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6. Diskussion

Die Einfuhrung unretirlicher Aminosauren in Proteine ist mit Hilfe in vitro transkribierter
amber-Suppresor-tRNAs moglich, de demisch mit der gewlinschten Aminosaure agliert
wurden undnicht durch die innerhalb des Trandlationsystem vorhandenen Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen reag/liert werden kénren. Allerdings kbnren mit der entsprechenden Methodk
einige Aminosduren mit besonders wertvoll en Eigenschaften nur @ulRerst ineffizient eingebaut
werden. Eine wesentliche Hypothese der vorliegenden Arbeit bestand darin, dald de zur Zeit
fur die Einflhrung unretirlicher Aminosduren verwendeten amber-Suppresor-tRNAS relativ
ineffiziente Suppressoren sind und @3 es moglich ist, effizientere Suppressoren zu finden.
Wahrend zu Beginn der vorliegenden Arbeit zur Suppresson in vivo relativ viele Daten
vorlagen, war das Wissen Uber die Suppresson in vitro aul¥erst begrenzt. Aus diesem Grund
wurde der Untersuchung der Suppressonseffizenz in vitro transkribierter amber-Suppressor-
tRNAs innerhalb der vorliegenden Arbeit eine ehdhte Aufmerksamkeit gewidmet. Zunadhst
mufden hierzu de mit der Nutzung und Untersuchung von in vitro transkribierten amber-
Suppresor-tRNAs verbundenen Methoden innerhalb der Arbeitsgruppe dabliert werden. Im
Rahmen einer vergleichenden Untersuchung zur Suppressonseffizienz wurden dann
verschiedene in vitro transkribierte amber-Suppressor-tRNAs auf unterschiedlichen
Funktionsebenen in einem fraktionierten System fir die in vitro Proteinbiosynthese untersucht
(vgl. Abb. 59.
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Abb. 54: Diein der vorliegenden Arbeit untersuchten Funktionsebenen in vitro transkribierter tRNAs.
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Homogene tRNA-Prdparationen mit korrektem CCA-Ende konrten duch eine Prozesserung
oder durch de Regeneration des 3-Endes der in vitro transkribierten tRNAs in der S100-
Enzymfraktion des Trandationsg/stems erhalten werden. Die Prozesserung verlangerter
tRNAs und de Reparatur verkirzter tRNAs innerhalb des Gesamtsystems erwiesen sich als
nicht limitierend fir die Proteinbiosynthese. Die Ergebnise zu Prozesserung und tRNA-
Reparatur, sowie zum Unsatz des 3-Endes der tRNA wurden bereits innerhab des
Ergebnisteil s ausfuhrlich dskutiert. Diese Untersuchungen hatten letztendich ein Ziel. Sie
sollten eine genaue Konzentrationsbestimmung der funktionellen tRNAs ermdglichen. Auch
der Einflu3 d&r Aminoagylierung auf den Gehalt an Aminoagyl-tRNA innerhalb des in vitro
Trandationss/stems wurde ausfuhrlich urtersucht und kereits erdrtert. Hierbel konrte gezeigt
werden, a3 de Amincaglierung der tRNAs tRNA®cua (su'y), tRNA™cua (su®s),
tRNAcua (su'e), tRNAMO s, tRNATC A, tRNAHA 4 UndtRNAM A innerhalb desin
vitro Trandationsg/stems hochstwahrscheinlich nicht limiti erend fir die Suppression war. Fir
tRNA™cua konrte éne Limitierung der Suppresson duch de Aktivitédt der Tyrosyl-tRNA-
Synthetase zwar nicht vollstdndig ausgeschlosseen werden, de tRNA zeigte &er unter
bestimmten Bedingungen eine Suppressonsaktivitat, die der von tRNA® ¢, vergleichbar
war. Bel den erwdhnten tRNAs kann somit die Suppressonseffizienz auf strukturelle
Eigenschaften der Aminoacyl-tRNA zurlckgefthrt werden.

6.1 Suppression in vivound in vitro

In der Literatur gibt es umfangreiche Studien zur Aktivitédt verschiedener amber-Suppressor-
tRNAs in vivo (z.B.: Boss und Roth 1980, Miller und Albertini 1983, Kleina d@ al. 1990,
Normanly et al. 1990, Ericson undBjork 1991, Rennel et al. 1991, Mottagui-Tabar 1998.
Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde der Untersuchung der Suppressonseffizenz in vitro
transkribierter amber-Suppresor-tRNAs eine ehthe Aufmerksamkeit gewidmet. Ein
direkter Vergleich der Aktivitaét der in der vorliegenden Arbeit untersuchten in vitro
transkribierten amber-Suppressor-tRNAs mit der Aktivitét in vivo exprimierter tRNAs in der
lebenden Zelle ist nur sinnvdl, wenn de Konzentrationen der einzelnen tRNA-Spezies in
vitro undin vivo miteinander vergleichbar sind. Wahrend innerhalb der vorliegenden Arbeit
genaue Angaben zu den Konzentrationen der eingesetzten tRNAS in vitro gemadt werden
konnten, sind keine Konzentrationsangaben zu den einzelnen tRNA-Spezies in in vivo
erhdltli ch.

Deshalb - und um die umfangreichen in vivo-Daten in der Literatur mit den Verhdtnissen in
vitro in Beziehung setzen zu kénren - wurden Gesamt-tRNA-Prdparationen aus neun
verschiedenen amber-Suppressor-Zellstammen von Escherichia coli in der in vitro-
Trandation eingesetzt. Auf diese Weise konrte @n Teil der in der vorliegenden Arbeit
untersuchten amber-Suppresor-tRNA-Spezies sowohl als in vitro-Transkript, sowie auch as
in vivo exprimierte tRNA untersucht werden. Die in der vorliegenden Arbeit fur die
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Aufarbeitung der entsprechenden Gesamt-tRNA-Préparationen verwendeten Zell stémme sind
in der Literatur fur die Untersuchung der Suppresson in vivo beschrieben (Kleina @ al. 1990
und datige Referenzen). Es war zu erwarten, dal3 de in den entsprechenden Gesamt-tRNA -
Préparationen enthaltenen amber-Suppressor-tRNAs owohl beziiglich der tRNA-Menge ds
auch bezlglich des Vorkommens von Modifikationen de Verhdtnisse
wiederspiegelten.

in vivo

Die Aktivitat einiger Aminoacyl-tRNA-Synthetasen ist vermutlich in vitro gegeniber in vivo
vermindert.

