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Kristallstrukturen von verschiedenen Rezeptoren und Re-
zeptor/Ligand-Komplexen geben wichtige Impulse f�r die
Arbeit an den dynamischen Eigenschaften dieser Systeme.
Allerdings sind Rezeptoren meist integrale Membranprotei-
ne, die schwierig zu kristallisieren sind.[1] Zudem zeigen
kristallographische Strukturen nur einen Schnappschuss von
Ligand-gebundenen Grundzust�nden und sind deshalb auf
ein einzelnes statisches Bild einer bestimmten Konformation
beschr�nkt. Da zahlreiche hydrophile Liganden (dazu gehç-
ren Pheromone, Hormone, Neurotransmitter, kleine Mole-
k�le, Peptide und sogar große Proteine) �ber Rezeptoren
Signale aus der Umgebung in den intrazellul�ren Raum ver-
mitteln, spielt diese Proteinklasse eine wichtige Rolle in der
Kommunikation zwischen Zellen. Um Informationen f�r das
Verst�ndnis der Spezifit�t, der Affinit�t von Ligand-Erken-
nung und -Bindung sowie der Dynamik der Ligand/Rezeptor-
Konformation zu erhalten, sind daher dringend biophysika-
lische, biochemische, spektroskopische und funktionale Stu-
dien nçtig.

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) sind klassi-
sche Beispiele von dynamischen Membranproteinen, die an
der Aktivierung und Regulierung der zellul�ren Signalwege
beteiligt sind.[2] Es �berrascht nicht, dass die GPCR-Familie
etwa 4% des Protein-kodierenden Teils des menschlichen
Genoms umfasst. Die GPCRs werden in verschiedene Klas-
sen eingeteilt, die einfach A, B, C heißen oder nach ihren
Hauptrepr�sentanten GRAFS (Glutamat-, Rhodopsin-, Ad-
h�sions-, „frizzled“-, Sekretin-Familien) benannt sind.[2] Da
gegenw�rtig 30% aller zugelassenen Arzneimittel �ber

GPCR wirken, sind pr�zise chemische Informationen �ber
die molekularen Mechanismen der Transmembran-Signal-
�bertragung und das Verst�ndnis der molekularen Pharma-
kologie dieses Prozesses außerordentlich interessant und re-
levant.[3]

Der Einbau nichtkanonischer Aminos�uren (nkAS) in
Proteine ist zu einem wichtigen Hilfsmittel f�r das differen-
zierte Studium der biochemischen Eigenschaften von Pro-
teinen geworden und kann genutzt werden, um einen Mangel
an Strukturinformationen auszugleichen. Der Vorteil des
ortsspezifischen Einbaus von nkAS ist, dass spezifische re-
aktive Aminos�ureseitenketten eingef�hrt werden kçnnen,
die die Untersuchung bestimmter Strukturmerkmale ermçg-
lichen oder f�r weitere Derivatisierung, z.B. Markierung mit
Fluoreszenzmarkern oder Biotin, oder f�r ortsspezifische
Vernetzung (Crosslinking) mit Wechselwirkungspartnern
geeignet sind.

Verschiedene Techniken wurden f�r den nkAS-Einbau
entwickelt, einschließlich der nat�rlichen chemischen Ligati-
on[4] (Kombination von synthetischen Segmenten und re-
kombinant exprimierten Proteinen) oder der Erweiterung des
genetischen Kodes unter Nutzung von Suppressor-basierten
Techniken[5] oder auxotrophen Bakterien (Abbildung 1).[6]

Besonders interessant sind photolabile nkAS wie p-Benzoyl-
l-phenylalanin (Bpa), das bei der Bestrahlung an die Sei-
tenketten von Wechselwirkungspartnern in einem Umkreis
von 3–4 � kovalent bindet. Diese nichtinvasive In-situ-Che-
mie ist jedoch nur verf�gbar, wenn die reprogrammierte
Translationsmaschinerie in den untersuchten Zellen verf�g-
bar ist. Dar�ber hinaus ermçglichen eingebaute Ketoamino-
s�uren wie p-Acetyl-l-phenylalanin (AcF) die spezifische
Markierung mit Hydrazin- oder Hydroxylamin-Derivaten.[7]

