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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zwei grundlegend verschiedene Methode n des
Protein Engineerings  durch in vivo Einbau von nicht -kanonischen Aminoséauren
(NCAASs) in  Proteine angewendet, analysiert und ihr Potential fir

biotechnologische Anwendungen beurteilt werden.

Im ersten Teil wurde ein System fir den Einbau der Tyr-Analog a p-Azido-L-
phenylalanin (AzF), p-Propargyloxy -L-phenylalanin (PxF) und p-Benzoyl -L-
phenylalanin ~ (Bpa) in Proteine, exprimiert in der Hefe S. cerevisiae , durch
Suppression von in frame Amber -Stop -Codons (UAG), rekonstruiert.  Mittelpunkt
dieses Systems sind  dabei orthogonale Paare, die jeweils aus, flur die Analoga
spezifischen  E. coli TyrRS Mutanten und einer E. coli Suppressor -tRNAcua
bestehen . Als Modellprotein diente die humane Superoxiddismutase 1 (hSOD1)

mit einer Trp33 M Amber Stop M utation . Es konnte der Einbau von PxF und Bpa ,

in Antwort auf das in frame Amber -Stop -Codon an Position 33, erfolgreich
durchgefuhrt  werden , allerdings waren die Proteinausbeuten sehr gering. Der
Einbau von AzF war hingegen nicht reproduzierb ar. Belege aus der Literatur, dass

Arylazide wie AzF nicht stabil sind und durch Hefe reduziert werden kdnnen ,
wurden  durch  Einbauversuche mit  p-Amino -L-phenylalanin (AmF), der
reduzierten Form von  AzF behandelt. Obwohl volll &nge n hSOD1 in Gegenwart  von
AmF mit einem fir  AzF entwickelt en orthogonalen Paar erhalten wurde, konnte

der Einbau von Am F aufgrund von nur 1  Da Massen unterschied zu Tyr  nicht

eindeutig bewertet werden

Zusatzlich wurde n die E. coli TyrRS Mutanten in Bezug auf die Aktivierung von

Tyr u nd der Analoga mit Hilfe des ATP-PPi-Austausch -Assay s analysiert . Keines
der Enzyme zeigte Aktivitat gegentber dem Analog, fiir das es entwickelt wurde :
aber alle zeigten nach wie vor hohe Aktivitdt gegeniber Tyrosin. So konnte
dargelegt werden, dass die gr O0Rte P roblematik d er Stop -Codon -Suppressions
Methode in der Entwicklung von Aminoacyl -tRNA-Synthetase n liegt, die eine hohe
Spezifitdt und katalytische Aktivitat gegentber der gewiinschten NCAA haben.

Weitere Entwicklung en werden fir die biotechnologische A  nwendung dieser

Technik in Hefe erforderlich sein.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit dem Design von Protein -

Kongeneren, mit Hilfe der Supplementation Based |  ncorporation Methode. Hier zu
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wurde die als Biokatalysator industriell relevante Lipas e aus dem thermophilen,
anaeroben Bakterium  Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus (TTL) in E. coli
exprimiert . Die Phenylalanin -, Prolin - und Tyrosinreste wurden jeweils proteinweit
gegen entsprechende nicht -kanonische Aminosaureanaloga ausgetauscht. Die

erhaltenen Lipase -Kongenere zeigten neue und teils stark verbesserte

Eigenschaften in ihrer Enzymaktivitat , Substratspezifitdt, optimalen Temperatur
und pH und Widerstandsfahigkeit gegeniber verschiedenen o rganischen
Losungsmitteln , Metallionen, Detergen zien oder Inhibitoren . Da sie globale
Effekte hervorruft, kann d ie Supplementation Based |  ncorporation Methode von

NCAAs fir das Engineering von industriell relevanten Proteinen verwendet

werden.
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Summary

In this work two fundamentally different methods o f protein engineering by
in vivo incorporation of non -canonical amino acids (NCAAs) in proteins were
used, analyzed and their potential for biotechnological applications were

assessed.

In the first part, a system for incorporation of the Tyr analogs p-azid o-L-
phenylalanine (AzF), p-propargyloxy -L-phenylalanine (PxF) and p-benzoyl -L-
phenylalanine (Bpa) into proteins expressed in the yeast S. cerevisiae by
suppression of in  frame amber stop codons (UAG) was reconstructed. Central to
this system are orthogonal pairs, consisting each of a mutant E. coli TyrRS thatis
specific for the analog of interest and an E. coli suppressor tRNA cya. As the model
protein, human superoxide dismutase 1 (hSOD1) with a Trp33 Mamber stop
mutation was used. Incorporation of PxF an d Bpa in response to the in frame
amber stop codon at position 33 could be performed successfully, but the protein

yields were very low. The incorporation of AzF, however, was not reproducible.

Evidence from the literature that arylazides such as AzF are n ot stable and can be
reduced by yeast were addressed by incorporation experiments with p-amino -L-
phenylalanine (AmF), the reduced form of AzF. Although full length hSOD1 was

obtained in the presence of AmF with an orthogonal pair evolved for AzF, the

incor poration of AmF could not be unambiguously assessed due to only 1 Da

mass difference to Tyr.

In addition, the  E. coli TyrRS mutants were analyzed with respect to activation of

Tyr or the analogs by performing a radioactive ATP -PPi exchange assay. None of
the enzymes revealed activity towards the analog it was developed for, but all

still showed high activity towards tyrosine. Thus, it could be demonstrated that

the most serious problem of this method lies in the evolution of aminoacyl -tRNA
synthetases with  high specificity and catalytic activity toward the desired NCAA.

Further development will be needed for the biotechnological application of this

technique in yeast.

The second part of this thesis deals with the design of protein -congeners using
the supplem entation based incorporation method. To achieve this, the industrially
relevant lipase from the thermophilic anaerobic bacterium Thermoanaerobacter
thermohydrosulfuricus (TTL) was expressed in  E. coli. The phenylalanine, proline

and tyrosine residues were globally replaced by corresponding non -canonical



Summary

amino acid analogs. The resulting lipase congeners showed new and in parts
significantly improved features with respect to their enzymatic activity, substrate

specificity, optimal temperature, and pH, and re sistance towards various organic
solvents, metal ions, detergents or inhibitors. As it elicits global effects, the
supplementation based incorporation of NCAAs can be used for the engineering of

industrially relevant proteins.



Inhaltsverzeichnis Xl
Inhaltverzeichnis
1. EINIEIUNG s e e 1
1.1 Der genetische Code und seine Interpretation e e 1
1.2 Genetic Code Engineering - Co-Translationale Inkorporation von nicht -
kanonischen Aminosauren in Proteine N VIVO o e 6
1.2.1 Supplementation Based Incorporation (SP) s v, 7
1.2.2 Suppression von Stop  -Codons (SCS) ovvvvvvvciiiiiivviiies v 8
1.3 Der erweiterte genetische Code in Eukaryoten s e 13
1.4 Industrielle Biotechnologie - Design von Lipase -Kongeneren ... 16
141 Neue Wege zum optimierten Enzym s e 17
1.4.2 Lipasen i vielseiti ge Biokatalysatoren — ........cccoccvciviiiiiiies e 18
1.5 Zielsetzung der Arbeit s e 24
2. Materialien s s e 25
2.1 Plasmide oo e e . 25
2.2 PHIMET oo ettt e eeeaa 25
23 E.COli SAMME  oiiiis e e 27
2.4 S. cerevisiae  SEEMME s e e 27
2.5 ENZYME i i e e 27
T A 11170 ] o= R .. 28
2.7 StANA Ar0S i e e e .. 28
2.8 PraparationskitS s s e 28
2.9 Dialyse - undBlotting -Membranen ........cciiiiiiies e 28
2.10 Chromatographiesaulen i e 28
211 KONZentratoren .o e e 29
2.12 PUTEE s e e .29
2.12.1 Puffer flr AQarosegele ...t e 29
2.12.2 PUffer flir SDS -Gele ....ocoviiiiiiiiiiiiiiiie e e 30
2.12.3 Puffer fir Immunoblot ...t e 31
2124 Puffer fir Ni -NTA-SAUIE ....oooiiiis e e 32
2.125 Puffer fir Hefe Zellaufschluss ..ot e 32
2.12.6 Puffer fur die Herstellung von Hefe Gesamtprotein -Extrakten .................. 33
2.12.7 Puffer flr  Strep -Tactin SAUIE .......cccciiiiiiiiiiis e 33
2.12.8 Puffer ATP -PPi- Austaus Ch-ASSAY ........cccciviviiiiiiiies eeveeeeeeee e 34
2.12.9 Puffer fur Spektrophotometrischen Lipase SASSAY e . 34
2.13 Chemikalien .ot e e 35
2.14 GEIAIE oo e e 35
2.15 Medien und Antibiotikaldsungen s e 36
2.15.1 Medien flr E. COli vcocviviiiiiiiiiiiiiiis e e 36
2.15.2 Medien flr S. CEreviSiae .......cccovciiiiiiiiiiices e e 37
2.15.3 Antibiotika -StammIOSUNGEN  ..occiiiiis e 38



Inhaltsverzeichnis Xl

3. MethOOeN s s e 39
3.1 Molekularbiologische Methoden s e .39
3.1.1 Agarose - Gelelektrophorese  ....ccccccvviciiiiiiis e .39
3.1.2 Isolierung von DNA  -Fragmenten aus Agarosegelen — ........cccccviiieniieeennn 39
3.1.3 FAllung VON DNA i et e 39
3.14 PCR - Polymerase -Kettenreaklion ........ccccccoiiiiiiiiiccns ot 40
3.15 Restriktionsverdau von DNA s e 40
3.1.6 Ligation von DNA  -Fragmenten ...ccccccciiiieeiiiiiiiees eeeevriitee e e e s snnnnneeee s 41
3.1.7 DNA-SEQUENZIEIUNG  cocccieeeeeiiiiiiiiieeniiiiies eereeeesssinnne e e s s snnnnenees aeeeeneens 42
3.1.8 Bestimmung der DNA  -KoNnzentration ......ccccccoviiiiieeiiiiiies eeveeevssnnneeeens 42
3.2 Mikrobiologische Methoden s e 42
3.2.1 Herstellung elektro -kompetenter E. coli Zellen ......ccccoevvvveevicciieee. e, 42
3.2.2 Transformation elektro  -kompetenter E. coli Zellen .........ccoooveeviiiinnnnn. .43
3.2.3 Plasmidisolierung aus  E. COli ..cccovvvviiiiiiiiiiiies e 43
3.2.4 Expression rekombinanter Proteine in E. COli s 44
3.25 Transformation in  S. cerevisiae Zellen ......ccccovceviiiiiiiiiccces e 45
3.2.6 Uberexpression rekombinanter NSOD1  ..ccccciiviiciiciiiiiees e 46
3.3 Biochemische Methoden s e e 47
3.3.1 Proteinaufreinigung und ISolierung .o 47
3.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung .. e 49
3.3.3 ENZYM ASSAYS ..o e e 52
3.34 ESI-Massenspektrometrie .. e ... b6
3.35 CirculardiChroiSMUS i e e 56
3.4 3D -Struktur -Modeling der TTL oo e Y
4. Ergebnisse und DISKUSSION s e 58
4.1 Einbau von Tyrosina naloga durch Suppression von Amber -Stop -Codons in
die hSOD1 N S. CEIeVISIAE  .iivcciiiiiiiiie s etvvee e rnrrrenn e e e e aeveeaen 58
41.1 Orthogonale Paare ..o e e 58
4.1.2 [T LA = o) o) (= o R 63
4.1.3 Expression und Analyse der hSOD1 Varianten ..o s 66
4.1.4 Intrazellulare Expression von TyrRS Mutanten ... e, 72
4.2 Invitro  Aktivierung von Tyrosinanaloga durch die verschiedenen TyrRS -
MULBNTEN it i e e e e e ... 74
42.1 Klonierung und Expression von Wildtyp TyrRS und TyrRS Mutanten fir den
ATP-PPi ASSAY. .iiiciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies et eeesee e 74
42.2 Charakterisierung der TyrRS Mutanten mit dem ATP -PPi- Austausch -Assay 77
4.3 Lipase -KON QENEIE  ...iiiiiiiiiiiiiies ririrrss s ee arrreraaaaa e aaaaaaaas 84
4.3.1 Dreidimensionales Modell der Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus
I o F= LS (O ) T PP 85
4.3.2 Klonierung der TTL, Expression und Aufreinigung  ......cccccceeiiiiiieeneennne ... 87
4.3.3 Einbaueffizienz der nicht  -kanonischen Aminosaureanaloga  ...........ccocceeeee. 89
4.3.4 Optimale Temperatur und op  timaler pH -Wert .......ccoociiiiiiiiicics e 92
4.3.5 Abhangigkeit der Lipase - Aktivitat von der Temperaturexposition und
Thermische AKLVIEIUNG it e arveeeeaes 97
4.3.6 Substrat TOIEraNZ .....ooiiiiiiiiciiies e e 103

4.3.7 Einfluss von Additiven auf die Lipase SAKEVIEEL . 104



Inhaltsverzeichnis Xl

4.3.8 Toleranz der TTL -Struktur gegentber Austausch von Aminosauren  ......... 114
5. Zusammenfassung und Ausblick s 117
5.1 Welches Potential hat die Stop -Codon - Suppressions Methode (SCS) in H efe?
117

5.2 Perspektiven fiir das Design von Biokatalysatoren mit synthetischen
AMINOSAUreanaloga .o e eeeeraeee e 118
6. ANNANG s e eeeeee e 120
7. Referenzen s e e 122
8. Abbildungsverzeichnis s .. 128

9. TabellenverzeiChnisS s e ———— s 130






1 Einleitung 1

1. Einleitung
1.1 Der genetische Code und seine Interpretation

Schon 1958 publizierte Francis Crick folgende, heute als z entrale s Dogma der
Molekularbiologie bezeichnete  Hypothese : W&nn (sequenzielle) Information
einmal in ein Protein Ubersetzt wurde, kann sie dort nicht wieder
herausgelangen. f* Daraus ergibt sich, dass der Informationsfluss  in biologischen

Systemen nur  zwischen den Nukleinsduren DNA und  RNA und von Nukleinsduren

zu Protein en mdglich ist. Ein Transfer von sequenzieller Information  in der
entgegengesetzt en Richtung, a Iso von Protein zu Nukleinsaure oder von Protein
zu Protein ist hingegen nicht mdglich. Fur eine exakte Ubersetzung , der in der

Basen sequenz der DNA (bestehend aus den vier Nucleotid en Adenin (A), Cytosin
(C), Guan in (G) und Thymin (T), bzw. Uracil (U) bei RNA) gespeicherten
genetischen Information in die 20, in Proteinen vorkommenden (proteinogen
oder kanonischen ) Aminosaure n, bedarf es daher eines eindeutigen Schlissels.
Dieser Ubersetzungsschliissel wird als genetischer Code bezeichnet. Er basiert
auf der Umsetzung von linear auf der DNA angeordneten Basentripletts, den so
genannten Codons. Von den 64 Mdéglichkeiten, nach denen die vier Nucleotide der

DNA miteinander kombiniert werden konnen, codieren 61 Codons fir
Aminoséauren. Die restlichen drei sind als Stop -Codons fir die Termination der
Translation verantwortlich (vergl. Abb. 1).® Die Tatsache, dass die meisten
Aminoséuren durch mehrere Codons codiert werden, wird als Degeneration
bezeichnet. Dabei ist die Variabilitat der B asentripletts nicht beliebig, sondern
folgt bestimmten Regeln die als Wobble -Hypothese bekannt sind . Diese besagt,
dass die Basenp aarung zwischen dem Codon -Triplett der  messenger -RNA
(mRNA) und dem Anticodon -Triplett der transfer -RNA (tRNA) nur bei der 1. und
2. Base der mRNA durch eine feste Wasserstoffbriickenbindung erfolgt . Die
Bindung der 3. Base ist schwacher und kann auch zu Nicht -Watson - Crick -
Paarungen fihren. Damit diese Paarungen mdglich sind, missen die Basen

allerdings wéahrend der Translation am Ribosom aus ihrer Position

Aherauswackel ni,ie auehs hall AWePhaalreungen i bezei

weden. B 4

c
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\;,s COOH
R =

NH;
Abb. 1 Darste llun g des genetischen Codes (RNA -Format)
64 Tripletts codieren fir 20 verschiedene Aminoséuren und drei Stop -Codons (UAA,
UGA und UAG). Die 20 kanonischen Aminoséauren sind im gangigen 3 -Buchstaben -

Code angegeben.

Von wenigen Ausnahmen abgesehen, die bei M itochondrien, Plastiden (Plastiden -
DNA), einigen Mikroorganismen und Einzellern nachgewiesen wurden, ist der
genetische Code bei allen Lebewesen identisch. Die Universalitidt des genetischen
Codes ermdglicht es folglich, dass Gene zwischen unterschiedlichen Organismen
Ubertragen werden konnen. Gentransfer zwischen Organismen derselben oder

einer anderen Art findet in der Natur  statt und wird in der Gentechnik eingesetzt.

Fur die Ubersetzung des genetischen Codes in eine Proteinsequenz, auch
Translation genan nt, wird zuerst der das Gen enthaltende DNA-Abschnitt in eine
messenger -RNA umgeschrieben (Transkription). Diese dient dann als ei gentliche
Vorlage fir die Biosynthese des Proteins. Beginnend mit dem Start -Codon (dem
ersten AUG Codon der mRNA |, bzw. nach de r Shine -Dalgarno -Sequenz ; Details
siehe weiter unten ) definieren jeweils drei aneinanderfolgende Nukleotide der

mRNA (Codons; vergl. Abb. 1) die spatere Aminosdure sequenz des Proteins.
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Diese endet dann, wenn eines der drei Stop -Codons, UAG (Amber ), UGA (O pal)
oder UAA (Ochre), erreicht wird.

Fur die eigentliche Interpretation des genetischen Codes sind verschiedene
Transfer -Ribonukleinsauren (tRNA s) zustdndig . Diese fungieren wahrend der
Translation als  Adapter molek ¢ | e (AVermittlerf) z winRRbA e n
gespeicherten genetischen Information und der Aminosauresequenz des
entstehenden Polypeptids . Der Degeneration des genetischen Codes
entsprechend, existieren fur jede proteinogene Aminosdure mindestens eine,
meis t jedoch bis zu sechs  verschiedene t RNAs, die als Isoakzeptoren bezeichnet
werden. Dabeiist das aus drei  Nukleotide n bestehende Anticodon jeweils zu dem

entsprechenden Codon  der mRNA komplementar. 2

Die Sekundarstruktur der zwischen 73 und 95 Nucleotiden umfassenden tRNA -
Molekiile wi rd aufgrund von intramolekularen Basenpaarungen auch als
Kleeblattstruktur bezeichnet und gliedert sich in bestimmte Domanen, die
unterschiedliche Funktionen wahrnehmen. So ist der aus den beiden Enden
bestehende, sieben Basenpaare umfassende Bereich, der als Akzeptor -Arm
bezeichnet wird, fir die Bindung der jeweiligen Aminosaure verantwortlich. Der
Anticodon -Arm enthdlt mit dem Anticodon die fir die Translation erforderliche
Information, wohingegen die anderen beiden Arme aufgrund des Vorhandenseins

modifi zierter Nucleotide als DHU -Arm (Dihydrouracil) un d T NABm
(Pseudouracil) bezeichnet werden. Sie dienen vor allem der Stabilisierung der
tRNA-Molekile (siehe Abb. 2 A). Die dreidimensionale Struktur der tRNAs zeigt
einen L -formigen Aufbau und  wurde durch Rontgenstrukturanalyse b estimmt

(Abb. 2 B).F

d
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Abb. 2 Struk tur der tRNA.

In (A) istdie Sekundarstruktur oder AKleeblattstruktur i d ®. rcerevisiae tRNAP™
abgebildet. Die verschiedenen tRNA -Domanen sind farbig gekennzeichnet. Die
dreidimensionale, L -formige Struktur ist in (B) zusehen. (Abb. modifiziertaus  Agris
et al.[)

Die Beladung einer tRNA mit der passenden Aminosaure wird als Aminoacylierung
bezeichnet. Sie erfolgt durch die Bildung einer kovalenten Bindung zwischen der
Carboxylgrupp e der Aminosaure und der - @d e r-0OB-Gruppe des Adenosins
der CCA-Sequenz am 3 GEnde der tRNA (vergl. Abb. 2 A). Diese Reaktion wird
durch so genannte Aminoacyl -tRNA-Synthetasen (aaRSs) katalysiert, wobei fir
jede Aminosaure ei n eigenes Enzym existiert; Isoakzeptoren werden somit durch
dasselbe Enzym beladen. Die Reaktion der einzelnen aaRSs lasst  sich dabei wie

folgt beschreiben:
Aminosaure + ATP +tRNA A Aminoacyl -tRNA + AMP + PPi

Dabei entsteht zunachst ein gemischtes Anhyd rid zwischen der Aminosaure und
dem AMP; die so aktivierte Aminosaure wird anschlieend auf die OH -Gruppe der
Ribose am 3 6Ende der tRNA Ubertragen (Esterbildung). Haufig erkennt die
Aminoacyl -tRNA-Synthetase dazu das Anticodon auf der tRNA. Es kdnnen aber

auch andere Strukturelemente , wie etwa der Akzeptor -Arm, bei der Erkennung
eine Rolle spielen. Die dabei entstehende energiereiche Bindung wird spéter
wahrend der Translation zur Bildung der Peptidbindung zwischen der Aminosaure

und der wachsenden Polypep tidkette genutzt. aaRS lassen sich in zwei  Klassen
einteilen, wobei Klasse | die Aminosauren mit der 2 6 OH- Gruppe der Ribose am
36Ende der tRNA verknipft, Enzyme der Klasse Il hingegen die Veresterung mit

der 3 8 OH-Gruppe katalysieren. 4
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Die Proteinbiosynthese erfolgt schlie3lich an den Ribosomen, an denen die mRNA
und die mit Aminosauren beladenen tRNAs zusammengefiihrt werden. Sie l&sst
sich in drei Phasen unterteilen, wobei die Initiation mit der Positionierung des
Startcodons (AUG) beginnt und dadurch das Leseraster der mRNA bestimmt wird.
Wahrend der sich anschlie?  enden Elongation findet eine schrittweise Verknipfung

von Aminoséauren unter gleichzeitiger Entstehung einer Polypeptidkette s tatt. Bei
Erreichen eines Stop-Codons kommt es schlieBlich zur Termination der
Translation . An allen drei Phasen sind sowohl bei Pr okaryoten, als auch bei
Eukaryoten eine Reihe von Proteinfaktoren beteiligt, die teilweise unter Hydrolyse

von GTP Einzelschritte  kontrollieren.  Zwischen  prokaryotischen  und
eukaryotischen Zellen bestehen besonders in der Initiation  Unterschiede: Bei
Proka ryoten bindet die 16S-rRNA der kleinen 30S -Untere inheit des Ribosoms an
eine spezielle purinreiche Sequenz (Shine -Dalgarno -Sequenz ), die 8 bis 13
Nucleotide upstream vom ersten AUG-Codon im nicht -codierende n Bereich der
mRNA liegt. ® AnschlieBend bindet die groBe 50S  -Untere inheit des Ribosoms und
es entsteht der 70S -Initiationsk omplex . Dabei befindet sich die Initiator -fMet-
tRNA (Formylmethionyl -tRNA) bereits in der P -Stelle der 50S Untereinheit und
bindet an das Start AUG -Codon. Bei Eukaryoten ist die erste Aminosaure zwar
auch ein Methionin, allerdings ist es nicht formyliert. Die Initiation ist hier

insgesa mt  komplexer. Dabei bindet die kleine 40S -Untere inheit  des
eukaryotischen Ribosoms , die bereits die Initiator -Met-tRNA gebunden hat, an die
Cap-St r u kt u r-Endender 5nNA und sucht diese ab bis es auf das erste AUG -
Codon trifft.  Jetzt kommt die gro3e 60S  -Untere inheit hinzu und bildet den 80S -
Initiationsk omplex . Im weiteren Verlauf ist die Translation bei  Prokaryoten und
Eukaryoten abgesehen von der Tatsache, dass sich beide Zellformen im Aufbau

ihrer Ribosomen und in der Art und Weise der Genexpression un terscheiden (z.B.
polycistronische Transkripte bei Prokaryoten, monocistronis che Transkripte bei

Eukaryoten) und bei Eukaryoten teilweise wesentlich mehr Proteinfaktoren

beteiligt sind, grundsatzlich ahnlich. 4
Die Termination erfolgt, wenn eines der drei Stop -Codons UAA, UGA oder UAG
erreicht wird. Hier bindet im Norm alfall (au3er bei der Suppression durch

Suppressor -tRNAs, siehe dazu 1.2.2 ) keine tRNA an die A -Stelle des Ribosoms.