In Tabelle 19 sind de innerhalb der vorliegenden Arbeit mit den verschiedenen Gesamt-
tRNA-Préparationen erhaltenen Suppressonsaktivitéten im Vergleich zu den in der Literatur
beschriebenen Suppressonsaktivitdten der entsprechenden tRNAs in der lebenden Zelle

invivo? invitro®

amber- (Kleina & al. 1990 (diese Arbeit)
Suppressor - _ _

tRNA Codierung Suppr]onsr ate Suppr]onsr ate Aminoacylierung
tLeu (su's) chromosomal 64 (30-100 49 +
tHisA Plasmid 67 (16-100 48 +
tTyr (su’s) chromosomal 52(11-100 29 +
tSer (su'y) chromosomal 27 (6-54) 23 +
tPhe Plasmid 77 (48100 0 -
tGly1 Plasmid 66 (24-100 12 -
tArgl Plasmid 44 (11-55) 10 -
tCys Plasmid 39(17-549) 0 -
tLys (su's) chromosomal 16 (5-19) 0 -

Tabelle 19; Vergleich der Suppessonsraten awsgewahlter amber-Suppesor-tRNA-Speziesin vivo undin vitro:

a) Kleina g a. (1990 untersuchten insgesamt sieben verschiedene Codankontexte anhand der Expresson von
lad-Z. Aus diesen sieben Codonkontexten wurde fir jede tRNA-Spezes eine mittlere Suppressonsrate
bestimmt. Die Werte in Klammern () geben den jeweils niedrigsten urd héchsten Wert der Suppresson fir jede
tRNA-Spezes an (aus den Tabellen 3 bzw. 7 der Arbeit von Kleina & al. 1990

b) Aus den auch von Kleina g al. (1990 verwendeten Zell stémmen wurden innerhalb der vorliegenden Arbeit
Gesamt-tRNA-Préaparationen  hergestellt und fir die Suppresson in FABPam3 €ingesetzt. Die
Aminoacylierbarkeit der einzenen amber-Suppressor-tRNA-Spezes wurde anhand der Aminoacyli erbarkeit der
entsprechenden T7-Transkripte in der S100-Enzymfraktion des Trandationssgstems Uberpriift. +: gute
Aminoacylierbarkeit des entsprechenden T7-Transkriptes, -: das entsprechende T7-Transkript lief3 sich in der
S100-Enzymfraktion des Translationss/stems nicht aminoacyli eren.

aufgefuibrt. Es snd betradhtli che Unterschiede zwischen in vitro undin vivo sichtbar. In vivo
zeigen ale aifgefuhrten tRNAS eine mehr oder minder gute Aktivitdét. Demgegenlber zeigen
von cenin der vorliegenden Arbeit in vitro untersuchten Gesamt-tRNA-Préparationen, de aus
den auch vonKleina @ a. (1990 verwendeten Zell sstéammen gewonren wurden, einige keine
Suppressonsaktivitét. Beispielsweise war tPhe in der in vivo-Studie von Kleina d al. sehr
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aktiv, in vitro dagegen nicht. Ahnli ches trifft auch auf einige der anderen urtersuchten tRNA-
Spezies zu.

Die Aminoag/lierbarkeit der verschiedenen amber-Suppresor-tRNA-Spezies wurde
innerhalb der vorliegenden Arbeit anhand der entsprechenden in vitro-Transkripte untersucht
(vgl. Tab.19. Man kann davon ausgehen, dal3 de Aminoacgylierbarkeit der in vitro-
Transkripte die Amincacylierbarkeit der in den Gesamt-tRNA-Préparationen enthaltenen
modifizierten amber-Suppresor-tRNAs widerspiegelt. Es ist bekannt, dal3 sich das Fehlen
von Modifikationen in der Regel kaum auf die Aminoacylierung von tRNAs auswirkt (tGly:
Samuelsson et a. 1988 tTyr: Himeno et al. 199Q tPhe: Peterson undUhlenbedk 1992 tCys:
Komatsoulis und Abelson 1993 tLeu: Asahara @ a. 1993 tSer: Sampson und Saks 1993,
Asahara d@ a. 19931994. Fur tLys wurde zwar ein Einfluf einer Modifikation innerhalb des
Anticodors auf die Aminoagylierung gezeigt (Tamura @ a. 1992, das entsprechende
modifizierte Nukleotid ist aber im amber-Suppressor ohrehin mutiert.

Alle tRNA-Spezies, die in vitro keine Suppressonsaktivitdt zeigten, konrten in der S100-
Enzymfraktion des Trandlationss/stems auch nicht aminoacyliert werden. Wenn man nu die
tRNASs berticksichtigt, die sich in vitro auch aminoacyli eren lief3en, zeigt sich, dal3 de mit den
Gesamt-tRNA-Préparationen in vitro erzieten Suppressonsraten gut mit denen der
entsprechenden tRNAs in vivo korrelieren. tHis und tLeu zeigen sowohl in vivo as auch in
vitro Suppressonsraten auf einem gemeinsamen Niveal. Von cen drel Suppressoren tleu,
tHis undtSer erzielt sowohl in vivo as auch in vitro tLeu die hochste undtSer die niedrigste
Suppressonsrate. Dies deutet darauf hin, dal3 fir diese tRNAs die Verhdltnisse in vitro denen
in vivo weitgehend entsprechen.

Alle in der S100-Enzymfraktion nicht aminocacylierbaren tRNAs besitzen de wichtigsten
Erkennurgselemente fir die entsprechende Amincacyl-tRNA-Synthetase innerhalb ihres
Anticodors. Fir tPhe wurde gezeigt, dal3 der Austausch des "Wildtyp"-Anticodors GAA
gegen CUA zu einer drastischen Erniedrigung des kca/Ky-Wertes der Aminoacylierung um
mehr als Faktor 1000 fiihrt (Peterson undUhlenbedk 1992. Im Falle der tRNA fihrt der
Ersatz des "Wil dtyp"-Anticodors gegen CUA zu einer Erniedrigung des kca/Ky-Wertes um
Faktor 3000 (Komatsoulis und Abelson 1993. Auch in tRNAY® ist die Sequenz des
Anticodors (UUU) essentiell fur die Erkennurg durch Lysyl-tRNA-Synthetase. Diese ekennt
ale drei Nukleotide des Anticodors (Commans et al. 1999, von cenen in der entsprechenden
amber-Suppresor-tRNA zwei mutiert sind. Die hohe Suppresgonsaktivitédt dieser tRNAs in
vivo |at darauf schliefRen, da3 de ewahnten tRNAS in vivo aminoacyliert werden kénren,
obwohl in allen tRNAs wesentli che Erkennurgselemente der Aminoagylierung innerhalb des
Anticodorarmes mutiert sind. Moéglicherweise ist die Konzentration deser tRNAs und der
korresponderenden Aminoacyl-tRNA-Synthetasen in vivo so hach, dal3 der wesentlich
schlechtere K/Kca-Wert der Aminoacyli erung hierdurch ausgegli chen werden kann. Dies ist
in vitro offensichtlich nicht moglich. Die in vitro gegeniber in vivo unterschiedlichen
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Relationen zwischen den Suppresgonsaktivitdten der verschiedenen amber-Sppressor-tRNAs
(vgl. Tab.19 lasen sich am besten duch eine in vitro gegeniiber in vivo verminderte
Aktivitét der entsprechenden Aminoacyl-tRNA-Synthetasen erkléren.

