Kurzau_ﬁatze N. Budisa und M. G. Hoesl

DOI: 10.1002/ange.201005680

Paralleler In-vivo-Einbau von mehreren
nichtkanonischen Aminosauren in Proteine
Michael G. Hoesl und Nediljko Budisa*

Genetischer Code - Nichtkanonische Aminosauren -
Orthogonale Ribosomen - Protein-Engineering -
Umprogrammierte Translation

Die Erweiterung des genetischen Standardcodes ermoglicht das De-
sign von rekombinanten Proteinen mit neuen und ungewohnlichen
Eigenschaften. Ublicherweise enthalten solche Proteine nur eine Art
nichtkanonischer Aminosdure in ihrer Sequenz, kiirzlich konnte je-
doch zum ersten Mal gezeigt werden, dass es mit suppressionsbasierten
Methoden moglich ist, zwei chemisch unterschiedliche nichtkanoni-
sche Aminosduren in ein und dasselbe Protein einzubauen, indem
man die Suppression verschiedener Stoppcodons und Nicht-Triplett-
Codons (z. B. Quadrupletts) miteinander kombiniert. Die Fihigkeit,
den genetischen Code gleichzeitig mit mehreren nichtkanonischen
Aminosduren zu erweitern, wird die Moglichkeiten zur Herstellung
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multifunktionalisierter Proteine stark erweitern.

1. Einleitung

Schon in den 60er Jahren brachten chemische Methoden,
bei denen durch externe Zugabe von Reagentien punktuell
modifizierte Proteine erzeugt werden konnten, das Konzept
der ,,chemischen Mutation® auf.l'! Darauf aufbauend ermog-
lichte die FEtablierung des ,,Genetic Code Engineering®
(Engineering des genetischen Codes) und der ,,Genetic Code
Expansion“ (Erweiterung des genetischen Codes) in den 90er
Jahren genetisch codierte chemische Mutationen, indem sie
den Fluss der genetischen Information um neue Komponen-
ten erweiterten.”! Bei genauerer Betrachtung nutzt auch die
Natur selbst diese Strategie.”! Auf Nukleinsiureebene wurde
die Flexibilitédt der genetischen Codeinterpretation eindeutig
nachgewiesen.”! Die bemerkenswertesten natiirlichen Deco-
dierungsbesonderheiten sind jedoch der Einbau von Sele-
nocystein (Sec)® und Pyrrolysin (Pyl)® in Proteine. Dies wird
durch Verwendung von sonst fiir die Translationstermination
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vorgesehenen Codons erreicht. Derartige Recodierungser-
eignisse findet man in Zellen, die natiirliche tRNAs enthal-
ten, welche Stoppcodons in einem bestimmten Sequenzkon-
text iiberlesen konnen.”! Daraus lisst sich ableiten, dass die
,.kiinstliche*“ In-vivo-Translation von UGA- und UAG-Co-
dons als Sense-Codons moglich ist und dass die Proteinsyn-
these-Maschinerie das Hinzufiigen von neuen Aminosduren
zum Standardrepertoire toleriert.

Konzeptuell gesehen beschiftigen sich das Engineering
und die Erweiterung des genetischen Codes mit der Vergro-
Berung des natiirlichen Aminosdurerepertoires und/oder der
Einfiihrung neuer DNA/RNA-Basenpaare. Um dies zu er-
reichen, ist es notig, die Proteintranslations-Maschinerie
umzuprogrammieren, indem fiir die nichtkanonischen Ami-
nosduren (nkAS) neue Codons geschaffen oder existierende
Codons neu zugeordnet werden. Das Engineering des gene-
tischen Codes steht dabei fiir einen aminosdurerestspezifi-
schen Einbau verschiedener nichtkanonischer Aminosiuren
in Zielproteine iiber die Neuzuordnung von Sense-Codons
mithilfe auxotropher Wirtzellen.®! Fiir den cotranslationalen
Austausch von Aminoséduren gegen nkAS werden dabei au-
xotrophe Wirtzellen benotigt.”) Dagegen zeichnet sich die
Erweiterung des genetischen Codes durch das Hinzufiigen
zusitzlicher nichtkanonischer Aminosduren als Antwort auf
Stopp- oder Nicht-Triplett-Codons aus.'” Mit dieser orts-
spezifischen Methode ist also eine direkte Neuaufnahme
nichtkanonischer Aminosiuren in die Gruppe der kanoni-
schen Aminosduren moglich. Beide Ansétze nutzen also die
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Abbildung 1. Ein Einbauexperiment fuir nichtkanonische Aminosiuren
nutzt die Substrattoleranz mehrerer zelluldrer Systeme (Aufnahme,
Metabolismus und Komponenten des Translationsapparats). Details
zu diesen Themen werden in Lit. [8] ausgefiihrt. Die Beziehung zwi-
schen dem Engineering des genetischen Codes und der Proteinfaltung
wird in Lit. [19,20] sowie in Lehrbiichern ausfiihrlich diskutiert.” Teile
von Abbildung 1 wurden liebenswiirdigerweise von Dr. Birgit Wiltschi
zur Verfiigung gestellt.

Substrattoleranz mehrerer zellulirer Komponenten, wie in
Abbildung 1 dargestellt ist.