Stattdessen binden sogenannte Release Faktoren (RFs) an das Stop -Codon.
Dabei erkennt bei Prokaryoten RF1 UAG und UAA und RF2 UAA und UGA , bei
Eukaryoten erkennt ein einzelner Faktor (eRF1) alle drei Stop -Codons . Ein

weiterer Faktor (RF3 bzw. eRF3 ) vermitte It die Interaktion zwischen RF1 /RF2
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bzw. eRF1 und dem Ribosom . Zur Freisetzung der synthetisierten Polypeptid kette
und zur Trennung der mRNA vom Ribosom kommt es dadurch, dass RF1/ RF2

bzw. eRF1 U(Uber eine bestimmte Aminosaures equenz (Gly-Gly-GIn) ein

Wassermolekul in das  Peptidyl -Transferase -Zentrum des Ribosom s
transportieren. Dieses Wassermolekil spaltet durch nucleophilen Angriff die
Esterbindung zwischen Polypeptidkette und der tRNA in der P -Stelle des

Ribosoms. 9

1.2 Genetic Code Engineering -
Co- Translationale | nkorp oration von nicht -kanoni schen

Aminosauren in Proteine in vivo

Die Moglichkeit den genetischen Code Uber die 20 kanonischen Aminosauren, die

in der Proteinbiosynthese aller Lebewesen verwendet w erden, hinaus zu
erweitern , hat in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen. Durch

di e AUmprogrammi er ungHf der ri bosomal en
natirlich vorkommenden, jedoch vom genetischen Code nicht codiert en
Aminosauren auch synthetis che, in der Natur nicht vorkommende
Aminosaurederivate  in vivo in Proteine eingebaut werden. Diese so genannten

nicht -kanonischen Aminosauren (NCAAs) , die eine ganze Reihe verschiedener
chemisch funktioneller Gruppen tragen kdnnen, erméglichen das Design u nd die

Synthese von Proteinen mit vollkommen neuen Eigenschaften. [10]

Damit eine nicht -kanonische Aminosdure in der ribosomalen Proteinsynthese
aktiv ist, muss sie einige wichtige Vorraussetzungen erflllen: Si € muss von den
Aminosauretransportern in die Zelle aufgenommen werden kdnnen und in der

Zelle muss es eine Aminoacyl -tRNA Synthetase geben, die sie erkennen und auf

die entsprechende(n) tRNA(s) laden kann. Dartber hinaus muss sie in das aktive
Zentrum des Ribosoms passen und darf die 3 -dimensionale Struktur des Proteins,

in das sie eingebaut wird, nicht storen. =

So sind etwa n icht -kanonische Aminosauren, die volumindse Seitenketten, wie
z.B. Fluoreszenzfarbstoffe oder Polyethylen glycole tragen, oft translational

121 Um Proteine dennoch mit diesen Resten funktionalisieren zu konnen,

inaktiv.
werden nicht -kanonische Aminosduren mit post -translational chemisch
derivatisierbaren, ~ funktionellen Gruppen eingeb  aut. ™*® Diese diirfen nicht

invasiv sein, das heil3t der | ebenden Zelle nicht schaden. Sie missen

bi oorthogonal sein, dar unt ednativey eniclg t stlretde ma n

Protei

Ani

n
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orthogonale chemische Funktionalitaten, die in lebenden Zellen durch Zugabe

einer Chemikalie von auCen sel ekt iBeispeiif i zi er
solche Gruppen waren etwa Aldehyde und Ketone, die an der Protein oberflache

elektrophile Ligationen mit Hydrazid - oder Aminooxy -Derivaten eingehen konnen.

Oder Azide und terminale Alkine, die tiber Staudinger Ligatio ni*® 1 oder [2+43] -

Cycloaddit i-©0me miA&firdagieken konnen.

Fur den co -translationalen Einbau dieser nicht -kanonischen Aminosédure n in
Proteine in vivo gibt es dabei zwei grundlegend verschiedne Methoden. Die eine

ist der Einbau durch Supplementation oder auch Supplementation Based

Incorporation  (SPI) genannt, ¥ die zweite Moglichkeit  stellt die Suppression

von Stop -Codons (SCS) dar .14 1>2

1.2.1 Supplementation Based Incorporation (SPI)

Diese Methode hat ihren Ursprung bereits in den 50er Jahren, als es unt er
anderem gelang das Methionina  nalog Ethionin durch einfache Zugabe zum

Medium in Proteine von Tetrahymena einzubauen. 21 Dies verdeutlichte, dass die
einzelnen  Aminoacy! -tRNA-Synthetasen zwar sehr spezifisch  zwischen den
verschiedenen  kanonischen  Aminosauren  unterscheiden kdnnen, aber nicht
zwischen kanonischen und strukturell &hnlichen , hicht -kanonischen Aminosaure n.
Eben diese Promis kuitd t der aaRSs ermdoglicht nun den co-translationalen  Einbau
von Analoga d er zwanzig Standard -Aminosa uren. Allerdings war e in wirklich
effizienter Einbau  dieser Aminosa ureanaloga in bakterielle Proteine  erst durch die

Verwendung von auxotrophen Bakteriensta mm en méglich. 1?2

Bei der heute verwendeten und weiter optimierten Version der Supplementation
Based Incorporation (SPI) Methode benéti gt man daher ein nicht -kanonisches
Aminosaurenanalog , das der entsprechenden kanonischen Aminoséure strukturell
und/oder chemisch  ahnlich ist und einen Expressionsstamm, der genau fur diese
Aminoséaure auxotroph ist. Die Zellen werden zuerst in Medium mit kanonischen
Aminosauren angezichtet. Das Medium enthélt die auszutauschende Aminosaure

in limitiere nder Konzentration , wodurch das Zellwachstum zum Erliegen kommt,

sobald diese aufgebraucht ist. Dann wird diese Aminosaure -depletierte Kultur ~ mit
der gewiinsch ten nicht -kanonisch e Aminosdure supplementiert . Erst jetzt wird die
Expression des Zielproteins induziert und es kommt zu einem st ochastischen

Einbau der nicht -kanonischen anstatt der kanonischen Aminosaure an den durch

[13, 19, 23]

die entsprechenden Codons codiert en Positionen im Zielprotein. Diese
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Vorgehensweise ist aufgrund der Substrat toleranz der zellulare n Aufhahme und
des endogenen Translations systeme s gegenuber strukturell verwandten

Aminosaureanaloga méglich. 24

Proteine die auf diese Weise hergestellt werden ,
kénnen als Kongenere bezeichnet werden, da sie von der gleichen Gensequenz
abstamm en, aber diese in Teilen unterschiedlich Ubersetzt wird. Der
Aminoséaureaustausch findet dabei aminoséurerestspezifisch statt. Die Translation
solcher Protein -Kongenere schliet  die Neuzuordnung von Sense Codons an allen
Positionen in nerhalb einer Proteinse quenz, ohne der Notwendigkeit von DNA -

Mutagenese , ein .[**!

Nachteilig an dieser Methode ist, dass es nicht mdglich ist, einzelne
Aminosaurereste gezielt auszutauschen, sondern eine bestimmte Aminoséure nur

an allen Position en im Protein gegen das Analog ausgetauscht werden kann. Auch
kann es durch noch vorhandene Spuren der kanonischen Aminosaure (etwa aus

intrazellularem  Proteinabbau oder unvollstandiger Depletion) zu einem

heterogenen Einbau kommen. Durch Optimierung der Fermentationsbedingungen
ist die quantitative Substitution der kanonischen Aminosaure mdglich , allerdings
ist die Subsititutionseffizie nz oft vom Protein, dem Analog und dem

Expressionsorganismus abhangig. (25, 26]

GroRRer Vorteil dieser Methode ist jedoch, dass sich mit relativ geringem Aufwand
groRe Mengen an auf diese Weise modifizi erten Proteinen herstellen lassen . Auch
ist, Iim Gegensatz zur SCS Methode, ein gleichzeitiger  (paralleler) Einbau von
mehreren verschiedenen Analoga in ein Protein moglich .7 Dabei muss allerdings
ein Expressionsstamm verwendet werden, der fir alle auszutauschenden
Aminosaure n auxotroph ist . Nach Depletion aller dieser Aminosaure n in der
Kultur , kdnnen die gewiinschten Analoga parallel zugegeben und die Expression

des Zielproteins induziert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die SPI Methode fir die Herstellung
verschiedener Lipase -Kongenere in E. coli verwendet. Darlber hinaus wu rde
diese Methode auch schon erfolgreich in S. cerevisiae " und Pichia Pastoris

durchg efihrt.

1.2.2 Suppression von St op - Codons (SCS)

Bei dieser Methode (vergl. Abb. 3) wird die Bedeutung eines in frame Stop -
Codons so verandert, dass es nicht mehr fir die Termination der Translation

codiert , sondern fur den Einbau einer nich t-kanonischen Aminosaure. Besonders
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geeignet ist hierfir das Amber Stop -Codon (TAG), da es von allen drei Stopp -

29 Bej der

Codons in E. coli und S. cerevisiae am seltensten verwendet wird
Suppression von Stop -Codons durch tRNAs, die ein zum Stop -Codon passendes
Anticodon haben (Suppressor -tRNAs), handelt es sich um ein naturlich

[29, 30]

vorkommendes Phénomen So existieren auch eine ganze Reihe von

naturlichen, aber auch von gentechnisch he rgestellten Suppressor -tRNAs u. a. fur

[31] [35]

E. coli, Saugerzellen, B 3 Hefel® oder C. elegans . Sie konkurr ieren
allerdings mit der Termination der Translation durch Release Faktoren. Und auch
ist die Suppression abhéngig von der das Stop -Codon umgebenden DNA -
Sequenz B und der Anzahl der in der Zelle vorkommenden Kopien der

Suppressor -tRNA,®! wodurch die Effizienz  diese r Methode beeinflusst wird

Das Kernstick des SCS Systems ist ein orthogonales Aminoacyl -tRNA

Synthetase/Suppressor -tRNA Paar, das den exklusiven Einbau einer bestimmten

nicht -kanonischen Aminosaure an der, durch das entsprechende Stop -Codon
definierten Stelle ermoglicht. Im Gegensatz zum stochastischen Einbau bei d er
SPI Methode , kann bei dieser Methode die nicht -kanonische Aminosaure gezielt

und (im Rahmen der oben genannten Nachteile) an nahezu jeder beliebigen

Stelle im Protein eingebaut werden. Das zu Uberlesende Stop -Codon kann dabei
Uber ortsgerichtete Mutagen ese-PCR in die Sequenz des Zielproteins eingefiigt
werden. Allerdings ist der Einbau an der ersten Position eines Proteins, also am

AUG- Start -Codon, nicht mdglich. Mit der SPI Methode lassen sich hingegen auch

diese N -terminalen Reste austauschen. %2

Damit d iese aaRS/ Suppressor -tRNA Paare in der Wirtszelle orthogonal sind
mussen mehrere Bedingungen erfillt sein: Zum einen muss die Suppressor -tRNA
so konstruiert sein, dass sie nicht von den endogenen Aminoacyl -tRNA-
Synthetasen (aaRSs) des Wirtes erkannt wird, aber trotzdem in der Translation

effizient arbeitet (orthogonale tRNA). Ebenfalls notwendig ist eine neue aaRS
(eine orthogonale Synthetase), die die orthogonale tRNA aminoacyliert, aber
keine der endogene tRN As mit einer Aminosdure beld dt. Diese aaRS darf die
tRNA ausschliellich mit der gewili  nschten nicht -kanonischen Aminosa ure und
nicht mit einer kanonischen Aminosa ure aminoacylieren. Andererseits darf die

nicht -kanonischen Aminosa ure aber auch kein Substrat f  Ur eine der endogenen

aaRs sein. ¥

Erste Versuche solch ein orthogonales aaRS/ Suppressor -tRNA Paar zu entwickeln

fanden in E. coli statt. Dabei wurde versucht , die Spezifit at des bereits
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existierende n Glutaminyl -tRNA-Synthetase (GInRS) /tRNA,®" Paares aus E. coli zu
modifizieren. In einem ersten Schritt wurden Schlisselnucleotide an der
Grenzfla che zwischen tRNA und aaRS , ausgehend von der R6  ntgenstruktur des

Komplexes B

mutiert um die AffinitA t der tRNA flr ihre kognate aaRS zu
reduzie ren, ohne aber die Orthogonalit &t gegenuber den ander en endogenen
aaRS zu verlieren. Im n&chsten Schritt sollte eine Mutante der  Wildtyp (wt)
GInRS entwickelt werden , die eindeutig die se mutierte tRNA,®" erkennt, aber

40, 41]

weiterhin orthogonal zu den endogenen E. coli tRNAs ist.! Allerdings gelang

es dabei nicht ein vollstandig orthogonales GInRS/ tRNA,®" Paar zu generieren. !

In folgenden Ansatzen wurde dann versucht, ein bereits bestehendes

aaRS/ Suppressor -tRNA Paar aus einem anderen Organismus zu finden, das in

E. coli orthogonal ist. Vielversprechend war hier etwa das GINRS/ tRNA cus®" Paar
aus S. cerevisiae , jedoch konnte keine GInRS-Mutante entwickelt werden, die

spezifisch eine NCAA in  E. coli aminoacyliert. "2

Auch gab es recht erfolgreiche
Experime nte mit einem Phenylalanyl  -tRNA-Synthetase /tRNAcys"™ Paar aus Hefe ,
die Einbaurate der verwendeten NCAA lag dabei aber nur bei 64-75 % (der Rest

waren Phe und Lys). 3

Den Durchbruch in E. coli brachte dann das aus dem Archaebakterium
Methanococcus jannaschii stammende  TyrRS/RNA cus”" Paar.*!  Dieses Paar
weist eine natirliche Orthogonalitat auf, weil es aus einem evolutionéar entfernten
Organismus stammt . P. G. Schultz und seine Kollegen entwickelten zahlreiche auf
M. jannaschii  TyrRS/tRNA cu»™" basier ende orthogonale Paare in bakteriellen

Zellen ( E. coli) weiter. ¥ Zwar wurde diese  MjtRNA auch noch von e ndogenen

aaRSs aminoacyliert, durch die Generierung einer Suppressor -tRNA Bibliothek
und einem anschlieBendem Screeningverfahren mit negativen und  positiven
Selektionsschritten , konnte eine MjtRNA-Mutante  gefunden werden die

zusammen mitder  MjTyrRS eine h ohe Orthogonalitat in E. coli aufwies. !

Die groRte Herausforderung bei der SCS besteht allerdings darin, die
Substratspezifitd t der Aminoacyl -tRNA-Synthetase des orthogonalen
aaRS/Suppressor -tRNA Paares durch Mutation so zu veréndern, das sie nur die
gewlnschte NCAA und keine der 20 kanonischen Aminosauren auf die
Suppressor -tRNA l&dt. Denn eine Aminosaurepromiskuita t in der orthogonalen
aaRS wirde zu Proteine n fuhren , die an der Position des Stop -Codons eine

Mischung von NCAA und kanonische r Aminosaure enthalten.
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Wang et al. generierten dazu, basierend auf der homologen Kristallstruktur der
TyrRS aus Bacillus stearothermophilus eine Bibliothek von  MjTyrRS -Mutanten , bei

denen finf Reste im Umkreis von 6,5 A um die para -Position des Arylrings des

gebundenen  Tyrosins randomisiert ~ waren. *® Es folgte eine  positive
Selektion srunde, die auf der Suppression eines Amber -Stopp -Codons im
Chloramphenicolacetyltransferase -Gen (CAT), in Gegenwart der gewiinschten

NCAA und Chloramphenicol basierte. Die U berlebenden Zellen wurden jetzt in
einer negativen  Selektion srunde in Gegenwart von  Chloramphenicol jedoch ohne
die NCAA angezl chtet. Zellen die hier nicht Uberlebten wurden von einer

Replikaplatte isoliert und die Gene ihrer MjTyrRS-Mutanten durch in vitro DNA-

Shuffling rekombiniert . Durch W iederholen dieser Selektionsrunden mit
steigenden Chloramphenicol -Konzentrationen  wurden die MjTyrRS -Mutanten so
[45, 46]

weiter verbessert. Bei einer Weiterentwicklung dieser Methode wurde eine
negative Selektion srunde eingeflihrt, die auf der Suppression  von Amber -Stop -
Codons im Barnase -Gen ohne der Anwesenheit der NCAA beruht . Zellen die eine
MjTyrRS -Mutante exprimierten, die neben der NCAA auch eine kanonische
Aminosaure auf die  Suppressor -tRNA luden, starben ab und konnten auf diese

Weise eliminiert werden. 842

Ein anderes in vivo Screening Verfahren  basiert neben dem  CAT-Reporter auf
dem amplifizierbare n Fluoreszenzreporter T7/GFPuv (pREP) . Hierbei induziert die
Suppression eines  Amber -Stop -Codons im Gen der  T7-RNA-Polymerase die
Expression des grii n fluoreszierenden Proteins (GFPuv). Infolgedessen kdnnen

fluoreszierende und nichtfluoreszierende Zellen durch FACS (fluorescence

activated cell sorting ) getre nnt werden. % *7

Obwohl es mdglich war, ausgehend von MjTyrRS tRNA cua™" eine ganze Reihe von
orthogonalen Paaren mit fur verschiedene NCAAs spezifischen aaRSs
herzustellen, so ist deren Entwicklung doch von strukturellen Grenzen im aktiven

48 Aus diesem Grund wurde n noch zahlreiche

Zentrum der aaRS abhangig.
zusatzliche orthogonale Paare fur die Verwendung in E. coli adap tiert. Diese
stammen u. a aus S. cerevisiade (z. B. AspRS/IRNA **  GInRS/tRNA ",
TyrRSARNA ™ oder PheRS/tRNA ") oder es handel t sRaar eufim dieHryebn

48 Auch wurden

aaRS und tRNA aus zwei verschiedenen Organismen stammen.
Organismen entdeckt, die eine naturlich vorkommende P yrrolysyl -tRNA-

Synthetase (PyIRS) besitzen, die die zugehdrige tRNAcus™  mit P yrrolysin
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[49, 50]

am inoacyliert. Dieses Paar konnte somit als orthogonales Paar in anderen

Organismen genutzt werden

Insgesamt konnen auf diese Weise bis jetzt schon mehr als 50 NCAAs dem
genetischen Code in  E. coli hinzugefiigt werden. 8 Dabei muss der fir die
Herstellung des Zielproteins verwendete Stamm  keine  spezifischen
Aminosaure auxotrophien aufweisen, da die mutierte aaRS im Idealfall ja nur noch
die nicht -kanonischen Aminosaure als Substrat erkennt und ke ine kanonische
mehr. Fir die Expression wird dem Medium die entsprechende nicht -kanonischen
Aminosaure zusatzlich zugesetzt. Diese muss fur einen erfolgreichen Einbau
allerdings effizient in das  Cytoplasma transportiert oder aber durch den Wirt

[38]

biosyntheti siert werden . Im Gegen satz zur weiter oben beschriebenen SPI

Methode st ein induzierbarer Promotor dabei nicht zwingend erforderlich, da die

Translation des Zielproteins in Abwesenheit der beladenen Suppressor -tRNA am
internen in frame Stop -Codon abbricht, und so nur ein trunk iertes (d. h.
verkirztes) Proteinfragment entsteht. Erst in Gegenwart der nicht -kanonischen
Aminosaure wird die Suppressor -tRNA beladen und der Einbau in das Zielprotein

kann erfolgen (siehe Abb. 3).

host cell

canonical
amino acid

inducible @8
promoter ¥

constitutive expression
on/off AARS/supressor tRNA
expression system

orthogonal
mutAARS/tRNAcyA
pair

target protein

with non canonical
amino acid

i at a single position

host genome {

R

amino acid
transporter

non canonical
amino acid

O

Abb. 3: Einbau nicht -kanonischer Aminosauren durch Stop -Codon
Suppression.
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1.3 Der erweiterte genetische Code in Eukaryoten

Das in E. coli entwickelte Verfahren zur genetischen Codierung von NCAAs sollte
auch auf hohere eukaryotische Organismen  Ubertragen werden , was die

Generierung orthogonaler aaRS/ Suppressor -tRNA Paar e fir diese Organismen

erforderlich machte . Da die Sequenzidentit &t und die Identitd tselemente der
tRNAs von Prokaryoten  und Eukaryoten starker von einander abweichen, als die
von Eukaryoten und Archaea oder von Eukaryoten untereinander , sind die

meisten orthogonalen Paare fur Eukaryoten aus bakteriellen  Paaren abgeleitet

worden. &

Fur die Transkriptio n von tRNA -Genen sind i n eukaryotischen  Zellen die RNA-
Polymerase Il und ihre assoziierten Faktoren, die spezielle A- und B -Box-
Sequenzen im tRNA -Gen erkennt , verantwortlich B Manchen b akterielle n tRNAs
fehlen diese A- und B -Box-Sequenzen teilweise, wodurch sie in Eukaryoten ohne
entsprechend e Moadifizierung, nur ineffi zient biosynthetisiert oder prozessiert

werden. &3 52

Auch wird in  Eukaryoten , im Gegensatz zu E. coli, die CCA-Sequenz
am 3 &nde der tRNA enzymatisch  durch spezielle tRNA-Nucleotidyltrans ferase n
angeflgt, was ein Entfernen dieser 3 8CCA-Sequenz bei aus E. coli importierten