Wegen des geringen Expressionsniveaus von GPCR in
Zellen und der Schwierigkeiten bei der rekombinanten bak-
teriellen Expression und Solubilisierung wurden bisher nur
wenige Beispiele f�r die effiziente Expression von nkAS-
haltigen GPCR berichtet. Sakmar und Mitarbeiter bauten
2008 zwei verschiedene nkAS (AcF und Bpa) in zwei unter-
schiedliche GPCR ein: CCR5 (ein Chemokin-Rezeptor und
wichtiger Korezeptor f�r das HI-Virus) und Rhodopsin.[8]

Sowohl AcF als auch Bpa wurden in GPCR von HEK293T-
S�ugerzellen eingef�gt, wobei zwei orthogonale Paare (o-
Paare) genutzt wurden, die aus der Suppressor-tRNA (Bst-
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Yam) des Bacillus stearothermophillus und den aus der Ty-
rosyl-tRNA-Synthetase (TyrRS) von Escherichia coli entwi-
ckelten Varianten AcpRS und BzpRS stammen. Diese o-
Paare waren im Vorfeld f�r die Translation von nkAS durch
�berlesen eines Amber-Stoppcodons (UAG) in mRNA von
Hefe entwickelt worden. Beide GPCR enthalten damit an
speziellen Positionen reaktive Ketofunktionen. Die Proteine
wurden in ausreichender Menge hergestellt, sodass unter-
schiedliche spektroskopische Sonden integriert werden
konnten (z. B. konnte Rhodopsin nichtinvasiv durch Fluo-
rescein-Hydrazid markiert werden).[9] In �hnlicher Weise
nutzten Becker und Mitarbeiter eine photoaktivierbare nkAS
um die potenzielle Bindungsstelle des Pheromonrezeptors
Ste2 (ein Hefe-GPCR) zu untersuchen. Sie fanden Produkte
nach der Vernetzung, die als Bindungsstellen f�r den nat�r-
lichen a-Faktor-Peptidliganden identifiziert werden konn-
ten.[10] Zudem wurde p-Azido-l-phenylalanin (AzF) in Rho-
dopsin eingebaut und seine Dynamik durch Fourier-trans-
formierte Infrarotspektroskopie gemessen.[11]

Diese ersten Experimente best�tigten, dass die ortsspe-
zifische nkAS-Einf�hrung in einen Rezeptor ein unsch�tz-
bares, nichtinvasives Hilfsmittel f�r Untersuchungen der
Mechanismen und der Dynamik der Ligandenbindung und
der Signal�bermittlung ist. Besonders interessant ist, dass es
das Repertoire der nkAS ermçglicht, auch Informationen
�ber die Struktur und die Funktionsweise des GPCR zu ge-
winnen, indem z.B. ein Rezeptor-Liganden-Komplex durch
photoaktivierbare Vernetzer eingefangen oder die Beweg-
lichkeit mit Fluoreszenzsonden beobachtet wird. Dar�ber
hinaus kçnnte die Markierung eines Rezeptors durch o-Paare
mit dem Einsatz beliebig chemisch ver�nderter synthetischer

Liganden kombiniert werden. In diesem Jahr wendeten Sak-
mar und Mitarbeiter einen In-situ-Photovernetzungsansatz
an, wobei sie o-Paare f�r AzF und AcF nutzten, um die
Bindungswechselwirkungen des Inhibitors T140 mit dem
CXC-Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) zu charakterisieren, der
in der gerichteten Zellmigration, bei Krebsmetastasierung
und bei der HIV-Fusion wichtig ist. Sie testeten acht Ami-
nos�urepositionen an der Rezeptorkontaktfl�che und iden-
tifizierten in vivo eine einzige UV-Licht-abh�ngige Vernet-
zung – die Stelle der spezifischen Wechselwirkung zwischen
dem CXCR4-Rest 189 und T140 (HIV-1-Korezeptorblocker).
Damit stimmen ihre Forschungsergebnisse mit dem kristall-
strukturbasierten molecular Modeling sehr gut �berein.[12]

