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Abstract: Der natiirliche Satz an Aminosdiuren innerhalb des
genetischen Codes wurde durch kontinuierliche Evolution von
Escherichia coli so modifiziert, dass diese in Gegenwart der
synthetischen Aminosiiure L-f-(Thieno[3,2-b]pyrrolyl)alanin
([3,2]Tpa) als alleiniges Surrogat zur kanonischen Amino-
saure L-Tryptophan (Trp) wachsen. Mittels Langzeit-Kulti-
vierung in synthetischem Nihrmedium konnten Bakterien
evolviert werden, die diese Substitution im Proteom an allen
20899 TGG-Codons im Genom von E. coli W3110 aufweisen.
Die erzeugten Bakterien mit naturfremder Aminosiurezu-
sammensetzung zeigen robustes Wachstum selbst in Abwe-
senheit von Tryptophan. Unsere Experimente stellen einen
richtungweisenden Ansatz zur Evolution synthetischer Zellen
mithilfe alternativer biochemischer Basiskomponenten dar.

-rranslationale Zweideutigkeit als ein grundlegender Me-
chanismus fiir die Flexibilitdt des genetischen Codes bietet
einen guten Ansatzpunkt fiir die Entwicklung und Evolution
eines alternativen Codes.'! Auf dieser Basis wagten wir den
ndchsten Schritt in Richtung der experimentellen Diversifi-
zierung des genetischen Codes: der vollstandigen Substitution
einer kanonischen (cAA) gegen eine nichtkanonische Ami-
nosidure (ncAA). Im Unterschied zu Ansétzen, die auf einer
Stopp-Codon-Suppression beruhen, ¥ zielten wir darauf ab,
eine ncAA vollstindig im kompletten Proteom zu manifes-
tieren. Auch wenn bereits frithere Arbeiten in diese Richtung
durchgefiihrt wurden,” konnten wegen des Fehlens emp-
findlicher Analytik fiir eine umfassende Proteom-Analyse
bislang keine abschlieenden Belege fiir den proteomweiten
Austausch mit einem nichtkanonischen Analogon erhalten
werden.

Trp wurde vermutlich im Laufe der Evolution als letzte
cAA zum genetischen Code hinzugefiigt'”! und erfordert von
allen proteinogenen Aminosduren den hochsten metaboli-
schen Aufwand. Dies spiegelt sich im relativ seltenen Vor-
kommen in Proteinen (ca. 1% oder etwa 20000-mal im ge-
samten E.-coli-Proteom!'l) wie auch in seiner Kodierung
durch ein einzelnes Codon (UGG) wider. Weiterhin zeigt Trp
einzigartige biophysikalische Eigenschaften, die ihm zahlrei-
che unterschiedliche Wechselwirkungen ermoglichen (w—at-
Wechselwirkung, Wasserstoffbriicken, Kation-m-Wechselwir-
kung). Diese begriinden die zentrale Bedeutung von Trp fiir
Proteinstabilitdt und -faltung wie auch fiir Rezeptor-Ligan-
den- und Enzym-Substrat-Wechselwirkungen. Folglich resul-
tieren Trp-Substitutionen durch andere cAAs meist in fehl-
gefaltenen Proteinen oder inaktiven Enzymen, die letzlich
zum Tod der Zelle fithren. Die vielseitigen Moglichkeiten
moderner Indolchemie jedoch erdffnen den Zugang zu zahl-
reichen potenziellen Analoga, die die Funktionen von Trp
nach einer zelluldren und genomischen Adaption der bakte-
riellen Zelle iibernehmen kénnten. Insofern lisst die Substi-
tution von Trp in Proteinen durch dhnliche aromatische Sys-
teme keine allzu schidlichen Auswirkungen auf die struktu-
relle und funktionelle Integritiat der Zelle erwarten. Bereits
1956/1957 wurde die Moglichkeit der Inkorporation von
7-Azatryptophan und 2-Azatryptophan in Proteine be-
schrieben.'>¥) Bis vor kurzem wurde Trp jedoch hauptsich-
lich nur in einzelnen, rekombinanten Proteinen durch ver-
schiedene nichtkanonische Aza-, Fluor-, Amino- oder Hy-
droxytryptophane ersetzt.'”

