern des Proteins, Trp38, das ganz oder teilweise
l6sungsmittelexponiert ist, und Trp44, das direkt an der In-
teraktion mit Barnase beteiligt ist.””) Aus diesem Grund
tiberrascht es nicht, dass Proteinvarianten mit (4-Aza)Trp
Barnase nicht so effizient inhibieren wie 1-b* und die -
b*[Hpg]/[(4S-F)Pro]-Variante (siche Hintergrundinforma-
tionen).

Generell kann gesagt werden, dass der durch (4-Aza)Trp
verursachte Verlust an struktureller Stabilitdt durch die Co-
Translation der dritten nichtkanonischen Aminosédure (4S-
F)Pro in 1-b* zumindest teilweise kompensiert werden
konnte. Dies wurde auch mit temperaturinduzierten Entfal-
tungsexperimenten bestétigt, bei denen die CD-Intensititen
bei 222 nm beobachtet wurden (siche Hintergrundinforma-
tionen). Insbesondere konnten wir zeigen, dass die Gegen-
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wart von (4S-F)Pro (y-b*[Hpg]/[(4S-F)Pro]) den Schmelz-
punkt wieder auf einen Wert dhnlich dem des Wildtyp-Pro-
teins angehoben hat (7, =64.6 gegeniiber 66.3°C). Das
thermische Entfalten der (4-Aza)Trp enthaltenden -b*-Va-
rianten fithrte oberhalb von 85°C allerdings zur Aggregation,
sodass keine thermodynamischen Parameter ermittelt, son-
dern lediglich T,,-Werte verglichen werden konnten. In 1-b*
ist TrpS3 vollkommen im Innern des hydrophoben Protein-
kerns verborgen und dort essenziell fiir die Faltung und die
Stabilitdt des gesamten Proteins. Aus diesem Grund wurde
erwartet, dass der Austausch Trp53—(4-Aza)Trp53 die Hy-
drophilie im Proteinkern erh6ht und dadurch die gesamte
Struktur destabilisiert. Tatsdchlich ist der 7,,-Wert (42 °C) von
Y-b*[Hpg]/[(4-Aza)Trp] um etwa 20°C niedriger (siche
Hintergrundinformationen). ErwartungsgemiB fiihrte die
Co-Translation von (45-F)Pro wieder zu einem deutlichen
Anstieg des T,-Wertes von tiber 8°C (T,,,=50.6°C bei 1-b*-
[Hpgl/[(4-Aza)Trp]/[(4S-F)Pro]). Diese Proteinvariante
erwies sich auBerdem als wesentlich besser lagerfahig und
toleranter gegeniiber den Reaktionsbedingungen der Klick-
Chemie als y-b*[Hpg]/[(4-Aza)Trp].

Um die Eignung des dreifach funktionalisierten Proteins
fiir die Klick-Chemie zu zeigen, wurden CuA AC-Reaktionen
mit zwei verschiedenen Liganden durchgefiihrt, mit einem
Azidozucker (1-Azido-1-desoxy-p-D-glucopyranosid) und mit
Azido-PEG570 (Azidopolyethylenglycol, 570 Da). Die Kon-
jugationsreaktion mit dem Azidozucker war sehr effizient
und ergab das erwartete fluorierte, blau fluoreszierende
Glycoprotein (Abbildung 4 A). Die Klick-Reaktion mit
Azido-PEG570 ergab, weniger effizient, das PEGylierte, flu-
orierte und blau fluoreszierende Protein (Abbildung 4B).
Beide Reaktionen bestitigten, dass dreifach funktionalisier-
tes 1p-b* sehr gut fiir bioorthogonale Transformationen ge-
eignet ist.