Die Suppessonsaktivitdten der Gesamt-tRNA-Préparationen reflekieren de in vivo héchst
unterschiedli chen Expressonsraten der verschiedenen amber-Suppesoor-tRNA-Spezies

Eine Vergleich der Suppressonsaktivitéaten in vitro transkribierter tRNAs mit denen der
entsprechenden Gesamt-tRNA-Préparationen zeigt, dald urebhdngig vom Grad der
Aminoacylierbarkeit mit den Transkripten der amber-Suppresor-tRNA-Spezies, die in vivo
chromosomal kodiert sind, kessre Suppressonsraten erzielt werden kénren as mit den
entsprechenden Gesamt-tRNA-Praparationen (Tab.20. Demgegeniiber bewirken al e Gesamt-
tRNA-Préparationen plasmidkoderter tRNAs hohere oder gleiche Suppressonsraten
verglichen mit den entsprechenden Transkripten.

e R T —
{RNA Aufarbeitung der Bulk-tRNA
verwendeten Zellsanm * | Bulk-tRNA * | Transkript ¥
tLeu (su'e) chromosomal 49 100
tTyr (su's) chromosomal 29 80
tSer (su'y) chromosomal 23 100
tLys (su's) chromosomal 0 8
tHisA Plasmid 48 35
tGly1 Plasmid 12 0
tArgl Plasmid 10 0
tPhe Plasmid 0 0
{Cys Plasmid 0 0

Tabelle 20: Vergleich der Suppessonsraten von Bulk-tRNA-Aufarbeitungen mit der
in vitro transkribierter tRNAs:

* Alle Gesamt-tRNA-Préparationen (Bulk-tRNAs) wurden aus den entsprechenden
auch von Kleina & al. (1990 verwendeten amber-Suppressor-Zell stammen isoliert; ¥
Transkript-Konzentration 5 uM; 2 Die Suppressonsraten wurden anhand FABPAp3
bestimmt.

Ein wichtiger Unterschied zwischen in vivo und in vitro bestent darin, da? de
Konzentrationen der einzelnen tRNAS in vitro auf¥erst genau kortrolli ert werden kénren,
wahrend de Konzentrationen der einzelnen tRNAS in vivo nur sehr schwer einzuschétzen
sind. Unter den in den Gesamt-tRNA-Praparationen enthaltenen amber-Suppresor-tRNAS
werden manche tRNAs von chromosomaen Genen exprimiert, wéhrend de Gene anderer
tRNAs auf , high copy“-Plasmiden liegen. Im Falle von tSer(su®y), tLys(su’s) oder tLeu(su’e)
gibt es beispielsweise in jeder Escherichia coli-Zelle nur ein einziges Gen (Eggertson und
SOll 1988. Die entsprechenden tRNAs gehdren im Fale von Leucin und Serin zu den
selteneren Spezies.
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Die Gene der amber-Suppresor-tRNAs fur Cystein, Phenylalanin oder Histidin hingegen
liegen auf Plasmiden, de in einer hohen Kopienzahl in jeder Zelle vokommen (Mason und
Miller 1986. Alle plasmidkoderten amber-Suppressor-tRNAs gehen urter der Kontroll e des
hocheffizienten Lipoprotein-Promotors (Nakamura und Inowye 1982, Normanly et al. 1986,
Kleina @ a. 1990. Das Expressonsniveau der amber-Suppresor-tRNA fur Histidin in dem
auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellstamm wurde von Masoon und Mill er
(1986 bestimmt. Die Menge der Histidyl-tRNA war hier in etwa genauso grol3wie die Menge
aler anderen in der Zelle vorhandenen tRNAs zusammen. Es ist somit kein Wunder, da3 de
durch tHis gezeigte Suppressonsaktivitat unter die Suppressonsaktivitdten anderer tRNAS
falt, wenn ihre Konzentration wie im Falle der Transkripte genau auf das Niveau anderer
tRNAs eingestellt wird. Das Expressonsniveau plasmidkoderter tRNAs kann zudem -
abhéngig von den Wadhstumsbedingungen oder dem genetischen Hintergrund - Uber einen
weiten Bereich variieren (Yarus et a. 198@&/b, Mason undMiller 1986. Alle diese Fakten
legen nahe, dal} de Konzentrationen der in den einzelnen in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Gesamt-tRNA-Prdparationen vorhandenen amber-Suppresor-tRNAs - und
damit das Expressonsniveau der entsprechenden tRNAS in vivo - nicht miteinander
vergleichbar sind. Eine hohere Suppressonsaktivitét der einen oder der anderen Gesamt-
tRNA-Préparation &3t sich folglich nicht in Richtung einer besseren Suppressonseffizienz
der entsprechenden amber-Suppresor-tRNA interpretieren.
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6.2 Struktur der Aminoacyl-tRNA und Suppressionseffizienz

Die awédhnten in der Literatur beschriebenen Suppressonsaktivitéten in vivo untersuchter
tRNAs erlauben - unter anderem aufgrund fehlender Konzentrationsdaten - kaum
Rickschlisse aif die Suppressonseffizienz der tRNAs. Im Gegensatz hierzu wurden
innerhalb der vorliegenden Arbeit die Konzentration und auch de Aminoagylierung der
eingesetzten tRNAsS © genau wie moglich bestimmt. Letztendich konrten de
unterschiedlichen Suppressonsaktivitdten der Transkripte von sieben amber-Suppressor-
tRNA-Spezies (tRNA¥cua (su™), tRNA™cua (sU™s), tRNAcua (sU'e), tRNAMC),,
tRNAPA, tRNATSA 4 undtRNAAS ) auf strukturell e Eigenschaften der entsprechenden
Aminoagyl-tRNAS zurtickgefuihrt werden.