Auf Proteomebene konnten Trp-auxotrophe Bacillus-
subtilis-Stimme, selektiert auf Wachstum in Gegenwart von
4-Fluortrpytophan (4FTrp) als alleiniges Surrogat fiir Trp,

[*] Dr. M. G. Hoesl, M. Sc. S. Oehm, Dr. P. Durkin, Prof. Dr. N. Budisa
Institut fiir Chemie, Technische Universitit Berlin
Miiller-Breslau-StraBe 10, 10623 Berlin (Deutschland)
E-Mail: nediljko.budisa@tu-berlin.de
Prof. Dr. ). Rappsilber
Institut fiir Biotechnolgie
Technische Universitit Berlin (Deutschland)

Dr. L. Peil, Prof. Dr. J. Rappsilber

Wellcome Trust Centre for Cell Biology

School of Biological Sciences

University of Edinburgh (GrofRbritannien)

Dr. H.-R. Aerni, Prof. Dr. J. Rinehart

Systems Biology Institute, Yale University (USA)

Prof. Dr. D. Séll

Department of Molecular Biophysics and Biochemistry
und Department of Chemistry, Yale University (USA)
Dr. E. Darmon, Prof. Dr. D. Leach

Institute of Cell Biology, School of Biological Sciences
University of Edinburgh (GrofRbritannien)

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

[**] Wir danken Laure Prat fur Hilfe und Rat bei den Polyacrylamid-
Harnstoffgelen und bei der Northern-Blot-Analyse, Traudl Wenger
fiir ihre Arbeit beim Passagieren der Stimme sowie bei den phino-
und genotypischen Analysen, Nina Bach (TU Miinchen) fir die
Analyse von eGFP-H6[[3,2]Tpa] mittels ESI-MS und Julia Forstner fiir
logistische Unterstiitzung. Unser Dank gilt auch den finanziellen
Férderern: dem von der Einstein-Stiftung unterstiitzten ARTCODE-
Konsortium, dem EU-finanzierten METACODE-Konsortium FP7,
dem UniCat-Exzellenz-Cluster der TU Berlin, der DFG-Forscher-
gruppe 1805 (Ribosome Dynamics in Regulation of Speed and Ac-
curacy of Translation), der DFG-Graduiertenschule ,,Fluor als
Schlusselelement” (GRK1582), dem National Institute for General
Medical Sciences (von DS) und der Defense Advanced Research
Projects Agency (Vertrige N66001-12-C-4020 und N66001-12-C-
4211 von DS).

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (experimenteller Teil)

sind im WWW unter http://dx.doi.org/10.1002/ange.201502868 zu
finden.

Angew. Chem. 2015, 127, 10168 —10172


http://dx.doi.org/10.1002/anie.201502868
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201502868
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201502868

beschrieben werden.! Allerdings wurde in diesen Versuchen
ein ,,reiches®, synthetisches Nahrmedium verwendet, das mit
Vitaminen, Nukleobasen und Aminosiduren angereichert war.
Diese Additive konnen gegebenenfalls schddliche Auswir-
kungen von 4FTrp auf die Proteinfunktionalitdt metabolisch
kompensieren und somit den Selektionsdruck hin zu einem
komplett verdnderten und funktionalen Proteom abschwi-
chen. Weiterhin wurden diese Stimme durch Verwendung
eines Mutagens erzeugt, was eine eindeutige Genotypisierung
erschwert. Eine andere Strategie, um E. coli an 4FTrp zu
adaptieren, sieht vor, die Bakterien iiber einen ldngeren
Zeitraum in Minimalmedium!” bei regelmiBigem Verdiinnen
zu kultivieren.™” Uber den Zeitraum der Kultivierung wurde
der Anteil an Trp schrittweise verringert, wobei gleichzeitig
der Anteil an 4FTrp erhoht wurde. Die daraus hervorgegan-
genen Stimme konnten letztlich zwar in Gegenwart von
4FTrp wachsen, dies aber nur sehr limitiert (End-ODgonm
~0.1; ODgynm = Optische Dichte bei A =600 nm). Verunrei-
nigungen (d.h. Spuren von Trp) in kommerziell erhiltlichem
4FTrp waren zudem fiir eine signifikante Menge an restlichem
Trp (ca. 90 nm) im abschlieBend verwendeten Kulturmedium
verantwortlich. In der hier vorgestellten Arbeit lag der Fokus
nun darin, einen E.-coli-Stamm zu selektieren, der in Ge-
genwart eines Trp-Analogons in einem Minimalmedium ohne
Spuren von kanonischem Trp wachsen kann. Um dies zu er-
reichen, wihlten wir [3,2]Tpa als Analogon zu Trp (Abbil-
dung 1) in unserem Evolutionsexperiment, da sein Synthe-
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Abbildung 1. Strukturen von Tryptophan (Trp, 1), Indol (Ind, 2),
{-Thieno[3,2-b]pyrrol ([3,2]Tp, 3) und L-B-(Thieno[3,2-b]pyrrolyl)alanin
([3,2]Tpa, 4).