B3 Manchmal kann es , um funktionelle

tRNA-Genen notwendig machen kann.
tRNAs zu erhalten auch erforderlich sein, spezi fi suma -fRdkierende
Sequenzen anzufligen, Introns herauszunehmen , oder den Export in das

Cytoplasma durch einen E  xportin -abh &ngigen Prozess zu ermdglichen .5*%¢

Eines der fur den Einbau von NCAAs in Saccharomyces cerevisiae entwickelten

orthogonale n Paare ist das, auch im Rahmen dieser Arbeit verwendete Amber -
Suppressor TyrRS/tRNAcu, Paar aus E. coli. Es ist bekannt, dass E. coli Tyrosyl -
tRNA cua €in sc hlechtes Substrat fir ~ S. cerevisiae aaRSs ist und in Gegenwart der
E. coli TyrRS als ein Amber -Suppressor agiert . Auch aminoacyliert die E. coli

TyrRS keine Hefe -tRNAs. 75 @

Daneben existieren noch weitere Paare fir Hefe, wie etwa das E. coli
LeuRS/tRNA ", oder das M. mazei PYyIRS/tRNA ™' Paar.®® ¢ oder auch das von

der E.coli GInRS und humaner Initiator -tRNA abgeleitet e GINRS/tRNA ¢ "
Paar,®” das auch fiir eine  effiziente Amber -Suppression in Sa ugerzellen benutzt

wurde &%

Um eine Substratspezifitat der verwendeten aaRSs, fir eine gewtinschte NCAA zu

erzeugen, musste ein Screening Verfahren fir Hefe (analog zum E. coli-System )
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entwickelt werden.  Dazu generierten Chin et al. einen speziellen , HIS3 und URA3
auxotrophen S. cerevisiae Selektionsstamm , der das transkriptionelle
Aktivatorprotein GAL4  enthie It. Zwei Codons der GAL4 -Sequenz wurden dabei  zu
Amb er-Stop -Codons mutiert. Dieser Stamm kann mit einer Plasmid - Bibliothek
transformiert werden, die Mutanten der aaRS und die zugehdérige tRNA cua enth alt.
Die Suppression de r Amber-Codons produziert das Vollla  ngenprotein GAL4, das
wiederum die Transkription de r auf GAL4 responsiven HIS3-, URA3- und lacZ-
Reporter -Gene induziert. Die Expression von HIS3 und URA3 komplementiert die
Auxotrophie fii r Histidin und Uracil dieses Stammes und bringt positiv selektierte
Klone hervor, die aktive aaRS/tRNAcy, Paare exprimie ren. Hingegen verursacht
ein Zusatz von 5 -Fluororotsé ure (5 -FOA), die durch URA3 in ein toxisches
Produkt (5-Fluoruracil ) umgewandelt wird, den Zelltod bei Zellen, die aktive
aaRS/tRNAcy,n Paare exprimieren. In Abwesenheit einer NCAA ist dies eine
negative  Selektion zur En tfernung von Synthetasen, die fi r kanonische
Aminosa uren spezifisch sind.  Das lacZ -Reporter -Gen dient dabei als zus atzlicher

Farbm arker um aktive aaRS von inaktiven zu  unterscheiden (siehe Abb. 4).12

Zellen, die eine Aminosaure einbauen, sind auf X-Gal blau und Gberleben auf ~URA oder 3-AT;
Zellen, die keine Aminosaure einbauen, sind auf X-Gal weif3 und sterben auf ~URA oder 3-AT ab.

positive T+nichtnatdr1:che Aminosaure

Selektion | +3-AT oder -URA oder +X-Gal
TAG TAG
DNA bindende transkriptions-
Doméne aktivierende Domane

UASGAL1
ey BT ]

| HIS3-Promotor |
UASGAL1
pGADGAL4XXTAG - ]
| GAL1-Promotor |
GAL4-Bindungsstelle

pEcTyrRS

MRNACuUA

| Spo13-Promotor |

negative | -nichtnatlrliche Aminosaure
Selektion | +5-FOA oder + X-Gal

Zellen, die natirliche Aminosauren einbauen, sterben auf 5-FOA ab und sind auf X-Gal blau;
Zellen, die ausschlieBlich nichtnatirliche Aminosauren prozessieren, uberleben auf 5-FOA
und sind auf X-Gal weif3,

Abb. 4 Selektion sschema fir NCAA  -spezifische aaRS Mutanten in
S. cerevisiae
(Abb. aus Wa ng et al*®)
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Im Falle des von der Gruppe von  P. G. Schultz entwickelt en E. coli TyrRS/ tRNA cya

Paares 6% ©

wurden eine ganze Reihe verschiedene r TyrRS Mutanten fur  die
spezifische  Erkennung von verschiedenen NCAAs wie etwa  p-Azido-L-
phenylalanin ~ (AzF), p-Propargyloxy -L-phenylalanin (PxF) oder p-Benzoyl -L-
phenylalanin (Bpa) (siehe Abb. 9) entwickelt . Dazu wurden auf der Grundlage der

Kristallstruktur der homologen TyrRS aus Bacillus stearothermophilus fanf
ausgewa hlte Reste in der Bin detasche und im aktiven Zentrum der E. coli TyrRS
zufallig  mutiert und in drei Runden ( positiv/negativ /positiv) des oben

beschriebenen Screening s in Hefe die gewiinschten Mutanten selektioniert. [©2 %4

Chin et al. verwendeten anschliel3end rekombinante humane
Superoxiddismutase 1 (hSOD1) als Modellp rotein , in das sie verschiedene NCAAs
einbauten. hSOD1 enthielt dabei am C-Terminus einen Hexahistidin -Tag (6xHis -
Tag) und an Position 33 ein in frame Amber -Stop -Codon (T GA). Nur bei einem
erfolgreichen Einbau der N CAA an Position 33 wurde die v olllangen h SOD1 mit
6xHis -Tag exprimiert, die dann aufgereinigt oder (Gber Immunoblot
nachgewiesen werden konnte. NCAAs enthaltende hSODL1 -Varianten wurden  mit
einer Ausbeute von etwa 50 ng/ml erhalten, wahrend fur Wildtyp hSOD1 eine

Ausbeute von 250 ng/ml erzielt wurd e.!®

Auf vergleichbare Weise konnten neben den Paaren der E. coli TyrRS/tRNA cya
auch eine Reihe von, auf dem E. coli LeuRS/tRNA " Paar basierenden
orthogonalen Paare entwickelt werden, wa s das Hinzufigen von mehr als 22

[60. 63-69] iage

NCAAs zum genetischen Code von S. cerevisiae  ermdglicht .
aaRS/tRNA cya Paare behalten darii ber hinaus auch ihre Aktivitat und
Orthogonalitat wenn sie in  Pichia pastoris verwendet werden. 81 Dadurch ist eine
Produktion von groBen Mengen an rekombinanten Proteinen und die Kontrolle

iiber Glykosylierungsmuster — moglich. ©“& 7

Nachteilig an der SCS Methode ist, neben der recht aufwendigen Generierung von
neuen fir NCAAs spezifische aaRS Mutanten , auch das Problem der
Suppression seffizienz. Wie schon weiter oben erwahnt ist diese zum einen von

B8 purch die rationale

der, das Stop -Codon umgebenden DNA -Sequenz abhéangig.
Auswahl des zu mutierenden Codons, oder durch das Austesten mehrere Stop -
Codons an verschiedenen Positionen im Zielgen, kann dem entgegengewirkt

werden. Zum andern besteht Konkurrenz der Suppressor -tRNAs mit den Release
Faktoren (RF) der Translation s-Termination . Hier wurde versucht, durch speziell

entwickelte orthogonale Ribosomen, die nur mRNAs mit artifiziell e n -Se@uenzen
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translatieren und du rch Mutationen eine verringerte Interaktion mit den Release

1 Darliber hinaus st

Faktoren zeigen, eine vorzeitige Termination zu verhindern.
die Suppression abhangig von der Anzahl der in der Zelle vorkommenden Kopien

der Suppressor -tRNA. Chen et al. haben hier in einem verbessertem S ystem fur
Hefe versucht , dieses Problem durch 3 Kopien der tRNA cya auf dem
Expressionsvektor,  zusammen mit einem optimierten Promotor und -5%0 30
flankierende n Regionen des Hefe SUP4 Gens, zu l6sen. B Und schlieBlich  kommt
es in eukaryotischen Zellen zum sogenannten Nonsense -mediated mMRNA decay
(NMD) . D. h. mRNAs, die ein vorze itiges Stop -Codon im offenen Leseraster der
MRNA besitzen, werden durch einen Kontrollmechanismus der Zellen erkannt und

[72]

abgebaut. Dieses Problem kann durch die Verwendung von NMD defizienten

S. cerevisiae Stammen umgangen werden. [

Da die Seitenketten von den NCAAs AzF, PxF und Bpa (vergl. Abb. 9) effiziente

Instrumente fir  in vitro Bio-ortogonal e Transformationen wie z. B. Click -Chemie

(AzF und PxF ) bzw. fiir in vivo Foto-Quervernetzung von Proteinen (Bpa) 2 ™
sind, war es fir uns von gro3em Interesse, diese Methode fur unterschiedliche
Zielproteine zu etablieren . Daher beschlossen wir als ersten  Schritt, die

Expression von hSOD1 in S. cerevisiae mit den genannten NCAAs in unserem
Labor zu etablieren. Der Vorteil der Genexpression in Hefe liegt dabei in der
Moglichkeit, im Gegensatz zu E. coli, auch Proteine exprimieren zu konnen, die

posttranslati onal modifiziert werden.

1.4  Industrielle Biotechnologie - Designvon Lipase -

Kongenere n

Ein anderer Ansatz, als die oben beschriebene SCS Methode in S. cerevisiae |,

sollten im zweiten Teil dieser Doktorarbeit verwendet werden. Dabei sollten
Protein -Kongenere ei ner als Biokatalysator industriell relevante n Lipase, unter
Verwendung der Supplementation Based | ncorporation Methode in E. coli

hergestellt werden.

Die | ndustrielle oder  Weil3e Biotechnologie nutzt Enzyme bzw. Mikroorganismen

als Ganzzellkatalysatoren um Chemikalien, Werkstoffe und Kraftstoffe aus

[75]

erneuerbaren Quellen nachhaltig zu produzieren. Dieses Gebiet verspricht die

Optimierung von Prozessen bei niedrigeren Betriebskosten und

Investitionsausgaben , was einen bedeutenden m arktwirtschaft lichen Vortell

[76]

gegeniber kla ssischen Produktionsverfahren darstellt. Die Errungenschaften
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und VerheiBungen von Enzym Engineering , Metabolic Engineering , synthetisch er
Biologie und Systembiologie durften zusatzlich zu einer  Beschleunigung der

7571 Dartiber hinaus kénnte

Entwicklung der Industrielle n Biotechnologie flhren .
das Engineering von Mikroorganismen oder Enzymen , in Kombination mit

verschiedenen Verfahren far eine effiziente re Produktion , einen
Paradigmenwechsel von  einer auf fossilen Brennstoffen beruhenden hin zu einer
biologisch basierten Produktion von Chemikalien , wie etwa Biodiesel ,

darstellen.

Ein weiterer Vorteil  der | ndustriellen Biotechnologie liegt schlief3lich
darin, dass moderne  industrielle Biotechnologie  prozesse sehr stark mit
reduziertem Energieverbrauch, geringerem Abfallaufkommen und einer

geringeren E mission von Treibhausgas en verbundenen sind .

14.1 Neue We ge zum optimierten Enzym

Eines der wic htigsten Werkzeuge fir die | ndustrielle Biotechnologie ist das
Protein Engineering , da native Enzyme selten die ideale Kombination von
Eigenschaften und Aktivitaten aufweisen, die fir den industriellen Einsatz
benotigt werden .® Daher miissen Biokatalysatoren optimiert werden, um in
teilweise extremen Prozessbedingungen wie der Exposition gegeniber
Ldsungsmitteln oder denaturierenden Zusatzen , Uber einen langeren Zeitraum
funktionieren  zu konnen. In der Vergangenheit war die Suche geeig neter
Biokatalysatoren hauptsachlich auf Enzyme beschrankt , die in der Natur

gefunden wurden.

Mit dem Aufkommen von rekombinanten DNA -Technologie n, war eine Enzym -
Optimierung Uber rationale und gerichtete Evolution s-Methoden

(Zufallsmutagenese und DNA  -Shuffling ) moglich, die Biokatalysatoren mit

(80]

veranderter Spezifitdt, Selektivitdt und Stabilitat hervorbrachte. Gemeinsam

ist all diesen Verfahren, dass sie in den Bereich des klassischen Protein
Engineerings gehdren und zunachst eine Bibliothek von Gen -Mutanten erstellt
werden muss , deren Proteinprodukte anschlielend auf die g ewdlnschten

(81]

Eigenschaften hin selektioniert werden mussen. Diese funktionellen  Screenings

sind nicht immer trivial und d aruber hinaus koénnen v. a. lange Protein -
Sequenzen nicht problemlos permutiert werden. Auch erfordern rationale
Methoden oft strukturelle Informationen, die nicht immer v erfiigbar sind ."®%

Anstatt klassische  Mutanten zu erzeugen, wurde in dieser Arbeit die Mdoglichkeit

analysiert, durch gezielte  chemische Modifikationen die Enzymaktivitat Zu
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manipulieren. Diese werden voraussichtlich keine wesentlichen strukturellen
Stérungen in einem Enzym verursachen, aber neue physikalisch -chemischen

Eigenschaften liefern. [©2 8

Im Rahmen des Standard -Aminosaure repertoir es,
konnte dies durch  Austauschen von etwa  Ser/Ala/Cys, Thr/Val, Glu/GIn, Asp/Asn
oder Tyr/Phe erreicht werden . Jedoch sind solche Anderungen nicht moglich fiir
andere kanonische Aminosauren wie Met oder Pro, welche oft eine entscheidende

Rolle in der Struk tur und funktionellen Integritit eines Enzyms spielen.
Isostrukturelle Analoga dieser kanonischen Aminosduren sind nur in Form von

nicht -kanonische n (vor allem synthetischen) Aminosauren verfligbar, die vom
universellen  genetischen Code nicht codiert werden . Sie ermdglichen  gezielte
Manipulationen auf der Ebene von einzelnen Atom -Substitutionen wie  etwa H/F,
S/ICH, oder H/OH. Diese Aatomaren Mutationen > 8  koénnen  durch
translat ionalen Einbau von synthetischen Aminosaureanaloga mit Hilfe der SPI

Methode , an Stelle ihrer kanonischen Pendants eingeftinrt werden (vergl. 1.2.1).

Obwohl bereits mehrere Studien zur Verbesserung der Enzymkatalys e mit hilfe
isostrukturell er Aminosaureanaloga  verdffentlicht  wurden ,% % fehlt bisher eine
systematische Untersuchung zu den Auswirkungen  der Inkorporation einer
groer en Anzahl von verschiedenen Analoga auf die Enzymaktivitat und

Substrat erkennung.

1.4.2 Lipasen 1 Vvielseitige Biokatalysatoren
Extrazellulare Lipasen (EC 3.1.1.3) gehdren zu den vielseitigsten
Biokatalysatoren und werden aufgrund ihrer Losemittelbestandigkeit, b reite n

Substratspezifitat und Hydroly se- sowie Synthese -Aktivitat fur viele wichtige
industrielle Prozesse verwendet. 7

Lipasen hydrolysieren Triglyceride in Glycerin und Fettsauren (Lipolyse) , oder sie
katalysieren unter Bedingungen mit niedrigem  Wassergehalt die umgekehrte

Reaktion ( siehe Abb. 5).

o

W CoH
0 CH

3
Hydrolyse o

O
M\ *INO ———= OH +3 )W
o} CH3 Synthese HO CH
o]
W OH
e} CH

3

3

Abb. 5 Lipas e Reaktion.
Lipasen katalysieren = sowohl die Hydrolyse von Triglyceriden in Glycerin und Fettsduren
als auch die Synthese von Triglyceriden (Ruckreaktion)
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Lipasen sind weit verbreitet um Fette und Ole in der Lebensmittel -, Kosmet ik-,
Leder -, Textil - und Waschmittelindustrie abbauen. lhre Aktivitat und Stabilitat
kann von Tensiden und Detergenzien beeinflusst werden , wenn diese zum

Reaktion smedium zugegeben werden. Und nachdem gezeigt werden konnte, dass
sie in nahezu 100%igen orga  nischen Lésungen aktiv waren, B entwickelten sich

Lipasen zu idealen Werkzeugen in der organischen Chemie.

In Gegenwart einer Saure kénnen Lipasen einen Alkoho | verestern , oder ein en
Ester mit eine  m zweiten Alkohol (Alkoholyse), einer Saure (Acidolyse) oder einem
weiteren  Ester umestern. Auf diese Weise werden Lipasen fir spezifische
regioselektive Reaktionen in organischen Lésungsmitteln bei der Produktion von

Enantiomere n verwendet. 2

Diese hydrolytisch e und synthetische Vielseitigkeit
von Lipasen macht sie z u den attraktivsten und am meisten verwendeten
Biokatalysatoren.  Daher ist der Lipase -Sektor kommerziell sehr interessant und
es werden standig neue Anwendungen gesucht, wie etwa aus  den Bereichen der
Nahrungsmittel industrie ( insbesondere die Reduktion von Fetten oder die
Steigerung der Aromaausbeute), der Abfallwirtschaft , dem biologischen Abbau
von Ol, oder der Produktion von Biokraftstoffe n, Pestiziden und biologisch
abbaubare n Polymere n.®® Aus diesen Griinden ist der Bedarf an der
Identifizierun g weiterer Enzyme oder der Optimierung bereits vorhandener
besonders grof3 und wird auch noch durch eine schnell steigende Nachfrage nach
Feinchemikalien verstarkt. ¥ SchlieRlich ist auch die pharmazeutische Industrie
ein weiteres wichtiges Einsatz ~ gebiet, da Krebs -, Alzheimer -, antivirale -, Blutdruck
oder Cholesterin  senkende und entziindungshemmende Medikamente mit Lipase -

basierten Verfahren hergestellt ~ werden.

Die Lipolyse erfolgt dabei aussc hlie3lich an der Lipid -Wasser -Grenzflache, an der
die Konzentration an Lipase -Molekilen direkt die Reaktionsgeschwindigkeit
bestimmt. Allerdings folgt die Kinetik einer Lipase -Reaktion nicht dem klassischen
Michaelis -Menten -Modell, da dies nur fir I6sliche Enzyme und Substrate giiltig
ist. Vielmehr kommt es zu einem starken Anstieg der Lipase - Aktivitat, wenn die
Loslichkeitsgrenze des Substrats (berschritten wird und das Substrat eine

[95]

Emulsion bildet. Im Gegensatz dazu ist die Esterase -Aktivitdit von der

Substratkonzentration abhangig und folgt der Michaelis - Menten -Kinetik, wobei
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird, lange bevor die Losung  mit

Substrat gesattigt  ist. !
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Es wurde deshalb folgendes  Modell zur Bes chreibung der Lipase Kinetik
vorgeschlagen ( Abb. 6).[%: 7

S Lipid
\

E*<—— E* =—> E*S —> P* Grenzfliche

y
¥ v

E <= E* <—= E*S, P Wasser
SW PW

Abb. 6 Modell der Lipase Kinetik.
Dieses Model zeigt sowohl die Esterase Aktivitat  einer Lipase (E), bei der
wasserlosliche Substrate(S ) in einer der  Michaelis -Menten -Kinetik folgenden Reaktion

umgesetzt werden. Als auch die an der Lipid - Wasser - Grenzflache stattfindende Lipase -
Aktivitat . Hierbei bildet das aktivierte (E*) und an der Grenzflache adsorbie rte Enzym
(Es*) zusammen mit dem wasserunléslichen Substrat (S) einen Enzym -Substrat -
Komplex (E ¢*S). Nach der Katalyse entsteht hieraus das Produkt (P*), das dann in der
wassrigen Phase geldst wird (P). Das wieder frei werdende Enzym (E s*) kann nun
wieder die nachste Reaktion katalysieren, oder seine Aktivitat verlieren (E is¥)-
Der erste Schritt besteht aus einer Akkumulation  der Lipase an der Lipid -Wasser -
Grenzflache, ein Schritt der die Aktivierung des Enzyms , d. h. die Offnung des

Deckel s (siehe dazu wei ter unten) , einschlieen kann. Im zweiten Schritt wird der
Komplex zwischen der Lipase und dem Substrat ge formt. Nach erfolgter Katalyse
wird das gebildete  Produkt freigesetzt und kann sich in der wassrigen Phase

I6sen. Das freiwerdende, regenerierte Enzym bleibt an der Grenzflache adsorbiert

und steht fiir die nachste Reaktion zur Verfiigung. 7]

Die Lipase-Reaktion wird von einem nucleophilen Ser, einem His und einem
sauren Asp katalysiert (katalytische Triade ). Der detalllierte  Mechanismus st in

Abb. 7 dargestellt. 7



1 Einleitung 21

A
o) Substrat
iy
R &XR'
o \ Serin
Aspartat H=0

pKa 4-5 f”\da/} /Q: fua: J—

H<N}
Enzym \/w

Histidin Acyl-Enzym-Zwischenstufe
c IL
O Produkt
OH
H-O
N
Abb. 7 Mecha nismus der Lipase - Katalyse.
(A) : Aktivierung von Serin und nucleophiler Angriff des Serin s an der Carbonylgruppe
des poten ziellen Substrats unter Bildung einer Acyl -Enzym -Zwischenstufe (B) . In
diesem Schritt werden die Ladungen neutralisieren, was zur Bildung des oxyanion

holes fuhrt. (C) : Frei setzung des Produkt es und Regeneration der katalytischen
Reste. (Abb. modifiziert au s Reis et al.’"!)

