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1. Einf�hrung

Der genetische Code beschreibt die Regeln, nach denen
Dreierfolgen der vier Nucleobasen Adenin (A), Cytosin (C),
Guanin (G) und Thymin (T) (Triplettcodons) in die 20 na-
t�rlichen proteinogenen Aminos�uren �bersetzt werden.[1–6]

Der Code wird durch die zellul�re Translationsmaschinerie
umgesetzt, die die Abfolge nicht�berlappender Codons in
eine Boten-RNA (mRNA) decodiert, um Proteine definierter
L�nge, Aminos�urezusammensetzung und Sequenz zu er-
zeugen.

Der Translationsapparat ist so modifiziert worden, dass
nichtnat�rliche Aminos�uren in vitro,[7–10] in Bakterien- und
Eukaryotenzellen[11, 12] und in einem Tier[13] ortsspezifisch in
Proteine eingebaut werden konnten. Es war ebenfalls mçg-
lich – mithilfe aminoacylierter tRNAs –, mehrere nichtna-

t�rliche Aminos�uren durch In-vitro-
Translationsreaktionen einzubau-
en.[14–16]

In diesem Kurzaufsatz beschreiben
wir �nderungen am Translations-
apparat, die es erlauben, Quadru-
plettcodons zu decodieren und als de-
finierte Insertionssignale zur Codie-
rung des Einbaus nichtnat�rlicher
Aminos�uren in Proteine zu nutzen.

Wir beschreiben den Einbau nichtnat�rlicher Aminos�uren
in Reaktion auf Quadruplettcodons mithilfe von tRNAs mit
erweiterten Anticodons. Wir beschreiben die Entwicklung
eines orthogonalen Translationsweges, der die Evolution ei-
nes orthogonalen Ribosoms im Labor ermçglicht, sowie die
Evolution eines orthogonalen Ribosoms f�r die effiziente
Decodierung von Quadruplettcodons mithilfe von tRNAs mit
erweiterten Anticodons. Wir beschreiben den Einbau multi-
pler nichtnat�rlicher Aminos�uren in rekombinante Proteine
�ber einen orthogonalen Translationsweg, der sich aus der
modularen Kombination evolvierter orthogonaler Riboso-
men, orthogonaler mRNA, orthogonaler Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen und tRNAs zusammensetzt, und die Verwen-
dung dieses Translationsweges zur gezielten Programmierung
emergenter Eigenschaften in rekombinanten Proteinen.
Schließlich beschreiben wir Experimente, die auf ein �ber-
winden der nat�rlichen evolution�ren Beschr�nkung ortho-
gonaler Synthetase/tRNA-Paare abzielen und geben Anre-
gungen f�r zuk�nftige Richtungen.

Der genetische Code lebender Zellen ist nahezu universell ein Tri-
plettcode. Zellul�re Ribosomen so zu ver�ndern, dass sie auch andere
als Triplettcodes ablesen kçnnen, stellt eine große Herausforderung
dar, da viele ribosomale Mutationen letal sind. In diesem Kurzaufsatz
diskutieren wir den Einbau nichtnat�rlicher Aminos�uren in Proteine
durch Ablesen von Quadruplettcodons sowie die Entwicklung eines
orthogonalen Translationssystems in der Zelle, das sich eines evol-
vierten orthogonalen Ribosoms bedient, um durch Ablesen von
Quadruplettcodons in effizienter Weise den Einbau nichtnat�rlicher
Aminos�uren in Proteine zu dirigieren. Durch Verwendung dieses
Systems gelang der Einbau von multiplen nichtnat�rlichen Amino-
s�uren, um rekombinante Proteine auf genetischem Wege mit emer-
genten Eigenschaften auszustatten. Die Ausweitung dieses Ansatzes
kçnnte die kombinatorische Biosynthese von Materialien und Thera-
peutika mçglich machen und dar�ber hinaus die Erforschung der
Frage anspornen, ob sich Lebensformen mit zus�tzlichen genetisch
codierten Polymeren entwickeln kçnnten, die Aufgaben erf�llen, die
nat�rliche biologische Systeme nicht ausf�hren.
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2. Proteintranslation

Die Proteinsynthese durch Translation („Proteintransla-
tion“) vollzieht sich am Ribosom, einer 2.5 MDa großen
molekularen Maschine, die aus drei großen ribosomalen
RNAs (rRNAs) und mehr als 50 Proteinen besteht, die sich
auf eine große und eine kleine Untereinheit verteilen. Die
Translation erfolgt in vier Schritten: Initiation, Elongation,
Termination und R�ckf�hrung.[17, 18]

In E. coli wird die Translation initiiert, wenn sich ein
Komplex der Initiationsfaktoren IF1 und IF3 (IF1/3) und der
kleinen Untereinheit des Ribosoms an zellul�re mRNAs an-
lagert.[19–21] Diese Interaktion ist f�r die Proteinsynthese ge-
schwindigkeitsbestimmend. Sie wird vermittelt durch die
Basenpaarung zwischen der 16S-rRNA der kleinen ribo-
somalen Untereinheit und der Shine-Dalgarno-Sequenz
(AGGAGG), die 7 bis 12 Basen strangaufw�rts eines AUG-
Startcodons auf der mRNA liegt.[22, 23] Durch diese Wechsel-
wirkung wird das AUG-Codon an die P-Stelle des Ribosoms
positioniert. Der Komplex aus IF1/3, der kleinen Unterein-
heit und der mRNA rekrutiert dann nacheinander die
aminoacylierte Initiator-tRNA und die große Untereinheit
des Ribosoms, was zu einem vollst�ndigen Ribosom f�hrt, das
nun f�r die translatorische Elongation bereit ist.

Die Genauigkeit der Proteintranslation in der Elongati-
onsphase der Proteinsynthese wird haupts�chlich durch zwei
Prozesse festgelegt: 1) die Aminoacylierung einer tRNA mit
der richtigen Aminos�ure durch eine Aminoacyl-tRNA-
Synthetase[24, 25] und die Anlieferung der aminoacylierten
tRNA (AA-tRNA) an das Ribosom;[26] 2) die Decodierung
der mRNA durch das Ribosom und die nachfolgende Trans-
lokation von tRNA/mRNA-Komplexen mittels kognater
Codon-Anticodon-Wechselwirkungen,[27–30] um die richtige
Aminos�ure in Reaktion auf ein spezifisches Codon der
mRNA in die naszierende Polypeptidkette einzubauen (Ab-
bildung 1).