Die erste Studie eines GPCR der Klasse B, des Rezep-
tors 1 des Corticotropin-Freisetzungsfaktors (CRF-R1), der
nach endogener Peptidligandenbindung an der Stressantwort
des Organismus beteiligt ist, wurde k�rzlich von Wang und
Mitarbeitern durchgef�hrt.[13] Wie andere Mitglieder dieser
Klasse B (oder Sekretin-Familie) hat CRF-R1 eine große N-
terminale Dom�ne (etwa 120 Reste), die als wichtigster
Bindungsort f�r peptidbasierte Liganden fungiert. Da bisher
kein Rezeptor in voller L�nge mit NMR-Spektroskopie oder
Rçntgenkristallographie strukturell charakterisiert wurde,
kommt die Strukturinformation �ber diese Rezeptoren
haupts�chlich aus klassischen Vernetzungsstudien (z. B. De-
rivatisierung von Cysteinen mit thiolspezifischen, maleimid-
oder halogenacetamidbasierten Reagentien). CRF-R1-Re-
zeptoren wurden in 293T-Zellen untersucht, die mit dem
plasmidkodierten o-Paar (tRNACUA(Tyr)-AzFRS, abgeleitet
von E. coli) f�r ortsspezifischen Einbau von AzF als Antwort
auf das UAG-Codon transfiziert waren. Im experimentellen
Aufbau war der endogene Ligand radioaktiv markiert, was
die Identifizierung von Vernetzungsprodukten ermçglichte,
die durch Vernetzungsmethoden ohne diese hohe Empfind-
lichkeit nicht gefunden werden. Ferner wurde die genaue
Charakterisierung dieser Wechselwirkungen durch Studien
des Vernetzungsverhaltens verschiedener Liganden mit Re-
zeptoren, die sich nur in der Position des AzF unterscheiden,
ermçglicht. Vier AzF enthaltende CRF-R1-Varianten wurden
f�r die Vernetzung parallel mit vier radioaktiv markierten
Liganden getestet. �berraschenderweise war die Zahl von
Vernetzungsprodukten sehr klein, was zeigt, dass die Ligan-
den im nat�rlichen zellul�ren Kontext nicht sehr fest an die
CRF-R1-Rezeptoren gebunden waren.

Mit diesen j�ngsten Experimenten und Durchbr�chen
zeigte sich, dass der Einsatz eines erweiterten genetischen
Kodes ein unverzichtbares Hilfsmittel f�r den nichtinvasiven
Einbau von nKAS in In-vivo-Studien in S�ugerzellen und
sogar in Organismen ist. Diese Methode stellt chemische
funktionelle Gruppen als Sonden f�r die Untersuchung von
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen, Rezeptoraktivierung,
Echtzeitabfrage aktiver Signal-Komplexe usw. bereit. Jedoch
gilt es vor der routinem�ßigen Anwendung dieser Methode
noch eine Reihe von H�rden zu �berwinden: Beispiele hier-
f�r sind die korrekte Transkription, die Verarbeitung, Modi-
fikation und der Export ins Zellzytoplasma der tRNA der o-
Paare oder die Anforderung, dass einige o-aaRS hochspezi-
fisch sowohl f�r die orthogonale tRNA als auch die nkAS sein
sollten. Schließlich kçnnte die mRNA, die ein Zielgen kodiert

Abbildung 1. In-vivo-Einbau von nkAS in S�ugerzellen f�r Studien von
GPCR in nat�rlicher Umgebung: GPCR sind dynamische Membranpro-
teine, die zellul�re Signalwege aktivieren und regulieren. Die am h�u-
figsten verwendeten nkAS in Struktur-Funktions-Studien von GPCR
sind p-Acetyl-l-phenylalanin (AcF) – das mit einem Hydrazid- oder Hy-
droxylamin-Derivat reagieren kann –, p-Benzoyl-l-phenylalanin (Bpa) –
ein n�tzlicher, durch UV-Licht aktivierbarer Vernetzer – und p-Azido-l-
phenylalanin (azF) – eine wichtige IR-Sonde, die auch als Marker f�r
bioorthogonale Konjugationen durch Click-Chemie und Staudinger-Ber-
tozzi-Ligation genutzt werden kann. Orthogonale Paare erh�lt man aus
evolution�r entfernten Organismen durch Nutzung der artspezifischen
Aminoacylierung (d.h. Aminos�ureaktivierung und tRNA-Beladung).
Diese in verschiedene GPCR eingebauten nkAS ermçglichen Studien
sowohl von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen als auch von intermo-
lekularer Konformationsdynamik und Signal�bertragung.
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und das in-frame-Stoppcodon tr�gt, ein Substrat f�r den so
genannten NMD (nonsense-mediated decay)[14] werden, der
Transkripte mit vorzeitigen Terminationssignalen abbaut. Die
aus dem Gebrauch von p-Azido-l-phenylalanin (AzF) im
biologischen Kontext erhaltenen Resultate sollten zudem
kritisch evaluiert werden, da es bekannt ist, dass nach seinem
Einbau in das Zielprotein reduzierte Formen ebenfalls be-
obachtet werden. Dies kann zur chemischen Reaktionsf�-
higkeit und Photoinstabilit�t der Aryl-Azidogruppe w�hrend
verschiedener analytischer Verfahren, wie der Massenanaly-
se, beitragen. Allerdings wurde beschrieben, dass z. B. Sac-
charomyces cerevisiae als Biokatalysator zur Reduktion von
Arylaziden zu Arylaminen eingesetzt werden kann.[15]