Bis vor kurzem wurden durch Engineering des geneti-
schen Codes nur einzelne nichtkanonische Aminosiduren in
ein Zielprotein eingebaut. Dadurch konnten entweder die
biophysikalischen Eigenschaften des Zielproteins verdndert
(z.B. Fluoreszenz'!! oder Faltung!®) oder Konjugations-
gruppen fiir spitere Proteinmodifikationen eingefiihrt wer-
den.™ Die Kombination all dieser Moglichkeiten in einem
einzelnen Protein wiére jedoch wiinschenswert. Dies ist vor
allem wichtig, wenn man bedenkt, dass viele biologische
Phinomene wie bevorzugte Konformationen,'¥ enzymati-
sche Aktivitit! oder molekulare Dynamik™® durch sich
aufsummierende Effekte verschiedener Aminosduren an
unterschiedlichen Positionen in der Proteinsequenz zustande
kommen.

In diesem Zusammenhang wurden kiirzlich durch Engi-
neering des genetischen Codes drei verschiedene nichtkano-
nische Aminosduren an bis zu 24 Positionen in verschiedenen
Modellproteinen parallel eingebaut.'” " Ein solches Expe-
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riment durch Erweiterung statt Engineering des genetischen
Codes erfolgreich durchzufiihren, wire derzeit schwer zu er-
reichen. Ein effizientes Hinzufiigen von neuen Aminoséduren
zum Standardrepertoire in vivo ist ndmlich sehr aufwendig,
da vorher eine grofle Zahl von Translations- oder sogar an-
deren Zellkomponenten angepasst werden muss (sieche Ab-
bildung 1). Die Aufgabe dieses Kurzaufsatzes ist es daher,
einen kritischen Uberblick iiber die neuesten Studien zum
parallelen ortsspezifischen Einbau von mehreren nichtkano-
nischen Aminosduren durch eine Erweiterung des geneti-
schen Codes zu geben. Im Detail sollen kiirzlich versffent-
lichte Arbeiten zur parallelen Suppression von zwei Stopp-
codons oder einem Stopp- und einem Quadruplett-Codon
beleuchtet werden. Zuletzt soll versucht werden, mogliche
zukiinftige Entwicklungen in diesem Feld zu skizzieren.

2. Orthogonale Paare fiir einen erweiterten
genetischen Code in vivo

Die Erweiterung des genetischen Codes als experimen-
telle Strategie zielt darauf ab, neue Codierungseinheiten fiir
die Einbindung neuer nichtkanonischer Aminosduren in das
zelluldre Standardrepertoire zu erzeugen. Im einfachsten
Szenario konnen ein oder zwei Stoppcodons als Leereinheit
aufgefasst und fiir den Einbau von nichtkanonischen Ami-
nosduren genutzt werden. Dies ist nur moglich, da die Ter-
minationsfunktion der Codons UAG (Amber), UAA (Ochre)
oder UGA (Opal) durch eine spezielle Klasse von Adaptern,
den Suppressor-tRNAs unterdriickt werden kann. In der
Natur konnen diese Suppressor-tRNAs verschiedene kano-
nische Aminosduren als Antwort auf Nonsense- (eines der
drei Stoppcodons wird in der mRNA iiberlesen), Missense-
(Verdnderung der Bedeutung eines Sense-Codons) oder Le-
seraster-Mutation im jeweiligen Gen einbauen.?"! Bei der In-
vitro-Translation werden oft chemisch oder enzymatisch
fehlacylierte Suppressor-tRNAs als molekulare Hilfsmittel
genutzt, um die Translation zu manipulieren. Die Gruppen
um Sisido”? und Forster® setzten zum Beispiel als erste
fehlacylierte Suppressor-tRNAs fiir den ortsspezifischen
Einbau von bis zu drei Aminosduren an mehreren Positionen
in einem einzelnen Protein ein. Dazu nutzten sie sowohl
Sense- als auch Stopp- und Nicht-Triplett-Codons. Generell
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sollte es also moglich sein, die Art und Lange einer grund-
legenden Codierungseinheit in einem Gen auch in vivo zu
manipulieren, da das Ribosom in vitro Codon/Anticodon-
Basenpaarungen mit mehr als drei Nukleotiden in einem
gewissen MaB toleriert.?) Zum Thema In-vitro-Neuzuord-
nung von Codons wird auf die exzellenten Studien in der
Literatur verwiesen.!