In der Elongationsphase der Translation wird eine
aminoacylierte tRNA vom Elongationsfaktor EF-Tu/GTP
zum Decodierungszentrum des Ribosoms, der A-Stelle, ge-
bracht. Die sich an der A-Stelle bildende Helix aus tRNA

(Anticodon) und mRNA (Codon) wird vom Ribosom aktiv
�berwacht, um nichtkognate Wechselwirkungen auszuschlie-
ßen und die Genauigkeit des genetischen Codes aufrechtzu-
erhalten.[27] Mehrere Nucleotide (1492, 1493, 530) der 16S-
rRNA gehen Wechselwirkungen mit den ersten beiden Nu-
cleotiden des Codon-Anticodon-Paares ein und gew�hrleis-
ten so durch Ausschluss nichtkognater und Wobble-Paare
eine strikte Watson-Crick-Basenpaarung. An die dritte Base
des Codon-Anticodon-Paares schmiegt sich das Ribosom
weniger eng an, was eine molekulare Erkl�rung f�r die Tat-
sache liefert, dass Wobble-Paarung an den beiden ersten
Positionen des Codons ausgeschlossen ist, an der dritten Base
aber erlaubt.[27] Kognate tRNA:mRNA-Interaktionen ver-
mitteln die Hydrolyse des GTP durch EF-Tu und die Ent-
lassung des aminoacylierten tRNA-Akzeptorstamms an die
A-Stelle im Peptidyltransferasezentrum der großen Unter-
einheit des Ribosoms zur Bildung der Peptidbindung. Nach
Bildung der Peptidbindung wird der Peptidyl-tRNA:mRNA-
Komplex durch EF-G/GTP um drei Basen transloziert, sodass
ein neues Codon in der A-Stelle f�r die n�chste Elongati-
onsrunde positioniert wird.[17,18, 31]

Die Proteintranslation bricht am Ende der Elongations-
phase ab, wenn eines der drei Stoppcodons erreicht wird. Die
Termination der Proteinsynthese wird durch Freisetzungs-
faktoren vermittelt, die an das Ribosom binden, sobald das
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Abbildung 1. Aminoacylierung und Decodierung sind f�r die Genauig-
keit der Translation entscheidend. Aminos�uren (schwarze Ovale),
tRNAs (schwarze Dreizacke). mRNA =Boten-RNA, rRNA= ribosomale
RNA.
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Stoppcodon (UAA, UAG, UGA) des translatierten codie-
renden Bereichs der mRNA in der A-Stelle des Ribosoms
angekommen ist. Der gebundene Freisetzungsfaktor lçst die
hydrolytische Abspaltung der naszierenden Polypeptidkette
von der in der P-Stelle gebundenen tRNA aus, und das
Ribosom wird von der Zelle f�r weitere Translationsvorg�nge
rezykliert. Detaillierte Beschreibungen der Proteintransla-
tion finden sich in der Literatur.[17, 18,28]

3. Umprogrammierung der Proteintranslation:
Herausforderungen und Mçglichkeiten

Bei der zellul�ren Translation am Ribosom entstehen
normalerweise Proteine, die sich aus den 20 nat�rlichen
proteinogenen Aminos�uren zusammensetzen. Dieser Vor-
gang stellt zugleich die ultimative Blaupause f�r die codierte
und evolvierbare Synthese von Proteinen mit zus�tzlichen
Aminos�uren und letztendlich auch von vollst�ndig nicht-
nat�rlichen Polymeren dar. Das Ribosom benutzt tRNA-
Adaptermolek�le, und deshalb sind die Polymere, die es
produziert, chemisch unabh�ngig von der Matrize. Dieser
Umstand sollte die Herstellung individuell ausgepr�gter Po-
lymere ermçglichen, ohne dass es zu einer wechselseitigen
Beeintr�chtung des Codierungsvorgangs kommt. Das Ribo-
som benutzt einen einzelnen Satz an aktiven Zentren f�r die
Bindungsbildung und koppelt diese an eine translozierende
Aktivit�t, wodurch es sehr lange Polymere mit sehr hoher
Genauigkeit erzeugen kann.

Eine genetische Codierung nichtnat�rlicher Aminos�uren
f�r den Einbau in Proteine ist mit mehreren Herausforde-
rungen verbunden. Erstens bençtigt man neuartige Codons,
die den Einbau nichtnat�rlicher Aminos�uren an spezifischen
Stellen eines Proteins vermitteln. Da die 64 Triplettcodons im
Genom der meisten Lebewesen bereits zur Codierung der
nat�rlicher Proteine genutzt werden, muss man zur Codie-
rung nichtnat�rlicher Aminos�uren offenbar auf zus�tzliche
Codons (z. B. Quadruplettcodons) zur�ckgreifen. Zweitens
bençtigt man neue Aminoacyl-tRNA-Synthetase/tRNA-
Paare, die orthogonal zu den Aminoacyl-tRNA-Synthetase/
tRNA-Paaren des Wirtorganismus sind und spezifisch den
Einbau nichtnat�rlicher Aminos�uren in Reaktion auf ein
spezifisches Codon auslçsen. Drittens ist die zellul�re Pro-
teintranslation auf a-l-Aminos�uren und deren eng ver-
wandte Analoga beschr�nkt, sodass �nderungen am Ribo-
som und mçglicherweise anderen Komponenten des Trans-
lationsapparates notwendig sind, um die chemische Band-
breite der Translation zu erweitern.

