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Durch die Etablierung effizienter Systeme zur genetischen
Codierung des positionsspezifischen Einbaus nichtnat�rlicher
Aminos�uren (nAS) in Proteine haben sich zahllose neue
Mçglichkeiten f�r Studien der Struktur, Dynamik und
Wechselwirkungen von Proteinen aufgetan.[1] Insbesondere
wurden orthogonale Paare von Amber-Suppressor-tRNA
(MjtRNA) und Tyrosyl-tRNA-Synthetase (MjTyrRS) von
Methanocaldococcus jannaschii evolviert, die spezifisch das
Amber-Stopcodon als Signal f�r den Einbau einer von �ber
40 verschiedenen nAS erkennen.[1] Obwohl diese Systeme
zum Teil Proteinmutanten mit Ausbeuten produzieren, die
sich mit der des Wildtyps messen,[2, 3] h�ngen die Ausbeuten
dennoch stark vom Kontext ab. So kann ein einziges Amber-
Stopcodon im Gen des Zielproteins zu unakzeptablen Aus-
beuten f�hren.[3–6]

Viele Versuche befassten sich deshalb mit Methoden, die
im Wettkampf zwischen dem Escherichia-coli-Release-Faktor
RF1, der das Amber-Stopcodon erkennt, und der Suppressor-
tRNA zur Produktion vollst�ndigen Proteins f�hren. So l�sst
sich der Einbau von nAS fçrdern, indem man ein zellfreies
System aus seinen individuell gereinigten Enzymkomponen-
ten zusammensetzt und RF1 fortl�sst.[7] Zellfreie Systeme
wurden auch verwendet, um RF1 mithilfe von RF1-Anti-
kçrpern[8, 9] oder eines RNA-Aptamers gegen RF1[10] zu be-
seitigen. Leider sind alle diese Methoden nur in kleinem
Maßstab bezahlbar, Antikçrper kçnnen die Proteinausbeuten
negativ beeinflussen[9] und Aptamere kçnnen nicht verhin-
dern, dass verk�rzte Proteinketten als Hauptprodukt erhalten
werden.[10] Hitze-Inaktivierung einer w�rmeempfindlichen
RF1-Mutante in einem ineffektiven zellfreien E.-coli-System
erhçhte die nAS-Einbaurate auf nicht mehr als 75 % (in den

meisten F�llen < 50 %),[11] w�hrend l�ngere Hitze-Inaktivie-
rung die Genauigkeit der Translation beeintr�chtigte. �ber
Eliminierung von markiertem RF1 aus einem zellfreien S30-
Extrakt durch Affinit�tschromatographie wurde berichtet,
aber die Natur der Markierung wurde nicht beschrieben und
vollst�ndige Beseitigung von RF1 bençtigte weiterhin RF1-
Antikçrper.[9] Eine andere Methode benutzte eine verk�rzte
Version des ribosomalen Proteins L11, um die Bindung von
RF1 zu schw�chen, was aber die Proteinausbeuten mit nAS
nur wenig erhçhte.[12] Erste Versuche, RF1-freie E.-coli-
St�mme zu produzieren, f�hrten zu beeintr�chtigten St�m-
men, deren Wachstum von nAS abhing (was die Protein-
exprimierung verteuert),[13] oder zu St�mmen, die nicht vçllig
frei von RF1 waren.[14] Eine verbesserte Version des Release-
Faktors RF2 erlaubte vor kurzem die Herstellung eines RF1-
freien E.-coli-DH10b-Stammes und den nAS-Einbau an
mehreren Stellen in vivo, aber im Vergleich zur nat�rlichen
Aminos�ure (Tyrosin) waren die Proteinausbeuten mit nAS
deutlich verringert.[6]