Unserem Kenntnisstand nach ist dies die erste Demon-
stration eines erfolgreichen In-vivo-Dreifacheinbaus von
synthetischen Aminosduren in ein rekombinantes Protein.
Der simultane Doppel- und Dreifachaustausch von chemisch
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Abbildung 4. Massenspektrometrische Analyse der Produkte von Klick-
Reaktionen des dreifach funktionalisierten Proteins (10251 Da). A) Die
Glycokonjugationsreaktion mit 1-Azido-1-desoxy-f-p-glucopyranosid re-
sultierte hoch effizient (ca. 80%) in blau fluoreszierendem y-b*-
[Hpgl/[(4-Aza)Trp]/[(4S-F) Pro]{triazol}Zucker (., =10456.6 Da).

B) Die PEGylierungsreaktion lieferte — etwas weniger effizient (ca. 45—
50%) — blau fluoreszierendes 1-b*[Hpg]/[(4-Aza)Trp]/[(4S-F)]Pro{tria-
20[}PEG570 (m,,, =10821.6 Da).
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unterschiedlichen synthetischen Aminosduren erlaubt die
Konzentration einer Vielzahl von Schritten zur Funktionali-
sierung eines Proteins, die zuvor einzeln und nacheinander zu
erfolgenden hatten, in einem einzigen Experiment. Auf diese
Weise offnet sich der Zugang zu einer Reihe unterschied-
lichster Anwendungen fiir ein einzelnes Protein (Visualisie-
rung, bioorthogonale Transformationen, Fluorierung etc.).
Diese multiple In-vivo-Funktionalisierung erweitert die
Moglichkeiten der Verwendung synthetischer Aminosiduren
fiir individuelle Proteinmodifizierungen auf dem Gebiet des
Protein-Engineerings und der Biotechnologie enorm. Kiinftig
wird die flexible und anwendungsorientierte multiple In-vivo-
Funktionalisierung als einfach durchzufiihrendes und effizi-
entes Werkzeug die speziellen Anforderungen der akademi-
schen Forschung wie auch der industriellen Anwendung er-
fiillen und zufriedenstellen.

Experimentelles

Expression und Fermentation: Der Escherichia-coli-Stamm JE 7345
mit einer stabilen Auxotrophie fiir Met und Trp wurde als optimaler
Expressionswirt fiir den Doppeleinbau identifiziert. Dafiir wurden
die Zellen iiber Nacht bei 37°C in NMMP! mit definierten Konzen-
trationen von Trp und Met angeziichtet. 4 um L-Trp und 30 pm L-Met
wurden dabei als optimale limitierende Konzentrationen fiir ein
Zellwachstum bis zu einem ODg,-Wert zwischen 0.6 und 0.8 ermit-
telt. Der Escherichia-coli-Stamm JE 5630 wurde als optimaler Ex-
pressionswirt fiir den Dreifacheinbau identifiziert. Kalibrierung und
Optimierung der Fermentations- und Expressionsbedingungen fiir
den Dreifacheinbau waren identisch zu denen des Doppeleinbaus
(sieche oben). Konzentrationen von 6 pm L-Trp, 35 um L-Met und
58 um L-Pro fiihrten zu einem kontinuierlichen Zellwachstum bis zum
vollstindigen Verbrauch der kanonischen Aminosduren bei einer
Zelldichte zwischen ODy, 0.6 und 0.8.

CuAAC-Reaktionen: 1 mgmL™"' der Hpg enthaltenden 1-b*-
Varianten (in 50 mm Natriumphosphatpuffer, pH 7.4) wurden 18 h
bei Raumtemperatur mit 3.75 mm CuSO,, 3.75 mMm Ascorbinsiure,
200 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7.4) und den bendtigten
Mengen des entsprechenden Azidliganden (1-Azido-1-desoxy-f-D-
glucopyranosid: 2.5 mgmL™'; Azido-PEG570: 5mgmL"!; Reakti-
onsvolumen 200 pL) inkubiert.

Weitere Methoden und Experimente: UV-, Fluoreszenz-, CD-
und massenspektrometrische Messungen sowie weitere Experimente
sind in den Hintergrundinformationen beschrieben.

Eingegangen am 25. Januar 2010,
verdnderte Fassung am 7. Mai 2010
Online veroffentlicht am 23. Juni 2010

Stichwérter: Aminosiureanaloga - genetischer Code -
Methionin - Prolin - Tryptophan
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