Zur Anwendung der genannten Strategien in lebenden
Zellen reicht es aber nicht, blof3 die chemisch fehlacylierten
tRNAs einzusetzen. Vielmehr muss eine evolutive Erzeugung
neuer Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (AaRS) vorausgehen,
die die jeweilige nichtkanonische Aminosdure spezifisch er-
kennen und auf eine zugehorige tRNA laden konnen. Solche
AaRS:tRNA-Paare sollten orthogonal sein, das heif}t, sie
sollten keinerlei Kreuzreaktivitdten zwischen eingebrachten
heterologen und endogenen AaRSen und tRNAs aufweisen.
Die ersten systematischen Anstrengungen, ein wirklich or-
thogonales AaRS:tRNA-Paar auf Basis der Glutaminyl-
tRNA-Synthetase (GInRS:tRNA™) aus Escherichia coli zu
erzeugen, waren nicht sehr erfolgreich.[z"] Daher entwickelte
Furter eine alternative Strategie, die die Machbarkeit des
ortsspezifischen Einbaus von nichtkanonischen Aminoséuren
als Antwort auf ein UAG-Stoppcodon in vivo zeigte.””
Konkret wurde dies erreicht, indem das Phenylalanyl-tRNA-
Synthetase-Paar (PheRS:tRNA ") aus Saccharomyces
cerevisiae (das Anticodon GAA wurde zu CUA mutiert) in
E. coli iberfiihrt wurde. Die Verwendung eines AaRS:tRNA-
Paars aus einem evolutiondr wenig verwandten Organismus
wie . cerevisiae fiihrte dabei zu einer beachtlichen Reduktion
der Kreuzreaktivitdt zwischen eingefiihrtem AaRS:tRNA-
Paar und endogenen E.-coli-Bestandteilen, da sich die tRNA-
Identitédtselemente in anderer Weise entwickelt haben. Dar-
auf aufbauend identifizierten und evolvierten Schultz und
Kollegen das orthogonale Tyrosyl-tRNA-Synthetase-Paar
(TyrRS:tRNA ") aus Methanocaldococcus jannaschii fiir
die Verwendung in E. coli.® In den Folgejahren wurden
weitere orthogonale Paare auf Basis von archaeeller Leucyl-
tRNA-Synthetase (LeuRS:tRNA™Y) [l Glutamyl-tRNA-
Synthetase (GluRS:tRNAY") B Lysyl-tRNA-Synthetase
(LysRS:tRNAY*)B! und Tryptophanyl-tRNA-Synthetase aus
S. cerevisiae (TrpRS:tRNA™)2 entwickelt. Bisher finden
jedoch weiterhin hauptsichlich die TyrRS:tRNA,*"-Paare
aus M. jannaschii Verwendung, und auch meist nur fiir den
Einbau von Tyr- und Phe-analogen Aminosiduren oder Sur-
rogaten mit ausgedehnteren aromatischen Systemen.['*!

2008 und 2009 konnten die Gruppen um Yokoyama, Chin
und Carell ein orthogonales Paar auf Basis der Pyrrolysyl-
tRNA-Synthetase (PyIRS) etablieren.”**! Sowohl in metha-
nogenen, anaeroben Archaeen wie Methanosarcina mazei als
auch in E. coli findet der Einbau von Pyl durch natiirliche
Nonsense-Suppression statt. Ein bestimmter Sequenzkontext
des Stoppcodons ist hierzu nicht notig.?*¥ Die Struktur von
Pyl ermoglicht die chemische Manipulation der aliphatischen
Seitenkette und ist daher Ausgangspunkt fiir eine ganze
Reihe von Aminosdureanaloga mit interessanten Eigen-
schaften und Funktionen, die durch Erweiterung des geneti-
schen Codes auf Proteine iibertragen werden kénnen. Daher
ist es nicht verwunderlich, dass PylRS:tRNA™'Paare fiir den
Einbau von vielseitigen Lysinanaloga an einzelnen und
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mehreren Positionen in rekombinanten Proteinen erzeugt
wurden, ¢

Es war zu erwarten, dass vor allem Pyrrolysyl- und Lysyl-
tRNA-Synthetasen fiir die Manipulation ihrer Enzymspezi-
fitdten geeignet sind, da sie intrinsisch bereits eine hohe
Substrattoleranz aufweisen. Die Spezifitdt der Aminoacylie-
rung (ausgedriickt als Diskriminierungs- oder D-Faktor) be-
zogen auf die 20 kanonischen Aminosduren variiert in vitro
betrichtlich unter den verschiedenen AaRSen.* Durch den
hochsten D-Faktor (zwischen 28000 und > 500000) zeichnet
sich die TyrRS aus, wihrend die niedrigsten Werte mit 130 bis
1700 bei der LysRS beobachtet wurden."”! Die Existenz ,,in-
trinsisch entspannter“ AaRSen wie LysRS diirfte daher einen
sehr guten Ausgangspunkt fiir das Design einer neuen Ge-
neration von orthogonalen Paaren mit deutlich verbesserter
Spezifitidt und katalytischer Effizienz darstellen.

Kiirzlich konnten Chin und Kollegen zwei wechselseitig
zueinander  orthogonale TyrRS:tRNA(,"-Paare aus
M. jannaschii herstellen, mit denen UAG einerseits und
AGGA andererseits iiberlesen werden konnten.*! Diese
Arbeit ist bemerkenswert, da sie zeigt, dass evolutionire
Distanz bei der Kombination mehrerer orthogonaler Paare in
einer Zelle nicht zwingend fiir das Vermeiden von Kreuzre-
aktivitdten erforderlich ist. Basierend auf diesem Resultat
sollte es moglich sein, die aus der M.-jannaschii-TyrRS ent-
wickelten orthogonalen Paare kombinierbar und so fiir den
Einbau mehrerer Aminosiuren verfiigbar zu machen.