4. Nichtkanonische Decodierung zellul�rer mRNAs

4.1. Leserasterverschiebung und Hopping

Obwohl der genetische Code praktisch universell kon-
serviert ist, gibt es immer mehr Studien zu Polypeptiden, die
nicht unmittelbar mit demjenigen Produkt korrelieren, das
man aus der reiterativen Decodierung nicht�berlappender
Tripletts zwischen dem Start- und dem Stoppcodon in einer

mRNA erwarten w�rde.[32–34] Solche mRNAs kçnnen zu-
s�tzliche Basen oder Deletionen im Vergleich zu einem hy-
pothetischen „kanonischen Gen“ aufweisen, von dem man
erwarten w�rde, dass es f�r das von ihm erzeugte Protein
codiert. Man sagt, dass Sequenzen, die eine zus�tzliche Base
im kanonischen Gen enthalten, eine Leserasterverschiebung
um + 1 aufweisen und ein „Quadruplettcodon“ im Leseraster
anlegen. Sequenzen, die im Vergleich zum kanonischen Gen
eine Deletion aufweisen, enthalten entsprechend eine Lese-
rasterverschiebung um �1. L�ngere Insertionen von bis zu 50
Basen oder mehr im Vergleich zum kanonischen Gen kçnnen
bei der Translation durch einen als Hopping bezeichneten
Vorgang �bersprungen werden.[35–38]

Leserasterverschiebung (der Vorgang der Decodierung
eines Quadruplettcodons zur Wiederherstellung des im ka-
nonischen Gen vorliegenden Leserasters) und Hopping er-
reichen mit dem normalen Satz von tRNAs nur dann ein
nennenswertes Niveau, wenn die mRNA Strukturelemente
enth�lt, die ein Anhalten der Translation verursachen.[33] Zu
den Strukturelementen, von denen man weiß, dass sie die
Translation anhalten und eine nichtkanonische Decodierung
vermitteln, gehçren ungewçhnliche mRNA-Strukturen,[39–41]

strangaufw�rts gelegene Shine-Dalgarno-artige Sequen-
zen[35,42] sowie wenig genutzte Codons, deren kognate tRNAs
nur in geringen Mengen vorkommen.[43] Leserasterverschie-
bung und Hopping kçnnen genutzt werden, um die Amino-
s�uresequenz eines gebildeten Proteins zu regulieren,[44] um
das Verh�ltnis zweier in alternierenden Leserastern gebilde-
ten Proteinen zu steuern und um die Menge eines Proteins
durch R�ckkopplungsmechanismen zu steuern.[45, 46]

4.2. Decodierung von Quadruplettcodons durch tRNAs mit
erweitertem Anticodon

Zu den bekannten Suppressoren von Quadruplettcodons
gehçren nat�rliche tRNAs mit erweiterten Anticodon-
schlaufen. Prolyl- und glycylspezifische tRNAs mit erweiter-
ten Anticodons wurden als Suppressoren von + 1-Leseras-
terverschiebungen in Salmonella typhimurium identifi-
ziert.[47–49] In der Folge konnten Quadruplettcodons suppri-
mierende tRNAs mit erweiterten Anticodons auch in E. coli
und S. cerevisiae nachgewiesen werden.[50–52] Moore und Mit-
arbeiter untersuchten tRNAs mit erweiterten Anticodons, die
sich von der tRNALeu

CAA aus E. coli ableiteten, und ent-
deckten, dass die tRNALeu

UCUA aus E. coli in effizienter Weise
UAGA-Codons decodiert.[50] Magliery et al. untersuchten die
Herstellung eines Satzes von funktionell erweiterten Anti-
codon/Quadruplettcodon-Paaren in E. coli.[51, 52] Die Autoren
gingen von einer tRNA2

Ser aus und mutierten die Anti-
codonschlaufe, die normalerweise sieben Nucleotide umfasst,
um eine Bibliothek aller mçglichen tRNAs mit acht oder
neun Nucleotide enthaltenden Anticodonschlaufen aufzu-
bauen. Anschließend wurden die erweiterten Anticodon-
tRNA-Bibliotheken mit einer Bibliothek aller mçglichen
Quadruplettcodons an einer einzelnen Stelle eines Antibio-
tikaresistenzgens von E. coli kombiniert. Aus dieser Biblio-
thek wurden diejenigen tRNAs mit erweiterten Anticodons
selektiert, die die Suppression der Leserasterverschiebung

.Angewandte
Kurzaufs�tze

J. W. Chin et al.

2336 www.angewandte.de � 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2012, 124, 2334 – 2344



vermittelten und die Antibiotikumresistenz wiederherstell-
ten. Mithilfe dieses Ansatz wurden Varianten der tRNA2

Ser

mit erweiterten Anticodons entdeckt, die die Codons AGGA,
UAGA, CCCU und CUAG decodieren. Diese Codons ent-
sprechen den am wenigsten verwendeten Codons mit zu-
s�tzlicher Base in E. coli. In S�ugetierzellen wurden Varian-
ten der menschlichen tRNATyr mit erweiterten NCUA-Anti-
codons gefunden, die erweiterte UAGN-Codons im Gen des
gr�n-fluoreszierenden Proteins (GFP) decodieren, was zu
einer Fluoreszenz f�hrte, die fluoreszenzmikroskopisch cha-
rakterisiert wurde.[53] In �hnlicher Weise wurde eine tRNATyr-
Variante mit einem AUAG-Anticodon beschrieben, die ein
CUAU-Codon decodiert.

4.3. Codierung nichtnat�rlicher Aminos�uren an
Quadruplettcodons

Es hat zahlreiche Bem�hungen gegeben, Quadruplett-
codons zur Codierung nichtnat�rlicher Aminos�uren einzu-
setzen. Bei diesen Versuchen, die sich auf vorhergehende
Arbeiten mit Amber-Suppressoren st�tzten,[8, 54] wurden in
erster Linie aminoacylierte tRNAs mit erweiterten Antico-
dons in In-vitro-Translationssystemen eingesetzt.[55–57] Wei-
terf�hrende Ans�tze beruhten auf der Mikroinjektion von
aminoacylierten tRNAs mit erweiterten Anticodons in
Xenopus-Oozyten.[58–60] Bei dieser Vorgehensweise wird die
tRNA vor der Zugabe zum Translationsgemisch aminoacy-
liert. Um außerdem zu verhindern, dass desacylierte tRNA
(die sich im Verlauf der Translation akkumuliert) durch im
Extrakt oder der Oozyte enthaltene Aminoacyl-tRNA-Syn-
thetasen mit nat�rlichen Aminos�uren reacyliert werden,
muss die tRNA orthogonal sein.