seweg keine Indol- oder Trp-Intermediate enthélt (siche
Hintergrundinformationen (SI)). Es ist bekannt, dass
[3,2]Tpa translational aktiv ist, was durch die Inkorporation
in einzelne Zielproteine bereits demonstriert werden
konnte.'"! In dieser fritheren Studie bemerkten wir, dass das
Ersetzen des Benzolrings von Trp durch Thiophen nicht nur
gut von auxotrophen Zellen toleriert wurde, sondern dass
[3,2]Tpa auch anteilig als Néhrstoff fiir ein Wachstum der
Zellen Verwendung fand.!'®

In der vorliegenden Studie konnten wir eindeutig anhand
von In-vitro- und In-vivo-Aktivierung sowie Aminoacylie-
rungsexperimenten nachweisen, dass [3,2]Tpa ein gutes Sub-
strat fiir die Tryptophanyl-tRNA-Synthetase aus E. coli ist
(Sektion 3 der SI). Geeignete auxotrophe Stimme sind eine
Vorbedingung, um einen Selektionsdruck hin zur Verwen-
dung von Aminosdureanaloga durch die Zelle auszuiiben.
Wir wihlten das E.-coli-K12-W3110-Derivat CGSC# 7679.I'7
In diesem Stamm wurde das gesamte Trp-Operon entfernt
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(AtrpLEDCBA). In E.-coli-Stammen erfolgt die Aufnahme
von Trp und dessen Analoga in die Zelle iiber aktiven
Transport.¥ Dieser Mechanismus bietet eine einfache Mog-
lichkeit fiir die Zelle, die Aufnahme des betreffenden Ana-
logons zu unterbinden und somit schidliche Auswirkungen
des Einbaus in Proteine zu verhinden. Darum basierte unser
experimenteller Ansatz auf Indol (Ind) und B-Thieno[3,2-
blpyrrol ([3,2]Tp; Abbildung 1), welche die bakterielle Zell-
membran durch Diffusion iiberwinden."”! Um diese Vorstu-
fen intrazelluldr in Trp oder in [3,2]Tpa zu iiberfiihren,
brachten wir das Plasmid pSTB7?" in CGSC# 7679 ein, das
tiber eine Gensequenz fiir die Trp-Synthetase (TrpBA) aus
Salmonella typhimurium verfiigt. Diese ist bekannt fiir die
effiziente Umsetzung von [3,2]Tp zu [3,2]Tpa. Der hierdurch
fiir das Experiment erzeugte Ausgangsstamm E. coli K12
W3110 (AtrpLEDCBA) (pSTB7) wurde als MTO bezeichnet.

Wir verwendeten New Minimal Medium (NMM) wéh-
rend des gesamten Evolutionsexperiments.”!! Anfinglich
enthielt das Ndhrmedium alle kanonischen Aminosduren bis
auf Trp (NMM19), um negative Auswirkungen auf die Bio-
synthesewege anderer cAAs durch [3,2]Tpa zu mildern. Zu-
sdtzlich konnen durch das Zufiittern von Aminosduren
hohere Zelldichten in der Kultur erreicht werden, die zum
einen die Reduktion der Indolkonzentration im Medium
beschleunigen und zum anderen zu kiirzeren Generations-
zeiten fiihren, die zweifelsohne vorteilhaft fiir die anfangliche
Adaption sind. Die Aminosduren wurden anschlieBend
schrittweise im spiteren Verlauf des Versuchs entfernt, um
schlieBlich bei einem reinen Minimalmedium mit Glukose als
einziger Kohlenstoffquelle zu enden (NMMO).