Im ersten Schritt wird Serin durch Deprotonierung, fir die Histidin und Aspartat

erforderlich sind , aktiviert (Abb. 7 A). Somit ist die Nucleophilie der
Hydroxylgruppe des Serin verstarkt und sie greift die Carbonylgruppe des
Substrats an, was zu der Bildung einer Acyl -Enzym -Zwischenstufe fuhrt ( Abb. 7
B). Das Vorhandensein eines oxy anion holes tragt zur Stabilisierung der
Ladungsverteilung und zur  Reduktion der Grundzustandsenergie de r
tetraedrischen Zwischenstufe bei. Der Deacylierungsschritt, der in Abb. 7 C
dargestellt ist, wird durch die Elektronegativitdit der Molekile die an der
Grenzflache sitzen, kontrolliert. In diesem Schritt greift ein Nucleophil (z .B. H,O
oder Monoglycerid) das acylierte Enzym an, was zu einer Freisetzung des

Produkt es und der Regen eration des katalytischen Zentrums fiihrt. [96. 971

Obwohl Lipasen oft keine klaren Ubereinstimmungen in der Aminosaurensequenz
haben, zeigen sie doch alle eine ahnliche rdumliche Struktur. 8] Dabei handelt es
sich um die haufigste natirliche Proteinfaltung, die kanonische U / -#ydrolase -

Faltungen. Diese ist aufgebauta us acht, im Zentrum der Lipasen nahezu parallel
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w

angeordn eten a-Faltblatter n (mi t Ausnahme d e sFalthdattes,i welehes a
invers in die Struktur eingeordnet st ), die wiederum vo n -Belices

981 (vergl . Abb. 8). Die kanonische U/ -&lydrolase -Faltungen

eingeschlossen sind
wird durch die Gegenwart einer katalytischen Tri ade gekennzeichnet, die aus

eine m Nucleophil (Ser, Cys oder Asp ), eine m streng konservierten His und einem

sauren Asp - oder Glu -Rest (im Fall von Lipasen ) gebildet wird. ® Um die

Katal yse zu ermoéglichen , sind strukturelle Veranderungen rund um das aktive

Zentrum notig. Dieser Prozess i st dur ch di e Bewegungle oder
helikalen Deckel - oder lid-Domane, die das aktive Zentrum des Enzyms ver deckt

(siche Abb. 8 und Abb. 25), gekennzeichnet. " Dieser flexible Deckel ist  bei

vielen Lipasen mit dem Enzym Kkern verbunden und er ist zwischen verschiedenen

[101]

Organismen stark konservie rt. Daher haben Lipasen sowohl eine offene und

eine geschlossene Konformation , doch in der wassrigen Phas e ist das

Gleichgewicht in Richtung der inaktiven, geschlossenen Form verschoben. [56]

/\Bu_

- Lid-Domane

a/p Hydrolase-
Faltung

Abb. 8 Strukt urelle Merkmale von Lipasen.
3D-Struktur modell der Lipase aus T. thermohydrosulfuricus (TTL) (Details siehe 3.4)

zu Verdeutlichung der strukturellen Merkmale von Lipasen: Die kanoni sche U/ a
Hydrolase -Faltungen ist aus acht , im Zentrum der Lipasen nahezu parallel
angeordnete n A-Faltblatter n (inviolett ) , di e-Helioes (irttiirkis) umschlossen

sind, aufgebaut . Die katalytische  Triade besteht aus einem Nucleophil ( hier Ser113),
einem streng konservierten His (His233) und einem sauren Asp - oder Glu -Rest
(Asp203). Die flexible Deckel - oder lid-Doméne, kann das aktive Zentrum des Enzyms
verdecken und ist durch mehrere U-Helices gekennzeichnet . TTL ist hier in der offenen
Konformation dargestellt.
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Wenn das Enzym an der Lipid -Wasser-Grenzflache der mizellaren oder

emulgierten Substrate tatig ist, kommt es zu einer Grenzflachen -

[96, 102]

aktivierung Dabei bewegt sich  der Deckel vom aktiven Zentrum weg , was

zu dessen vollstandiger  Freilegung und  einer Aktivierung des Enzyms fuhrt
Einige Lipasen zeigen darlber hinaus die ungewobhnliche Eigenschaft der
thermische n Aktivierung , die sich auf das Phanomen bezieht, dass die Enzyme

erst bei Temperaturen von tber 40 °C aktiviert werden . Dies ist zum Beispiel bei

[95, 103, 104]

Lipasen aus Pseudomonas aeruginosa |, P. glumae (% oder

106]

Candida Antarctica ! der Fall, die alle einen amphiphilen Deckel fur das aktive

Zentrum haben.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte nin der Hefe S. cerevisiae Proteine exprimiert
werden, die durch den ortsspezifischen Einbau von nicht -kanonische n
Aminoséauren post -translat ional chemisch derivatisierbare , funktionellen Gruppen
enthalten. In einem nachsten Schritt hatten diese Gruppen dann Uber Staudinger

Ligation oder [2+3] -Cycloaddition selektiv modifiziert werden kénnen

Dazu sollte die von der Gruppe von P. G. Schultz entwickelte Methode zum
in vivo Einbau der nicht -kanonischen Aminosduren AzF, PxF und Bpa durch
Suppression von in frame Amber -Stop -Codons in S. cerevisiae rekonstruiert und

diese NCAAs in das Modellprotein hSOD1 eingebaut werden. Zuséatzlich sollte eine

Umfassende Analyse der verwendeten E. coli TyrRS Mutanten in Bezug auf die
Aktivierung von Tyr und der NCAAs mit Hilfe des ATP-PPi- Austausch -Assays
durchgefihrt werden.

Ein alternatives Verfahren zur Erweiterung des genetischen Codes , diesmal in

Prokaryoten , sollte im zweiten Teild ieser Arbeit Verwendung finden.

Dabei sollte das Potential der  Supplementation Based |  ncorporat ion Methode bei
dem Design von neuen industriell relevanten Biokatalysatoren beurteilt werden.

Hier fir wurde die, in E. coli exprimierte Lipase aus dem thermophilen, anaeroben
Bakterium  Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus (TTL) verwendet. Durch
einen proteinweiten Austausch aller Phenylalanine, Proline und Tyrosine gegen
entsprechende nicht -kanonische Aminosaureanaloga sollten Lipase -Kongenere
hergestellt werden, die anschlieBend auf Einbaueffizienz und Veranderungen in

Enzymaktivitat und 1 stabiliat hi n untersucht werden sollten.
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2. Materialien

2.1 Plasmide

-  pESC-Ura
- pOTB7

- PESC-Trp
- pPYES2

- pQESOL

2.2 Primer

Tabelle 1:Se quenzen der
Alle Schnittstellen fir Endonukleasen sind fett und kursiv markiert,

unterstrichen

Stratagene, La Jolla, CA, USA

ATTC (LGC Promochem GmbH), Wesel

Stratagene, La Jolla, CA, USA

Carlsbad, CA, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland

I nvitrogen,

DNA -Primer

Tag- Sequenzen sind

Name

Sequen z

Schnittstelle /

Tags
(RNA(CUA) GGTGGGGTTCCCGAGCGGCCAAAGGGAGCAGACT
omtate fud CTAAATCTGCCGTCATCGACCTCGAAGGTTCGAAT -
plate_ CCTTCCCCCACCAC
(RNA(CUA) GTGGTGGGGGAAGGATTCGAACCTTCGAGGTCGA
ot Ty TGACGGCAGATTTAGAGTCTGCTCCCTTTGGCCGC -
plate_ TCGGGAACCCCACC
GGGGGGACCGGT AAGCTTCCCGATAAGGGAGCAG
t RNA5 6 GCCAGTAAAAAGCATTACCCCGTGGTGGGTTCCCG Agel
A
CRNA3GS GGCGGCGCTAGC GGGAAGTTCAGGGACTTTTGAA Nhel
AAAAATGGTGGTGGGGGAAGGAT
ADH GGGGGGACCGGT CGGGATCGAAGAAATGATGGTA Agel
P AATGA AATAGGAAATCAAGG 9
ADH! GGGGGGGAATTC AGTTGATTGTATGCTTGGTATA EcoRl
P GCTTGAAATATTGTGCAGAAAAAGAAAC
PESCTrpl TCATAACGAGAATTC ATG GCAAGCAGTAACTTG EcoRI
DESCTm2 ;EACTACGTGCGGCCGC TTATTTCCAGCAAATCAG Not |
56Mut a N1|ATCGCGGCCAATAATTATGACTGGTTCG
36Mut a N1|GTCATAATTATTGGCCGCGATAGCAGAG

56tyr mut
3306 -1

CATGCATGCATGGCACTCCTTTGTGGCTTCGATCCT
ACCGCTGAC
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GGTAGCCCAGGTGACGGACGAGGAAGCGTTAGCA

Yas ™! | GAGCGACTGGCGCAAGGCCCGATCGCACTCCTTTG
TGGCTTCGA
56t vr mut | CATGCATGGAATTC ATGGCAAGCAGTAACTTGATT
3306 é AAACAATTGCAAGAGCGGGGGCTGGTAGCCCAGG EcoRl
TGACGGA
Thra7f CCGATCGCACTCACGTGTGGCTTCGATCCTACCG -
Thra7r ATCGAAGCCACACGTGAGTGCGATCGGGCCTTGC -
Ala183f CAGGGTTATTCGGCTGCCTGTGCGAACAAACAGT -
Ala183r GTTCGCACAGGCAGCCGAATAACCCTGCAACAGG -
Leu186f TCGGCTGCCTGTCTTAACAAACAGTACGGTGTGG -
Leu186r GTACTGTTTGTTAAGACAGGCAGCCGAATAACCC -
hSODfp CATGCATGCATGAAGCTT ATGGCGACGAAGGCC Hind 1]
HSODr CATGCATGCATGGAATTC TCAATGGTGATGGTGAT EcoRI /

P GATGTTGGGCGATCCCAATTAC Hexahistidin -Tag
SoDmutf AAGGTGTAGGGAAGCATTAAAG -
SODmutr GCTTCCCTACACCTTCACTGGT -

GCTTAATGGGGCGCTACAGGGCGCGTGGGGATGA
PGK1fp TCCACTAGTACTTCAACTCAAGACGCACAGATATTA -
TAACATCTGC
CTTAATATTCCCTATAGTGAGTCGTATTACAGCTGT
PGK1rp GTTTTATATTTGTTGTAAAAAGTAGATAATTACTTCC -
TTGATGA
hSOD1_Strep_f | AGGAAACGCTGGAAGTCGTTTGGCTTGTGGTGTAA Stren -Tag I
P TTGGGATCGCCCAAAGCGCTTGGAGCCACCCGCAG p-Tag
CCCTCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGC CAGTGT
hSODL_Strep_r | G ATGGATATCTGCAGAATTC TTATTTTTCGAACTGC ,\skt)rtel _Eng'”/
P GGGTGGCTCC p-T1ag
PheRSL- TCTTGCAATTGTTTAATCAAGTTACTGCTTGCCATA Ecorl )
(ExHic) 1 TGGTGATGGTGATGATGCATGAATTC AGTTGATTG | |, 0%

P TATGCTTGG 9
azPheRs1- TTCTGGCAACCAAACCC .
(6xHis)_rp
TLof tatatctatatc  GAATTC ATTAAAGAGGAGAAATTAAG EcoRl

P CATGCAAAAGGCTGTTGAAATTACATATAAC
cgtgccggcgg CTGCAG TTATCAGTGATGGTGATGGT Pst] /
TTLpr GATGGGATCCTCCCTTTAACAATTCCTTTTTGAAAA st
Hexahistidine -Tag

ACT
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2.3

2.4

2.5

E. coli Stamme

DH5U Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

(fhuA2 g (argF -lacZ)U169 phoA ginv44 080 §(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl
endAl thi -1 hsdR17 )

XL1-Blue Stratagene, La Jolla, CA, USA

(recAl end Al gyr A96 thi-1 hsdR17 supE44 rel Al lac

[F" proAB lacl%Z @M1 Bnl10 Tet )

B834 (D E3) Novagen Merck Chemicals , Nottingham, UK
(F ompT hsdS g(rg" mg’) galdcm met (DE3))
CAG18515 GSC - E. coli Genetic Resource s, Yale # 7331

(LAM- rph -1 proA3096::Tn10kan )

S. cerevisiae  Stamme

InvScl Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

(MATa/ a his3 A1/ his3 Al leu2/leu2 trpl -289/trpl -289
ura3 -52/ura3 -52)

Enzyme
Nhel New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Agel New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Not | New England Biolabs, Ip  swich, MA ; USA
EcoRl New England Biolabs , Ipswich, MA , USA
Not | New England B iolabs , Ipswich, MA , USA
Hind Il New England Biolabs , Ipswich, MA , USA
Pvull New England Biolabs , Ipswich, MA | USA
Spel New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Pstl New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

PfuUltra Il HS -DNA-Polymerase

Taqg-DNA-Polymerase TaKaRa Bio Inc., Saint -Germain -en-Laye,
Frankreich
Pfu-DNA-Polymerase Fermentas, St. Leon -Roth, Deutschland

T4-DNA-Ligase Fermentas, St. Leon -Roth, Deutschland

Stratagene, LaJ olla, CA, USA
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2.6  Antikorper
- mouse anti Strep -Tag Il antibody MAB -Classic I BA, Gottingen,
Deutschland
- mouse anti 6xHis -Tag antibody (GTX 74699) GeneTex, Irv ine,
USA
- goat antimouse IgG HRP Conjugate Bio-Rad, Hercules,
CA, USA
2.7 Standard s
- GeneRuler ™ 1 kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot
- Page Ruler Prest ained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot
2.8 Praparationskits
- Plasmid Mini K it Qiagen , Hilden , Deutschland
- Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden , Deutschland
- QIAquick Gel-Extract ion Kit Qiagen, Hilden , Deutschland
- QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilde n, Deutschland
2.9 Dialyse - und Blotting -Membranen
- Nitro cellulose: 0,025 pum, (White VSWP, 13 mm g)
Millipore , Billerica, MA , USA
- Spectra/por molecu larporous membrane (MWCO: 3 500)
Spectrum Laborat ories, Rancho Dominguez CA, USA
- Blotting Membran;  Protran 0, 1 um
Whatman Intern ational Ltd, Maidstone Kent, UK
2.10 Chromatographiesaulen
- HiTrap Chelating HP  Ni-NTA Agarose ™ Séule Amersh am

Pharmacia, Freiburg , Deutschland

Strep -Tactin  Sepharose Saule IBA, Goéttingen, Deutschland
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2.11 Konzentratoren

- Micro con®-Konzentratoren (10 kDa MWCO) Millipore ,
Billerica, MA, USA
- Centriprep ®-Konzentratoren (15 /50 ml) Amicon, Beverly ,
MA, USA
2.12 Puffe r

Alle verwendeten Puffer wurden mit Millipore gefiltertem, demineralisiertem
Wasser hergestellt und vor Ge brauch , falls erforderlich, sterilfiltriert (0,22 pm

Porengro3e) .

2.12.1 Puffer fir Agarosegele

Fir die Agarose -Gelelektrophorese wurde 1 x TAE-Puffer (Tris/Essigsdure/ EDTA)

als Laufpuffer verwendet.

50 x TAE-Puffer:

- 24,2 % (wlv) Tris
- 5,71 % (w/v) Essigsaure
- 3,72 % (w/v) NaEDTA x 2H,0

mit HCI auf pH 8 ,0 einstellen

1x TAE-Puffer:

- 50x TAE-Puffer 1:50 (v/v) mit ddH ,O verdinnen .

1 % Agarose -Gel:

- 1 g Agarose
- 100 ml1x TAE-Puffer
- 5 ul Ethidiumbromid (0, 5 mg/ml)

Agarose - Auftragspuffer:

- 6x Loading Dye New England Biol abs, Ipswich, MA, USA
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2.12.2 Puffer fir SDS -Gele

Fir die SD S-Gelelektrophorese wurde 1x SDS-PAGE Laufpuffer als Laufpuffer

verwendet.

10x SDS-PAGE Laufpuffer :

- 0,25 M Tris
- 1,92 M Glycin
- 1% (wh) SDS

auf pH 8,3 einstellen (mit HCI )

1x SDS-PAGE Laufpuffer :

- 10x SDS-PAGE Laufpuffer 1:10 (v/v) mitddH  ,O verdinnen.

4x Trenngel -Puffer (1,5 M Tris/Cl pH 8,8)

- 15 MTris
- 0,4 % SDS

auf pH 8 ,8 einstellen (mit HCI )

4x Sammelgel -Puffer (0,5 M Tris/Cl pH 6.,8)

- 05 M Tris
- 0,4 %SDS

aufpH 6 ,8 einstellen (mit HCI )

5x SDS-Auftrag spuffer:

- 0,08 M Tris/Cl pH 6,8

- 10 % SDS

- 12,5 % Glycerin

- 4 % (viv) a-Mercaptoethanol

- 0,2 % (w/v) Bromphenolblau
auf pH 6 ,8 einstellen (mit HCI )

Coomassie -Losung:

- 40 % (w/v) EtOH
- 10 % (v/v) Eisessig
- 0,1 % (w/v) Coomassie -Blau R -250
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2.12.3 Puffer fir Immunoblot

10 x_Transfer -Puffer:

- 1,92 MGlycin (144 g/l )
- 1%SDS (104g/l)
- 0,25 M Tris (304g/l )

1x Transfer -Puffer :

- 10x Transfer P uffer (100 ml/l )
- MeOH 200 (ml/l)
- adl Imitdd H,O

Endkonzentration: 192 mM Glycin , 0,1 % SDS, 25 mM Tris u nd 20 % (v/v)

Methanol.

Ponceau S stain_:

- 0,5%WwWNV)Iinl % (viv) Essigsaure (0,5 g/ 100 ml)
10x TBS:

- 0,5MTris (60g/l)
- 1,5MNaCl (874gll)
- mit HCl auf pH 8, O eistellen

1x TTBS:

- 10x TBS (25ml/250 ml )
- 0,1 %Tween20 (250 7 | 250 ml)
- ad250 ml mit ddH,O

1x TTBS+3 % BSA:

- 1x TTBS 50 ml
- 3 % Bovine Serum Albumin (1,59g/50 ml)

Pierce Super Signal® West Pico : Pierce, Rockford, IL, USA

- Luminol Enhancer Solution

- Stable Peroxide Solution
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2.12.4 Puffer fr Ni -NTA -Séaule

Ni- NTA-Lysepuffer :

- 50mM NaH,PO,
- 300 mM NacCl

- 10 mM Imidazol
auf pH 8,0 einstellen

Ni- NTA-Waschpuffer:

- 50 mM NaH ,PO,
- 300 mM NacCl

- 20 mM Imidazol
auf pH 8,0 einstellen

Ni- NTA-Waschpuffer (High salt):

- 50 mM NaH ,PO,
- 2 MNacCl

- 20 mM Imidazol
auf pH 8,0 einstellen

Ni- NTA- Elutionspuffer:

- 50 mM NaH ,PO,
- 300 mM NacCl
- 500 mM Imidazol

auf pH 8,0 einstellen

2.12.5 Puffer fur Hefe Zellaufschluss

- Y-PER (Yeast Protein Extract Reagent)

Pierce, Rockford, IL, USA
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2.12.6 Puffer fur die Herstellung von

Extrakten

2% _Proben - Puffer:

- 100 mM Tris/HCIpH 6, 8

- 4 mMmMEDTA4 % SDS

- 20 % Glycerin

- 0,002 % Bromophenol Blau

Riezmann - Puffer:

- 2% Vi 2% Proben Puffer
- 1x Vit 1 M Tris Base

- 2 % 2 -Mercaptoethanol

2.12.7 Puffer fir ~ Strep -Tactin

Strep -Wasch puffer:

- 100 mM Tris/H ClpH 8,0
- 150 mM NacCl
- 1 mMEDTA

Strep - Elutionspuffer:

- 100 mM Tris/H ClpH 8,0
- 150 mM NacCl

- 1 mMEDTA

- 1 mM Desthiobiotin

Strep - Regenerationspuffer:

- 100 mM Tris/H ClpH 8,0
- 150 mM NacCl
- 1 mMEDTA

Saule

- 1 mM HABA (hydroxy -azophenyl -benzoic acid)

Hefe Gesamtprotein
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2.12.8 Puffer ATP -PPi-Austausch -Assay
aaRS - Puffer:
- 20 mMTris/HCIpH 8,0

- 150 mM KCI
- 15 mM MqgCl ,

- 5 mM a-Mercaptoethanol

Stopp -Lésung:

- 240 mM Natriumpyrophosphat
geléstin 70 % (v/v) Perchlorsaure

Aktivkohle -Suspension:

- 7,5 % (w/v) Aktivkohle inddH ,O

2.12.9 Puffer fir  Spektrophotometrischen Lipase -Assay

Lipase buffer:

- 50 mM Tris/ HCI pH 8,0

pNPP Suspension:

- 1 mg/mL Gum Arabic
- 1 mM pNPP (p-Nitrophenylpalmitat )

geldostin 25 mM Tris/HCI pH 8,0 und homogenisiert bei 22.000 rpom fur 4 min bei
RT

Stopp -Lésung:

- 1 M Na,CO;

Tricaprylin _Substratlésung:

- 10 mM Tricaprylin (1,2,3  -Trioct anoylglycerol)
- 5 g/L Gum Arabic

gelést in 40 mM Universal pH Puffer  pH-Wert 7,0 oder 8,0  und homogenisiert bei
22.000 rpmfurl minbei RT

Kupfer - Reagenz:

- Kupfer(ll) -Acetat -I-Hydrat (58 mg/mL)

in ddH,O und mit Pyridin auf pH 6,1 eingestellt
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Farbreagenz:
- 1 mg/mL Diethyldithiocarbamat
geldstin 99,8 % (v/v) Ethanol
2.13 Chemikalien
- Agarose Gibco BRL, Paislay, Schottland
- Bacto Trypton Difco Laboratories, Ml , USA
- Bacto Yeast Extr act Difco Laboratories, Ml , USA
- BSA ( bovine serum albumin) SERVA, Heidelberg
- Coomassie Brilliant Bla u R250 SERVA, Heidelberg
- Dithiothreitol (DTT) Fluka, Neu -Ulm
- Ethylendiamintetraessigséaure (EDTA) Fluka, Neu -Ulm
- Gum Arabic Acros Organics, Geel, Belgi en
- Natriumhydroxid J.T.Baker, Holland
- p-Nitrophenylpalmitat Sigma, Deisenho fen

Hier nicht aufgefiihrte Chemikalien wurden ausschlie3lich von den Firmen Merck
AG, Darmstadt, Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen und Carl Roth GmbH Co.,

Karlsruhe bezogen.

2.14 Gerate

- Autoklav : Varioklav Dampfsterilisator Typ 500 E (H+P Labortechnik GmbH,
Obersc hleil3heim, Deutschland).

- Waagen: TE1502S, BP211D (Sartorius, Goéttingen, Deutschland); GB2002,
PC4400 Delta Range (Mettler -Toledo GmbH, Giessen, Deutschland).

- Blotting Apparatur : Trockenblot 250/180, 05/04 (MPI fur Biochemie
Minchen , Deutschland).

- CD Spectropolarimeter: Jasco  J-715, Temperatur  Kontrolle von  Peltier FDCD
attachment PFD -350S/350L (JASCO International Co., Ltd., Tokyo, Japan).

- Zentrifugen :AvantiJ -25; AvantiJ -20 XP (Beckmann, Mdunchen ,
Deutschland); Zentrifuge 5415 C/D; Zentrifuge 3200 (Eppen dorf, Hamburg,
Deutschland ); Universal 32R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland).