Hohsaka, Sisido und Mitarbeiter verwendeten Varianten
der Hefe-tRNAPhe mit ver�nderten Anticodons (tRNAsNCCU

(tRNAACCU, tRNAUCCU, tRNACCCU und tRNAGCCU), um
nichtnat�rliche Aminos�uren in Proteine eines E.-coli-S30-
Extrakts einzubauen. Sie ersetzten das Tyr83-UAU-Codon
der Streptavidin-mRNA durch AGGN und konnten in vitro
den Einbau einer nichtnat�rlichen Aminos�ure in Reaktion
auf Quadruplettcodons nachweisen.[57] In der Folge gelang
der Einbau mehrerer nichtnat�rlicher Aminos�uren durch
verschiedene Quadruplettcodons, darunter AGGU, CGGU,
CGCU, CGAU, CCCU, CUCU, CUAU, GGGU und deren
Varianten in der vierten Base.[61–63] Die In-vitro-Translation
mit Quadruplettcodons wurde von E.-coli-Extrakten auf In-
sektenzellextrakte[64,65] und Kaninchen-Retikulozytenextrak-
te[66] ausgedehnt. Des Weiteren wurden In-vitro-Selektions-
experimente mit Vierbasencodons als Teil einer auf mRNA-
Display basierenden Strategie durchgef�hrt.[67] Zwei[68] oder
drei[69] spezifische nichtnat�rliche Aminos�uren wurden mit-
hilfe spezifischer Quadruplettcodons und ihrer kognaten
aminoacylierten tRNAs eingebaut, und dieser Ansatz wurde
verwendet, um zwei BODIPY-Fluorophore ortsspezifisch in
Calmodulin einzubauen, um Abstandsmessungen mittels re-
sonantem Fçrster-Energietransfer (FRET) durchf�hren zu
kçnnen.[70]

Aufbauend auf Arbeiten zur Mikroinjektion aminoacy-
lierter Amber-Suppressor-tRNAs[58] wurde der Einsatz von

Quadruplettcodons und tRNAs mit erweiterten Anticodons
in Xenopus-Oozyten untersucht.[71] Dougherty und Mitar-
beiter injizierten aminoacylierte tRNACCCG und tRNAACCC

(abgeleitet von Hefe-tRNAPhe) zusammen mit mRNA des
nicotinischen Acetylcholinrezeptors (nAChR) mit den Qua-
druplettcodons CGGG und GGGU in Xenopus-Oozyten und
konnten (durch elektrophysiologische Messungen am Re-
zeptor) den ortsspezifischen Einbau zweier nichtnat�rlicher
Aminos�uren nachweisen.[72] Schultz und Mitarbeiter de-
monstrierten die Verwendung eines f�r Homoglutamin co-
dierenden Quadruplettcodons anhand einer Variante des
Lysyl-tRNA-Synthetase/tRNA-Paares in E. coli.[73] Dieses
System wurde in Verbindung mit einer Variante des
MjTyrRS/tRNACUA-Paares (MjTyrRS = Tyrosyl-tRNA-Syn-
thetase aus Methanococcus jannaschii) eingesetzt, die in Re-
aktion auf das Amber-Codon den Einbau von O-Methyl-l-
tyrosin dirigiert.[74]

4.4. Mechanismen der Quadruplettdecodierung

Die Decodierung von Quadruplettcodons durch tRNAs
mit erweiterten Anticodons ist experimentell gut etabliert.
Der molekulare Mechanismus dieses Vorgangs ist allerdings
nicht gut verstanden, obwohl offenbar in den meisten F�llen
ein Watson-Crick- oder ein Wobble-Basenpaar an der vierten
Base des Codons und Anticodons erforderlich ist. Tats�chlich
scheint es so zu sein, dass je nach mRNA und tRNA unter-
schiedliche Mechanismen auftreten.

Der konzeptionell einfachste Mechanismus besteht wohl
in der Bindung aller vier Basen des Quadruplettcodons an das
Anticodon in der A-Stelle des Ribosoms mit anschließender
Translokation des Quadrupletts. Allerdings kçnnte der Ge-
samtvorgang der Quadruplettdecodierung auch durch andere
Kombinationen von nichtkanonischen Codon-Anticodon-
Wechselwirkungen, nichtkanonische Translokationsschritt-
weiten und tRNA-Slipping erkl�rt werden.[34] Die eintretende
Aminoacyl-tRNA kçnnte an ein Codon binden, das grçßer
oder kleiner als das normale Triplett ist, oder sie kçnnte
rasterverschoben binden. Die Schrittweite der Translokation
kçnnte vom normalen Dreibasenschritt abweichen, und die
translozierte Peptidyl-tRNA kçnnte auf der mRNA verrut-
schen oder außerhalb des Leserasters eine neue Basenpaa-
rung eingehen.[75] Zwei Grenzmodelle wurden beschrieben,
die im Einklang mit den experimentellen Befunden f�r be-
stimmte tRNA-Codonpaare sind: das Zollstock-Modell,
demzufolge Triplett- oder Quadruplett-Wechselwirkungen
zwischen dem Codon und dem Anticodon in der A-Stelle des
Ribosoms mit anschließender Translokation des Quadru-
pletts auftreten,[76–78] und das Slippery-Modell, demzufolge
eine Triplett-Wechselwirkung in der A-Stelle und eine Tri-
plett-Translokation auftreten, gefolgt von einem Verrutschen
der mRNA um eine Base.[79]
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5. Einbau multipler nichtnat�rlicher Aminos�uren
in Proteine durch orthogonale Translation

5.1. Orthogonale Translation

Obschon eine große Zahl von Quadruplettcodons durch
tRNAs mit erweitertem Anticodon auf dem nat�rlichen
Ribosom abgelesen werden kçnnen, ist die Decodierung
dieser tRNAs ineffizient. Erweiterte Anticodons passen wo-
mçglich nur schlecht in das Ribosom, und Versuche, die Ef-
fizienz der Quadruplettdecodierung durch tRNAs mit er-
weiterten Anticodons zu verbessern, kçnnen zur Fehlsyn-
these des Proteoms, Toxizit�t und Zelltod f�hren. Eine Lç-
sung hin zu einer effizienten Decodierung von Quadru-
plettcodons stammt aus unseren Arbeiten zur Entwicklung
eines orthogonalen Translationsmechanismus in Zellen.[80–86]