MTO0-Zellen zeigten kein Wachstum in Gegenwart von
[3,2]Tp (25 um) ohne die Zugabe von Indol. Die zusitzliche
Bereitstellung von 1 um Indol geniigte jedoch, um einen
ODgponm-Wert von 0.8-0.9 zu erzielen. Ausgehend von dieser
Konfiguration begannen wir das Langzeit-Evolutionsexperi-
ment durch regelméBiges Re-Inokulieren der E.-coli-Popu-
lation in Flissigkultur. Die Zellen wurden schrittweise dazu
gezwungen, ihre Abhingigkeit von Trp aufzugeben: Die In-
dolkonzentration wurde beginnend mit 1 pum schrittweise bis
auf null reduziert, wobei die Konzentration von [3,2]Tp bei
25 uM konstant belassen wurde (Abbildung 2).

Bereits nach 106-facher Passagierung (164 Kulturtage)
konnte ein Wachstum in NMM19 ohne zugegebenes Indol
beobachtet werden. Nach etwa 150 Passagierungen zeigte die
maximale optische Dichte der Zellkultur keine stirkeren
Schwankungen mehr und stabilisierte sich um einen ODgggqn-
Wert von etwa 1.3. Ab Passage Nr. 170 (289 Kulturtage) be-
gannen wir mit dem schrittweisen Entfernen von Amino-
sduren aus dem Néahrmedium. Fiir die Identifizierung von
Aminosduren, die nicht fiir das Wachstum der Kultur auf
[3,2]Tp essenziell waren, teilten wir die vorhandenen 19 ka-
nonischen Aminosiduren in metabolische Gruppen ein und
entzogen diese Gruppen dem Medium kombinatorisch (Ab-
bildung 2). Zum Ende des Experiments mussten einzelne
Aminosduren innerhalb der eingeteilten Gruppen jedoch
auch gesondert entfernt werden (Sektion 5 der SI). Insgesamt
waren sechs Stufen zur Entfernung der Aminosiduren not-
wendig. An dieser Stelle sei erwéhnt, dass es uns nur durch
Absenken der Kultivierungstemperatur von 37 auf 30°C

www.angewandte.de

die

Chemie

10169


http://www.angewandte.de

10170 www.angewandte.de

Angewandte

Zuschriften

Anzahl der Passagen

25 50 75 100 125 150

"o~ S S S S S A S S SN RG]  Medium

MTO MT1

Ll IH‘

- N s
LU S
| | 1

s
[=]

o
™

Zellkulturdichte / ODy,,

Reduktion von Indol im Medium

50 100 150 200 250

Zeit | Tage

175

300

200 225 250 270

[3,2]Tp Ind
mrzo| [ NMM19 25 / 1
EEINMM19 25 / 05
I NMM19 25/ 0.2
[CINMM19 25 / 0.1
[ NMM19 25/ 0.05
[C_INMM19 25 /0.025
EINMM19 25 / 0
[ NMM8 100 / 0
[ NMM5 - 100 /O
I NMM3 100 /0
[ NMM2 100 /O
[ NMM2s 100 / O
I NMM1 100 / O
| ETNMMO 100 / O
UM M
Reduktion der Aminosauren

350 400 450 506

Abbildung 2. Adaption des E.-coli-Stamms CGSC# 7679 (pSTB7) an [3,2]Tpa. Die obere Skala indiziert die Passagennummer, die untere Skala die
verstrichene Zeit in Tagen. Zu jeder Passage wurden die ODgy,-Werte erfasst. Die Wachstumstemperatur wurde wihrend des Ubergangs von
NMM2 zu NMM1 von 37 auf 30°C gesenkt. Die verschiedenen Medienzusammensetzungen sind auf der rechten Seite vermerkt. Details zu den

Medien siehe Sektion 4 der SI.

moglich war, ein Zellwachstum ohne die beiden zuletzt ver-
bliebenen Aminosduren Methionin und Histidin im Medium
zu erreichen. Wir nehmen an, dass die Inkorporation von
[3,2]Tpa zur Fehlfaltung von Enzymen fiihrte, die fiir die
Biosynthese dieser Aminosduren unerlésslich sind.

Nach schlielich 264 Passagierungen erhielten wir eine
E.-coli-Population, die fahig war, in Mineralmedium mit
Glukose (NMMO) und in Gegenwart von [3,2]Tp zu wachsen.
Der gesamte Vorgang der Adaption zum Wachstum mit
[3,2]Tp dauerte 506 Tage. Zu diesem Zeitpunkt wuchs die
Kultur bis zu einem ODy,,,-Wert von rund 1.6 in etwa zwei
Tagen (Abbildung 2).