3. Erweiterung des genetischen Codes zum gleich-
zeitigen Einbau von zwei verschiedenen nichtkano-
nischen Aminosduren

Der ortsspezifische Einbau nichtkanonischer Aminoséu-
ren in einzelne rekombinante Proteine ist hochrelevant, da
sich dadurch verschiedene biologische Problemstellungen
angehen lassen. Wie bereits erwéhnt, ist es aber auch hochst
interessant, den Einbau von mehreren nichtkanonischen
Aminoséuren in ein Zielprotein gleichzeitig zu erreichen. In
diesem Zusammenhang entwickelten Schultz und Kollegen
ein orthogonales archaeelles LysRS:tRNA™-Paar fiir die
Suppression des Quadruplett-Codons AGGA in vivo.’!
Dieses wurde mit einem schon vorhandenen System auf der
Basis von M.-jannaschii-TyrRS zum Uberlesen von Stoppco-
dons kombiniert, was zum parallelen Einbau von Homo-
glutamin und O-Methyltyrosin an verschiedenen Positionen
in Myoglobin fiihrte. Dieses Experiment wies jedoch nur die
prinzipielle Machbarkeit eines solchen Doppeleinbaus nach,
da es durch seine extrem niedrige Proteinausbeute fiir prak-
tische Anwendungen nicht geeignet war.

Kiirzlich machte die Gruppe um Liu einen entscheiden-
den Schritt zur Verbesserung eines solchen Systems.? Sie
schafften es, zwei chemisch vollig unterschiedliche nichtka-
nonische Aminoséduren in das Griin fluoreszierende Protein
(GFPuv) einzubauen, indem sie wie Schultz vorher zwei or-
thogonale Paare in einem einzelnen Expressionsexperiment
miteinander kombinierten. Im Unterschied zur Arbeit von
Schultz verwendeten sie jedoch zwei verschiedene Stopp-
codons, Amber und Ochre. Um einen effizienten Doppelein-
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bau zu erreichen, wurde eine mutierte M.-jannaschii-TyrRS
fiir das Beladen der tRNA, ™" mit p-Azidophenylalanin (p-
AzPhe) mit einer modifizierten PylRS kombiniert, die N°*-
Propargyloxycarbonyllysin (PoxLys) auf eine tRNA, ™! mit
mutierter Anticodon-Schleife 14dt (Abbildung 2). Das modi-
fizierte TyrRS:tRNAy,-Paar wurde dabei iiber ein erst
kiirzlich weiterentwickeltes Plasmidsystem zum Einbau
nichtkanonischer Aminosiuren eingesetzt.¥! Die Autoren
beschreiben, dass sie auf diese Weise doppelt markiertes
GFPuv mit ,,guten Ausbeuten“ erhielten. Dieses Produkt
erwies sich weiterhin als stabil genug fiir eine darauffolgende
Konjugation von Fluoreszenzfarbstoffen mithilfe von Klick-
Chemie iiber die eingebrachten komplementidren Azid- und
Alkinfunktionen.

Bei diesen Experimenten sollte man jedoch immer im
Hinterkopf behalten, dass die Verdnderung des Anticodons in
den meisten tRNAs gleichbedeutend mit der Modifizierung
eines der drei Hauptidentitdtsmerkmale (Anticodon, Diskri-
minatornukleotid 73 und N1:N72-Basenpaar) der tRNA ist.
In M. jannaschii beispielsweise ist die Wechselwirkung zwi-
schen dem Anticodon der tRNA™" und der Anticodon-Bin-
dedoméne der TyrRS eine kritische Identitdtsdeterminan-
te.™ Daher ist es sehr schwierig, die tRNA-Identitit zu ver-
andern und dabei gleichzeitig die hohe Akzeptoraktivitit zu
konservieren, wenn man im gleichen Schritt die komplexen
Identitdtsmerkmale modifizieren muss. Die urspriinglich ge-
nutzte tRNA™-Suppressor-tRNA hatte folglich eine ca. 300-
fach geringere Akzeptoraktivitit als Wildtyp-tRNA™ 4]
Dies fithrte dann auch zu einem drastischen Verlust an
Translationseffizienz einer mRNA mit Amber-Stoppcodon
im Leseraster. Um die effiziente Beladung mit Aminosédure
wieder teilweise zuriickzugewinnen, sind eine weitreichende
Manipulation der tRNAP?* und eine Adaption der Antico-
don-Bindetasche der AaRS nétig.*!

Die M.-mazei-PylIRS scheint jedoch wesentlich geringere
Wechselwirkungen mit der Anticodon-Schleife der tRNA™!
aufzuweisen, was das System fiir Anticodon-Manipulationen
sehr niitzlich macht (Abbildung 2). Liu und Kollegen haben
dieses Charakteristikum kiirzlich ausgenutzt und herausge-
funden, dass bereits nur am Anticodon modifizierte tRNA™
sowohl Opal als auch Ochre und sogar UAGA in gutem Maf3e
supprimiert.” Daher scheinen aaRS:tRNA-Paare wie die
modifizierten PyIRS:tRNA -, eine gewisse Plastizitit ge-
geniiber Anticodons als Identitdtselement aufzuweisen. Dies
wiirde eine erhohte Effizienz und Vielseitigkeit bei der Ex-
pression von rekombinanten Proteinen mit einem, zwei oder
mehreren Stoppcodons in einem einzelnen Leseraster sowie
fiir eine Kombination von Amber- und Ochre-Codons darin
bedeuten.