Mit Blick darauf, dass der genetische Code mithilfe des
Translationsapparates Codons in Aminos�uren „�bersetzt“,
fanden wir zu der �berlegung, dass wir einen parallelen ge-
netischen Code erschaffen kçnnen (Abbildung 2). In der

ersten Stufe erzeugten wir ein orthogonales Ribosom, das
selektiv eine neue, orthogonale mRNA abliest, die durch
endogene Ribosomen nicht abgelesen wird.[80] Dies f�hrt zu
einem Ribosom, das, anders als das nat�rliche Ribosom (das
bençtigt wird, um das Proteom zu synthetisieren und die
Zelle am Leben zu halten und sich deshalb gegen �nderun-
gen seiner Sequenz und Struktur sperrt), durch synthetische
Evolution im Labor ver�nderbar ist. Das neue, orthogonale
Ribosom bietet eine Plattform f�r gezielte Modifikationen an
den funktionellen Zentren des Ribosoms, dessen Struktur in
jahrzehntelangen Forschungen aufgekl�rt wurde, das man
aber nicht so ver�ndern konnte, dass es neue Funktionen
auszuf�hren vermochte. In einer zweiten Stufe ver�nderten
wir das orthogonale Ribosom in der Weise, dass es tRNAs, die
an zellul�ren mRNAs nicht effzient decodiert werden, an der
orthogonalen mRNA effizient decodierte.[84, 86] Dies wird
durch die Erzeugung einer „Ausbeulung“ an der tRNA (unter
Verwendung einer tRNA mit erweitertem Anticodon) und
einer entsprechenden „Einbuchtung“ im orthogonalen
Ribosom erreicht, um die erweiterte tRNA aufzunehmen.
Der Ansatz ermçglicht eine selektive Erhçhung der Effizienz
der Quadruplettdecodierung der orthogonalen mRNA, ohne
die Decodierung der zellul�ren mRNA durch das nat�rliche
Ribosom zu beeintr�chtigen, sodass die Effizienz der Qua-
druplettdecodierung ohne die Bildung toxischer Fehlable-
sungen des Proteoms erhçht wird.

5.2. Erzeugung orthogonaler Ribosom/mRNA-Paare

Um ein orthogonales Ribosom/mRNA-Paar in E. coli zu
erzeugen, das parallel, aber unabh�ngig zum nat�rlichen
Ribosom operiert, machten wir uns die Tatsache zunutze, dass
das Ribosom von E. coli seine kognate mRNA im (ge-
schwindigkeitsbestimmenden) Initiationsschritt der Transla-
tion mithilfe einer Shine-Dalgarno-Sequenz selektiert, die 7
bis 12 Basen strangaufw�rts vom Startcodon AUG liegt.[80,81]

Genomische Shine-Dalgarno-Sequenzen zeigen eine erheb-
liche Sequenzvariabilit�t, die Konsensussequenz (AG-
GAGG) ist aber komplement�r zum 3’-Ende der 16S-rRNA
(CCUCCU) der kleinen Untereinheit des Ribosoms. Wir er-
zeugten eine große Bibliothek von alternativen Shine-Dal-
garno-Sequenzen, die s�mtliche Kombinationen von Nucleo-
tiden in den Positionen 7 bis 12 strangaufw�rts vom AUG-
Startcodon der mRNA enthielt. Damit konnten die alterna-
tiven Shine-Dalgarno-Sequenzen bez�glich Sequenz und
Abstand zum Startcodon variieren. Wir platzierten diese Se-
quenzen strangaufw�rts eines Gens, das f�r eine Fusion zwi-
schen cat (Chloramphenicolacetyltransferase-Gen) und upp
(Uracilphosphoribosyltransferase-Gen) codierte, wodurch
eine entweder positive oder negative Selektion bez�glich der
Expression der Genfusion bei Zugabe spezifischer nieder-
molekularer Verbindungen mçglich wurde. In Gegenwart von
Chloramphenicol ermçglich das cat-Gen die Selektion funk-
tioneller Sequenzen, und in Gegenwart von 5-Fluoruracil
(5FU) ermçglicht das upp-Gen die Selektion nichtfunktio-
neller Sequenzen.[87]

Zuerst selektierten wir mit 5FU strangaufw�rts gelegene
Sequenzen der cat-upp-Fusion, die verhindern, dass das Gen
durch das endogene Ribosom der Zelle translatiert wird, und
erhielten damit einen Pool von potentiell orthogonalen ri-
bosomalen Bindungsstellen. Als n�chstes erzeugten wir eine
Bibliothek, die auf dem Gen des ribosomalen RNA-Operons
rrnB basiert. Diese Bibliothek ermçglicht den Zellen die
Bildung von Ribosomen, die alle mçglichen Kombinationen
von Nucleotiden am 3’-Ende der 16S-rRNA enthalten. Ein
Zellwachstum in Gegenwart von Chloramphenicol ermçg-
licht die Selektion von orthogonalen Ribosomen, die spezi-
fisch die orthogonale mRNA translatieren. Unter den 109

Kombinationen potentieller Ribosom/mRNA-Paarungen, die
in dieser zweistufigen Selektion abgefragt wurden, fanden wir
drei Klassen orthogonaler Ribosom/mRNA-Paare. Diese
Paarungen unterscheiden sich in der Basenpaarsequenz,
durch die das Ribosom an seine kognate mRNA bindet
(Abbildung 3).

5.3. Evolution eines orthogonalen Ribosoms f�r die
Quadruplettdecodierung

Mit den nun zur Verf�gung stehenden orthogonalen
Ribosom/mRNA-Paarungen gingen wir daran, ein orthogo-
nales Ribosom zu evolvieren, das in effizienter Weise Qua-
druplettcodons decodiert, die von nat�rlichen Ribosomen
ineffizent decodiert werden.[86] Um ein Ribosom zu erzeugen,
das Quadruplettcodons decodiert, entwarfen wir zun�chst 13
strukturgelenkte Bibliotheken[31, 88–90] im Decodierungszen-

Abbildung 2. Orthogonale Translation. Die nat�rliche Translation er-
zeugt Proteine, die aus nat�rlichen Aminos�uren zusammengesetzt
sind (Kreise). Eine orthogonale Translation kann Proteine erzeugen,
die nichtnat�rliche Aminos�uren enthalten (Sterne), und kçnnte letzt-
endlich dazu verwendet werden, vollst�ndig nichtnat�rliche Polymere
zu erzeugen.
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trum der A-Stelle des Ribosoms, das f�r die Genauigkeit der
Triplettdecodierung zust�ndig ist. Jede der Bibliotheken
enth�lt ungef�hr 108 Mitglieder, und zusammengenommen
nehmen die Bibliotheken eine molekulare Oberfl�che ein, die
127 Nucleotiden der 16S-rRNA entspricht. Zur Selektion
orthogonaler Ribosomen, die mit hoher Effizienz tRNAs mit
erweitertem Anticodon decodieren, kombinierten wir die
Bibliothek orthogonaler Ribosomen mit einer tRNA mit er-
weitertem Anticodon, die durch die Seryl-tRNA-Synthetase
aus E. coli aminoacyliert wird und in Reaktion auf das AA-
GA-Quadruplettcodon Serin in die Peptidkette einbaut. Die
Zellen enthielten außerdem eine orthogonale mRNA, die ein
cat-Gen mit einem dem Leseraster folgenden AAGA-Codon
tr�gt. Das Ablesen des AAGA-Codons durch mutierte or-
thogonale Ribosomen mithilfe der tRNA mit erweitertem
Anticodon f�hrte zur Synthese des vollst�ndigen Chlor-
amphenicolacetyltransferaseproteins. Damit gelang mittels
Chloramphenicol die Selektion von Zellen mit orthogonalen
Ribosomen, die die tRNA mit erweitertem Anticodon zu
decodieren vermçgen (Abbildung 4).