Die Reinheit und genetische Identitit der evolvierten
Kultur wurden kontinuierlich durch Anzucht auf Agarose-
platten und PCR-Amplifikation (PCR = Polymeraseketten-
reaktion) ausgewihlter Genregionen innerhalb des deletier-
ten Trp-Operons und des Plasmids pSTB7 tiberpriift (Sek-
tionen 6 und 7 der SI). Die Kultur war stets frei von Konta-
minationen und behielt ihre Auxotrophie fiir Trp/[3,2]Tpa
iiber den Zeitraum des gesamten Experiments bei.

Zu verschiedenen Zeitpunkten des Experiments isolier-
ten wir robust wachsende Klone, um die verschiedenen Stufen
der Evolution in unserer Dauerkultur zu dokumentieren
(MT-Stimme). Das zuletzt entnommene Kulturisolat MT20
wichst bei 30°C in NMMO, das nur noch mit [3,2]Tp sup-
plementiert wurde. Es ist anzumerken, dass jedoch nach wie
vor eine Priaferenz fiir Indol besteht. Aus einem Vergleich der
‘Wachstumskinetiken von MTO und MT1, einem Isolat aus der
mittleren Phase des Experiments, konnte ein leichter Anstieg
der Verdopplungszeit von 24.4 zu 28.8 min bei 37°C in LB-
Medium ermittelt werden. Weiterhin sank der OD - Wert
von 3.5 in MTO auf 2.2 in MT1 in einem Versuch mit einer
Ubernachtkultur. Diese Werte lassen darauf schlieBen, dass
der MT1-Stamm Mutationen erwarb, die seine relative Fit-
ness in reicherem LB-Medium gegeniiber jener des parenta-
len MTO-Stamms herabsetzen.

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Zudem ergab ein Vergleich der Zellmorphologie zwi-
schen urspriinglichen und evolierten Bakterien, die in Ge-
genwart von [3,2]Tp wuchsen, die Auspriagung verschiedener
Phénotypen (Abbildung 3). Allgemein haben Bakterien des
MT1-Kulturisolats eine ldnger gestreckte (ca. 1 um) und we-
niger breite Zellform (ca. 0.1 yum). In NMM19 kultivierte
MT1-Zellen erwiesen sich in Gegenwart von Indol au3erdem
als diinner. Dieser Befund konnte das Resultat der Adaption
an ein stetig sinkendes Aminosidureangebot sein, das durch
das Fehlen der kanonischen Aminosdure Trp eingeleitet
wurde.” Derzeit erfolgen umfassende mikroskopische und
genomische Analysen, um mogliche physiologische Mecha-
nismen hinter diesen Verédnderungen in der Zellfitness zu
beleuchten.

Um die Inkorporation von [3,2]Tpa anstelle von Trp im
Proteom zu quantifizieren und um das Vorhandensein von
Spuren an Trp oder auch genetische Reversion der Stimme
auszuschlieBen, fithrten wir eine hochempfindliche Analyse
mittels Gaschromatographie und MS/MS durch. Dafiir nutz-
ten wir frische MT-Isolate aus Glycerinkulturen, die in deren
entsprechenden Kulturbedingungen neu angezogen wurden
(Tabelle 1 sowie Sektionen 5 und 9 der SI).

Die MS/MS-Analytik wurde mit getrennt gewachsenen
Kulturen in zwei verschiedenen Laboratorien und mit unter-
schiedlichen Messtechniken (Beispiel siche Abbildung S5 der
SI) durchgefiihrt. Beide Untersuchungen belegten unmittel-
bar den vollstidndigen, proteomweiten Austausch von Trp zu
[3,2]Tpa. Wir analysierten die 20 hiufigsten Peptide aus je-
weils unterschiedlichen Proteinen mit je einer einzelnen Trp-
Position (Sektion 8 der SI). Die Computer-gestiitzte Aus-
wertung der MS/MS-Daten ergab, dass allein auf [3,2]Tp
kultivierte Zellen nur das Analogon im Proteom enthielten
und keine Trp-haltigen Peptide detektiert werden konnten.
Zusitzlich resultierte die heterologe Expression von eGFP in
Medium mit [3,2]Tp in seiner vollstindigen Markierung, was
durch ESI-MS bestitigt wurde (Sektion 7 der SI).
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Abbildung 3. Morphologie und durchschnittliche Verteilung der Zell-
lange (A) und -breite (B) von MTO und MT1. Die Zellen wurden mikro-
skopisch vermessen. Die Stimme wurden in NMM19 entweder mit
100 pum Indol (schwarze Punkte: MTO; blaue Rauten: MT1) oder
[3,2]Tp (orange Rechtecke: MT1) kultiviert. Fehlerbalken geben den
Standardfehler des Mittelwertes von vier Versuchen an (mit 350 Zellen
je Versuch). Die Einschiibe sind beispielhafte, hellfeldmikroskopische
Aufnahmen der Kulturisolate MTO (0 um [3,2]Tp/100 um Indol) und
MTT (0 um Indol/100 um [3,2]Tp), die erst in NMM19 wuchsen und
dann auf mit 1-proz. Agarose beschichtete Objekttriger tiberfiihrt
wurden. Der Maf3stabsbalken entspricht 5 um. Weitere Details siehe
Sektionen 9 und 10 der SI.