- Zentrifuge n Rotoren : JA 25.50, JLA 8.1000, JLA 10.500, (Beckmann,

Minchen , Deutschland).
- Kivetten : Hellma 104.002 -QS, Hellma 104.002F -QS, Hellma 110 -QS,

(Hellma, Mdl lheim, Deutschland).
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Elek troporator: Electroporator 1000 (Stratagene, La Jolla, CA, USA).
FPLC: Aktaexplorer, Aktabasic (GE Healthcare, Miinchen , Deutschland)
Gel D ocumentation:; Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla CA, USA), High
Performance CCD Camera (COHU,  Inc., San Diego CA, USA).

In kubatoren : Thermomixer comfort, Thermomixer compact (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland), Incubator 3033 (GFL, Burgwedel, Deutschland).
Magnet Ruhrer : MR 3001 (Heidolph, Kehlheim, Deutschland).

Massen Spek trometer: MicrOTOF ESI  -MS (Bruker Daltonics, Bremen,
Deutschland)

PCR-Zyk ler: Robocycler gradient 96 (Stratagene, La Jolla CA, USA).
pH-Meter : MP 220, (Mettler -Toledo GmbH, Giessen, Deutschland ).
Photometer: UV/VIS Spectrometer Lambda 19 (PerkinElmer Life Sciences,
Boston MA, USA) ; Ultrospec 6300 pro (GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland ); ND 1000 (NanoDrop, Wilmington DE, USA).

Sonifier: Sonifier 450 Macrotip (Branson, St. Louis, MO, USA).

Vortex: Vortex Genie 2 (Bender & Hobein AG, Zirich , Schweiz ).

Ultra - Turrax Emulsifier (IKA We  rke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland )

2.15 Medien und Antibiotikalésungen

2.15.1 Medien fur E. coli

2.15.1.1 LB-Medium

1,0 % Bacto -Trypton
0,5 % Bacto Yeast Extract
1,0 % NaCl

2.15.1.2 LB-Agar

1,0 % Bacto -Trypton
0,5 % Bacto Yeast Extract
1,0 % NaCl

1,5 % Agar
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2.15.1.3 NMM -Medium

- 7,5 mM (NH 4),S0,

- 8,5 mM NacCl

- 22,5 mMKH ,;PO,

- 50 mM K ,HPO,

- 20 mM Glukose

- 50 mg von allen Amino sauren , aul3er der Aminosauren die ersetzt werden
soll

- 1 mMMgSO 4

- 1 mg/l ca®

- 1 mg/l Fe*

- 10 mg/l Spuren Elemente (Cu?",Zn % ,Mn?, MoO ,*)

- 10 mg/l Thiamin

- 10 mg/l Biotin

2.15.2 Med ien fir S. cerevisiae

21521 YPD

20 g/l Bacto -Peptone

10 g/l Yeast Extract

20 mg/l Adenine Hemisulfat

20 g/l Glucose

21522 SCi Ura - Trp

- 6,7 g/l Yeast Nitrogen Base

- 1,49g/IYSDOMS * i Leu i His - Trp T Ura
- 76 mg/l His

- 76 mg/l Leu

- 10 g/l Glucose

* yeast synthetic drop o ut medium supplement (  Sigma Chemie GmbH,

Deisenhofen)
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2.15.23 SC1 Ura

- 6,7 g/l Yeast Nitrogen Base

- 1,4 9/IYSDOMS 1 Leu i His - Trp 7 Ura
- 76 mg/l His

- 76 mg/lT rp

- 76 mg/lL eu

- 10 g/l Glucose

21524 SC1 Ura 1T Trp, GAL

- 6,7 g/l Yeast Nitrogen Base

- 1,4 g/IYSDOMS 1 Leu i His - Trp 1 Ura
- 76 mg/l His

- 76 mg/lLe u

- 10 g/l Galactose

21525 SC17T Ura, GAL

- 6,7 g/l Yeast Nitrogen Base

- 1,4 g/IYSDOMS 1 Leu i His - Trp 1 Ura
- 76 mg/l His

- 76 mg/lT rp

- 76 mg/lL eu

- 10 g/l Galactose

2.15.3 Antibiotika  -Stamml 06sungen

Die entsprechenden Antibiotikalésungen wur den dem fertigen Medium jeweils im

Verhdltnis 1:1000  zugesetzt.
- Ampicillin (Amp): 100 mg/ml
- Kanamycin (Kan): 50 mg/ ml

- Chloramphenicol (Cam): 34 mg/ml
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3. Methoden
3.1 Molekularbiologische Methoden

Bei allen Arbeiten mit DNA wurde darauf geachtet , die Proben ni cht mit DNasen
zu kontaminieren.  Aus diesem Grund wurde mit Handschuhen gearbeitet und es

wurden nur a utoklavierte Materialien verwendet.

3.11 Agarose -Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose -Gelelektrophorese lassen sich DNA - und RNA -Fragmente
entsprechend ihre r Lange im elektrischen Feld  auftrennen. Dabei wandern kurze
Fragmente aufgrund ihrer geringeren Wechselwirkung mit der Gelmatrix schneller

als grof3e Fragmente. Durch die Beimengung geringer Mengen Ethidiumbromid

zum Agarosegel konnen die DNA -Banden sichtb ar gemacht werden.
Ethidiumbromid interkaliert in die DNA und fluoresziert unter UV -Licht (254 nm),
so dass die Gele zur Dokumentation fotografiert oder einzelne Banden

ausgeschnitten werden kénnen.

Die Herstellung der Gele mit 1 % Agarosegehalt erfolgte d  urch Losen (kurzes
Aufkochen )von 1 g Agarose in 100 ml TAE -Puffer und GielBen der fertigen Lésung
in eine horizontale Gelwanne. In die etwas abgekunhlte, aber noch fliissige Losung
wurden ~ 5 pl Ethidiumbromid -Ldsung gemischt und ein geeigneter Kamm zur
Bereitung der Probentaschen eingesetzt . Nach dem Erstarren des Gels wurden

die mit 6 x Auftragspuffer versetzten Proben zusammen mit einem DNA -
Langenstandard auf das Gel aufgetragen . Die Elektrophorese  erfolgte bei 90 bis
120 Volt.

3.1.2 Isolierung von DNA -Fragmenten  aus Agarosegelen

Um einzelne DNA -Fragmente (PCR -Produkte, gewiinschtes Fragment nach einem
Restriktionsverdau ) aus dem Gel zu isolieren, wurden diese unter UV -Licht mit
einem sauberen Skalpell aus dem Agarosegel herausgeschnitten, in ein
Eppendorfcup Uberfi  hrt und mit d em QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) nach

Vorschrift des Herstellers aufgereinigt.

3.1.3 Fallung von DNA

Eine ein fache und schnelle Methode zum R einigen und Aufkonzentrieren von DNA

aus wassrigen Losungen ist die Fallung mit Natriumacetat (NaOAc) und Ethanol.
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Dazu w urde der wassrigen DNA -Ldsung 1/10 ihres Volumens an 3 M NaOAc
Losung (pH = 5,2) zugesetzt und gemixt. Anschliel3end wurde das 2,5 -fache
Volumen an eiskaltem, absolutem Ethanol zugegeben, gemixt und fir mindestens

5 Minuten auf Eis inkub iert. Dann wurde die gefallte DNA durch zentrifugieren be [
maximaler Geschwindigkeit (~20 000 x g) und Raumtemperatur (RT) flr

10 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das DNA  -Pellet mit
1 ml 70% igem Ethanol (RT) gewaschen. Es wurde erneut abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das DNA -Pellet luftgetrocknet. Das trockene Pellet

wurde dann in der gewlinschten Menge ddH »O aufgenommen.

3.14 PCR - Polymerase -Kettenreaktion

Die Polymerase -Kettenreaktion ist eine Methode , mit der ein gewlinschter D  NA
Abschnitt in hoher Reinheit und gro3er Ausbeute amplifiziert werden kann. Dafur

sind zwei spezifische Primer -Oligonukleotide  nétig: ein forward -Primer, der

komplementar zum sense-Strang am Beginn der zu amplifizierenden DNA-
Sequenzist und ein  reverse -Primer, der komplementar zum antisense -Strang am
Ende der Sequenz ist. Das DNA -Template und die beiden Primer werden

zusammen  mit dem dNTP-Mix wund einer DNA -Polymerase in einem

Reaktionsge fal in einen Thermocyc ler gestellt . Durch wiederholte Zyklen von
Schmelz-, Annealing - und Elongationsphase erfolgt die Amplifi kation der DNA-
Sequenz .

Ublicherweise wurde folgender PCR - Ansatz verwendet:

- 2,5 ul 10x Reaktionspuffer
- 2l 10 mM dNTP -Mix
- 0,5 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)

- je 0,5yl 25 pmol/pl  Oligonukleotid

- 1 DNA-Template

- 18 pl ddH,O
Das jeweils verwendete PCR -Programm richtete sich nach der Lange des zu
amplifizierenden  Bereiches und der  Schmelztemperatur der  Primer -

Oligonukleotide.

3.15 Restriktions  verdau von DNA

Restriktionsendonukleasen schneiden DNA an spezifischen Sequenzen. Sie sind

damit ein unerlassliches Werkzeug der modernen  Molekularbiologie . So kann man
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zum Beispiel die beiden Enden eines PCR -Produktes mit zwei verschiedenen
Restriktionsenzymen  schneiden (die notigen Erkennungssequenzen wurden durch

die verw endeten Primer Oligonukleotide eingeflig t) und das so erhaltene
Fragment in einen Vektor ligieren, der zuvor mit denselben  Restriktionsenzymen
geschnitten wurde. Dartber hinaus kann ein Restriktionsverdau ~ zum Isolieren
eines Inserts aus einem Vektor, oder a Is Kontrolle fur eine Ligation verwendet
werden. In allen Fallen werden die Verdauprodukte Uber  Agarose -
Gelelektrophorese aufgetrennt und eventuell gewtinschte DNA -Fragment aus dem

Gel herausgeschnitten  und aufgereinigt.

Fur einen analytischen Restriktionsv erdau wurden jeweils Ansatze mit einem
Gesamtvolumen von 10 pl gemacht. D arin wurden ~0,5 i 2 yl DNA (PCR-
Produkt, Plasmid) mit 1 pl 10x Puffer (passend zu m Enzym) und je 0,5 pl

Restriktionsenzym  bei 37 °Cfiretwal - 2 Stunden inkubiert.

Fur einen préapar ativen V erdau wurden Ansatze mit einem Gesamtvolumen von
100 pl bereitet und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.

3.1.6 Ligation von DNA - Fragmenten

DNA-Fragmente, die mit denselben Restriktionsenzym en geschnitten wurden,
kénnen Uber Ligation miteinander verbunden wer den. Dabei bildet die T4 DNA -
Ligase kovalente 5" -3" -Phosphodiesterbindung en zwischen den zusammen

passenden Enden der DNA -Fragmente. Bei der Ligation eines Inserts in einen

Vektor sollte das molare Verhdltnis zwis chen Insert und Vektor in etwa 5 1
betragen .
Folgender Ansatz  mit einem Gesamtvolumen von 20 pl wurde hierzu verwendet:

- 10 gl Insert

(bzw. Volumen entsprechend der DNA Konzentration)
- 1 Vektor

(bzw. Volumen entsprechend der DNA Konzentration)
- 4 ddH,0O
- 2 50 % PEG 4000
- 2 10x T4-Ligations -Puffer
- 1 T4 DNA Ligase (5 U/ul)

Die Ligation erfolgte  bei 22 °Cfur 1 Stunde.
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3.1.7 DNA - Sequenzierung

Um sicher zu gehen, dass die richtigen Fragmente in die Vektoren eingebaut
wurden und diese auch keine unerwinschten Mutationen entha Iten, wurden alle

Plasmide , die fur die Expression verwendet werden sollten , sequenziert.

Die als Primer verwendeten Oligonukleotid e waren dabei zur  T7-Promotor oder
T7-Terminator Sequenz (auf pYES2 und pET28a Vektor) bzw. zur T5 -Promotor
Sequenz (auf pQES8OL Vektor) komplementar , oder es wurden selbst erstellte
Primer gewahlt, die eine Sequenzierung des relevanten Bereiches des Plasmides
ermdglichten. Auf die jeweils verwendeten Sequenzierprimer wird in den

entsprechenden Abschnitten gesondert hingewiesen.

3.1.8 Bestimmung de r DNA -Konzentration

DNA hat ein  Absorptionsmaximum im UV -Bereich bei 260 nm. Aus der
gemessenen Absorp tion bei dieser Wellenlange lasst sich die Konzentration an
DNA abschéatzen, die bei Abs .= 1,0 ca. 50 pg/ml dsDNA bzw. 40  pg/ml ssDNA

betragt. Fir den Nul  labgleich wird der jeweilige Puffer onne DNA verwendet.

3.2  Mikrobiologische Methoden

Um Fremdkontaminationen der Bakterien - oder Hefen kulturen zu verhindern,
wurden ausschlie3lich autoklavierte Gerate (Kolben, Pipetten, Spitzen, etc.) , bzw.
sterilfiltrierte Medien verwendet. Dartiber hinaus wurden alle Kulturen vor der

Entsorgung tot autoklaviert.

3.2.1 Herstellung elektro -kompetenter E. coli Zellen

Die Zellmembran en von Bakterien sind fur Plasmide undurchldssig . Damit aber
bei der Transformation E. coli Zellen trotz dem Plasmid -DNA aufn ehnmen konnen,

missen sie erst kompetent gemacht werden.

Hierfir ~wurden 500 ml LB Medium mit 15 ml einer Ubernacht -Vorkultur
angeimpft und  bei 37 °C bis zu einer ODgy von ~ 0,7 7 0,8 inkubiert. Die Kultur
wurde in Eiswasser abgekuihlt und die Zellen bei 6700 x g fur 10 min bei 4 °C
abzentrifugiert.  Das Pellet wurde in 500 ml sterilem, eiskalte m 10 % -Glycerin
resuspendiert und erneut bei 6700 x g fur 10 min abzentrifugiert . Der
Waschschritt mit 500 ml eiskalte m 10 % -Glycerin wurde wiederhol t und nach
Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in dem verbleibenden 10 %-

Glycerin resuspendiert. Die Zellen wurden in Aliquots zu je 40 pl in vo rgekihlte
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1,5 ml Eppendorf -Rohrchen gefillt und in flissigem  Stickstoff schockgefroren.

Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.2.2 Transformation elektro -kompetente r E.coli Zellen

Um ein en Vektor in E. coli Zellen amplifizieren , oder ein Protein  Uberexprimieren
zu kdnnen, muss man den entsprechenden Vektor in kompetente Bakterienzellen

transformieren

Dazu wurden 4 O pl elektro -kompetente E. coli Zellen auf Eis aufgetaut , mit 10 i
100 ng Plasmid -DNA bzw. Ligationsansatz  (dialysiert , um einen Kurzschluss bei
der Elektroporation zu verhindern ) in einer Elektroporations -Klvette mit einer
Spaltbreite von 0,1 cm auf Eis gemischt und in einem Elektroporator bei

folgenden Bedingungen Agepul stf:

- U=15 kv
- R=100 Ohm
- C=25 pF/250 WF

Dabei entsteht eine kurzzeitige Perm eabilitat der Zellmembran , wodurch ein Teil
der DNA in die Zellen gelangen kann. AnschlieBend wurden die Z  ellen wie der auf
Eis abgekihlt, mit 1 ml LB-Medium versetzt und bei 37 °C 1 Stunde inkubiert.
Die Ansatze wurden auf  LB-Platte n mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert

und im Brutschrank bei 37 °C uber Nacht inkubiert.

3.2.3 Plasmidisolierung aus E. coli

Zum Isolieren von Plasmiden aus transformierten E. coli Zellen wurden Klone von
den LB-Platten abgenommen und in 5 ml LB-Medium (mit entsprechende m
Antibiotikum ) Gber Nacht ( 12 i 16 Stunden) bei 200 rpm und 37 °C angeziichtet.
Nach dem Abzentrifugieren der Ze llen wurden die Plasmide Uber das Plasmid Mini

Kit (Qiagen) nach Vorschrift isoliert und aufgereinigt.

Uber einen Test -Restriktionsverdau und anschlieBende r Auftrennung der
Restriktionsfragmente  im Agarosegel wurde festgestellt, ob das gewlnschte DNA -

Fragm ent im isolierte n Plasmid enth alten ist.
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3.24 Expre ssion rekombinanter Proteine in E. coli

3.2.4.1 Testexpression von aaRSs und Lipase (TTL)

Um den besten Expressionsklon zu identifizieren, wurde ein Expressionstest im

kleinen MaR3stab durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 5 mal 5 ml LB -Medium ( mit
entsprechendem Antibiotikum ) mit je einem Klon des mit dem entsprechenden
Expressionsvektor transformierten E. coli Stammes angeimpft und bei 37 °C,
200 rpm bis zu einer ODgy von 0, 6 1T 0,8 wachsen gelassen. Je 1 ml dieser
Kultur en wurde in sterile 1,5 ml Eppendorf -R6hrchen Uberfuhrt und die
Expression durch Zugabe von je 1 pul 1 M IPTG induziert. Nach 4 h Inkubation bei
30 °C, 200 rpm wurde eine Zellmenge entsprechend 1 ODegoo geerntet und in
40 pl dd H,O und 10 ul 5x SDS-Auftragspu ffer resuspendiert. Parallel wurde
dieselbe Zellmenge von 1 ODgoo der nicht induzierten Kultur als Vergleichsprobe
genommen. Anschl iel3end wurden die Proben bei 95 °C fir 5 min erhitzt und per
SDS-PAGE analysiert. Der Klon, der die starkste Expression zeigt e, wurde fur die

folgende Expression im gro3en Maf3stab ausgewabhit.

3.2.4.2 Expression der aaRSs im grof3en Maf3stab

Der E. coli Expressionsstamm B834 (DE3) wurde jeweils mit den verschiedenen
pET28a-H6-aaRS Expressionsvektor en transformiert und mit de n am besten
exp rimirenden Klon en jeweils eine 50 ml LB -Kan Vorkultur ( LB-Medium mit
50 mg/l Kanamycin ) beimpft. Nach Inkubation o/n, bei 37 °C und 200 rpm
wurde n damit 1 | LB-Kan Hauptkultur en auf eine ODg von 0,1 beimpft und bei

37 °C und 200 rpm inkubiert. Nachdem di ese Kultu ren die Mid -Log Phase (OD g
0,671 0,8) erreicht hatte n, wurde die Gene Expression durch Zugabe von 1 mM
IPTG gestartet und fir 4-5 h bei 25 °C, 200 rpm durchgefihrt . Nach Beendigung

der Ex pression wurden die Kultur en durch Zentrifugation bei 3200 x g, 4 °C,

20 min geerntet. Die Zellpellets wurden in je 30 ml Ni-NTA-Lysepuffer
resuspendiert und  bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.
3.2.4.3 SPI( Supplementation Based Incorporation ) von

Aminoséaureanaloga in TTL -Lipase

Der prolin auxotrophe E. coli Expressionsstamm CAG18515 wurde mit dem
Expressions -Plasmid fur die TTL -Lipase pQE8OL-TTL-H6 transformiert und auf LB -
Amp -Platten selektioniert (mit 100 mg/L A mpicillin ). Eine Einzelkolonie wurde

von der LB -Amp-Platte gepickt und i n 5 ml LB-Amp-Medium bei 37 ° o/n
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inkubiert . Far die Lipase Expression wurde 1 I New Minimal Medium (NMM)
supplementiert  mit einer limitierenden Menge der auszutauschenden Aminosaure ,
mit 1 ml der LB Vorkultur beimpft. Nach der Aminoséaure depletion, was durch

einen Wachstumsstopp in der Mid -Log Phase (OD g0 0,670,8) zu erkennen ist,

wurden die Zellen in 1 | NMM mit 0,5 mM der entsprechenden Aminosaure oder
des Aminosaureanalogs Uberfuhrt. Fur Expression mit den Pro  linanaloga tHP und

cHP wurden 500 mM NaCl 30 min vor der Induk tion zu den Zellen gegeben. Die
Expression wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG gestartet und fur 4-5 h bei
30 °C, 200 rpm durchgefihrt. Die Kulturen wurden durch Zentrifugation bei
3200 x g, 4 °C, 20 min geerntet, die Zellpellets in je 30 ml Ni-NTA-Lysepuffer

resu spendiertund bei -80 °C gelagert.

3.2.5 Transformation in S. cer evisiae Zellen
Von dem zu transformierenden Hefestamm wurde eine Ubernacht - Vorkultur in
~5 ml YPD bei 30 °C und 200 rpm angezichtet. Mit dieser Kultur wurden 50 mi

vorgewarmtes YPD auf eine ODggo von 0,2 beimpft und bei 30 °C und 200 rpm bis
zu einer ODgyp von 0,8 bis 1,2 wachsen gelas sen. Die Zellen wurden bei
3000 x g, RT,5 min steril geerntet, mit 25 ml sterilem dd H,O gewaschen, erneut
abzentrifugiert und in 1 ml 100 mM LiOAc (Lithiumacetat ) aufgenommen. Nach
dem Uberfuhren in ein 1,5 ml Eppendorf -Roéhrchen wurden die Zellen pelletiert
(15 sec. maximale Geschwindigkeit , RT) und in 100 mM LiOAc auf ein
Endvolumen von 500  pl resuspendiert. Je 50  pl dieser Zellsuspension wurden fir
eine Transformati on abzentrifugiert und nach entfernen des LIOAc mit folgendem

ATr ansf or-iMa kvrmischtund gemixt :

- 240 pl PEG (50 % whv)

- 36 Wl 1M LIOAC

- 25yl ssDNA (2, 0 mg/ml) (vor Verwendung 5 min gekocht!)
- 50 yl ddH,O und Plasmid DNA (0,1 i 10 ug)

Nach dem sich das Pellet vollstdndig gelost hat te wurde 30 min bei 30 °C
inkubiert und dann ein Hitzeschock fur 20 7 25 min bei 42 °C durchgefiihrt. Die
transformierten Zell en wurden abzentrifugiert (7000 rom, RT, 15 sec.), in 250 pl
sterilem dd H,O aufgenommen, auf geeig nete n Selektionsplatten  ausplattiert und

fir 2 bis 4 Tage bei 30 °C inkubiert.
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3.2.6 Uberexpression rekombina nter hSOD1

3.2.6.1 Testexpression

Fur einen Expressionstest mit dem , das bzw. die entsprechende(n) Plasmid(e)
enthaltenden InvScl Stammes (Invitrogen , siehe 2.4 fir Details des Genotyps ),
wurden mehrere Klone zuerst in je 5 ml SC -Ura (bzw. SC -Ura-Trp) Medium bei
30 °C, 200 rpm fur zwei Tage angezichtet und dann damit je 20 ml| SC-Ura im
Verhéltnis 1:100 (= 0,2 ml) angeimpft. Nach  weite rer Inkubation tber Nacht bei

30 °C, 200 rpm wurde die OD 4,0 gemessen und eine Zellmenge entsprechend 3
ODggo flr die spatere An  alyse Uber SDS -PAGE und Immunoblot abgenommen . Bei
der Verwendung eines Plasmides mit konstitutivem Promotor  fur die
Genexpressi on ( pTDH3 oder pPGK1) entsprach dies der induzierten Probe . Bei
Verwendung des galaktose induzierbaren pGALl-Promotor s war dies die nicht
induzierte Probe . In diesem Fall wurden die Zellen bei 4000 rom und RT flr
4 Minuten abzentrifugiert , einmal mit 30 ml sterilem ddH ,O gewaschen und zur
Induktion der Expression in 20 ml SC -Ura + Galaktose Medium aufgenommen.
Die Expression erfolgte bei 30 °C, 200 rpm fur et wa 24 Stunden. Nach
Beendigung der Expression wurden wieder Zellen entsprechen 3 OD soo fUr die
spate re Analyse Uber SDS -PAGE und Immunoblot abgenommen  (induzierte
Probe).