Bei der Verwendung einer M.-jannaschii-TyrRS-Mutante
fiir den Einbau von O-Sulfotyrosin anstelle von p-AzPhe in
Verbindung mit der M.-mazei-PyIRS:tRNAy,,™ fiir den
PoxLys-Einbau erhielten Liu und Kollegen im Unterschied zu
dem oben beschriebenen Experiment allerdings nur sehr ge-
ringe Ausbeuten von doppelt markiertem GFPuv.*?! Diese
Ergebnisse spiegeln einen weiteren wichtigen Punkt wider,
der in der bisherigen Literatur nicht kritisch genug evaluiert
wurde. Es ist nidmlich offensichtlich, dass manche von
M.-jannaschii-TyrRS:tRNA2®" abgeleiteten orthogonalen
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Abbildung 2. Zwei Methoden zum parallelen Einbau zweier nichtkano-
nischer Aminosiuren in rekombinante Proteine durch Uberlesemetho-
den: A) Eine mutierte TyrRS und PyIRS wurden genutzt, um p-AzPhe
und PoxLys auf die jeweiligen Suppressor-tRNAs mit unterschiedlichen
Anticodons zu laden. Beachtenswert ist die hohe Toleranz der PyIRS
gegeniiber Anticodon-Manipulationen. (CUA, UUA, UCA und UCUA
werden iiberlesen.) B) Liu und Mitarbeiter®? nutzten natiirliche Ribo-
somen, um die GFPuv-mRNA mit den Stoppcodons Amber (UAG) und
Ochre (UAA) im Leseraster zu translatieren. Chin und Mitarbeiter™®
verwendeten orthogonale Ribosomen — die effizienter im Uberlesen
von Stopp- und Quadruplett-Codons sein sollen — um doppelt markier-
tes rekombinantes GST-Calmodulin herzustellen. C) Beide Gruppen
konnten sowohl den Einbau der nichtkanonischen Aminosauren als
auch die chemische Reaktivitit der eingefithrten Funktionen (terminale
Azide und Alkine) nachweisen. Die Effizienz beider Verfahren sollte in
einem einheitlichen Experiment gezeigt werden, wie es im Haupttext
beschrieben ist. Auf die graphische Darstellung der Machbarkeitsstu-
die fiir den ortsspezifischen In-vivo-Einbau zweier nichtkanonischer
Aminosauren durch Schultz und Mitarbeiter®" wurde verzichtet. Teile
von Abbildung 2 wurden liebenswiirdigerweise von Dr. Birgit Wiltschi
zur Verfuigung gestellt.

Paare nur eine sehr geringe katalytische Aktivitdt aufweisen
und dringend verbessert werden miissen, um fiir Anwen-
dungen niitzlich zu sein.*) Generell iibersteigt die Suppres-
sion eines Stoppcodons selten 50 %, und sie héngt stark von
der Position des Stoppcodons innerhalb der mRNA-Sequenz
ab (Kontexteffekt).[*#* Es gibt aber auch Sequenzpositionen,
an denen ein Uberlesen eines Stoppcodons mit Suppressor-
tRNAs iiberhaupt nicht moglich zu sein scheint.*! Dies be-
deutet jedoch, dass man erst nach supprimierbaren Se-
quenzpositionen suchen muss, bevor man ein erfolgreiches
Einbauexperiment machen kann. Letztlich ist die Effektivitét
der Methode aber auch abhéngig vom verwendeten Protein.
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Modellproteine wie Dihydrofolat-Reduktase, Glutathion-S-
Transferase, Myoglobin, Luciferase, p-Lactamase, Lysozyme
oder GFP eignen sich ohne Zweifel fiir diese Markierungs-
technik. Es bleibt jedoch abzuwarten, bis zu welchen Grad
auch ,,schwierige Proteine” wie Antikorper oder Proteine mit
Wiederholungselementen wie Collagene dafiir zugénglich sind.

Die diskutierten Probleme der Stoppcodon-Suppressi-
onssysteme sollten auch im Licht von Dynamik und Kinetik
der ribosomalen Translation mit fehlacylierten tRNAs be-
trachtet werden. Eine kiirzlich veroffentlichte Studie von
Cornish und Mitarbeitern®!! zeigt, dass die Translationsma-
schinerie nicht zwischen richtig beladenen und fehlacylierten
tRNAs unterscheidet. Es konnten jedoch kleine, aber repro-
duzierbare Unterschiede in der Dynamik der Ribosomzyklen
mit fehlbeladenen tRNAs beobachtet werden. Dies konnte
bedeuten, dass jede Fehlacylierung den entsprechenden
Translationszyklus leicht verlangsamt. Sollte das der Fall sein,
miissten bei der Entwicklung von Methoden zum Dreifach-
oder Mehrfacheinbau von nichtkanonischen Aminosduren
auch diese Aspekte mit einbezogen werden. Man kann also
davon ausgehen, dass noch viel Optimierungsarbeit notig ist.
Zum Beispiel wurde gezeigt, dass der suppressionsbasierte
Einbau einzelner Aminosduren durch mutierte ribosomale
Proteine,? Elongationsfaktoren®” oder auch ribosomale
RNAsP* weiter verbessert werden kann. Weiterhin bietet die
Optimierung der Wechselwirkung zwischen EF-Tu und
nkAS-tRNA ein groB3es Potenzial zur Suppressionsverbesse-
rung.>>7 Eine erschopfende Diskussion dieser und anderer
Aspekte (z.B. Aminosidureaufnahme,” Proteinfaltung,'”
tRNA-Modifikation,*  Wobble“-freies tRNA-Design,®”
Mutagenese der Anticodon-Bindedom:ine!®! und kinetisches
Korrekturlesen am RibosomP') kann im Rahmen dieses
Kurzaufsatzes nicht erfolgen.