Die Kosten der attraktivsten nAS und die Schwierigkeit,
in vivo die Konzentrationen an Aminoacyl-tRNA-Synthetase
(RS) und Suppressor-tRNA den verschiedenen nAS und
Einbaustellen anzupassen, f�hrten uns dazu, ein kontinuier-
liches zellfreies Austauschsystem zu entwickeln, das die ein-
fache, kosteng�nstige und vollst�ndige Beseitigung von RF1
aus einem S30-Extrakt erlaubt, der von dem weitverbreiteten
und Protease-reduzierten E.-coli-Stamm BL21 (DE3) (Invi-
trogen) stammt. Das System beruht darauf, dass der RF1-
Wildtyp durch eine Mutante mit einem C-terminalen Affini-
t�tsmarker bestehend aus drei aufeinanderfolgenden Chitin-
bindenden Dom�nen (RF1-CBD3) ersetzt wurde, um den
Release-Faktor mittels einfacher Filtration durch eine Chitin-
S�ule nach Herstellung des S30-Extraktes aus dem zuvor auf
gewçhnliche Weise hergestellten S30-Extrakt selektiv zu eli-
minieren. Der Affinit�tsmarker ermçglicht die Beseitigung
von RF1 unter Bedingungen, die die volle Aktivit�t des S30-
Extraktes bewahren, liefert drastisch erhçhte Einbauraten
von schwierigen nAS an schwierigen Stellen, unterdr�ckt die
Produktion von verk�rztem Protein und ermçglicht den nAS-
Einbau an mehreren Positionen einer Proteinkette. Prakti-
scherweise ist der modifizierte E.-coli-Stamm voll kompatibel
zur Proteinexpression von pET-Vektoren,[15] die in der
Strukturbiologie die h�ufigst verwendeten Vektoren zur
Proteinherstellung sind.

Die Ausbeuten an Wildtyp-Protein, die mit Chitin-
behandelten (S30RF1�) und unbehandelten (S30RF1-CBD) Ex-
trakten erhalten wurden, waren ununterscheidbar von denen,
die mit S30-Extrakten des urspr�nglichen BL21-Star-(DE3)-
Stammes erhalten wurden (Abbildung S3 in den Hinter-
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grundinformationen). Zur Bestimmung und Optimierung der
Expressionsausbeuten mit nAS ohne Proteinreinigung ver-
wendeten wir das MjtRNA/MjTyrRS-Paar, das zum Einbau
der fluoreszierenden nAS l-(7-Hydroxycumarin-4-yl)ethyl-
glycin (Hco) evolviert worden war.[16] Die Optimierung wurde
mit der West-Nil-Virusprotease NS2B-NS3 (WNVpro)
durchgef�hrt, einem 27-kDa-Protein, das ein etabliertes
Zielmolek�l zur Medikamentenentwicklung ist.[17] Optimie-
rung der Konzentration an Aminoacyl-tRNA-Synthetase
(CouRS-D8;[16] Abbildung S2) reichte aus, um Expressions-
ausbeuten von Hco-Mutanten vergleichbar mit Wildtyp-
WNVpro zu erhalten (Abbildung S3). Interessanterweise
nahmen die Ausbeuten bei zu hohen CouRS-D8-Konzentra-
tionen ab.

Abbildung 1 zeigt einen Vergleich zwischen den Expres-
sionsausbeuten von WNVpro mit Amber-Stopcodons an den

Positionen 53 und 132 in der Aminos�uresequenz unter Be-
nutzung von herkçmmlichen und RF1-reduzierten S30-Ex-
trakten. W�hrend die Mutante WNVpro(Trp53Hco) mit allen
S30-Extrakten in hoher Ausbeute exprimiert wurde, produ-
zierte der herkçmmliche S30-Extrakt nur wenig von der
Mutante WNVpro(Tyr132Hco) und im Wesentlichen ge-
k�rztes WNVpro(1–131). Demgegen�ber produzierte der
S30RF1�-Extrakt ungef�hr 1 mg des vollst�ndigen Proteins pro
mL Reaktionsmischung (Abbildung 1, Streifen 3a und 3 b).
Der Versuch hingegen, WNVpro(Tyr132Hco) in vivo unter
Verwendung des publizierten pEVOL-Systems[3] zu produ-
zieren, ergab nur ungef�hr 30 mg Protein pro mL Zellkultur
(Abbildung S4). �hnliche Erhçhungen der Proteinausbeute
wurden auch mit anderen Proteinen und Mutanten erhalten
(Abbildung S5).

Interessanterweise verbesserte die Verwendung von
S30RF1-CBD-Extrakt allein schon, ohne Behandlung mit Chitin,
die Produktion von vollst�ndigem Protein (Abbildung 1).

Dieser Effekt scheint von einer Ausf�llung von RF1-CBD3

w�hrend der S30-Extraktherstellung herzur�hren, denn
Western-Blots des herkçmmlichen S30-Extraktes und des
S30RF1-CBD-Extraktes wiesen einen deutlich hçheren Gehalt
an Release-Faktor im konventionellen S30-Extrakt auf (Ab-
bildung S6).