Wir selektierten ein neues orthogonales Ribosom, Ribo-
Q1, das in der Lage war, mithilfe von tRNAs mit erweitertem
Anticodon eine Reihe von Quadruplettcodons effizient zu
decodieren.[86] Tats�chlich zeigten Zellen, die Ribo-Q1, ein
cat-Gen mit AAGA-Codon und die entsprechende tRNA mit
erweitertem Anticodon enthielten (die durch die Seryl-
tRNA-Synthetase von E. coli aminoacyliert wird), einen
vergleichbaren Grad an Chloramphenicol-Resistenz wie
Zellen mit einem Wildtyp-cat-Gen. Dies l�sst den Schluss zu,
dass das Niveau der Quadruplettdecodierung am evolvierten
Ribosom – in Gegenwart einer effizient aminoacylierten
tRNA – dem Niveau der Triplettdecodierung am nat�rlichen
Ribosom nahekommen kann. Ribo-Q1 wurde von Ribo-X

abgeleitet, einem evolvierten orthogonalen Ribosom, das auf
verst�rkte Amber-Suppression selektiert worden war und
erstmals den effizienten und quantitativen Einbau multipler
identischer nichtnat�rlicher Aminos�uren an spezifischen
Stellen ermçglichte.[84] Ribo-Q1 war zus�tzlich in der Lage,
das Amber-Codon einer orthogonalen mRNA mithilfe einer
Amber-Suppressor-tRNA effizient zu decodieren. Obwohl
wir 127 Nucleotide im Decodierungszentrum von Ribo-X zur
Selektion von Ribo-Q1 mutierten, enth�lt Ribo-Q1 nur zwei
Mutationen bez�glich Ribo-X. Die Kartierung der selektier-
ten Mutationen in einer Kristallstruktur eines tRNA-gebun-
denen Ribosoms (Abbildung 4b) offenbart, dass sich die se-
lektierten Mutationen dort clustern, wo man die Anlagerung
der vierten Base des erweiterten Anticodons vermutet. Dies
f�hrt zu dem Schluss, dass die selektierten Mutationen in ei-
ner lokalen Umlagerung der ribosomalen RNA-Struktur re-
sultieren. Wir konnten zeigen, dass Ribo-Q1 eine ausge-
zeichnete Translationsgenauigkeit besitzt. Dar�ber hinaus

Abbildung 3. Erzeugung orthogonaler Ribosom/mRNA-Paare durch
Genduplikation und Spezialisierung. Das zellul�re Ribosom (grau)
translatiert nat�rliche mRNA (wt-mRNA, schwarz). Das orthogonale
Ribosom (gr�n) translatiert eine orthogonale mRNA (O-mRNA, blau).

Abbildung 4. Selektion eines Ribosoms f�r die effiziente Decodierung
von Quadruplettcodons durch Verwendung von tRNAs mit erweitertem
Anticodon. a) Quadruplettcodons werden vom zellul�ren und vom or-
thogonalen Ribosom durch aminoacylierte tRNAs mit erweitertem An-
ticodon ineffizient decodiert (orange). Das orthogonale Ribosom kann
im Labor so evolviert werden (roter Pfeil), dass es Quadruplettcodons
effizient zu decodieren vermag. b) An der 16S-rRNA des orthogonalen
Ribosoms selektierte Mutationen (rot hervorgehoben). Das Struktur-
modell wurde mit Pymol (http://www.pymol.org) erzeugt, PDB-Code
2J00.
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waren in der Lage, mittels Ribo-Q1 und tRNAs mit spezifi-
schen erweiterten Anticodons mehrere spezifische Quadru-
plettcodons effizient zu decodieren. Unsere Forschungen
lieferten somit mehrere freie Codons, die an der orthogonalen
mRNA durch Ribo-Q1 spezifisch decodiert und potentiell
neuen Aminos�uren zugewiesen werden kçnnen.

5.4. Synthetasen und tRNAs f�r einen orthogonalen genetischen
Code

Um Ribo-Q1 f�r den Einbau multipler nichtnat�rlicher
Aminos�uren nutzen zu kçnnen, bençtigen wir f�r jedes neue
Codon ein orthogonales Synthetase/tRNA-Paar. Zwei n�tz-
liche Aminoacyl-tRNA/Synthetase(RS)-Paare, die in E. coli
orthogonal sind (MjTyrRS/tRNACUA

[11] und Pyrrolysyl
(Pyl)RS/tRNACUA aus Methanosarcina),[91,92] wurden durch
Genimport aus Archaeen entdeckt (Abbildung 5). Dieser
Ansatz beruht auf dem Umstand, dass, obgleich der geneti-
sche Code rezenter Lebensformen praktisch universell kon-
serviert ist, die Identit�tselemente, mit denen die archae-
ischen Synthetasen ihre kognate tRNA erkennen, im Verlauf

der nat�rlichen Evolution zu orthogonalen Paaren divergiert
sind.[93–98] Das aktive Zentrum von MjTyrRS wurde im La-
boratorium so evolviert, dass es den Einbau einer Reihe
aromatischer nichtnat�rlichen Aminos�uren ermçglicht.[11]

Das PylRS/tRNACUA-Paar wurde k�rzlich in bestimmten
Methanogenen entdeckt. Es erkennt Pyrrolysin und vermit-
telt den Einbau dieser Aminos�ure in Reaktion auf das
Amber-Stoppcodon.[91] Anders als beim Selenocystein-Ein-
bau reichen ein Synthetase/tRNA-Paar und eine Aminos�ure
aus, um den Einbau von Pyrrolysin in Reaktion auf ein Am-
ber-Stoppcodon zu dirigieren.[91] Da das PylRS/tRNACUA-
Paar orthogonal zu den Synthetasen und tRNAs aus E. coli ist
und nicht die 20 nat�rlichen Aminos�uren verwertet, war es
mçglich, dieses Paar und seine k�nstlich evolvierten Varian-
ten zu benutzen, um diverse nichtnat�rliche Aminos�uren in
Proteine einzubauen.[91, 92, 99–109]