3.2.6.2 Expression im grof3en Mal3stab und Einbauexperimente

Fiur die Proteinexpression im grofReren Maf3stab und fur die Einbau - Experimente
mit der nicht -kanonischen Aminoséaure wurde ein Kulturvolu men von 250 ml
gewahlt. Es wurde zuersteine 5  ml Vor -Vorkultur von dem die entsprechende(n)
Plasmid(e) enthaltenden InvScl Stammin SC-Ura (bzw. SC -Ura-Trp) Medium bei
30 °C, 200 rpm Uber Nacht angeziichtet. Damit wurde d ann eine 50 ml Vorkultur
auf eine O Dgyp von etwa 0,2 beimpft und bei 30 °C, 200 rpm fir weitere
24 Stunden inkubiert. Es wurde die OD 00 gemessen un d eine Zellmenge
entsprechend 3 ODgqo flr die spatere Analyse Uber SDS -PAGE und Immunob lot

abgenommen ( nicht induzierte Probe ).

Wenn der verwen dete Stamm einen Expressionsvektor mit Galaktose
induzierbare m Promotor enthielt, wurde die Vorkultur nun bei 4000 rpm, RT fir

4 Minuten abzentrifugiert, einmal mit 30 ml sterilem ddH ,O gewaschen und in
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250 ml SC-Ura + Galaktose (bzw. SC -Ura-Trp + Galaktos e) Expressionsmedium

wieder aufgenommen.

In den Fallen, in denen der verwendete Stamm Uber einen Expressionsvektor mit
einem konstitutiven Promotor ( pPGK1, pTDH3) verfugte, wurden die 50 ml der

Vorkultur direkt in 250 ml SC -Ura (SC-Ura-Trp) Expressionsmedi um inokuliert .

Bei den Einbauexperimenten mit nicht -kanonische n Tyrosina naloga in die
Superoxid -Dismutase 1 wurde n die Analoga dem Expressionsmedium jeweils in
einer Konzentration von 1 mM direkt zugegeben , vollstandig gelést und das
Medium dann vor Inokul ation steril Filtriert . Die Expression erfolgte bei RT,

200 rpm fur etwa 48 Stunden.

Nach Beendigung der Expression wurden wieder um Zellen entsprechen 3 ODgqp
fur die spatere Analyse Uber SDS -PAGE und Immunoblot abgenommen
(induzierte Probe ) und die Kultur  bei 4000 rpm, RT, 5 min geerntet. Die

Zellpellets wurden  bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.
3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Protein aufreinigung und Isolierung

Um einen Verlust des Proteins durch Denaturierung oder Abbau durch Proteasen

zu m inimieren , wurde stet s auf Eis bzw. bei4 °C gearbeitet

3.3.1.1 Zellaufschluss von E.coli Zellen

Die Zellpellets wurde n bei RT aufgetaut, mit je einer Spatelspitze Lysozym,
DNAse und RNAse vermischt und 30 min auf Eis inkubiert . Anschlielend erfolgte
der Zellaufschluss du rch Sonifizieren mit einem Branson Sonifier 450  auf Eis fur
15 min . Hierfir wurde ein Duty C  ycle von 20 % und ein Output Control Micro Tip
Limit von 6 verwendet. D ie Suspension wurde bei 10. 000 x g fur 20 min
zentrifugiert  und vom Uberstand (Lysat) eine Probe fii r die Analyse mittels SDS -
PAGE genommen . Das Lysat wurde bis zur weiter en Proteinaufreinigung  bei 4 °C

gelagert.

3.3.1.2 Ni-NTA Affinitatschromatographie

Die Reinigung der in E. coli Uberexprimierten  Proteine ( aaRSs und TTL -Lipase)
aus den Lysaten erfolgte Uber immobilisierte Metallchelat -

Affinitatschromatographie (IMAC). Dabei binden die 6xHis -Tags der Proteine an
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die vom Saulenmaterial komplexierten und dadurch immaobilisierten Ni " lonen.
Die 6xHis -Tags wurden Uber eine entsprechende Klonierungs -Strategie mit den
rekombinanten Proteine n fusioniert. Die Elution der Proteine erfolgte Uber eine

Verdrangungsreaktion mit Imidazol.

Das Lysat wurde auf eine a5 mL HiTrap Chelating HP  Ni-NTA Agarose ™ Saule

(Amersham Pharmacia, Freiburg) aufgetragen. AnschlieRend w  urde die Saule mit
den gebundenen Proteinen mit 10 Saulenvolumen (CV) Ni-NTA Waschpuffer
gewaschen. Eluiert wurde mit einem linearen Gradienten mit 20 7 500 mM

Imidazol (entsprechend 071 100 % Elutionspuffer ) und einer Lange von 15  CV.
Die Eluate wurden in Fraktionen zu je 5 ml gesammelt. Von allen eluierten
Fraktionen, vom Durchfluss und vom Waschschritt wurden Proben genommen

und Gber SDS -PAGE auf ihren Gehalt an exprimiertem Protein hin untersucht

3.3.1.3 Herstellung von Hefe Gesamtprotein  -Extrakte n

Fur die Her stellung von Gesamtprotein  -Extrakten wurde eine Zellmenge
entsprechend 3 OD 4,0 bei maximaler Geschwindigkeit fir 2 Minuten bei RT
abzentrifugiert und das Zellpellet in 500 pul ddH,O resuspendiert. Dann wurden

50 pul 1,85 M NaOH zugegeben, gemischt und 10 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden 50 Il 50 % (w/v) TCA dazu gegeben gemischt und
wiederum fur mindestens 10 Minuten auf Eis inkubiert. Jetzt wurden die auf diese

Weise geféllten Proteine bei maximaler Geschwindigkeit fir 5 Minuten bei 4 °C

abzent rifugiert und der Uberstand verworfen.

Das Proteinpellet wurde in 70 pl Riezmann Puffer resuspendiert und bei
-20 °C gelagert. Vor dem Auftragen auf ein SDS -Gel wurden die so praparierten

Proben fir 10 Minuten auf 95 °C erhitzt und anschlieBend abzentrifu giert

3.3.1.4 Zellaufschluss von Hefe Zellen

Der Aufschluss der  S. cerevisiae Zellen erfolgte mit Hilfe des Y-PER Yeast Protein
Extraction Reagenz.  Daflir wurden zu je 1 g Zell -Nassgewicht des Pellets 2,5 ml
Y-PER gegeben, solange gemischt bis die Suspension homoge n ist und dann fur
20 min bei RT leicht geschit telt. Anschlie@end wurde bei 14 000 x g fur
10 Minute n  abzentrifugiert und das Lysat bei 4 °C bis zur weitern

Proteinaufreinigung gelagert.
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3.3.1.5 Strep -Tactin Affinitditschromatographie

Bei dem Strep -tag Reinigungssy stem binden Fusions -Proteine mit dem 8
Aminoséauren langen Strep -Tag Il (WSHPQFEK) an speziell hergestelltes
Streptavidin , das sogenannte Strep -Tactin, das an einer Saulenmatrix
immobilisiert ist. Die Elution der gebundenen Proteine erfolgt schliellich durc h
eine Verdrangung  mit Desthio biotin (2,5 mM), einem reversibel bindenden u nd

stab ilen Biotin Analog.

Das Lysat des Y-PER Hefe-Zellaufschlusses wurde auf eine 1 ml Strep -Tactin -

Saule (IBA BioTAGnology, Gottingen ) gegeben und anschlieRend die Saule mit

der gebundenen hSOD1 5 x mit je einem Saulenvolumen (CV) Strep -
Waschpuffer  gewaschen. Dann wurde die hSOD1 mit 6 x 0,5 CV Strep -
Elutionspuffer eluiert. Die Eluate wurden gepoolt und durch Ultrafiltr ation

(Centricon YM -10, MWCO 10 000; Amicon, Beverly, MA, USA) auf ein Endvolumen
von 150 pl aufkonzentriert. Die Strep -Tactin -Saule wurde mit 3 x 5 CV Strep -
Regenerationspuffer ~ wieder regen eriert und durch Equilibration mit 2 x 4 CV

Strep -Waschpuffer wieder fur die ndchste Reinigung vorbereitet.
3.3.2 Proteinkonzentrations bestimmung

3.3.2.1 UV-Vis - Spektroskopie

Eine einfache und schnelle Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration
von Losungen ist die  UV-Vis-Spektroskopie . Sie beruht auf der Eigenschaft, dass
sowohl die aromatischen Aminosauren Tryptophan und Tyrosin, als auch Cystein
bei einer Wellenldange von 280 nm absorbieren . Die Intensitdt der Absorption ist
abhéngig von der  Anzahl dieser Aminosauren in einem Protein und wird durch
dessen Extinktionskoeffizient en definiert . Dieser lasst sich nach folgender Formel
berechnen :
€280 = Ntp X &rp + NTyr X Eryr + Ncys X &cys
mit nx = Anzahl der jeweiligen Aminosaure im Protein

und & = molarer Extinktion skoeffizie nt bei 280 nm.
(erp = 5690 ¥ .m, ey = 1280 Y, - eoys = 120 %))

Die Proteinkonzentration kann nun tber das Lambert -Beer'sche Gesetz errechnet

werden:
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A2 = e xcxd
mit Azso = Absorption bei 280 nm

¢ = Extinktion skoeffizie nt [c mz/mmol] bei 280 nm
¢ = Proteinkon zentration [mol/]
d = Schichtdic ke Klvette [cm]

Bei dieser Methode muss jedoch bertcksichtigt werden, dass auch Nukleinsauren
(Absorptionsmaximum bei 260 nm) teilweis e bei 280 nm absorbieren , weshalb

diese in der Probenldsung méglichst nicht enthalten  sein sollte n.

3.3.2.2 SDS -Polyacrylamidgel - Elektrophorese (PAGE) nach Lae mmli

Mit Hilfe der SDS-PAGE lassen sich Proteine ausschliellich nach ihrem
Molekulargewicht im elektrisch en Feld auftrennen. Um dabei den Einfluss der
raumlichen Struktur der gefalteten Proteine und deren Ladung auszuschalten,

werden die Proben vor dem Auftra gen durch Zugabe von SDS und  Erhitzen auf
95 °C fir 5 min denaturiert (linearisiert) und die Ladungen durch die negative
Ladung des SDS (sodium dodecyl sulfate) maskiert. Die Auftrennung der Proteine
erfolgt aufgrund ihrer verschiedenen Beweglichkeit im Raumgitter des
Polyacrylamids -Gels. Im angelegten elektrischen Feld werden g rof3e Proteine vom
Gel starke r zuriickgehalten und wandern deshalb langsamer als kleine Proteine.

Nach erfolgter Ele ktrophorese werden die Proteinbanden mit Coom assie-Blau -

Lésung angefarbt  und dadurch sichtbar  gemacht. Uber  einen
Molekulargewichtsstandard, der ebenfalls auf das Gel auf getragen wird, lassen
sich die ProteingrofR3en der einzelnen Banden abschatzen .

Fur die Auftrennung der Proteine wurden SDS-Gele verwendet , die aus einem

4 %-igen Sammelgel und einem 12%igen Trenngel bestanden. Die Gele wurden
nach Tabelle 2 hergestellt und nacheinander in die Gel-Apparatur gegossen . Die
Proben wurden vor dem Auftragen auf die auspolymerisierten  Gele mit 5 x SDS-
Auftragspuffer versetzt und fur 5 min auf 95 °C erhitzt. Die Elektrophorese wurde

in einer vertikalen Gelappar  atur in 1x SDS-PAGE Laufpuffer bei einer Spannung
von 120 - 200 V durchgefiuihrt.  Die fertig gelaufenen Gele wurden ~ 20 min in

Coomassie -Blau-L6sung inkubiert und anschlieRend mit heilem H ,0O entfarbt.
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Tabelle 2: Bestandteile der ver wendeten Polyacrylamidgele (fur 2 Gele) :
Trenngel (1 2%iQ): Sammelgel (4% ig):
2,5ml 4x Trenngel -Puffer 1,0 ml  4x Sammelgel -Puffer
4,02 ml 30 % Acrylamid/Bis 0,65ml 30 % Acrylamid/Bis
3,43 ml ddH,0O 2,37 ml ddH,0O
5ul Temed 2ul Temed
50ul 10 % APS 20 pl 10 % APS

3.3.2.3 Immunoblot ( Western Blot )

Der Immunoblot oder auch Western Blot , ist eine sehr sensitive und extrem
spezifische Methode zum immunologischen Nachweis von Proteinen , die auf einer

Me mbr an i mmobilisiert ( A ¢pabeil macht emafi )sic Wudied e n
Eigenschaft von Antikbrpern zu nutze, dass diese mit hoher Affinitdt nur ein

spezifisches Antigen (Epitop) erkennen. Das heil3t , ein spezieller Antikorper

bindet nuran das Protein, das genau dieses Epitop besitzt.

Zuerst werden daflr die Proteinprobe n dber eine SDS -PAGE nach ihrem
Molekulargewicht  aufgetrennt, bevor sie dann im elektrischen Feld auf eine
Nitrocellulose Membran transferiert werden . Dies erfolgte mit dem Semidry -Blot -
System , bei dem der mit Transfer Puffer getrankte Blotting -Sandwich in der
Blotting Appara tur zwischen den beiden Elektroden eingespannt wird . Der
Blotting -Sandwich wurde dabei auf  folgende Weise zusammengebaut: A uf die der
Kathode (Minus -Pol) wurde n zwei Lagen Whatman Filter Papier (3 mm, in der
GroRRe der Membran), dann das Gel und darauf die Membran und dann wieder
zwei Lagen Whatman Filter Papier gelegt. Dabei wu rde n alle Bestandteile vorher

in einer Wanne mit Transfer Puffer getrankt und darauf geachtet, dass sich nach
dem Zusammenbau  keine Luftblasen zwischen den einzeln en Lagen des Blotting -
Sandwichs befanden . AnschlieRend wurde die Blotting Apparatur  geschlossen , so
dass das Gel wahrend des elektrophoretischen Transfers der Kathode zugewandt

war , wahrend die Membran auf der Seite der  Anode (Plus -Pol) lag. Der Transfer

der Proteine erfo Igte bei einer Stromstarke von 2 00 mA far zwei Stunde n.

Nach Beendigung des Transfers wurde der Blotting -Sandwich auseinander gebaut
und die Membran zur Kontrolle der Transfer Effizienz in Ponc eau S Losung

gefarbt , bis die Proteinbanden gut sichtbar w urden . Nun war es mdglich die
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einzelnen Spuren  sowie die Standardbanden mit Bleistift zu markieren, bevor die

Membran mit ddH,O wieder entfarbt wurde.

Um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, wurde die Membran mit 1 X
TTBS + 1,5 % BSA fur e ine Stunde bei Raumtemperatur (RT). Danach wurde als

erster Antikdrper entweder ein monoklonaler Maus anti -(6x)His Antikérper  (vergl.
2.6; verdinnt in 1 x TTBS) oder ein mon oklonaler Maus anti-Strep-Tag Il
Antikérper (vergl. 2.6; verdinntin 1 x TTBS) auf die Membran gegeben und far
eine Stunde, RT (oder Uber Nacht, 4 °C) inkubiert. Vor der Zugabe des

Sekundar -Antikérpers wurde die Membran 3 mal 10 min mit 1x TTBS
gewaschen. Als Sekundér antikbrper wurd e ein an Meerrettich Peroxidase

gekoppelter anti -Maus Ant ikdrper (vergl. 2.6; verdinntin 1 x TTBS) verwendet.

Es wurde wiederum fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und

anschlieend 3 mal 10 minmitl x TTBS gewaschen.

Fur die Detektion wurde das Super Signal ® West Pico Chemiluminescent
Detection System von Pierce verwend et, von demje 1  ml Luminol Enhancer und

1 ml Stable Peroxid Lésung frisch miteinander gemischt wurden. Die Membran

wurde fiar 5 min in dieser Lo6sung inku biert, gut abtropfen gelassen und
anschlieRend in Frischhaltefolie eingepackt. Die so praparierte Membran wurde in

einer Film -Entwickler -Kassette fixiert. In der Dunkelkammer wurde ein
Roéntgenfilm so la nge auf die Membran gelegt und b elichtet, bis das Sign al (nach

dem Entwickeln) deutlich zu sehen war.
3.3.3 Enzym Assays

3.3.3.1 ATP-PPi-Austausch -Assay

Dieser Assay wird benutzt um die Aktivierungsrate einer Aminosaure (aa) durch
eine Aminoacyl -tRNA Synthetase (aaRS) zu bestimmen. In dieser Reaktion wird
das Aminoacyladen ylate (AMP -aa) durch den Transfer der AMP Gruppe von ATP
auf die Aminosaure gebildet, wobei Pyrophosphat (PPi) frei wird . In der Rick -
Reaktion bildet mit %P radioaktiv markiertes PPi [**P]-ATP, das dann gemessen
werden kann.  Aktiv kohle (*C), die eine hohe Affinitat gegeniber ATP hat wird
benutzt um das  [**P]-ATP zu binden, und von dem [*P]PPi abzutrennen. So kann
die Aminosdure n Aktivierungsrate der aaRS direkt Uber die Rate der [¥P]-ATP

Bildung bestimmt werden ~ .[*%"]
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Reaktion: aa+ATP +aaRS Z aaRS (AMP-aa) + PPi

aaRS (AMP- aa) +tRNA Y aa -tRNA +aa RS + AMP
Radioaktive Reaktion:

aa+[ ¥PJATP i °C+aa RS Z aaRS (AMP-aa) +[ *P]PPi

Als Reaktionsmix wurden 5 MM der TyrRS Mutante (oder 1 pM wt TyrRS), und
5 mM (oder weniger) von Tyr oder des Tyr -Analogs in 100 mM Tris/HCI (pH  8,0),
80 mM MgCl,, 5 mM KF, 700 mM a-Mercaptoethanol , 55 mM ATP, 0,1 mg/ml
BSA und 2, 2 mM [ *P]-PPi (0, 2 cpm/pmol) in einem Gesamtvolumen von 200 pl
bei 37 °C inkubiert. Fur den Assay wurden 20 uM Stock -Ldsungen der
aufgereinigten aaRSs in aaRS -Puffer (2 0 mM Tris/ HCI pH 8,0, 150 mM KClI,
15 mM MgCl, und 5 mM a-Mercaptoethanol) verwendet. Alle Aminosauren
wurden in 0,01 M HCI in einer Konzentration von 12, 5 mM gelost und jeweils
80 1| dieser Aminosaure Lésungen wurden pro Reaktionsmix (200 pl) eingesetzt |,
um eine Endkonzentration von 5 mM aa zu erhalten. Als Negativ -Kontrolle
wurden nur 80 11 0,01 M HCI ohne aa verwendet . Jeder Wert wurde durch eine
doppelte Messung bestimmt. Nach 15 min wurden 100 pl der Reaktionslésung in
600 pl 240 mM Natriumpyrophosphat Losung mit 70 % (v/v) Perchlorsaure
abgestoppt. Dazu wurden 200 pl einer 7, 5% (w/v) Ldsung von Aktivkohle
gegeben um das gebildete [  *?P]-ATP zu absorbieren. Die Suspension wurde gut
gemischt und durch ~ Whatman GF/F Filter gefiltert. AnschlieRend wurden die Filter
zweimal mit je 10 ml ddH,O gewaschen und mit Sz intillation slésung gemisch t,

um die Zerfallsereignisse pro Minute Zu messen.

3.3.3.2 Spektrophotometrischer Assay mit p-Nitroph enyl palmitat

Die Lipase -Aktivitat wurde durch Messung der Hydrolyse von p-
Nitrophen ylpalmitat ( pNPP) bestimmt. Dafir = wurde die Spaltung von pNPP bei
verschiedenen Temperaturen (40-90 °C) in 25 mM Tris/HCI pH 8,0 nach dem

Protokoll von Winkler u nd Stuckmann &%

gemessen. Eine gepufferte pNPP
Suspension aus 1 mg/mL Gum Arabi ¢ (Acros Organics, Geel, Belgien ) und 1 mM

PpNPP in 25 mM Tris/HCI pH 8,0 wurde bei 22.000 rpm fur 4 min bei RT

homogenisiert . Dann wurde die Reaktion durch mischen von 900 pl gepufferter
pNPP Suspension mit 100 pl von der TTL Praparation gestartet. Der Anteil der
Autohydrolyse wurde ermittelt, indem eine A BHroba) kli@ ansta tt Enzym

dasselbe Volumen 50 mM Tris/HCI pH 8,0 enthielt, mit gemessen wurde. Der

Reaktionsmix wurde fir 10 oder 15 min bei der gewlnschten Temperatur unter
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starkem Schitteln inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 pl
1 M Na,CO; und kiihlen a uf Eis fir 1 min gestoppt. Dann wurden die Proben bei
20.000 x g fur 10 min bei RT abzentrifugiert und die Absorption des Uberstandes

bei 410 nm gemessen. Alle Werte wurden dreifach bestimmt und um den Wert

der Autohyd rolyse korrigiert. Eine Unit (1 U) Lipase-Aktivitat ist dabei als die
Menge an Enzym definiert, die nétig ist um 1 pmol von pNPP (U bei pH 8,0 =
12,75 x 106 M *cm™) pro Minute unter den oben genanten Bedingungen zu

spalten.

3.3.3.21 Einfluss der Temperatur ~ auf die Lipase - Aktivitéat

Die optimale Temperatur der Lipase - Aktivitat wurde mit dem Standard pNPP
Assay bei pH 8,0 bestimmt . Dazu wurden die Proben fir 10 min bei
Temperaturen zwischen 40 und 90 °C inkubiert. Um die Thermostabilitat zu

bestimmen wurden je 100 pl der Lipase Losungen bei 75, 80, 85, 90, oder 95 °C

zwischen 10 u nd 180 min inkubiert.