Ein grof¥er Tell der Kenntnise, die wir zur Zeit tber die Wedhselwirkungen zwischen tRNA-
Struktur und Suppressonseffizienz besitzen, stammt aus mehreren exzellenten Studien der
Gruppe Yarus (Yarus 1982,Yarus et al. 198G/b, Raftery und Y arus 1987,Schultz und Y arus
1994 etc.). Theoretische Betrachtungen der Nukleotidfolgen verschiedener tRNA-
Anticodorerme fuhrten 1982 zur Theorie des "Extended Anticodord' (Yarus 1982. Die
Theorie des "Extended Anticodod' wurde urspringlich aus Sequenzvergleichen
unterschiedlicher tRNAs abgeleitet. Hierbel zeigte sich, dal3 tRNAs mit identischer dritter
AnticodonPosition auffallende Homologien innerhalb der Sequenz ihres AnticodonArmes
aufwiesen. Der Theorie des "Extended Anticodori' liegen zwei Ideen zugrunde. Erstensist die
funktionale AnticodonSequenz Teil einer grofReren Struktur, die an der Dekodierung des
Codors Tell hat. Die dem Anticodon lkenadhbarten Strukturen, das "Extended Anticodort',
wurden in Richtung einer optimalen Codorerkenung hin evolviert, so dal3 der nattrliche
AnticodonArm eine idede Sequenz fur die Erkennurg des jewelligen Codors besitzt.
Zweitens ielt das Nukleotid in der dritten Position des Anticodors, das sgenannte
kardinale Nukleotid (Position 36, bei der Optimierung der Codorerkennurg eine besondere
Rolle. Die Sequenz des AnticodonArmes ist vor alen Dingen auf dieses Nukleotid, das mit
der ersten CodonPositionin Wedselwirkung tritt, abgestimmt.

Beispielsweise enthdlt der grofde Tell der "Wildtyp"-tRNAS, die in der dritten Anticodon
Position ein A besitzen - also Codors lesen, de mit einem U-beginnen - an den Positionen,
die dem Anticodon drekt benachbart sind, de Nukleotidfolge Az;Azs. Entsteht aus einer
tRNA, die diese Nukleotidfolge nicht enthdt, duch eine Mutation des Anticodors eine
amber-Suppresr-tRNA, &3t sich de Suppressonseffizienz der entsprechenden amber-
Suppresr-tRNA verbessern, wenn man de urspriingliche Nukleotidfolge auf der 3'-Seite des
Anticodors durch Az;A3g ersetzt (Bradley et al. 1981, Yarus et a. 1986b Kleina @ al. 1990.
So bewirkte @n Austausch von Usg in den auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten
amber-Suppresor-tRNAs fur Histidin und Alanin gegen Ass eine Verbessrung der
Suppressonsaktivitét (Kleina @ a. 1990. Aufgrund deser Erkenntnise wurde die
Nukleotidfolge *CsUssAssAs7Ass” as ided fir die Effizienz von amber-Suppresren
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beschrieben, wobei C34U3sA36 die Nukleotide des Anticodors beschreibt. Dies gilt auch fir
tRNAs ohre posttranskriptionale Modifikationen, wie man anhand der Untersuchung von
Zellstdmmen feststellen konrte, die deffizient an bestimmten modifizierenden Enzymen
waren (Yarus 1986).

Die Suppressionseffizienzen der einzelnen amber-Suppressor-tRNA-Spezies gehorchen der
Theorie des " Extended Anticodon”

Die AnticodortArme der in der vorliegenden Arbeit auf der Ebene der Suppressonseffizienz
untersuchten amber-Suppresor-tRNAs snd in Abbildung 55 einer Konsensus-Sequenz
gegenuber gestellt, die nach der Theorie des "Extended Anticodor' erstellt wurde. Die
AnticodonArme der amber-Suppresr-tRNAs tRNAcua (su®1), tRNA™ cua (su®),
tRNAMoua (su's),  tRNA"™O s, tRNAM s und tRNAM®'c 4 entsprechen  der
dargestellten Konsensus-Sequenz. Die @nzige Ausnahme stellt tRNA”?y dar. Die Sequenz
ihres AnticodonrArmes weicht in drel Positionen (32 und 3139) von der Konsensussequenz
ab. Dies konnte somit ein moglicher Grund dfir sein, dal3 tRNAM3 5 die niedrigste
Suppressonseffizienz von al en urtersuchten tRNAs aufweist.

Abb. 55
A B
tSer tTyr tLeUsy+e tLeus) tPhe tHis tAla o - o
C-G G-C G-C A-U G-C C-G C-G o« -
C-G C-G U-A G-C G-C U-A U-A o -
G-C A-U U-A G-C G-C G-C U-A G.C
G-C G-C G-C G-C G-C G-C G-C
U-A A-U A-U A-U A-U A-U C-G Uékj'wﬁ
C A C A U A U A U AU A A U A
U AU AU A U A U AU AU A
CUA CUA ©CUA ©CUA CUA CUA CUA o o A

Sequenzen der Anticodon-Arme der in der vorliegenden Arbeit auf der Ebene der Suppressionseffizienz unter-
suchten amber-Suppressor-tRNAs im Vergleich mit der Konsensus-Sequenz der Anticodon-Arme von tRNAs, die
in der kardinalen Position des Anticodons ein A enthalten:

A Anticodon-Arme der sieben in der Arbeit untersuchten amber-Suppresor-tRNA aus Echerichia coli, bei
denen die Aminoacylierung richt als limitierend fir die Suppresson betrachtet wird. Die Basen, die in alen
tRNAs identisch sind, sind grau urterlegt. Die tRNAs snd von links nach redhts nach absteigender Suppress-
onseffizienz geordnet.

B Konsensus-Sequenz der Anticodan-Arme von tRNAs, die @n A in der kardinalen Position des Anticodons
enthalten urd das Codan UNN erkennen. (verandert nach Yarus et a. 1982 in der Konsensus-Sequenz wurde
die Sequenz von tRNA"*3.,, beriicksichtigt, deren Sequenz est spater veréffentlicht wurde und aus der der
amber-Suppresor tLeug.s abgeleitet ist (Yoshimura d al. 1984)

Mit Ausnahme des Anticodan-Armes von tAla entsprechen die Sequenzen aler Anticodon-Arme in A der in B
gezegten Konsensus-Sequenz.