Die erhçhten Ausbeuten im Einbau von nAS, die mit dem
S30RF1�-Extrakt erhalten werden, erleichtern die Herstellung
von Proteinen mit nAS an mehrfachen Positionen in ein und
demselben Protein. Diese Eigenschaft ließ sich durch den
gleichzeitigen Einbau von 4-Trifluormethylphenylalanin
(tfmF) an den Positionen 86, 112, 120 und 160 von WNVpro
zeigen. Die Seitenketten aller vier Reste sind in den Kris-
tallstrukturen des Proteins dem Lçsungsmittel ausge-
setzt.[18–20] tfmF wurde mithilfe des Enzyms pCNF-RS[21,22]

eingebaut. Eindimensionale 19F-NMR-Spektren wiesen drei
Signale f�r die 86/112/120/160-Vierfachmutante auf, wobei
das mittlere Signal zweimal st�rker war als die �ußeren Si-
gnale. Die Zuordnung der Resonanzen zu den individuellen
tfmF-Resten wurde mit den beiden zus�tzlichen Doppel-
mutanten 86/112 und 86/120 erzielt. Zusammen erlaubten
diese drei Proben die Zuordnung der vier tfmF-Signale zu den
entsprechenden Resten (Abbildung 2 und 3).

Die Proben der Spektren von Abbildung 2 wurden durch
zellfreie Proteinsynthese von linearer mit PCR vervielf�ltig-
ter DNA erzeugt.[25] Die Leichtigkeit, mit der mehrere
Amber-Stopcodons in einem Gen an verschiedenen Positio-
nen mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) eingef�gt
werden kçnnen, erlaubt kominatorische Markierungen,
indem N Proben die Zuordnung von bis zu 2N�1 NMR-
Signalen ermçglichen,[26] vorausgesetzt dass die Protein-
struktur die gleichzeitige Anwesenheit von 2(N�1) nAS tole-

Abbildung 1. Zellfreie Expression von Hco-Mutanten von WNVpro. a)
und b) zeigen dasselbe SDS-PAGE(15%)-Gel, sichtbar gemacht durch
Coomassie-F�rbung bzw. als Fluoreszenzbild (UV-Einstrahlung bei
312 nm). Streifen 1–3 (Tyr132Hco) und 4–6 (Trp53Hco): Anwendung
von herkçmmlichem S30-Extrakt (1 und 4), S30-Extrakt ohne Chitin-
Behandlung (S30RF1-CBD; 2 und 5), und S30-Extrakt nach Entfernung
von RF1-CBD3 (S30RF1�; 3 und 6). Die Positionen der Banden von
WNVpro(1–131) (T), vollst�ndigem WNVpro (FL) und CouRS-D8 (un-
gef�lltes Dreieck) sind markiert.

Abbildung 2. 1D 19F-NMR-Spektren von WNVpro mit kombinatorischer
tfmF-Markierung. Die Spektren wurden bei 25 8C in einem Puffer von
90% H2O/10% D2O mit 20 mm MES (2-(N-Morpholino)ethansulfon-
s�ure), pH 6.9, und 1 mm TCEP (Tris(2-Carboxyethyl)phosphan) auf
einem Agilent-400-MHz-NMR-Spektrometer mit einem 19F-Raumtem-
peraturprobenkopf auf einer �ußeren Spule aufgenommen. Das Enzym
wurde durch einen 5-fachen �berschuss an p-Nitrophenyl-p-guanidin-
benzoat inhibiert.[23] Die Spektren sind relativ zu einer externen Refe-
renz mit freiem tfmF kalibriert. a) Vierfachmutante mit tfmF in den Po-
sitionen 86/112/120/160. Die Zuordnungen sind angezeigt. 8 mm Pro-
tein, gesamte Aufnahmezeit 4 h. b) Doppelmutante 86/120, 30 mm,
0.5 h. c) Doppelmutante 86/112, 20 mm, 0.5 h.