3.3.3.2.2 Einfluss von Additiven auf die Lipase - Aktiv itat

Um den Einfluss verschiedener Substanzen auf die Lipase - Aktivitat zu erforschen
wurden die produzierten Lipase Varianten fir jeweils 60 min bei RT in Losungen
inkubiert, die entweder 90 % eines organischen Ldsungsmittel s, 10 % eines

Surfactant s (Tensid) oder 10 mM eines Inhibitor s (bzw. 500 mM
Guanidiniumchlorid u nd 2 M Urea (Harnstoff) ) enthielten. Die verbleibende
Lipase - Aktivitat wurde anschlieRend mit dem pNPP Assay bei der optimal en

Temperatur fir 10 min, pH 8,0 gemessen.

3.3.3.2.3 Substrat - Spezifiz itat fir p-Nitrophenyl ester

Die Reaktionen wurden genauso wie oben im Spektrophotometrischen Assay mit
p- Nitrophenylpalmitat beschrieben durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass die
folgenden p-Nitrophenyl -Substrate (pNP) (Sigma) in Konzentration en von 10 mM
verwen det wurden: Acetat (C2:0), Butyrat (C4:0), Caproat (C6:0), Caprylat

(C8:0), Caprat (C10:0), Laurat (C12:0), Myristat (C14:0), Palmitat (C16:0) und

Stearat (C18:0) . Die Reaktionen wurden bei der fir des Enzym optimalen

Temperatur und pH 8,0 fir 10 min inkub iert.
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3.3.3.24 Spektrophotometrischer Assay mit Tricaprylin

Zur Bestimmung des optimalen pH -Wertes der Lipasen  wurde ein anderer Assay
verwendet, der die Bildung von Kupfer -Seifen fir die Detektion von freien

Fettsauren verwendet .10

Die Substrat l6ésung bestannt aus 10 mM Tricaprylin
(1,2,3 -Trioctanoylglycerol) u nd 5 g/L Gum Arabic in 40  mM Universal pH P uffer
mit dem bendtigtem pH-Wert von 7,0 oder 8,0 und wurde bei maximaler
Geschwindigkeit fir 1 min bei RT emulgiert. Als Kupfer -Reagenz wurde eine
wassrige Kupfer(ll) -Acetat -1-Hydrat Losung (58 mg/mL) mit Pyridin und pH 6, 1
verwendet. Das Farbreagenz bestand aus 1 mg/mL Diethyld ithiocarbamat, gelost

in 99, 8 % (v/iv) E thanol . Fur den Assay wurden 200 ul Substratlobsung  mit 100 pl
der entsprechenden Lipase L  6sung gemischt und fur 18 h bei der optimalen
Temperatur fur diese Lipase Variante unter starkem schiitteln inkubiert. Dann
wurde die Reaktion durch Zugabe von 125 pl 3 M HCl gestoppt. Fur die
Extraktion der freien Fettsduren wurden 1,5 ml Isooctan zugegeben und die
Proben fir 10 min bei RT stark geschdttelt. Durch Zentrifugieren bei maximaler
Geschwindigkeit fir 10  min in einer Tis chzentrifuge wurd en die Phasen getrennt
und 1,25 mL der Isooctan P hase wurde abgenommen und mit 250 pl - Kupfer -
Reagenz gemischt. Diese Emulsion wurde dann bei 1400 rpm fir 5 min gemischt,
erneut abzentrifugiert (  max. Geschwindigkeit, 5 min) und 1 ml der org anischen
Phase mit 200 pl Farbreagenz gemischt. Nach 5 min wurde die Absorption bei

430 nm gemessen und um den Wert der Autohydrolyse korrigiert ( AB| a-frriokie
mit 100 pl 40 mM Universal pH P uffer des entsprechenden pH -Wertes anstatt der

Lipase Losung). Al le Werte wurden wiederum dreifach bestimmt.

3.3.3.25 Einfluss des pH-Wertes aufdie Lipase -Aktivitat

Der Einfluss des pH -Wertes auf die Lipase -Aktivitat wurde mit Hilfe des oben
beschriebenen  Tricaprylin -Assays in einem pH Bereich von 4 bis 12 bei der

optimalen Tem peratur und einer Inkubationszeit von 18 h ermittelt.

3.3.3.2.6 Substrat Spezifizitat fur Triacylglycer ine

Fur die Reaktionen wurde wiederum der Tricaprylin -Assays verwendet, nur das
diesmal die folgenden Substrate (Sigma) in Konzentrationen von 10 mM
eingesetzt wur den: Triacetin (C2:0), Tributirin (C4:0), T ricaproin (C6:0),

Tricaprylin (C8:0), Tricaprin (C10:0), Trilaurin (C12:0), Trimyristin (C14:0),
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Tripalmitin (C16:0) u nd Tristearin (C18:0). Es wurde wieder bei der optimalen
Temperatur und pH 8,0 fiir 18 h inkubie rt.

3.34 ESI - Massenspektrometri e

Die Elektrospray lonisation Massenspektrometrie (ESI -MS) ist eine Methode, bei
der die Massen von Proteinen sehr exakt, bis auf mehrere Kommastellen genau,

bestimmt werden  kodnnen .

Dadurch ist es moéglich , die genaue molekulare Zu  sammensetzung von Proteinen
zu analysieren. So lassen sich hiermit post -translationale Proteinmodifikationen

und der Einbau von nicht  -kanonischen Aminosauren feststellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle massenspektrometrische n Analysen vom

MS-Service d er ACore -Facility fi des MPI durchgefiihrt.

Fur die Flissig - Chromatographie ESI-MS wurden je 20 pL Aliquots der zu
untersuchenden Proben  auf einer Waters RP C4 Séaule (300 A PorengréRe; 3,5 pm
PartikelgroRe; 100 x 2,1 mm) vorgetrennt.  Hierfir wurde die Saule 2 0 Minute n

mit einem Gradienten von 20 bis 90 % 0,05 % (v/v) TFA (Trifluoressigsaure )in

Acetonitril in 0, 05 % (v/iv) TFA in Wasser mit einer Flussrate von 250 pI/min
eluiert . Die Massen der eluierten Fraktionen wurden auf einem MicrOTOF ESI -MS
analysiert .

3.35 Circulardichroismus

Circulardichroismus (CD) wird verwendet, um den Grad der Proteinfaltung zu
bestimmen . Zuséatzlich kann der relative Anteil der Sekundarstruktur Element ein
ei ner Pr etbeel i x(-Ealtblat und random coil ) im Vergleich zu
Referenzspektren abgeschatzt werden. Die Messung basiert auf der
unterschiedlichen  Absorption von links und rechts zirkular polarisiertem Licht

durch optisch aktive  Stoffe bei verschie denen Wellenlangen und wird
nor mal er weise als E Ibézeighnet .z Diet GDxt-Spekilea werden als
Elliptizitit U gegen di e Wdek kikkular 2polagisierten Licht es dargestellt
Fir die Messung der  CD-Spektren wurden Lipase -Proben mit 0,2 mg/ ml in 10 mM
TrissTHCI pH 8,0 verwendet . Die Messungen wurden in 1 10-QS Hellma
Quarzkivetten (0,1 cm optische Weglange) unter kontrollierter Temperatur
(Peltier Typ FDCD Anlage, Modell PFD  -350S/350L ; JASCO International Co., Ltd,

Tokyo, Japan ) durchgefilhrt. Die Anderungen der Elliptizitit wurden zwischen
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200 nmund 2 50 nm und bei der optimalen Temperatur  des entsprechenden  TTL-

Kongeners aufgezeichnet.

3.4 3D -Struktur -Modeling der TTL

Um einen Einblick in die strukturelle Verteilung der fir diese Arbeit bedeutenden

Aminoséaurereste der TTL zu erhalten, wurde ein Homologie -Modell der 3D -
Struktur generiert. Dazu wurde die primadre Aminosauresequenz der TTL mit
bekannten 3D -Strukturen aus anderen Lipasen, Esterasen und Serin -Proteasen

aus der gesamte n PDB-Datenbanke n mit Hilfe der Software HHpred 1 %2

verglichen. Dieses Programm erzeugt 100 Alignments, von denen vier nach Hohe

ihrer Ubereinstimmungen ausgewéhit wurden; HVE 2WTM 11149 ppg 2HyUs 11243
PDB 3Jw8!"3 ?! ynd PDB 3KSR. Ein Amul t-s pfieence al auyuiesennt f
Templates wurde verwendet, um 100 Homo logie -Modelle zu erzeugen , aus denen

das am besten Ubereinstimmende mit Hilfe der  Software Modeler gewahlt

wurde .14

Dieses Modell wurde verwendet , um die rdumliche Position der Aminoséurereste
von Interesse  zu lokalisieren und die maoglic hen globalen strukturellen Effekte ,

die durch deren  Austausch hervorgerufen werden, besser zu verstehen
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4. Ergebnisse  und Diskussion

4.1 Einbau von Tyrosi na naloga durch Suppression von

Amber -Stop -Codonsin die hSOD1lin S. cerevisiae

4.1.1 Orthogonale Paare

Ursprungli ch war es beabsichtigt, Azido - oder Alkin -Gruppen ortsspezifisch in
Zielproteine in  S. cerevisiae fur anschlieBende bioorthogonale Transformationen

einzufigen . Dazu wurden die Expressionsvektoren pAz1/tRNA cua und Az6/tRNA cua
(vergl. Tabelle 3) zum Einbau von p-Azido-L-phenylalanin (AzF) und p-
Propargyloxy -L-phenylalanin (PxF; Abb. 9) wie vo n der Gruppe um P. G. Schultz

beschrieben 2% 115 rekonstruiert (sieche  4.1.1.1 fir Details).

COOH COOH COOH
L-Tyrosin p-Azido-L-phenylalanin p-Amino-L-phenylalanin
Tyr AzF AmF

o

COOH COOH
p-Propargyloxy-L-phenylalanin p-Benzoyl-L-phenylalanin
PxF Bpa
Abb. 9 Str ukturen von Tyrosin und dessen Analoga, die in dieser Studie

verwendet wurden.
Es sind die Strukturen, die Namen und die Abklrzungen gezeigt.

Da aber die Einb auversuche erfolglos verliefen, vermuteten wir , dass unsere
Expressionskonstrukte fur  die orthogonalen Paare obwohl nach
Literatur angaben % ® rekonstruiert, dennoch in m  &glicherweise  unerkannten
Aspekt en von den original Vekto ren abweichen koénnte n. Deshalb wurden die
original  Plasmide pAz3/3SUP -tRNAcua®”? und pPR1/3SUP -tRNAcua®?  die uns
freundlicherweise  von P. G. Schultz zur Verfligung gestellt wurden , in unsere

Sammlung an orthogonalen Paaren  mit einge schlossen und wir beschlossen, eine



4 Ergebnisse und Diskussion

59

systematische

durchzufthren.

phenylalanin

Laboratorien

in dieser Arbeit

(Bpa,

[74, 116, 117

biochemische

Analyse der verschiedenen orthogonalen Paare

Das orthogonale Paar fur
Abb. 9) wurde
erfolgreich in Hefe verwendet
pBpa/tRNA cya®

in der Gruppe um

Schultz zur Verfigung gestellt) zusammen mit pTyr/tRNA

Chin, 2003 62

Tabelle 3: D etails der orthogonalen Paare
Ana loga in hSOD1(W33TAG) eingesetzt

Die Paare bestehen aus

vergl. Tabelle 3) als positive Kontrolle

, die fir
wurden
der E. coli TyrRS oder einer davon abstammenden Mutante und

den invivo

den Foto - Crosslinker
Schultz und

(freundlicherweise von S. Hahn und

p-Benzoyl -L-

in anderen

. Aus diesem Grund wurden

P. G.

cua (rekonstruiert nach

n verwendet.

der E. coli Amber -Suppressor -tRNAcya. Die aaRSs werden unter dem starken,
Abb. 10 fir Plasmidkarte).

konstitutiven

ADHZ1 - Promotor exprimiert (siehe

* Der verbesserte Promotor besteht aus einem Hefe

Kopien des E. coli tRNAcya Gens (mit interner B

Einbau von Tyr -

PGK1-Promotor , gefolgt von drei

-Box), jeweils

upstream und 30 bp downstream Seque nzen des Hefe SUP4 Gens.

flankiert von 55 bp

Amino -

6xHis

Ortho - Original N Kopien
saure -Tag Promotor
gonales aaRS Nomen - . von N Quelle
Paar Klatur Spezi - Jan tRNA fur tRNA - cua
fitat aaRS cuA

Diese

TyrRS 631 . interne B - Arbeit, re -

IRNA cua TYyrRS TYrRS yr keiner 1 Box konstruiert
nach [

p-azido Diese

AzRS1 . interne B - Arbeit, re -

JRNA cun AzRS1 EQeRSl AzF keiner 1 Box Konstruiert
nach [

AzRS3 p-azido C.

/3SUP - AzRS3 | PheRS3 AzF torm 3 verbessertr | [

tRNA cua (371 '

p-azido Diese

AzRS6 AzF + . interne B - Arbeit, re -

RNA cya AZRS6 EQ eRS6 PxF keiner ) 1 Box konstruiert
nach 163 ¢4

PxRS1 p-Ppa C.

/3SUP - PxRS1 | RS1 (PR1) | PxF rorm 3 verbessertr | F7]

tRNA cua [37] '

BpaRS p-benzoyl . interne B - 63]

JRNA cun BpaRS PheRsS 3 Bpa keiner 1 Box

PTYr'tRNA cya war

entwickelt wurden

zusammengefasst.
wurde die E. coli TyrRS in der Bindetasche und

einer Art gerichteter Evolution

das urspringliche Paar, von dem

Um eine Spezifitat fur eine gewinschte NCAA

wurden

. Dieses und die abgeleiteten mutierten

aus alle anderen Paare

Paare sind in Tabelle 3

hervorzurufen

im aktiven Zentrum mutiert. In

Resten (Tyr37, Asn126, Asp182, Phel83 und Leul86) dur

chgefluhrt

zuféllige Mutation von ausgewahlten

(vergleiche
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hierzu auch Abb. 11 und 1.3). Diese Reste wurden auf der Grundlage der
Kristallstruktur der homologen TyrRS aus Bacillus stearothermophilus gewahlt
und sind alle weniger als 6,5 A von der para-Position des Aryl Ring s des
gebunden en Tyrosin s entfernt . In einem  positiv/n egativ -Screening in Hefe
wurden in  drei Selektion srunden (positiv -negativ -positiv) die TyrRS Mutanten
detektiert, die nur noch eine Spezifitat fir di e gewahlte NCAA und nicht mehr fir

Tyr haben sollten. [©3

In allen , die orthogonalen Paar e enthaltenen Plasmide, wurden die wt E. coli
TyrRS und alle TyrRS Mutanten unter dem starken , konsti tutiven ADH1 Promotor
exprimiert. In pAz3/3SUP -tRNAcya und pPR1/3SUP -tRNAcya wurde durch
Sequenzierung ein C -terminaler 6xHis -Tag an der aaRS gefunden.  Dies wurde in
den relevanten Publikation nicht spezifisch erwahnt, aber durch eine erneute
Uberprifung d er verdffentlichten Primersequenzen wurde deutlich, dass diese

6xHis -Tags in der Arbeit von Chen et al. 2007 eingefiihrt wurden B

Etwas komplizierter ist die Expression der E. coli Suppressor -tRNAcua, da sich die

B7. %8 yon der

Expression von prokaryontischen tRNAs in eukaryotischen Hefen
der RNA-Polymerase Il Strukturgenen mit ihre n Kern-Promotor Elementen
upst eram der codieren den Sequenz (wie etwa TATA-Box, etc.) unterscheidet.
Diese RNA -Polymerase Ill tRNA -Gene verwenden A - und B-BoxenP” M8 als
interne Promotor -Elemente. Ein Vergleich zw ischen dem Hefe Suppressor -tRNA-
Gen SUP4 und d em E. coli Suppressor -tRNAcya-Gen deutet auf eine weniger stark
konservierte A -Box und ein e gut konserviert e B-Box hin. " Deshalb ist eine
Expression der E. coli Suppressor -tRNAcua in Hefe ohne zusatzliche Hefepromotor
Elemente mdglich. Dennoch versuchten P. G. Schultz und Kollegen die Expression

der E. coli tRNAcya in den Plasmiden pAz3/ 3SUP-tRNAcua und pPR1/3SUP -tRNA cua

zu verbessern .B7

Hierbei wurde das E. coli tRNAcua Gen zwischen 55 bp
upstream und 30 bp downstream flankierende Regionen des Hefe SUP4 Gens
einge flugt en. SchlieBlich wurden 3 Kopien diese s Konstrukt es hintereinander

geklont und unter die Kontrolle des starken PGK1 Prom otor s (Pol IlI) gesetzt .

Eine schematische Darstellung der Expressionsplasmide fur die orthogonale n
Paare ist in Abb. 10 gezeigt. Abb. 11 zeigt einen Sequenz -vergleich der
vers chiedenen , verwendeten aaRS.

% Dies ist auch

Nattrliche aaRS zeigen eine bemerkenswerte Substrat toleranz .
der Grund, warum die Translation von Struktur analoga natirliche r Aminoséuren

in Proteine durch Supple mentation von Aminosaure  auxotrophien mdglich ist
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(vergl. 1.2.1). Nach dem Einbau von AzF in das Zielprotein beobachtet en Chin
et al. die reduzierte Form  p-Amino -L-phenylalanin (Am F; Abb. 9) anstatt AzF bei
der Analyse durch MALDI -Massenspektrometrie. ¥ Sie fiihrten  diese
Beobachtung auf die chemische Reaktivitdt und Photoinstabilita t der Azidogruppe
wahrend der massenspek trometrische n Analyse zuriick. ***!  Allerdings kann
S. cerevisiae als Biokatalysator  verwendet werden, um Arylazide zu Arylamine n

zu reduzieren .12 121

Deshalb wurde AmF in die vorliegende  systematische
Untersuchun g mit aufgenommen , um zu analysieren, ob die evolvierte AzRS in

der Lage ist, AmF in das Zielprotein einzubauen

4.1.1.1 Konstruktion der Tandem - Expressionsvektoren fur die
orthogonale n Paare

Die Expressionsvektoren pTyrtRNA  cua, PAZItRNA cya und pAz6/tRNA cua (ver gl.

[62-64, 1151  Lonstruiert . Die

Tabelle 3) wurden wie in der Literatur beschrieben
Primer tRNA(CUA)template_fwd und tRNA(CUA)template_rev (die Sequenzen der
verwendeten Primer sind in Tabelle 1 aufgelistet ), die die codierende Sequenz flr
das E. coli tRNAcya Gen enthalten , wurden annealed und die daraus resultierende
dop pelstrdngige DNA wurde fir die PCR-Amplifikation mit  den Primer n tRNA50
(enthalt eine  Agel Schnitt stelle) und tRNA3 6 (enthédlt ein e Nhel Schnitt stelle,
sieche Tabelle 1) als Template eingesetzt . Das PCR-Produkt und d er pESCTrp
Zielv ektor wurden mit Nhel als auch mit Agel verdaut und anschlieend ligiert
(= ptRNAcya). Der ADH1-Promotor fiir die Expression der E. coli TyrRS in
S. cerevisiae wurde durch PCR mit den Primern pADHf ( Agel Schnittstelle ) und
pADHr ( EcoRI Schnittstelle ) zusamm en mit genomischer S. cerevisiae DNA als
Template generiert und das PCR-Produkt wurde mit  EcoRl und Agel verdaut. D as
E. coli TyrRS Gen wurde PCR -amplifiziert mit den Primern pESCTrpl ( EcoRl
Schnittstelle ) und pESCTrp2 ( Notl Schnittstelle ) und genomischer E. coli DNA als
Template . AnschlieBend wurde d as PCR-Produkt mit EcoRl und Notl verdaut. D er
pTyr/tRNA cyan Tandem -Vektor wurde durch Ligation des mit Agel/ Notl verdaut en
PtRNA cua Vektors mit dem Agel/ EcoRI verdaut em ADH1-Promotor und der mit
EcoRIlund Notl geschnitten E. coli TyrRS erhalten. Die Plasmidkarte istin ~ Abb. 10

dargestellt.
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TRP1

2 ori

PTYrARNA. . Notl

ColE1 origin

ADHT Promotor

Abb. 10 Sche matische Darstellung de s Tandem - Expressionsvektors fir E. coli
TyrRS und Amber ~ -Suppressor -tRNA cya.

Die E. coli TyrRS wird unter dem starken konstitutiven Promotor ADH1 von einem
Hefe/ E. coli Shuttle -Vektor exprimiert . Dieser enthalt ein Ampicillin - Resistenzgen
(AmpR) und de n ColE1l Replikation sursprung fur Selektion und Vermehrung in E. coli.
Der TRP1 Auxotrophiemarker und der 21 Re pl i -raprungogawsihrleisten die
Erhaltung des Plasmid s in Hefe.

Der pAz1tRNA cua Vektor, der die  TyrRS Mutante AzRS1 codiert , wurde durch
Mutagenese -PCR mit de m pTyr/tRNA cua Vektor als Template erzeugt. Dafir
wurde zuerst das Primerpaar 54 3Jviuta_ N126N verwendet. Die weiteren
Mut ati onen wurden dann mi t den Pr-il/pESCTr@ar e n 506t
56t yr _mut2ApESAI®2 und 506t yr _ m3 pESGCTER @ingeflihrt, wobei
jeweils das entstehende PCR -Produkt als neues Template verwendet wurde.
AzRS6 wurde durch d as Einbringen zuséatzlicher Mutationen in die AzRS1 mit Hilfe
der Mutagenese -Primerpaare Thr37f/Thr37r, Alal183f/Alal83r und
Leul86f/Leul86r generiert. Abb. 11 zeigt die Mutationen, die in die TyrRS
eingebaut wurden, um die aaRS-Mutanten zu erzeugen. Die Sequenzen aller
Vektoren wurden durch Sequenzierung verifiziert. Ein Alignment der DNA- und
Protein -Sequenz en von TyrRS und allen in dieser Arbeit verwendeten Mutanten

istin Abb. 11 dargestellt.
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DHA-Sequensz:

TvrR3 GC3 CTC TAT TGC --- GCG AAC AAC - TTG - GAC TTC GCC TGT CTG - GTT
RzRS1 GCh CTC CTT TGT --- GCC AAT AAT - TTG - TCT ATG GCF TGT GCG - GTT
AzRE3 GCL CTC CTG TGT --- GCC AAT AAT - TTG - TCG GCT GCC TGT GOG - GTT
AzR3S0 GCh CTC ACG TGT --- GCC AAT AAT - TTG - TCG GCT GCC TGT CTT - GTT
PxRS1 GCh CTC GGG TGT --- GCC AAT AAT - CTG - TCT ATG GCOC TGT TTG - ATT
BpakR3 GCL CTC GGG TGT --- GCC AAT AAT - CTG - GGT TAT GCC TGT ATG - GIT

Protein-Sequenz
Position 35 3

€ 37 38 124 125 126 173 182 183 184 135 186 225
TyrRS » L. ¥ ¢--- 2 N N- L- D F & C L- V
LzRS1 » . L C©--- 2 N N- L- s ¥ 2 c a- v
LzRS3 » L. L C--- 2 N N- L- S A - C A- V
LzRS6 . ] ¢c-—-—- 2 ¥ ®N- L- s A r C L- V
PxRS1 . 1. [ --- L ¥ ®H- L- 5 ¥ z c L- §
BpaRs r . B c--—- 2 ®w w- L».- B ¥ 2 c M- v

Abb. 11 DN A- und Protein - Sequenz Alignment von TyrRS und ihren Mutanten.
Mutierte Basen und ausgetauscht e Aminosauren sind farblich hervorgehoben.