Die AnticodonArme aler tRNAs besitzen de oben erwéhnte, als ided fir die Suppresson
beschriebene Sequenz ®Cs,UssAs6As7A3s° innerhab der AnticodonSchlaufe. Jedoch auch in
Anwesenheit dieser Sequenz unterscheiden sich de Suppressonseffizienzen der verschie-
denen amber-Suppresor-tRNAs shr stark. Der stirkste Suppresor tRNAS cua (su®y) ist
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tiber 20 mal so effizient wie der schwachste Suppresor, tRNAA 4. Eine amber-Suppresoor-
tRNA entsteht durch de Mutation eines Anticodors, das normaerweise fir die Erkennury
eines der 20 Sinncodors evolviert wurde. In Tabelle 21 sind de Anzahl der Mutationen, de
ausgehend von ar "Wildtyp"-Sequenz zum jeweili gen amber-Suppressor fuhren, sowie die
relativen Effizienzen der einzelnen amber-Suppresor-tRNAs aufgefuhrt. Man findet eine
klare Korrelation zwischen der Anzahl der Mutationen und ar relativen Effizienz einer
amber-Suppresor-tRNA. Generell ist die Suppressonseffizienz um so besser, je mehr die
Sequenz der amber-Suppresor-tRNA der Sequenz der urspriinglichen Wil dtyp-tRNA dhnelte.
Mit zunehmender Anzahl der Mutationen, de nétig sind, de Sequenz °Cs UssA36A37A38 in-
nerhalb der AnticodonSchlaufe zu erhalten, nmmt die Suppressonseffizienz der tRNAs ab.
Die drei besten amber-Suppresoren sind tRNA®cua (su™), tRNA™cua (su's) und
tRNA"*cua (su'e). Die entsprechenden Wil dtyp-tRNASs unterscheiden sich von desen drei
amber-Suppresor-tRNAs jewell s nur durch eine e@nzige Base innerhalb ihres Anticodors. In
tRNAN® o, undtRNAP o sind bereits zwei Nukleotide des Anticodors ausgetauscht. In
alen funf erwdhnten tRNAs enthielt schon de entsprechende Wil dtyp-tRNA als kardinales
Nukleotid de Base Azg, die auch in den entsprechenden amber-Suppressoren enthalten ist.

1) 2) Anzahl
amber- ID Wildtyp-Anticodon- | mutierter Nukleotide _ N
Suppressor- | Wildtyp-tRNA- Schlaufe im relative Effizienz
tRNA Sequenz (3233 343536 3738) amber-Suppr essor (tAla=1)
tSer ey | CUCGA AA 1 23
tTyr D(\T(;g?l CU GUA AA 1 18
DL1662
DL1664
tLeug (Las) UU UAA AA 2 4,1
tPhe ohg | LU GAA AA 2 2,8
tHis Yo | bu GUG AU 3 22
tAla Ay | AU GGC AU 4 1

Tab. 21: Ableitung der amber-Suppressor-tRNAS aus den entsprechenden Wil dtyp-tRNA-Sequenzen:

tSer: tRNA® a{su’}, tTyr: tRNA™ cua{su’s}, tLeugus tRNA" cua{su’s}, tLeug: tRNA-O,, tPhe:
tRNA™S A, tHis: tRNAM 4, tAla: tRNAM? .. P Die Bezechnungen der tRNA-Sequenzen sind entnommen
aus der im Internet zuganglichen Datenbank fir tRNA-Sequenzen (Sprinzl et al. 1999. ? Fettgedruckt sind de
Nukleotide, die in den entsprechenden amber-Suppressor-tRNAs mutiert sind, um die Sequenz CUA AA zu
erhalten, die dlenin der Arbeit verwendeten amber-Suppresor-tRNAs gemeinsam ist.

Einen weiteren Hinweis darauf, dal? de Anwesenheit der Nukleotidfolge A3z7A3s al eine nicht
ausreichend ist, um eine moglichst hohe Suppressonseffizienz der entsprechenden amber-
Suppresor-tRNA zu gewahrleisten, geben die beiden tRNAs tRNAM ¢4 und tRNA 4.
In tRNAM ;s und tRNA*, wurde die kardinale Position des Anticodors relativ zu den
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entsprechenden Wildtyp-tRNAs geédndert (Kleina @ a. 1990Q. Der durch de Theorie des
"Extended Anticodori' vorhergesagte Konflikt zwischen dem neuen kardinalen Nukleotid und
den das Anticodon flankierenden Nukleotiden wurde in diesen tRNAs durch die Einfihrung
von Asg zwar tellweise aifgelost, die beiden tRNAs weisen aber immer noch die geringsten
Effizienzen vonall en amber-Suppressor-tRNAS auf.

Die Korrelation zwischen der Anzahl der im jeweiligen amber-Suppressor relativ zur
Wil dtyp-tRNA eingefiihrten Mutationen und ar Suppressonseffizienz zeigt, dal’3 de Sequenz
der tRNA auf die Erkennurg des Codors hin evolviert wurde. Insofern urterstitzen de
Ergebnisse die Theorie des "Extended Anticodori'. In alen tRNAs missen aufl¥erhalb der
erwahnten fir die Suppresson giinstigen Sequenz *CUAAA ® noch andere Informationen fiir
eine dfiziente Dekodierung des amber-Codors enthalten sein; sonst wéaren de
Suppressonseffizienzen nicht so urterschiedlich. Es ist die Frage, ob de entsprechenden
Elemente innerhalb oder auf¥erhalb des AnticodonrArmes zu suchen sind.

Ein C an Position 32innerhalb der AnticodonSchlaufe beglrstigt mdgli cherweise generell
die amber-Suppesson

Die AnticodonSchlaufen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten tRNAs differieren in
Position 32.Die beiden mit Abstand besten Suppresren tRNA> cya (suy) und tRNA™ cua
(su*s) enthalten die Base Cs, innerhalb der Anticodon Schlaufe (vgl.Abb.55,S.143. Esfolgen
dann vier tRNAs mit einem U an deser Position. Der innerhalb der vorliegenden Studie
ineffizienteste amber-Suppresor tRNAM3 4 besitzt als einzige der untersuchten tRNAs mit
der Base A ein Purin an Position 32. Dies ist ein Hinweis darauf, da3 Position 32
mogli cherweise @nen grofieren Einflufd auf die Suppresson .