Die Anwendung von hochempfindlicher GC/MS-Analy-
tik ermoglichte uns die fundierte Schlussfolgerung, dass ein
volliger Ausschluss von Trp im Proteom erreicht wurde (Ta-
belle 1). Wenngleich kein Indol mehr zum Kulturmedium
hinzugefiigt wurde, konnten in den Kulturisolaten MT1 und
MT12 dennoch Spurenmengen an Trp detektiert werden.
Dieser Befund mag der Tatsache geschuldet sein, dass die
verwendeten Mediumkomponenten mehrheitlich aus biolo-
gischer Fermentation gewonnen werden und daher kleinste
Verunreinigungen auftreten konnen.

Sobald keine Aminosduren mehr zum Medium hinzuge-
fiigt wurden, verschwanden auch die detektierten Spuren von
Trp (MT16-MT20). Daher demonstrieren diese GC/MS-
Analysen im Rahmen des Detektionslimits unserer Methode
und der verwendeten Messgerite das vollstdndige Fehlen von
Trp im Proteom der evolvierten Stimme. Es sollte jedoch
auch erwiahnt werden, dass wir keinen direkten Beweis fiir die
Prisenz von [3,2]Tpa durch GC/MS-Analytik erbringen
konnten, da dieses vollstindig im Hydrolyseschritt der Ami-
nosdureanalyse zerfillt. Dies iiberrascht nicht, da Thieno-
surrogate von Trp weniger stabil sind (z.B. betrigt die aro-
matische Delokalisierungsenergie in Benzol 36 kcalmol !, bei
Thiophen und Thiazol hingegen nur 29 bzw. 25 kcalmol ™).
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Tabelle 1: Nachweis des proteomweiten Einbaus von [3,2]Tpa mithilfe
von MS und Aminosiureanalyse.!

Stamm' MTO MTO MT1 MT20
MS/MS:9

Trp [%] 995412 997405  0.6+08 0.5+0.8
3.2Tpa [%]  05+12  0.6+05  99.4+08  99.5+0.8
Aminosdureanalyse

Trp [%] 100438 987432  1.6+0.1 e
Medium:

Aa-Zugabel 19 19 19 0

Ind [um] 100 100 0 0

3,2]Tp [sm] O 25 25 100

[a] Die MT-Stdmme wurden zu verschiedenen Zeitpunkten des Evoluti-
onsexperiments isoliert (Abbildung 2) und spiegeln fortgeschrittene
Phasen des Experiments wider. Eine erweiterte Version dieser Tabelle
kann in den SI gefunden werden (Tabelle S5). [b] Stammdetails werden
in den Sektionen 4 und 6 der Sl aufgefiihrt. [c] Gefundene Peptidhiu-
figkeit von eingebautem [3,2]Tpa und Trp, gemessen mit MS/MS. 20 der
prominentesten Tryptophan-haltigen Peptide wurden fiir die Quantifi-
zierung gewihlt. [d] GC/MS-Analysen des hydrolysierten Proteoms sowie
der veresterten und amidierten Aminosauren. [e] Kein Peak detektiert im
Chromatogramm. [f] Aminosdurezusammensetzung im Medium. Eine
detaillierte Ubersicht tiber die Mediumkomponenten ist in Sektion 4 der
S| gegeben.