Angewandte
Chemie

2287Angew. Chem. 2012, 124, 2286 –2289 � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de



riert. Im Fall von WNVpro begann die Probe, die vier tfmF-
Reste enthielt, w�hrend der Probenvorbereitung und der
NMR-Messung auszufallen, wohingegen die Doppelmutan-
ten vçllig stabil waren.

tfmF ist eine besonders vielversprechende nAS f�r Pro-
tein-NMR-Spektroskopie, dank der hohen Empfindlichkeit
von 19F-NMR-Messungen, der Abwesenheit von Fluor in
Biomakromolek�len und der spezifischen Eigenschaften der
Trifluormethylgruppe, die die Beobachtung von 19F-NMR-
Spektren f�r große Proteine in vitro und von Proteinen in
lebenden Zellen erlaubt.[27, 28,33] Im Fall von WNVpro eignet
sich das 19F-Signal von tfmF in der Position 120 zum Nachweis
von Ligandenbindung. Abbildung 4 belegt, dass nur das

Signal von tfmF86 in der Abwesenheit eines Inhibitors be-
obachtbar ist, w�hrend das Signal von tfmF120 bis zur Un-
sichtbarkeit verbreitert ist. WNVpro ist bekannt f�r starke
Linienverbreiterungen in großen Teilen des Proteins auf-
grund eines Konformationsaustauschs, der sich durch an der
Substratbindungsstelle gebundene Inhibitoren unterdr�cken
l�sst.[17] Rest 86 liegt in der stabilsten Region des Proteins, was
die Unempfindlichkeit der tfmF86-Resonanz gegen�ber dem
Konformationsaustausch erkl�rt, w�hrend das Erscheinen der
tfmF120-Resonanz Inhibitorbindung anzeigt. Das tfmF86-
Signal kann somit als Qualit�tskontrolle von Protein und
Experiment dienen.

Insgesamt offeriert die RF1-Beseitigung von einem E.-
coli-Zellextrakt eine allgemeing�ltige Lçsung f�r das Pro-
blem schlechter Expressionsausbeuten mit nAS. Dies er-

mçglicht 1) den Einbau von nAS an Stellen, an denen sich mit
g�ngigen oder In-vivo-Methoden keine nAS einbauen ließen,
2) den nAS-Einbau an mehreren Stellen des Zielproteins
ohne irgendwelche Notwendigkeit f�r orthogonale Riboso-
men[29] oder stark Gen-modifizierte E.-coli-St�mme,[6, 13,14]

3) die Verwendung von Konstrukten ohne C-terminale
Marker zur Proteinreinigung dank der Unterdr�ckung von
verk�rzten Produkten und 4) die Produktion von Proteinen
mit nAS, die sich nur schwierig einbauen lassen. Hco z. B.
z�hlt zu den nAS, die sich am wenigsten leicht einbauen
lassen.[3] Dies erkl�rt zum Teil die Seltenheit experimenteller
Arbeiten (< 10), die den erfolgreichen Einbau von Hco in
Proteine beschreiben, trotz des enormen Potentials dieser
nAS und ihrer Verçffentlichung vor �ber f�nf Jahren.[16]

Aus vielen Gr�nden eignet sich zellfreie Proteinsynthese
besonders zum Einbau von nAS. Die Vorteile umfassen den
einfachen Einbau von Amber-Stopcodons, da die Proteine
von linearer mit PCR vervielf�ltigter DNA hergestellt
werden kçnnen, sparsame Verwendung von nAS[30, 31] und
einfache Optimierung der Konzentrationen der verschiede-
nen Reagentien im Hinblick auf maximale Ausbeuten. Kon-
tinuierliche zellfreie Austauschsysteme sind besonders gut
geeignet zur Herstellung der kleinen Mengen an doppel-
markiertem Protein, die f�r Abstandsmessungen mit EPR-
Spektroskopie bençtigt werden.[32] Die einfache Herstellung
von Amber-Mutanten mithilfe von PCR ermçglicht ebenfalls
kombinatorische Proteinmarkierungen mit mehreren tfmF-
Resten f�r 19F-NMR-Resonanzzuordnungen mit der kleinst-
mçglichen Zahl an Proben (siehe oben). Derartige Proben
sind �ußerst attraktiv zur Suche von spezifisch bindenden
Liganden in Verbindungsbibliotheken. Ein hoher Durchsatz
ließe sich mit einem speziellen 19F-Probenkopf[33] erzielen.