Yarus et a. (1986) fuhrte séttigende Mutationen an einzelnen Nukleotidpasitionen innerhalb
des  AnticodonArmes von tRNA™cua  (su’;)  durch.  Expressonsniveau,
Aminoacylierungsraten oder der Grad der Modifizierung in den einzelnen tRNAs wurden im
Hinblick auf die Suppressonseffizienz untersucht. In der Studie von Yarus et a. lagen de
ausgetauschten Nukleotide Uber den ganzen AnticodontArm vertellt. Die Positionen mit den
grof¥en Effekten waren - in deser Reihenfolge - Position 38, Position 37 Position 32 uml
Position 33. Die Auswirkungen von Mutationen innerhalb des AnticodonStammes waren
dagegen vergleichsweise klein. Innerhalb von Position 32, @r einzigen Position, in der sich
die AnticodonSchlaufen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten amber-Suppressor-
tRNASs unterscheiden, war die Suppressonseffizienz fur Cs, am gré@en, mit weitem Abstand
gefolgt von der Base Ugs,, die wieder eine wesentlich grofRere Effizienz als Az, oder gar Gsz
zur Folge hatte. Bei Yarus et al. (1986) wurde der Zusammenhang zwischen
Suppressonseffizienz und AnticodonrArm-Sequenz anhand einer Mutagenesestudie mit einer
einzigen tRNA in vivo untersucht. In der vorliegenden Arbeit brachte en Vergleich
unterschiedli cher Speziesin vitro exakt das gleiche Resultat.
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Warum konrte @n C an Position 32 eine dfizientere Suppresson bkewirken? In einer
interessanten Studie wurde der Einflu3 vonModifikationen innerhalb des AnticodontArmes
auf die Ribosomenbindurg anhand theoretischer Betrachtungen verschiedener tRNA-
Sequenzen und praktischer Versuche mit modifizierten und umodifizierten DNA-Anaoga
von AnticodontArmen analysiert (Dao et al. 1994. Eine Folgerung aus dieser Studie war, daid
offene AnticodonSchlaufen von der Natur evolviert wurden, um die Ribasomenbindurg zu
verstarken. Dao et al. (1994 postulierten, da3 eine AnticodonDomane mit einer
geschlossenen Schlaufe die tRNA von einer stérkeren Interaktion mit dem Ribosom abhélt.
Ein Sequenzvergleich von uter 500 tRNAs ergab, dal3 in allen tRNAS, in denen theoretisch
zwel Basenpaaungen innerhalb der AnticodonSchlaufe mdglich wéren, mindestens eine der
bei den mogli chen Paarungen durch eine Basenmodifikation verhindert wird (Dao et al. 1999.
Auch de in der vorliegenden Arbeit untersuchten tRNAs enthalten in vivo Modifikationen
innerhalb der AnticodonSchlaufe, beispielsweise msi®A (Eggertson und Soll 1988. Wir
wisen nicht, ob innerhalb des in der vorliegenden Arbeit verwendeten in vitro
Trandationssg/stems Modifikationen mdglich sind. Wenn richt, kdnrte dies erkléaren, dal3 de
Base Us, eine geringere Suppressonseffizienz der entsprechenden tRNA zur Folge hat as
Cs2. Uz, konrte theoretisch mit Azg paaen, wahrend eine Basenpaaung von Cz; mit Agg
ausgeschlossen ist, so da3 de Anwesenheit von Cs;, eine offene Schlaufe gewahrleistete.
tRNAM2. 4 besitzt all erdings an Position 32ein A, wodurch ebenfall s eine Basenpaaung mit
A3g ausgeschlossen wird. Diese tRNA war unter den in der vorliegenden Arbeit untersuchten
tRNASs aber der schwadhste Suppressor von allen. Méglicherweise ist also nicht so sehr die
Tatsache entscheidend, a3 duch de Anwesenheit von Cs, eine Basenpaaung unterbuncen
wird, sondern es gibt eine dlgemeine Préferenz fir ein bestimmtes Nukleotid an deser
Position. Ahnlich wie aif der 3-flankierenden Seite des Anticodors, wo de Folge Asz7Asg
generell gunstig fur die Suppresson zu sein scheint, ist moglicherwels auf der 5-
flankierenden Seite die Folge CsUsz3 gut. Die idede AnticodonSchlaufe besitzt somit
vermutlich generell die Nukleotidsequenz >CUCUAAA®, wie sich in der Studie von Yarus et
al. (1986&) schonangedeutet hatte.

Hat eine Typll-Struktur eine e@hdhte Suppessonseffizienz air Folge?

Unter den in der vorliegenden Arbeit auf der Ebene der Suppressonseffizienz untersuchten
amber-Suppresor-tRNAs waren vier tRNAs vom Typll und del tRNAs vom Typl (vgl.
Abb.56. Alle untersuchten tRNAs mit einer Typll-Struktur (tRNAScua, tRNA™ cua,
tRNAcua (su's) und tRNA*®)¢;,) wiesen eine bessere Suppressonseffizienz auf als die
tRNAs mit einer Typl-Struktur (tRNAMcua, tRNAM s und tRNAM,,). Somit besteht
die Moglichkeit, dal’3 de Suppressonseffizienz einer tRNA generell durch eine Typll-Struktur
beguinstigt wird.

Typll-tRNAs unterscheiden sich von Typl-tRNAs durch de Anwesenheit eines langen
Extraames und duch eine andere Architektur des D-Armes, der aus einem Stamm mit nur
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Abb. 56
A A A
tSer a tTyr a tLeusy+s a
c c c
G A A
G-C G-C G-C
G-C G-C c-G
A-U u-A c-G
G-C G-C G-C
A-U G-C A-U
G A G-C GA G-C A A A-U
c G A-U UA c G G-C UA U G-C UG
G GCCGU ccccc A G cccuu cuucc A c GCGGU cCGGCC A
G [ [N A G [N P G G [ [ G
c CGG GGGGG c c GGG CGAAGG c G cGcC GCCGG c
u A A A C uu c A A u uu u A A u uu
G A C-GG-C AA G-CC U AG G-CC-G
C-G U-A c-G G-C U-A G-C
G-C A-U A-U u-A U-A U-A
G-C G-C G-C C-G G-C A-U
U-A G-U A-U A C A-U G A
c A G-C c A u U A A A
u A G A u A U A
CUA C A CUA CUA
A A 1 A
tLeugs) a tPhe A tHis a
C C C
A A G-C
G-U G-C G-C
c-G c-G U-A
c-G c-G G-cC
c-G c-G G-cC
G-C G-C CcC-G
A A G-C G G-C G U-A
u G A-U UG u A-U uu u A A-U UA
c GUGGU ceccc A c CUCGAU GAGCC A u CUCGAU UACCC A
G [ [N A [N [N G [ P G
G CAC GCGGG c G GAGC CUUGG c G GAGC GUGGG c
u A A U uu G A A c uu G A c c uu
A G A-UC-G u G-C U U C-G U
G-C G-U G-CG G U-A U G
G-C G-C G-C U G-c U
G-C C-G G-C G-C
A-U G-C A-U A-U
U A U G u A u A
U A uc u A U A
CUA CUA CUA
A " . . . .
tAla c Sekundéastrukturen der tRNAs, diein der vorliegenden Arbeit auf der
N Ebene der Suppessonseffizienz untersucht wurden.
G-C
G-C
G-U
G-C
c-G
G u-A
cC A A-U cu
u CUCGAU uceccc A
[ [ G
G GAGC AGCGG c
G A G c uu
G cC-G U
U-A A G
U-A G
G-cC
CcC-G
A A
u A
CUA