4. Orthogonale Ribosomen — eine kritische
Betrachtung

Die grundlegende Schwiche der Erweiterung des gene-
tischen Codes ist, dass eine Suppressor-tRNA mit den Frei-
setzungsfaktoren (release factors, RF) an der ribosomalen A-
Stelle konkurrieren muss (dort katalysieren RF die Termi-
nationsreaktion). Dies verringert die Ausbeute an Vollldn-
genprotein deutlich. Eine hohere Suppressionseffizienz wire
vor allem dann wiinschenswert, wenn mehrere Stoppcodons
in einem Leserahmen supprimiert werden sollen. Eine Ver-
ringerung der RF-Aktivitat fiihrt jedoch zu erhohter Zellto-
xizitat." Chin und Mitarbeiter konnten die Effizienz des
Einbaus nichtkanonischer Aminosiduren erhdhen, indem sie
orthogonale Ribosomen so mutierten, dass die Wechselwir-
kung des RF-1 mit den Ribosomen stark verringert ist und so
eine erhohte Durchleserate von Amber-Codons erreicht
wird.’¥ Kurz gesagt, wurde eine 16S-TRNA-Bibliothek er-
zeugt, die Mutationen in der ribosomalen A-Stelle enthielt.
Im néchsten Schritt wurde die Bibliothek nach den orthogo-
nalen Ribosomen durchsucht, die ihre urspriingliche Trans-
lationseffizienz erhielten, jedoch auflerdem eine deutlich er-
hohte Tendenz zum Uberlesen von Amber-Codons im Lese-
raster zeigten. Wie bereits erwihnt, ist das verbesserte
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Uberlesen des UAG-Codons wahrscheinlich auf eine redu-
zierte Affinitdt des RF-1 zur ribosomalen A-Stelle zuriick-
zufithren (wobei RF-2 und RF-3 die beiden anderen Stopp-
codons UAG und UAA weiterhin erkennen). Zusétzlich sind
diese Ribosomen spezialisiert, nur mRNAs zu translatieren,
die Mutationen in der Shine-Dalgarno(SD)-Region tragen.
Durch SD/Anti-SD-Wechselwirkungen wird daher aus-
schlieBlich die Ziel-mRNA abgelesen. Dadurch wird die
Synthese des Proteoms weiterhin von natiirlichen Ribosomen
durchgefiihrt, wiahrend die mutierten Ribosomen fiir die
Expression der rekombinanten Zielproteine zustdndig sind
(Abbildung 2).

In ihrer neuesten Arbeit® kamen Chin und Mitarbeiter
auf frithere Ideen und In-vivo-Experimente der Gruppe von
Schultz zuriick, die als erste eine Kombination aus Nonsense-
und Quadruplett-Codon-Suppression zum parallelen Einbau
zweier nichtkanonischer Aminosiuren nutzte.’!! Mit dem
bereits entwickelten Screeningsystem erzeugten sie mutierte
Ribosomen (genannt ,,riboQ1*), die ein effizientes Uberlesen
von Quadruplett-Codons ermdglichten. Natiirliche Riboso-
men sind dazu nur eingeschriankt fihig. Gleichzeitig wurde
auch die verbesserte Uberlesekapazitit fiir Amber-Codons
im Leseraster erhalten. Um zu testen, ob riboQ1 den paral-
lelen Doppeleinbau von nichtkanonischen Aminosiuren ef-
fizient durchfithren kann, wurden zwei wechselseitig ortho-
gonale AaRS:tRNA-Paare entwickelt. Anders als in der Ar-
beit von Liu und Mitarbeitern*’! nutzte die Gruppe um Chin
eine M.-jannaschii-TyrRS-Mutante zum Einbau von p-AzPhe
mit einer tRNAyc;™" (anstatt tRNA,™") in Kombination
mit einer M.-mazei-PylRS, die PoxLys auf die entsprechende
tRNA 2™ 14dt. Das Modellprotein GST-Calmodulin mit
AGGA an Position 1 und UAG an Position 40 wurde als
Volllingenprotein translatiert, die Autoren machten aller-
dings keine Angaben iiber spezifische Proteinausbeuten. Die
markierten Proteine wurden einer intramolekularen Cu*-
katalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition (,,Klick“-Chemie)
unterworfen, um zu zeigen, dass eine solche Reaktion gene-
rell moglich ist.