Wir konnten zeigen, dass die nichtkognaten Paarungen
MjTyrRS/Mb-tRNACUA und MbPylRS/Mj-tRNACUA (Mb =

Methanosarcina barkeri) nicht als Amber-Suppressoren
agieren, was nahelegt, dass MjTyRS/tRNACUA und das
MbPylRS/tRNACUA in ihren Aminoacylierungsspezifit�ten
wechselseitig orthogonal sind.[86] Um diese Synthetasen zu-
sammen einsetzen zu kçnnen, um den Einbau spezifischer
Aminos�uren in Reaktion auf spezifische Codons zu dirigie-
ren, mussten wir die von ihnen decodierten Codons diffe-
renzieren. Um das MjTyrRS/tRNACUA-Paar so abzu�ndern,
dass es eine nichtnat�rliche Aminos�ure auf ein spezifisches
Codon hin einbaut, mutierten wir zun�chst das Anticodon
von MjtRNACUA zu UCCU (Erzeugung von MjtRNAUCCU).
Da MjTyrRS das Anticodon erkennt, resultierte diese Mu-
tation in einem nichtfunktionellen Synthetase/tRNA-Paar.
Um eine Synthetase zu erzeugen, die im Verbund mit
MjtRNAUCCU eine n�tzliche nichtnat�rliche Aminos�ure auf
ein Quadruplettcodon hin einbaut, ersetzten wir MjTyrRS
durch MjAzPheRS (eine Synthetasevariante, die p-Azido-l-
phenylalanin erkennt)[110] und erzeugten eine Bibliothek von
Mutation in derjenigen Region der Synthetase, die f�r die
Erkennung des Anticodons zust�ndig ist. Anschließend se-
lektierten wir Varianten von MjAzPheRS/tRNAUCCU-Paaren,
die in Reaktion auf das AGGA-Codon p-Azido-l-phenyl-
alanin einbauen (Abbildung 5b).

5.5. Genetische Codierung von emergenten Eigenschaften in
Proteinen durch orthogonale Translation

Um ein orthogonales Translationssystem zum ortsspezi-
fischen Einbau zweier nichtnat�rlicher Aminos�uren zu ent-
wickeln, kombinierten wir Ribo-Q mit einer mRNA mit
UAG- und AGGA-Codon, MjAzPheRS/tRNAUCCU und
MbPylRS/tRNACUA. Mit diesem System gelang uns die Bil-
dung eines vollst�ndigen Proteins nur in Gegenwart von p-
Azido-l-phenylalanin und einem aliphatischen Alkin, das in
vorherigen Studien als ein gutes Substrat f�r PylRS identifi-
ziert wurde.[103] Wir konnten außerdem zeigen, dass beide
Aminos�uren an genetisch festgelegten Stellen eingebaut
wurden (durch Massenspektrometrie nachgewiesen). Dieses
Experiment war der Beleg f�r die Entwicklung eines paral-
lelen Mechanismus in Zellen zum Einbau nichtnat�rlicher

Abbildung 5. Orthogonale Aminoacyl-tRNA/Synthetase-Paare zur Er-
weiterung des genetischen Codes. a) Das Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase/
tRNACUA-Paar aus Methanosarcina sp. (orange) und das MjTyrosyl-
tRNA-Synthetase/tRNACUA-Paar (blau) kçnnen nichtnat�rliche Amino-
s�uren (orange bzw. blaue Sterne) verwerten oder dazu evolviert wer-
den. Beide Synthetase/tRNA-Paare sind orthogonal zu den Syntheta-
sen und tRNAs aus E. coli (grau/schwarz), die nat�rliche Aminos�uren
(schwarze Ovale) verwerten. b) Von Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase/
tRNACUA und MjTyrosyl-tRNA-Synthetase/tRNAUCCU abgeleitete Paare
sind gegenseitig orthogonal und orthogonal zu endogenen Syntheta-
sen und tRNAs.
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Aminos�uren in Reaktion auf Amber- und Quadruplett-
codons der orthogonalen mRNA (Abbildung 6).[86]

Die F�higkeit, zwei nichtnat�rliche Aminos�uren gezielt
in rekombinante Proteine einbauen zu kçnnen, ermçglicht es
uns, Eigenschaften in das betreffende Protein einzupro-
grammieren, die keine Eigenschaft einer der beiden Amino-
s�uren allein sind, sondern aus der Wechselwirkung zwischen
beiden Aminos�uren hervorgehen (Abbildung 7a). Wir
konnten zeigen, dass durch die genetische Codierung zweier
Aminos�uren, von denen eine mit einer aliphatischen Al-
kingruppe und die andere mit einer Azidgruppe ausgestattet
wurde, eine rasch verlaufende proximit�tsbeschleunigte Cy-
cloaddition zwischen diesen bioorthogonalen Gruppen unter
Bildung einer redoxstabilen Triazolbr�cke in einem Protein
programmiert werden kann (Abbildung 7b).[86] Erweiterun-
gen dieses Ansatzes kçnnten die schnelle Untersuchung aller
mçglichen Verbr�ckungen in Proteinen ermçglichen, was zur
Fixierung bestimmter funktioneller Zust�nde von Proteinen
oder f�r die Stabilisierung therapeutischer Proteine Anwen-
dung finden kçnnte.

Die von MjTyrRS[11] und PylRS[91, 92, 99–109] abgeleiteten
Synthetasen wurde jeweils zur Codierung zahlreicher nicht-
nat�rlicher Aminos�uren benutzt, sodass es durch Erweite-
rung unseres Ansatzes nunmehr mçglich ist, mehrere hundert
paarweise Kombinationen von nichtnat�rlichen Aminos�u-
ren in Proteine einzubauen. Durch die Codierung neuer
Kombinationen nichtnat�rlicher Aminos�uren kçnnten neue
Eigenschaften, wie z. B. Fluoreszenz, in Proteine einpro-
grammiert werden, was z.B. die Markierung spezifischer
Proteine in vivo erleichtern kçnnte.