drel Basenpaaen und einer sehr grofen Schlaufe besteht. Die wesentlichen Unterschiede
zwischen Typl- und Typll-tRNAs liegen innerhalb der sogenannten "Core-Region” der tRNA.
Die "Core-Region" hat einen wesentlichen Antell an der dreidimensionalen Faltung und an
der Flexibilit & des tRNA-Molekils (Dock-Bregeon et al. 1989,Biou et al. 1994,Nissan et al.
1999, Batey et a. 1999. In der Literatur sind Einfltisse von Nukleotiden in der sogenannten
"Core-Region” der tRNA auf die Effizienz der Suppresson beschrieben. Beispielsweise
kénren Mutationen innerhalb des D-Stammes oder Mutationen des obersten Basenpaaes des
AnticodonStammes zu einer Anderung der Suppressonseffizienz der tRNA fiihren (Raftery
et al. 1986,Smith undYarus 198%/b, Schulz und Yarus 1994a/b). Diese Mutationen wirken
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sich wahrscheinlich Ubker die Lesegenauigkeit auf die Effizienz der tRNA aus, indem sie
vermutlich die Flexibilit & des Molekills erhdhen (Raftery et al. 1986,Smith undY arus 1989b,
Schulz undYarus 1994).

Einen Anhaltspunkt dafir, dald3 eine Typll-Struktur die Suppresson kegunstigt, gibt ein
Vergleich der beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten tRNAs tRNA"*® . und
tRNAP-y4. Die Kleeblatt-Strukturen der tRNAs snd in Abb.56aufgefiihrt. tRNA®) g, ist
eine tRNA vom Typll, tRNAM®-s eine tRNA vom Typl. Beide tRNAs besitzen nahezu
identische Anticodon und Akzeptorarme. Die Akzeptorarme unterscheiden sich
aushliefdich an Position 72. Innerhab der AnticodonArme der beiden tRNAs differiert
aleine das oberste Basenpaa. Zudem sind Anzahl und Position der im jewelli gen amber-
Suppresor gegeniber den entsprechenden "Wildtyp"-tRNAs ausgetauschten Nukleotide in
beiden tRNAs identisch. Die wesentlichen Unterschiede zwischen tRNA-*®-,x und
tRNAP.,a konzentrieren sich auf D-Arm und Extraam, also auf die Strukturelemente, die
den Unterschied zwischen Typl- und Typll-tRNAs ausmadhen undin der erwédhnten "Core-
Region" der tRNAs liegen. Es ist somit durchaus moglich, dal3 de Typll-Struktur von
tRNAL® o, fir die gegentiber tRNAM®ou erhhte Suppressonseffizienz verantwortlich ist.

In der Literatur gibt es eine enzige Untersuchurg, in der ebenfalls ein Effekt der Typll-
Struktur der tRNA auf die CodonErkennurg postuliert wird. Curran et a. (1999
untersuchten de Selektion werschiedener tRNAs an verschiedenen Sinncodors in allen
moglichen 3 -Kontexten. In der Studie wurden urter anderem die beiden tRNAs tRNAS g
und tRNA™Pcca miteinander verglichen. tRNASyga ist eine tRNA vom Typll, tRNA™Pcca
eine vom Typl. Die Effizienz der Dekodierung wurde mit Hilfe der ,, Frameshift-Site” im Gen
fir RF2 bestimmt. Von den beiden tRNAs reajierte nur die tRNA mit Typl-Struktur
tRNAPcca auf das Nukleotid, das 3' auf das Codonfolgte. tRNAS ga, die tRNA vom Typll,
zeigte keine Kontextabhangigkeit und lesa? eine hohere Effizienz. Die bessre
Suppressonseffizienz von Typll-tRNAs innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte somit auf
ein generell es Schema zuriickzuftihren sein.

Sgnifikanz der Untersuchungen zur Suppressionseffizienz

Der Einflu3 cer Struktur des AnticodonArmes auf die Trandationseffizienz von tRNA
konnte bisher nur anhand von Mutagenese-Studien einzelner tRNA-Spezies belegt werden
(z.B.: Bradley et a. 1981,Yarus et al. 1986G¥/b, Raftery und Yarus 1987,Kleina @ a. 1990,
Lustig et al. 1993,Schulz und Yarus 19948). Innerhalb der vorliegenden Arbeit konrte zum
ersten Ma die von Yarus 1982 in der Theorie des "Extended Anticodort’ formulierten
Vorausssgen anhand der relativen Effizienzen verschiedener amber-Suppressor-tRNA-
Spezies bestétigt werden. Die Ergebnise elauben zudem ene Einstufung der
Suppressonseffizienz der tRNAs tRNAM® s, tRNAMC A, tRNAH 4 und tRNAM 4,
fur die bisher keine Daten zur Suppressonseffizienz vorlagen. Im Unterschied zu den in vivo-
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Resultaten von Kleina @ al. (1990 weisen de Ergebnise der vorliegenden Arbeit eine
hervorragende Ubereinstimmung mit den Vorrausssgen der Theorie des "Extended
Anticodort' auf. In vivo zeigen tRNA™®cua, tRNAM 4 und tRNAMZ A eine nach der
Theorie des "Extended Anticodor' unerwartet hohe Aktivitéat (Kleina @ al. 199Q. Diese ist
vermutlich auf die Uberexpresson der entsprechenden tRNAs zuriickzufiihren. Im
Unterschied hierzu zeigen de eawahnten tRNAS in vitro untereinander und auch zu den
anderen amber-Suppresoren de gemald der Theorie des "Extended Anticodort' erwarteten
Relationen. Die Suppressonseffizienz von tRNA"*cua (su'e) lag innerhalb der vorliegenden
Arbeit unter der von tRNA®ua (su*1) und tRNA™ cua (su*s). Dies war unerwartet, da in
nahezu allen bekannten in vivo-Studien tRNA"*cua (su's) eine hohere Suppressonsaktivitét
als die beiden anderen tRNAs aufwies. Die niedrigere Suppressonseffizienz von tRNA"*cua
(su’s) in vitro ist moglicherweise auf einen Eff ekt des Nukleotids an Position 32innerhalb der
Anticodon Schlaufe zurlickzuftihren, wie bereits ausgefiihrt wurde.