Die Gruppe um Liul*? behauptete, dass Quadruplett-
Anticodons relativ gut durch natiirliche Ribosomen toleriert
werden, wenn sie in M.-mazei-tRNA™ auftreten. Chin und
Mitarbeiter berichteten hingegen,*” dass Quadrupletts durch
tRNA ™" nur effizient iiberlesen werden konnten, wenn
riboQ1 coexprimiert wurde (Abbildung 2). Die Effizienz von
riboQ1 kann jedoch nur realistisch eingeschitzt werden,
wenn beide Kombinationen aus orthogonalen Paaren in Ge-
genwart von normalen und mutierten Ribosomen getestet
werden. Dies sollte vor allem im Hinblick darauf geschehen,
dass tRNAy,™" anscheinend fiir Anticodon-Manipulationen
wesentlich zugédnglicher ist. Ein zusitzlicher kritischer Punkt
ist die generelle Effizienz von riboQ1 im Bezug auf die
Suppression von Leserasterverschiebungen, wie kiirzlich von
Suga und Mitarbeitern hervorgehoben.'”! Bei einer genauen
Betrachtung der Hintergrundinformationen zum Original-
manuskript[s‘” wird ndmlich deutlich, dass ein signifikanter
Anteil an verkiirztem Protein als Nebenprodukt der umpro-
grammierten Translation entsteht.

Auf diesem Entwicklungsstand représentiert das Design
von orthogonalen (mutierten) Ribosomen zweifellos einen
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interessanten Ansatz fiir die Verbesserung des Uberlesens
von Nicht-Triplett-Codons. Sie konnten auch zu interessanten
theoretischen Uberlegungen Anlass geben, etwa iiber das
Design ,,alternativer Protein-Universen mit Quadruplett-
Codons oder iiber grundlegende Fragen zum Ursprung des
Lebens.* Die umprogrammierte Proteintranslation ohne
orthogonale Ribosomen konnte jedoch als ebenso guter
Ausgangspunkt fiir derartige theoretische Arbeiten die-
nen.>®! In der Zwischenzeit muss evaluiert werden, ob die
umprogrammierte Proteintranslation mit mutierten ortho-
gonalen Ribosomen auf eukaryotische Systeme (Hefe oder
Sdugetiere) und vor allem auch auf industriell relevante mi-
krobielle Systeme fiir Anwendungen in der Biotechnologie
ausgeweitet werden kann.

5. Kombination von Engineering und Erweiterung
des genetischen Codes fiir den parallelen Einbau
mehrerer Aminosduren

Wihrend Methoden mit einer Erweiterung des geneti-
schen Codes Stopp- oder Quadruplett-Codons als Signal fiir
den Einbau nichtkanonischer Aminosiduren nutzen, beruht
das Engineering des genetischen Codes auf einer Neuzuord-
nung von Sense-Codons unter Ausnutzen der natiirlichen
Substrattoleranz endogener AaRSen. Mit dieser Methode
konnte kiirzlich der parallele In-vivo-Einbau von drei ver-
schiedenen nichtkanonischen Aminosduren in einem Ex-
pressionsexperiment mit polyauxotrophen E.-coli-Stimmen
gezeigt werden. Einerseits wurde die Moglichkeit der Her-
stellung von fluorierten Proteinen mit neuartigen Eigen-
schaften ausgelotet, indem an 24 Positionen in der thermo-
philen Lipase von Thermoanaerobacter thermohydrosulfuri-
cus fluorierte Aminosiuren eingebaut wurden."® Anderer-
seits wurde nachgewiesen, dass Barstar aus Bacillus am-
yloliquefaciens gleichzeitig mit einer reaktiven Gruppe fiir
Klick-Reaktionen (Homopropargylglycin), einem nicht sto-
renden Fluoreszenzmarker (4-Azatryptophan) und einer
stabilitdtserhohenden Aminoséure (cis-4-Fluorprolin) ausge-
stattet werden kann. Der effiziente parallele Einbau der drei
verschiedenen nichtkanonischen Aminosiuren fiihrte in einer
einzigen Expressionsrunde zu einem stabilisierten Barstar-
Derivat, das ,,Klick“-Reaktionen eingeht und anhand seiner
Fluoreszenz detektierbar ist."”

Um die Moglichkeiten beim Mafschneidern von Protei-
nen noch zu vergrolern, wurden Engineering und Erweite-
rung des genetischen Codes kombiniert.*! Dabei konnte
mithilfe eines orthogonalen Paars ortsspezifisch eine nicht-
kanonische Aminosédure an einer iiberlesbaren Stoppcodon-
Position eingebaut werden, wihrend durch die auxotrophie-
basierte aminosédurerestspezifische Methode der Einbau von
mehreren isostrukturellen Aminosdureanalogen als Antwort
auf Sense-Codons erreicht wurde. Es war wichtig, die Vorteile
beider Ansidtze zu verbinden, da es zum Beispiel mit den
derzeit verfiigbaren Methoden zur Selektion von AaRS-Mu-
tanten fiir orthogonale Paare nicht moglich ist, Enzyme zu
erzeugen, die geringfiigige Strukturunterschiede (Austausch
kleiner funktioneller Gruppen und Atome wie -H/-F, -H/-
CH;, -S-/-CH,-, -CH=/-N= oder H/-OH) effizient wahr-
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nehmen konnen. Generell sollte die sorgfiltige Kombination
der Moglichkeiten beider Techniken in Verbindung mit dem
Einsatz von orthogonalen Ribosomen und Zellen mit re-
konstruiertem Genom (sieche Abschnitt 6) uns nicht nur das
effiziente Hinzufiigen/Austauschen von nichtkanonischen
Aminosduren in das Standard-Aminosdurerepertoire er-
moglichen, sondern auch beispiellose Moglichkeiten im Be-
reich des Protein-Engineering an die Hand geben.