4.1.2 Das Zielprotein

Genau wie in den Arbeiten aus dem Schultz Labor wurde die humane Superoxid -
Dismutase 1 (hSOD1) als Zielprotein fir den Einbau der A nalog a gewahit . hSOD1

[122]

ist ein kleines, stabiles Protein, das in Hefe gut exprimiert  wird . Zunachst

wurde die Expression s-Effizienz der Wil dtyp hSOD1 von einem vergleichbaren

Konstrukt wie in Chin et al.'®

getestet . Jedoch war die Expression der hSOD1
mit einem C-terminalen Hexahistidin -Tag von dem Galaktose induzierbaren hig h
copy Hefe/ E. coli Shuttle Vektor pYES2 niedrig und es war nicht méglich, saubere
Protein -Praparat ionen zu erhalten. Aus diesem Grund wurde der als nicht ideal

fur Hefe geeignet beschrieben e Hexahistidin -Tag™®

durch einen Strep -Tag Il
ersetzt. D ariiber hinaus wurde der induzierbare GAL1-Promotor ¥ gegen den
starken , konstitutiven PGK1-Promotor ausgetauscht . Die Starke dieses Promotors

ist vergleichbar mit der ~ des TDH3-Promotors, "*! den Chen et al. fir die hSOD1
Expression zusammen mit eine m verbesserten orthogonalen System far
Tyrosin analoga in der Hefe B verwendet hat. Mit diesem modifizierten

Expressionskonstrukt war es maoglich, reine hSOD1 in sehr g uter Ausbeute zu
erhalten ( Daten nicht gezeigt ). Um den Einbau der in Abb. 9 dargestellt en
Tyrosin analoga zu ermoglichen, wurde eine Trp (TGG) Y Amber -Stop -Codon

(TAG) Mutation in  hSODZ1 an Position 33  eingefuhrt .
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Die detaillierte Konstruktion des Expressionsvektors wird im folgenden Abschnitt

4.1.2.1 Dbeschrieben. Dort wird auch eine Karte des resultierenden Plasmids,
sowie die codieren de DNA- und Proteinsequenz  der hSOD1 (W33TAG) mit eine m
C-terminalen Strep -Tag Ilin Abb. 12 und Abb. 13 gezeigt .

4.1.2.1 Konstruktion des hSOD1(W33TAG) Expressionsvektors.

Das Gen fur d ie humane Superoxid -Dismutase 1 (hSOD1)wurde mittels PCR von
dem cDNA -Vektor pOTB7 (ATCC -Nummer MGC -2325) mit den Primern hSODfp
(Hind Il Schnitt stelle) und hSODrp ( EcoRI Schnitt stelle, siehe Tabelle 1)
amplifiziert.  Ein Hexahistidin -Tag wurde am C-Terminus der hSOD1 durch den
Primer hSODrp eingefiihrt. Das PCR  -Produkt und der high copy Hefe/ E. coli
Shuttle Vektor pYES2 wur den beide mit Hind Il und EcoRI verdaut und ligiert,
wodurch der Vektor pYES2-GAL-hSODL1 -6His erhalten wurde . Das Tryptophan -
Codon an Position 33 der hSOD1 wur de durch Mutagenese PCR mit den Primern
SODmutf und SODmutr zu dem Amber -Stop-Codon ATG mutiert.  Des Weiteren
wurde der i nduzierbar e GALl-Promotor auf dem pYES2-GAL-hSOD1(W33TAG) -
6His Vektor Uber homologe Rekombination in Hefe gegen den starkere n,
konstitu tive n PGK1-Promotor ausgetauscht. Um dies zu erreichen, wurde d er
GAL1l-Promotor aus pYES2 -GAL-hSOD1(W33TAG) -6His mit Spel wund Pvull
ausgeschnitten. Die DNA -Sequenz des PGK1-Promotors wurde durch PCR mit
Primern PGK1fp und PGK1rp unter Verwendung von genomi scher S. cerevisiae
DNA als Template amplifiziert. Um eine effiziente homologe Rekombination zu
ermdoglichen , enthielten die Primer PGK1lfp und PGKlrp 5 dlankierende
Sequenzen von 43 nt bzw. 35 nt Lange. Diese Sequenzen waren homolog zu den
geschnittenen En den des pYES2 Vektor s. Das PGK1 PCR-Produkt mit den
flankierenden Homologie -Regionen und der Spel/Pvull verdaut e pYES2-GAL-
hSOD1(W33TAG) -6His Vektor wurden zusammen in den S. cerevisiae Stamm
InvScl (vergl. 2.4) transformiert u nd Klone , die das erfolgreich rekombinie rte
Plasmide pYES2 -hSOD1 (W33TAG) -6His enthielten wurden auf synthetisch
komplett en Minimalmedium ohne Uracil (SC-Ura, vergl. 2.15.2.3 ) selektioniert. In
ahnlicher Weise wurde der Hexahist idin-Tag gegen den Strep -Tag |l
ausgetauscht . Der pYES2-hSOD1(W33TAG) -6His Vektor wurde mit EcoRI
linearisiert und  die Strep -Tag Il codierende Sequenz mit den entsprechenden
homologen Enden wurde durch PCR mit Primern hSOD1 Strep fp und
hSOD1_Strep_rp generiert . Die Homologe Rekombination und die Selektion der
positiven , den pYES2-hSOD1(W33TAG) -Strep Vektor enthaltend en Klone, wurde
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wie oben flur den Promotor -Austausch beschrieben durchgefuhrt . Die
Plasmidkarte des PYES2-hSOD1(W33TAG) -Strep  Vektors ist i n Abb. 12

dargestellt.

pPGK1

\ hSOD1{W33TAG)
/ Strep-Tag

Stop Codon TAG

24 ori PYES2-hSOD1(W33TAG)

URA3 ColE1 origin

Abb. 12 Der hSO D1 Expressionsvektor.

Der PGK1-Promotor erlaubt die k onstitutive Expression von hSOD1 mit eine m in frame

Amber - Stop -Codon (TAG) an Position 33 und einem N -terminalen Strep -Tag II.D er

Hefe/ E. coli Shuttle -Vektor enthalt ein Ampicillin Resistenzgen ( AmpR) und de n ColEl
Replikationsursprung fir die Selektion und Vermehrung in E. coli. Der URA3

Auxotrophiemarker und der 27 Repli kationsur spr diefhalguegwdidsr | ei st €
Plasmid s in Hefe .

DNA- und Aminosdure -Sequenz des hSOD1(W33TAG) -Strep Konstrukts sind in
Abb. 13 wiedergegeben.

1

1 Met Ala Thr Lys Ala Val Cys Val Leu Lys Gly Asp Gly Pro Val Glu Gly Ile Ile Asn 20
21 Phe Glu Glu Lys Glu Ser Asn Gly Pro Val Lys Val X Gly Ser Ile Lys Gly Leu Thr 40
41 Glu Gly Leuw His Gly Phe His Val His Glu Phe Gly Asp Asn Thr Als Gly Cys Thr 3Se L1

61 Rla Gly Pro His Phe Asn Pro Leu Ser Arg Lys His Gly Gly Pro Lys Asp Glu Glu Arg 80

14 CAT GIT GGA GAC TTG GEC BAT GTG ACT GCT GAC ARR GAT GGT GIG GCC GAT GIG ICT ATT 30:

81 His Val Gly Asp Leu Gly &sn Val Thr &la Asp Lys Asp Gly Val Rla Asp Val Ser Ile 100

332 GAA GAT TCT GIG ATC TCA CTC TCA GGA GAC CAT TGC ATC ATT GGC CGC ACA CTG GIG GIC 3¢
101 Glu Zsp Ser Val Ile Ser Leu 3er Gly Asp His Cys Ile Ile Gly Arg Thr Leu Val Val 120
381 20
121 His Glu Lys Ala Asp Asp Lsu Gly Lys Gly Gly Asn Glu Glu Ser Thr Lys Thr Gly Asn 140

421 agc got [IEGIMGCHCHCNGEE 430

141 Rla Gly Ser Arg Leu Ala Cys Gly Val Ils Gly Ile Rla Glu Ser Ala Trp 3er His Pro 1&0

i

=
|
1l

i

7l
1l

151 CHCHENCHERRNEE <o
161 Glu Phe Glu Lys 164

Abb. 13 DNA - und Protein -Sequenz der codierenden Sequenz fir

hSOD1(W33TAG) mit einem N -terminalen Strep -Tag Il

Die Position des Amber -Stop -Codons (eingerahmt)  ist in der Proteinsequenz  mit X
dargestellt. Die hSOD1 Sequenz ist griinund der Strep -Tag Il ist orange
hervorgehoben
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4.1.3 Expres sionund Analyse derhSOD1 Varia nten

Analog zur Originalstudie ®® wurden alle Einbauexperimente mitden  Tyr-Analoga
in de m Saccharomyces cerevisiae Stamm Inv Scl durchgefuhrt (siehe 3.2.6 fir
experimentelle Details). InvScl wurde jeweils mit einem der orthogonalen
Vektoren aus Tabelle 3 und dem hSOD1(W33TAG) Expressionskonstrukt co -
transformiert . Als Kontrolle fur eine effiziente Suppression des Amber -Stop -
Codons wurde Wildtyp E. coli TyrRS zusammen mit ihrer Amber -Suppressor -
tRNA, d. h. das orthogonale TyrRS/tRNA cya Paar, in Gegenwart von Tyrosin
exprimiert . Um die Orthogonalitat der entwickelten TyrRS Mutanten gegen Uber
Tyr zu beurteilen, wurde das AzRS3/3SUP -tRNAcy, Paar zusammen mit einem
Uberschuss an  Tyr verwendet . Dariiber hinaus  wurde hSOD1(W33TAG) in
Gegenwart von AzF und den drei orthogonalen Paaren mit entsprechende r
Substratspezifitat (vergl. Tabelle 3), AzRS1tRNA cua, AzRS6/tRNA cyn oder
AzRS3/3SUP -tRNAcuys exprimiert , um die Ein bau effizienzen zu vergleichen. Wie
oben dargelegt , konnen Arylazide wie  AzF von Hefe enzymatisch zu den Amino -
Derivate n umgewandelt werden. Daher sollte eine mdgliche Toleranz von AzRS1,
AzRS3 und AzRS6 der drei zuvor erwahnt en orthogonalen Paare  gegeniber Am F
beurteil t werden . Es wurde auch beabsichtigt, PxF mit den orthogonalen Paaren
AZRS6/tRNA cua®¥ oder PxRSARNA ¢y in hSOD1(W33TAG) einzu bauen. Und
schlieBlich wurde auch Bpa und das entsprech ende BpaRS/tRNA cya Paar in diese

Studie mit einbezogen.

Volllangen hSOD1(W33TAG) wird nur exprimiert, wenn das in frame Amber -Stop -
Codon effizient  supprimiert wird. Im Gegensatz zu E. coli ist die Expression
fremder Proteine in S. cerevisiae , trotz high co py Expressionsvektoren sehr oft

nicht auf SDS -Gelen nachweisbar. Allerdings war es nicht maoglich, volllangen
hSOD1(W33TAG) in Gesamt -Zelllysaten auf einem Immunoblot (siehe 3.3.2.3 flr
Details) mit einem Anti -Strep -Tag |l -Antik 6rper zu detektieren . Deshalb wurden
die hSODL1 -Varianten aus den Zelllysaten mit Strep - Tactin -Sdulen extrahiert und
nach der Reinigung konzentriert (siehe 3.3.1.5 ). Vermutlich aufgrund extrem
niedrige r Protein ausbeuten , konnten Banden von v olllangen hSOD1 nur in den
Konzentraten und erst nach Immunoblot mit Anti -Strep -Tag Il - Antikorper

beobachteten werden (siehe Abb. 14).
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A C

kDa

170
100

hSOD1
(17kDa)

hSOD1
(17kDa)

hSOD1
(17kDa)

Abb. 14 Invivo Einb  au von Tyr und dessen Analoga.

hSOD1 wurde in Anwesenheit eines orthogonalen Paares und eine s derin Abb. 9
gezeigt en Analoga, wie nachstehend angegeben exprimiert. Die e xprimierte n Protein
Variante n wurden durch  Strep -Tag |l Affinitdt schromatographie aufgereinigt und die
Elutionsfraktionen durch Ultrafiltration aufkonzentriert . Je 20 pl de r Protein
Praparationen wurden auf Immunoblots unter Verwendung eines monoklonalen Anti -
Strep -Tag Il - Antikdrper s, flr den Nachweis der erfolgreichen Suppression de s in frame

Amber -Stop -Codon s in hSOD1 (W33TAG) , analysiert. Das durchschnittliche ,
berechnete Molekulargewicht von hSOD1(W33X) betragt 17 kDa; X steht hierbei fir
Tyr oder eine s seiner Analoga.

(A) 1, TyrRSARNA cya, Tyr ( 1. Wiederholung ); 2, A zZRS1/tRNA cya, AzF; 3,
AzZRS1/tRNA cya, AMF; 4, AZRS6/tRNA  cua, AZF; 5, AZRS6/tRNA  cya, PXF; 6,
AzZRS6/tRNA cya, AmF; 7, PXRS1/3SUP  -tRNAcua, PXF; M; Molek ulargewichts marker; +,
Wildtyp hSOD1 mit C-terminal en Strep -Tag |

(B) 1, TyrRSARNA cya, Tyr (2 . Wiederholung ); 2, AzZRS3/3SUP -tRNAya, AzF; 3,
AzRS3/3SUP -tRNA cua, Tyr; 4, AzZRS3/3SUP  -tRNA cya, AMF ( 1. Wiederholung ); 5,
AzRS3/3SUP -tRNA cya, AmF ( 2. Wiederholung ); 6, AZRS3/3SUP  -tRNAcya, AmF (3 .
Wiederholung ); Mund + wie in (A) beschrieben .

(C) Furden Einbau von Bpa  wurde das Orthogonale Paar BpaRS/tRNA cua verwendet
(1); M und + wie in (A) beschrieben.

Auf dem Immunoblot wurde ein  hSOD1(W33 X) Signal bei der Expression in

Gegenwart de s orthogonalen TyrRS/tRNA  cua Paares zusammen mit Tyr  gefunden
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was eine erfolgreiche  Amber -Stop -Codon Suppression belegt (Abb. 14 A und B,
jeweils Spur 1). AzRS3/3SUP -tRNAcya in Kombination mit einem Uberschuss an
Tyr flhrte zu einer kaum nachweisbare n Expression von hSOD1(W33TAG)

(Abb. 14 B, Spur 3), was auf eine hohe Spezifitit des orthogonalen Paar es
hindeutet.  Allerdings schlugen alle Versuche , AzF mit einem der orthogonalen

Paaren mit AzRS in hSOD1(W33TAG) einzubauen , fehl (AzZRS1/tRNA cua, Abb. 14
A, Spur 2; AzRS3/3SUP -tRNAcuya Abb. 14 B, Spur 2; AzZRS6/tRNA cua, Abb. 14 A,
Spur 4). Bei zwei von drei hSOD1 Expressionen mit de m AzRS3/3S UP-tRNAcua

Paar und Am F konnten starke Signale auf dem Immunoblot beobachtet werden
Die dritte Wiederholung ergab merkwilrdigerweise nur ein e schwache Band e
(Abb. 14 B, Spuren 4-6), wahrend keine Banden mit den ort hogonalen Paaren

mit AzZRS1 und AzRS6 detektiert wurden (Abb. 14 A, Spuren 3 und 6). Entgegen
der urspriinglichen Studie, in de r eine doppelte Spezifitat der AzRS6 fur AzF und

4 \war auf dem Immunoblot nur bei P xF zusammen mit

PxF berich tet wurde,
PxRS1 (Abb. 14 A, Spur 7), aber nicht mit AzRS6 ( Abb. 14 A, Spur 5) ein
hSOD1(W33 X) Signal zu sehen . Diese Beobachtung kann auf die verbesserte
Expression der Suppressor -tRNA von dem p PR1/3SUP-tRNAcysa Vektor
zurlckgefiuhrt werden. In diesem Konstrukt ist die Suppressor -tRNA zwischen
kurz en upstream und downstr eam Bereiche n des Hefe SUP4 Gens eingeflgt. Drei
Kopien dieser Kassette werden in Tandem von de m starken PGK1-Promotor

exprimiert. 7

Die gleiche Anordnung von mehreren SUP-tRNAcys Kopien befindet
sich auch auf dem pAz3/3SUP -tRNAcus Vektor, was die starke Expression von
hSOD1 in Gegenwart von AmF mit AzRS3, aber nicht mit AzRS1 oder AzRS6
erklaren kénnte.  Die o rthogonal en Paare mit diese n Aminoacyl -tRNA-Synthetasen

enthalten nur  eine einzelne Kopie der tRNAcua (Tabelle 3).

Wie erwartet, wurde ein klares Signal fir hSOD1 Expression in der Gegenwart
von B pa und de m orthogonalen BpaRS/tRNA y» Paar beobachte t ( Abb. 14 C,
Spur 1).

Alle hSOD1 Varianten, die Signale auf dem Immunoblot lieferten, wurden durch
LC-ESI-MS weiter analysiert (siehe Tabelle 4).
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Tabelle 4: ESI -MS-Analyse n der auf dem Immunoblot in Abb. 14 detek tiert en
hSOD1 Varianten.

Die zugehdrigen ESI-MS-Spektren sind in Abb. 15 gezeigt. Alle hSOD1 Varianten wurden,
wie auch in der Literatur berichtet (1251 mit abgespalten em N-terminalen Methionin und
Acetylier ung de s Alanin an Position 2 gefunden. In manchen Fallen wurden Massen
beobachtet, die dem  Protein mit einem gebundene  Natrium -lon ( +22,99 Da)
entsprechen. Dies stammt sehr wahrscheinlich vom Strep - Tactin Elutionspuffer , der
150 mM NaCl enthalt undindem die Massen der Proteine analysiert wurden . Um Protein
Verlust e zu vermeiden , wurde der Puffer wahrend der Probe  nk onzentration nicht
ausgetauscht. Ineinem Fall (Tyr 2. Wiederholung) wurde eine bekannte Disulfidbriicke ( -
2 Da; zwischen C57 und C146  **®) gefunden .

* Alle Massen wurden fiirein hSOD21 Protein ohne N-terminales Methionin , mit
acetyliertem Alanin an Position 2 und mit vollstandig reduzierten Cysteinen berechnet.

Analog Orthogonales Berechnete Gefundene gm ( Da| Inter - | Protein

Paar Masse Mass e (D a) pre - Ausbeute
(Da)* tation (pro 1)

Tyr TyrRS/ARNA cya | 17020, 6863 | 17043, 0495 | +22, 3632 | +Na* 60 pg

1. Wieder -

holung

Tyr TyrRS/tRNA cua | 17020, 6863 | 17041, 6996 | +21, 0133 | +Na ™, | 120 ug

2. Wieder - S-S

holung

Tyr AzRS3/3SUP - 17020, 6863 | 17042, 7675 | +22,0812 | +Na* 42 ug
tRNA cua

AmF AzRS3/3SUP - 17019, 7016 | 17043, 7254 | +24, 0238 | +Na "’ 78 ug

1. Wieder - | tRNAcua

holung

AmF AzRS3/3SUP - 17019, 7016 | 17042, 3620 | +22, 6604 | +Na* 114 g

2. Wieder - | tRNAcua

holung

AmF AzRS3/3SUP - 17019, 7016 | 17043, 0344 | +23, 3328 | +Na” 90 pg

3. Wieder - | tRNAcua

holung

PxF PxRS1/3SUP - 17058, 7344 | 17057, 7976 | -0,9368 96 pg
tRNA cua

Bpa BpaRS 17108, 7933 | 17108, 9558 | +0, 1625 80 ug
tRNA cua

Die gefundene Masse der Tyrosin  -Variante entspricht einem hSOD1(W33Y) -
Protein , bei dem das N-terminale Met abgespalten und die zweite Aminosaure,
Ala, acetyliert wurde. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den

vero6ffentlichten post -translationale n Modifikationen von hSOD1 in

S. cerevisiae "® . Dementsprechend wurden diese post  -translationale n
Modifikationen bei der Berechnung der Protein Massen der Variante n
bertcksichtigt .  Neben hSOD1(W33Y) wurde auch  die Bildung von
hSOD1(W33PxF) und hSOD1(W33Bpa) eindeutig bestatigt ( vergl. Tabelle 4).

Obwohl keine klare Band e mit dem AzRS3/3SUP -tRNAcyx, Paar und
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Uberschissige m Tyr auf dem Immunobl ot ( Abb. 14 B, Spur 3) nachgewiesen
werden konnte , bestatigte die massenspektrome trische  Analyse das
Vorhandensein von hSOD1(W33Y) auch in diese r Probe. Allerdings konnte aus
der durchgefiihrten ~ massenspektrometrischen Analyse nicht eindeutig abgeleitet
werden, ob AmF oder Tyr (Massendifferenz nur 1 Da) in hSOD1(W33TAG) mit
Hilfe de s AzRS3/3SUP -tRNA s Paares in Kombination mit Am F eingebaut wurde
da die Auflésung zu niedrig war. Leider lieferten die sehr geringen Mengen an
Protein, die flr die Analyse zur Verfugung standen, ESI-MS- Spektren mit relativ

geringem Signal/Rausch  -Verhdltnis (Abb. 15).

Die erhaltenen  Proteinausbeuten waren &uRRerst gering und lagen lediglich
zwischen 42 und 120 pg pro Liter Kulturvolumen fiur die in der Massenanalyse
bestéatigten hSOD1(W33X) Varianten ( sieche Tabelle 4). Diese Mengen sind

deutlich geringer, als die zuvor veréffentlichten Werte von 8 -15 mg/l. #6270

A B

Intensitat / cps o Intensitat / cps —

hSOD1(33Tyr) hSOD1(33Tyr)

17043.0495

300 300

17041.6996

200 200 4

100 100 \

16500 17000 17500 18000 m/Da 16500 17000 17500 18000 m/Da
























































































































































