6. De-novo-Evolution orthogonaler Aminoacyl-
tRNA-Synthetase/tRNA-Paare

Ribo-Q1 bietet zahlreiche weitere Codons auf der or-
thogonalen mRNA. Da jedoch nur zwei orthogonale Syn-

Abbildung 6. Ein orthogonaler Translationsmechanismus f�r den Ein-
bau multipler nichtnat�rlicher Aminos�uren. Die modulare Kombinati-
on von nichtnat�rlichen Aminos�uren, wechselseitig orthogonalen
evolvierten Synthetasen, tRNAs und einem evolvierten orthogonalen
Ribosom/mRNA-Paar ermçglicht die Codierung von nichtnat�rlichen
Aminos�uren auf der orthogonalen mRNA.

Abbildung 7. Programmierung emergenter Eigenschaften durch Kom-
binieren von Aminos�uren in rekombinanten Proteinen. a) Genetische
Programmierung einer Proteincyclisierung. b) Struktur von Calmodulin
mit zwei genetisch codierten nichtnat�rlichen Aminos�uren. Das
Strukturmodell wurde mit Pymol erzeugt, PDB-Code 4CLN. Die gene-
tisch codierten nichtnat�rlichen Aminos�uren bewirken eine spezifi-
sche Cyclisierung des Proteins in einer proximit�tsbeschleunigten Re-
aktion (mit einem CuI-Katalysator) unter Bildung einer redoxstabilen
nanoskaligen Verbr�ckung.
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thetase/tRNA-Paare existieren, die zum Einbau spezifischer
Aminos�uren verwendet werden kçnnen, kçnnen logischer-
weise auch nur zwei spezifische nichtnat�rliche Aminos�uren
in ein Protein eingebaut werden. Eine klare Herausforderung
besteht darin, vom Einbau zweier nichtnat�rlicher Amino-
s�uren zur Synthese vollst�ndig nichtnat�rlicher Polymere zu
gelangen. Dazu m�ssen Strategien entdeckt oder erfunden
werden, um neue orthogonale Aminoacyl-tRNA-Synthetase/
tRNA-Paare zu erzeugen, die zum Einbau weiterer nichtna-
t�rlicher Aminos�uren in ein einzelnes Polypeptid genutzt
werden kçnnen.

Die beiden orthogonalen Synthetase/tRNA-Paare in E.
coli wurden durch Genimport aus heterologen Organismen
abgeleitet. Dabei machte man sich den Umstand zunutze,
dass der genetische Code praktisch universell konserviert ist,
die Sequenzen und Strukturen von Synthetasen und tRNAs
aber im Verlauf der Evolution divergierten. Nach jetzigem
Stand ist jedoch unklar, wie viele wechselseitig orthogonale
Synthetase/tRNA-Kombinationen basierend auf nat�rlichen
evolution�ren Divergenzen gefunden werden kçnnen. Da
außerdem die Evolutionsforschung Hinweise darauf gibt,
dass der gegenw�rtige Satz von Synthetasen und tRNAs
durch Genduplikation und Spezialisierung aus einem einfa-
cheren Basissatz entstanden ist (so scheinen z.B. die Tyrosyl-
und die Tryptophanyl-tRNA-Synthetase von einem gemein-
samen Vorl�ufer abzustammen),[111] sollte es im Prinzip
mçglich sein, diesen evolution�ren Prozess im Labor fortzu-
setzen, um so neue orthogonale Synthetasen und tRNAs
de novo zu erzeugen. Uns gelang es, mit einer Serie von ge-
netischen Selektionen in strukturgerichteten Bibliotheken ein
neues Synthetase/tRNA-Paar zu evolvieren, das sowohl zum
urspr�nglichen Synthetase/tRNA-Paar, aus dem es evolviert
wurde, als auch zu jeder anderen Synthetase und tRNA in der
Zelle orthogonal ist (Abbildung 8).[112] Diese Studie belegt,

dass die geringe Zahl orthogonaler Synthetase/tRNA-Paare,
die in der Natur entdeckt wurden, die potentiellen Mçglich-
keiten zur Erweiterung des genetischen Codes mit dem Ziel
der Codierung zus�tzlicher nichtnat�rlicher Aminos�uren
nicht intrinsisch beschr�nkt.

7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Zuk�nftige Arbeiten werden darauf abzielen, die von uns
beschriebenen Strategien zu erweitern, um neue Codons be-
reitzustellen und diese mit zus�tzlichen orthogonalen Syn-
thetasen und tRNAs zu kombinieren, um so den orthogona-
len genetischen Code auf die zellul�re Synthese vollst�ndig
nichtnat�rlicher Polymere zu erweitern. Wir werden außer-
dem die Evolution des orthogonalen Ribosoms weiter erfor-
schen, mit dem Ziel einer In-vivo-Biosynthese von nichtna-
t�rlichen Polymeren aus anderen als a-l-Aminos�uren. Ein
solches Vorhaben wird vermutlich die Evolution des Pep-
tidyltransferasezentrums und eventuell noch anderer Teile
des Ribosoms erfordern. Die bereits nachgewiesene Evolvi-
erbarkeit des orthogonalen Ribosoms ist hierf�r ein Aus-
gangspunkt. Durch die Erzeugung von Zellen, die mit gene-
tisch codierten, vererblichen Polymeren ausgestattet sind,
wird es vielleicht mçglich sein, die kombinatorische Biosyn-
these von Materialien und Therapeutika zu erforschen. Es
kçnnte weiterhin mçglich sein, Forschungen dar�ber anzu-
stellen, ob Lebewesen mit zus�tzlichen genetisch codierten
Polymeren Funktionen evolvieren, die die „nat�rliche Bio-
logie“ nicht beherrscht.

Die Arbeiten unserer Forschungsgruppe werden vom Medical
Research Council (U105181009, UD99999908), dem Euro-
pean Research Council, dem Human Frontiers of Science

Abbildung 8. De-novo-Erzeugung von orthogonalen Synthetase/tRNA-Paaren. Jeder Schritt stellt eine gerichtete Evolution oder ein Screening-
experiment dar. Die Experimente wurden mit dem MjTyrosyl-tRNA-Synthetase/tRNACUA-Paar durchgef�hrt. Codon1 ist UAG, Codon2 ist AGGA.
aa = Aminos�ure, aaRS= Aminoacyl-tRNA-Synthetase.
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