Abgesehen von dem Problem der chemischen und meta-
bolischen Stabilit�t sowie der intrazellul�ren Aufnahme be-
stimmter nkAS gibt es vor der Planung und dem Design
dieser Experimente mindestens vier Aspekte zu Bedenken:
Erstens ist die Einbaueffizienz der nkAS in E. coli zwar re-
lativ hoch, in Hefe und vor allem in S�ugerzellen aber allge-
mein viel niedriger. Die niedrige �berleserate des Amber-
Stoppcodons kann eine Anh�ufung verk�rzter Proteinspezies
verursachen, was potenziell toxisch sein oder sich stçrend auf
die Funktion der normal langen Zielproteine auswirken kann.
Deshalb erfordert die Anwendung der nkAS-Mutagenese in
S�ugerzellen eine wesentlich hçhere Effizienz und Selektivi-
t�t der o-Paare. Zweitens ist die effiziente Translation ver-
schiedener nkAS in Membranproteine in S�ugerzellen immer
noch schwierig, nicht nur wegen der Ineffizienz der o-Paare,
sondern auch wegen der geringen Proteinausbeute in Syste-
men, in denen diese nicht hoch exprimiert werden. Drittens
wird der Typ der verwendeten nkAS stets durch die Natur des
untersuchten biologischen Problems diktiert. Zum Beispiel
ermçglichen die so genannten photoaktivierbaren („caged“)
Aminos�uren in lebenden Zellen die Photokontrolle von
Proteinwechselwirkungen, Proteinlokalisation, enzymati-
scher Aktivit�t und zellul�rer Signalisierung, wogegen die
Translation von Vernetzer-nkAS f�r die Charakterisierung
der nichtkovalenten Wechselwirkungen von schwachen oder
fl�chtigen Protein-Interaktionen eingesetzt wird. In ihrer
Konformation eingeschr�nkte nkAS kçnnten eingebaut wer-
den, um die Rolle von lokalen Energiebarrieren zu untersu-
chen.[16] Nicht zuletzt ist der Einbau von nkAS, die als bio-
orthogonale chemische Gruppen und biophysikalische Son-
den fungieren, f�r biologische Studien das Mittel der Wahl,
wenn diese f�r die Visualisierung oder Spektroskopie benç-
tigt werden. Trotzdem wird es in vielen F�llen notwendig sein,
eine suppressorbasierte Methode mit anderen Ans�tzen[17]

wie der SNAP-Tag-Technik, FlaSH-Tag-Methoden, GFP-
Fusion, klassischen Cys-Modifikationen[18] und sogar semi-
synthetischen Methoden wie Proteinligationen[19] zu kombi-
nieren oder sie ganz zu ersetzen. Dies gilt z.B., wenn R�ck-
gratmodifikationen untersucht werden sollen, Pulse-Chase-
Experimente nçtig sind, große nichtnat�rliche Segmente
eingef�hrt werden sollen, Proteinimmoblisierung nçtig ist
oder wenn eine nachfolgende Modifizierung wegen niedriger
Proteinkonzentrationen nicht stattfindet. Somit ist dies, trotz
des gegenw�rtigen Erfolgs, gerade erst der Beginn eines

jungen Forschungsfelds, das auf eine mit biologischen Syste-
men kompatible Chemie aufbaut. Es gibt noch viel Raum f�r
Verbesserungen, vor allem wenn Membranproteine, z. B.
verschiedene Rezeptoren, untersucht oder intrazellul�re
Proteine spezifisch modifiziert werden sollen.
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