Wir haben Organismen erzeugt, deren Proteomzusam-
mensetzung mithilfe eines Langzeit-Evolutionsexperiments
von zundchst Trp zu [3,2]Tpa verdndert wurde. Der Ersatz
wirkte sich dabei nicht signifikant negativ auf die zellulédre
Fitness aus. Unser Experiment enthiillt die ausgeprégte evo-
lutionédre Plastizitdt, welche die Substitution aller Trypto-
phane im Proteom von E. coli erst moglich machte. Derzeit
untersuchen wir die Genome der evolvierten Stimme und
erwarten (basierend auf vorherigen Arbeiten mit fluorierten
Trp-Analoga®?), dass nur relativ wenige Proteine durch die
Inkorporation von [3,2]Tpa beeintrichtigt wurden.”"

Die genetische Verschliisslung in lebenden Systemen
beruht auf einer einheitlichen Chemie, bestehend aus den
gleichen ,,Buchstaben“ oder Nukleotiden als polymere In-
formationstrager (DNA, RNA) und den 20 kanonischen
Aminoséduren als ,,Bausteine* fiir Proteine. Die Universalitit
des genetischen Codes ermoglicht den horizontalen Gen-
transfer tiber die Grenzen der biologischen Taxa hinweg, was
ein hohes Maf} an Standardisierung und Vernetzbarkeit er-
laubt. Daher sind jedoch weitreichendere Anderungen der
Chemie lebender Systemen in der Regel lethal.>=7!

In diesem Zusammenhang ist die Entwicklung einer
Strategie zur Erweiterung des natiirlichen, chemischen Stan-
dardrepertoires lebender Zellen eine der groen Herausfor-
derungen fiir die Lebenswissenschaften im 21. Jahrhundert,
um beispielsweise eine ,,genetische Firewall” mithilfe geziel-
ter oder evolutionédrer Verdnderung des genetischen Codes zu
erzeugen.”3% Zuletzt konnte bereits die Grenze zwischen
nichtkanonisch und kanonisch mithilfe eines ebenfalls evol-
vierten E.-coli-Stamms, in dessen Genom Thymin durch
5-Chloruracil ersetzt wurde, iiberschritten werden.?" Die
genannte Arbeit markiert einen wichtigen Meilenstein in
Richtung biologischer Systeme mit Xeno-Nukleinsduren als
Erbinformation.
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Zuschriften

Zwischen 30 und 40 Codons geniigen wohl zur Kodierung
der genetischen Information eines Organismus.’? Die groBe
Anzahl verbliebener Codons (> 20) sollte also fiir eine Neu-
zuweisung zu ncAAs zur Verfiigung stehen. Aktuelle Be-
strebungen zur ,,Erweiterung des genetischen Codes“,?! die
sich der Neuzuweisung von UAG- oder UGA-Stopp-Codons
bedienen, sind dazu geeignet, kiinstliche Proteine mit einer
oder wenigen eingebauten ncAAs mit fluoreszierenden oder
reaktiven Gruppen fiir zahlreiche Anwendungen in vivo oder
invitro zu erzeugen. Ein proteomweiter Austausch von
Aminosiuren auf diesem Wege ist jedoch nicht trivial. Unser
Langzeit-Evolutionsexperiment mit einer E.-coli-Kultur
fithrte zu einem Organismus, in welchem alle 20899 UGG-
Codons neu codiert wurden, indem die natiirliche Trp-
tRNAT zu einer ncAA-tRNA (d.h. [3,2]Tpa-tRNA™) | re-
kodiert“ wurde. Dieses Beispiel fiir die proteomweite Sub-
stitution einer Aminosdure reprasentiert eine erhebliche
,Erweiterung des genetischen Codes“ und einen weiteren
Schritt in Richtung synthetischer Organismen.

Insgesamt erzielten Versuche zur Anderung der Inter-
pretation der genetischen Information mithilfe chemisch
verdnderter Polymere (z.B. Xeno-Nukleinsduren) oder auch
durch Verdnderungen im genetischen Code bereits erstaun-
liche Erfolge.*"! Zukiinftige Forschung sollte es ermdglichen,
eine teilweise bis vollstindige Neuausrichtung des biologi-
schen Informationsflusses hin zu ,,neuen“ Versionen des ge-
netischen Codes ausgehend von der ,,alten“’®! biologischen
Welt zu erschaffen.

Stichworter: Escherichia coli - Kontinuierliche Evolution -
Synthetische Biologie - Translation des genetischen Codes -
Tryptophananaloga
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