Experimenteller Abschnitt
Materialien: Der E.-coli-Stamm BL21-Star-(DE3) (Invitrogen)
wurde genetisch zu BL21-Star-(DE3)::RF1-CBD3 modifiziert zur
Herstellung der S30-Extrakte S30RF1-CBD und S30RF1� (siehe Hinter-
grundinformationen). Der herkçmmliche S30-Extrakt wurde mit
BL21-Star-(DE3) hergestellt.[34] CouRS-D8 und pCNF-RS wurden in
den pETMCSIII-Vektor mit N-terminalem His6-Marker[35] kloniert
und hergestellt wie in den Hintergrundinformationen beschrieben.
Gesamt-tRNA, die optimierte Suppressor-tRNA enthielt, wurde auf
anderweitig beschriebenem Weg hergestellt.[36] Hco wurde wie be-
schrieben synthetisiert.[37] tfmF und 4-Nitrophenyl-4-guanidinbenzoat
wurden jeweils bei PepTech und Sigma Aldrich gekauft.

Zellfreie Proteinsynthese: die zellfreien Reaktionen wurden in
14 h bei 30 8C mit kontinuierlichem Austausch durchgef�hrt wie be-
schrieben.[25, 34, 38] Die Endkonzentrationen waren 0.263 mgmL�1

Gesamt-tRNA mit optimierter Suppressor-tRNA[3] im inneren
Puffer, 1 mm nAS (innerer und �ußerer Puffer) und entweder
0.14 mg mL�1 CouRS-D8 oder 0.84 mgmL�1 pCNF-RS im inneren
Puffer f�r die Experimente mit Hco bzw. tfmF. Die Reaktionsvolu-
mina waren 0.2 mL (innerer Puffer) und 2 mL (�ußerer Puffer) f�r
den Einbau von Hco in verschiedene Amber-Mutanten. Alle NMR-
Proben mit mehrfach tfmF-markiertem WNVpro wurden mit 1.2 mL
innerem Puffer und 12 mL �ußerem Puffer hergestellt. Wildtyp-
WNVpro[39] und Amber-Mutanten von WNVpro und Sortase A
wurden von linearen mit PCR vervielf�ltigten DNA-Templaten her-
gestellt,[25] WNVpro(Trp53Hco),[36] WNVpro(Tyr132Hco),[36] WNV-
pro(His87Hco) und ERp29(Gly147Hco) wurden von Plasmid-DNA
exprimiert. Alle Gene waren unter Kontrolle des T7-Promoters. Die

Abbildung 3. Positionen f�r den Einbau von tfmF in WNVpro. Die
tfmF-Reste wurden auf die Kristallstruktur von WNVpro (PDB ID:
2FP7)[18] modelliert. Alle tfmF-Reste liegen mindestens 15 � vom
aktiven Zentrum entfernt. Abbildung erzeugt mit Molmol.[24]

Abbildung 4. 1D 19F-NMR-Spektren der WNVpro(86/120)-Doppel-
mutante mit (unten) und ohne Inhibitor (oben). Die Spektren wurden
bei 25 8C mit 30 mm Proteinlçsungen unter denselben Bedingungen
wie in Abbildung 2 aufgenommen. Jede Spektrenaufnahme dauerte
0.5 h auf einem 400-MHz-NMR-Spektrometer.
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Identit�ten von WNVpro(Tyr132Hco), der tfmF-Doppelmutanten
von WNVpro und von WNVpro(1–131) wurden durch Massenspek-
trometrie best�tigt (Abbildungen S7 und S8). Die Ausbeuten an un-
aufgereinigten Proteinen mit Hco wurden durch Quantifizierung der
Bandenintensit�ten mit dem Programm ImageJ[40] bestimmt, sowohl
in den Fluoreszenzaufnahmen als auch in den Coomassie-gef�rbten
SDS-PAGE-Gelen, und mit der bekannten Konzentration an Car-
bonischer Anhydrase (30 kDa) im Streifen der niedermolekularen
Markerproteine verglichen (Tabelle S3).

Herstellung der NMR-Proben: die drei WNVpro-Mutanten mit
tfmF an mehrfachen Positionen wurden mit C-terminalen His6-Mar-
kern zur Reinigung �ber Ni-NTA-Spins�ulen (Nalge Nunc Interna-
tional, USA) hergestellt. Die eluierten Proteine wurden mit NMR-
Puffer (20 mm MES, pH 6.9, 1 mm TCEP in 90% H2O/10% D2O)
gewaschen und auf ein Endvolumen von 0.5 mL mittels Ultrafiltra-
tion mit Amicon-Zentrifugalfiltern (10000 MWCO) eingeengt. Die
Proteinkonzentrationen der NMR-Proben wurden durch UV-Ab-
sorption bestimmt (e280 = 55.920m�1 cm�1).

Eingegangen am 24. November 2011
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