6. Organismus-Chemie (synthetische Zellen)

Die Erweiterung des genetischen Codes setzt die Erzeu-
gung neuer Codierungseinheiten voraus, um das Aminosiu-
rerepertoire von lebenden Zellen zu vergréfern. Eines Tages
konnte dies zu teilsynthetischen Zellen mit vererbbaren und
spezifischen chemischen Verdnderungen im Proteom fiihren,
die Eigenschaften/Verhaltensweisen aufweisen, die bei Le-
bewesen bisher nicht auftreten.”! Durch die geringe zellulire
Toleranz gegeniiber chemisch verdnderten Proteomen ist das
Einbringen von nichtkanonischen Aminosduren bisher nur
auf der Ebene von einzelnen rekombinanten Proteinen
moglich. Daher sind alle Anstrengungen, Codierungskapazi-
taten zu verdndern oder zu erweitern, nur niitzliche Ergin-
zungen der rekombinanten DNA-Technologie. Der parallele
Einbau von zwei oder drei nichtkanonischen Aminosiduren
gehort hier sicherlich zu den fortschrittlichsten Methoden des
Protein-Engineering auf der Ebene einzelner Zellen.

Mit den neuesten Arbeiten von Venter und Mitarbeitern
ergibt sich jedoch eine realistische Aussicht auf einen pro-
teomweiten Einsatz solcher Methoden. Venter berichtete
iber eine Reihe von Experimenten zur Synthese und Trans-
plantation eines ganzen bakteriellen Genoms mit dem Ziel,
eine Minimalzelle® zu erzeugen.® Die beschriebenen
Techniken machen es absehbar, dass zukiinftig bakterielle
Stamme produziert werden konnen, bei denen Stoppcodons
oder AaRS:tRNA-Paare aus dem kompletten Genom ent-
fernt wurden (z.B. von Mycoplasma, das schon als unverén-
dertes Bakterium einen alternativen genetischen Code
nutzt™®!). Danach kénnen neue orthogonale Paare oder sogar
Sense-Codons mit neuer Zuordnung (d.h. Codon-Einfang) in
das rekonstruierte Genom eingefithrt werden. Diese Aus-
weitung des Aminosdurerepertoires konnte eventuell sogar
zu einem evolutionédren Vorteil fiir die rekonstruierten Zellen
werden. Auf dieser Grundlage ergibe sich die Chance, durch
einen systematischen proteomweiten Einbau nichtkanoni-
scher Aminosduren ginzlich neue Organismusfunktionen zu
erzeugen. Dabei konnten sich Engineering und Erweiterung
des genetischen Codes auf die chemische Zusammensetzung
des ganzen Proteoms auswirken, nicht nur auf einzelne Pro-
teine. Eine solche ,,Organismus-Chemie® konnte beispiellose
Vorteile und Moglichkeiten in der kommenden Ara der
synthetischen Biologie erbringen.

Addendum

Zur Qualitdt orthogonaler Paare: Tippmann und Mitar-
beiter konnten kiirzlich solide genetische und strukturelle
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Daten liefern, warum manche orthogonale Paare nur ineffi-
zient nkASs erkennen und einbauen.” Sie identifizierten
zwei ,,regulatorische“ Aminosdurepositionen in den AaRSen,
deren Identitdt fiir die Effizienz der Diskriminierung zwi-
schen kanonischer und nichtkanonischer Aminosdure maf-
geblich ist. Diese neuen Einblicke werden die Verbesserung
derzeit bestehender und die Etablierung von neuen ortho-
gonalen Paaren wesentlich erleichtern.

Zur Organismus-Chemie: Sakamoto und Mitarbeiter er-
zeugten kiirzlich einen E.-coli-Stamm, der das Amber(UAG)-
Codon nicht mehr zur Translationsterminierung nutzt.[ Dies
erreichten sie dadurch, dass sie den Freisetzungsfaktor 1
(RF1) entfernten. Diese im Normalfall letale Prozedur
konnte durch eine erstaunlich geringe Zahl von genetischen
Verédnderungen und Komplementierungen kompensiert wer-
den. Ein kompletter Austausch aller Amber-Codons im Ge-
nom war nicht notig. Mit diesen genetisch modifizierten
Zellen war es der Gruppe moglich, in einem Modellprotein an
sechs mit UAG kodierten Positionen p-lodphenylalanin ein-
zubauen. Wenn die Ergebnisse von anderen Forschungs-
gruppen bestitigt werden konnen, ist diese Studie sicher eine
der wichtigsten der letzten Jahre auf diesem Forschungsge-
biet, da sie das ,,Konkurrenzproblem® zwischen Amber-
Suppressor-tRNA und RF1 16sen wiirde.
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