6.3 Konsequenzen der Untersuchungen zur Suppressonseffizienz fur den Einsatz
chemisch aminoacylierter tRNAs

Die EinfUhrung einer unrettrlichen Aminosaure in ein Protein ist mit Hilfe ener amber-
Suppresor-tRNA moglich, de demisch mit der gewtinschten Aminosaure agliert wurde
und richt durch de innerhab des Trandationsystem vorhandenen Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen reagli ert werden kann (Noren et al. 1989,Robertson et a. 199J). Die Zugabe der
beladenen amber-Suppressor-tRNA in eine Tranglationsreaktion fuhrt zu der ortsgezifischen
Insertion der entsprechenden Aminosaure in ein ausgewahltes Protein. Die Einfuhrung einer
unretirlichen Aminosdure wurde innerhalb der vorliegenden Arbeit anhand der Insertion von
g-Dansyl-Lysin (e-DnsLys) in FABP demonstriert. Hierzu wurde tRNA™ . aus
Saccharomyces cerevisiae (tPheY) verwendet. Die Effizienz des Einbaus erwies sch als
aul¥erst ineffizient. Die Synthese an verandertem Protein betrug nur ca 0,3 uM. Ein relativ
ineffizienter Einbau von Dansyl-modifizierten Aminosduren ist auch aus anderen
Untersuchungen bekannt. Steward et al. (1997 beispielsweise beschrieben den Einbau von
e-DnsLysin [Galaktosidase in einem Escherichia coli S30-System mit Hilfe von tRNA®Ycua
aus Escherichia coli. Sie ezielten eine Suppressonsrate von ca 4% mit einem Lysat, das
einen hitzeinaktivierbaren Terminationsfaktor RF1 enthielt. Cornish et a. (1994 waren gar
nicht dazu in der Lage, €-DnsLys in T4-Lysozym in einem Escherichia coli S30-Lysat
einzubauen, wahrend andere unratlrliche Aminosauren, beispielsweise 7-Aza-Trp, relativ gut
eingebaut werden konrten. Es ist bekannt, dal3 de Einbaubarkeit unratirlicher Aminosduren
zum Tell von der Polaritét des einzufihrenden Restes abhangt (Cload et al. 1996. Andere
unretirliche Aminosduren konren wesentlich besser eingebaut werden als e-DnsLys. Fir
bestimmte Aminosduren sind in der Literatur Suppressonsraten von hs zu 50% beschrieben
(Judice & al. 1993,Cload et a. 1996,Steavard et a. 1997. Dennoch sind de Syntheseraten
der entsprechenden Proteine, gemessen an der Menge an eingesetzter Amincacyl-tRNA
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aulerst gering. Wie auch innerhalb der vorliegenden Arbeit werden in der Regel
Konzentrationen der chemisch beladenen tRNA zwischen 10 und 20uM eingesetzt. Die
Proteinausbeuten in der Literatur konnen alenfalls grob geschétzt werden. Sie dirften aber,
wie auch innerhalb der vorliegenden Arbeit, auf keinen Fall Gber 1 uM liegen. Dies bedeutet,
dal® nu ein sehr kleiner Teil der eingesetzten Aminoacyl-tRNAs fir die Proteinsynthese wirkt.
Die Notwendigkeit, die Einbauraten zu verbessern, ist aus diesem Grundall gemein anerkannt.

Eine zu Anfang der Arbeit aufgestellte Hypothese war, dal’ de geringe Effizienz des Einbaus
unretirlicher Aminosauren in Proteine zum Teil auf die mangelnde Suppressonseffizienz der
zur Zeit fir den Einbau verwendeten amber-Suppressor-tRNA zurtickzufiihren ist. Diein der
Literatur fir den Einbau uretiirlicher Aminaosauren in Proteine favorisierte undauch innerhalb
der vorliegenden Arbeit fir den Einbau vone-DnsLys verwendete tPheY entstand duch den
Austausch des Wil dtyp-Anticodors GAA gegen CUA. Somit wurden in der entsprechenden
"Wildtyp"-tRNA zwei Nukleotide ausgetauscht, um den amber-Suppressor zu erhaten. Die
AnticodonSchlaufe von tPheY enthdlt die fur die Suppresson als ided eingestufte Sequenz
*_CUCUAAA®. Obwohl nach den in der vorliegenden Arbeit aufgestellten Kriterien solche
amber-Suppresor-tRNAS, fur deren Generierung nur ein Nukleotid innerhalb des Anticodon
ausgetauscht werden muf3, eine bessere Effizienz aufweisen sollten, ist die extrem geringe
Effizienz des Einbaus mit tPheY in Anbetradit der ideden AnticodonSchlaufe zunadst
Uberraschend. Mogli cherweise kann tPheY aber nicht in das Muster eingeordnet werden, da
sie aus einem anderen Organismus gammt. Ihre Sequenz wurde nicht auf die Wedselwirkung
mit dem 70S-Ribosom aus Escherichia coli, sondern auf die Wedsewirkung mit dem
eukaryotischen 805-Ribasom hin evolviert. In der Tat besitzt tRNA™® aus Hefe éne geringere
Affininitat zum Escherichia coli-Ribasom als tRNA™® aus Escherichia coli (Lill et al. 1989.

In der Literatur gibt es zwei Referenzen, in denen de Effizienz von tPheY beim Einbau un
natUrlicher Aminosauren drekt mit der anderer amber-Suppressoren verglichen wird. Cload et
al. (1996 fanden, ca3 tRNA*'ca aus E. coli, tRNA®"cua aus Tetrahymena und kel einigen
Aminosauren tRNA*®, aus E. coli bessere Einbauraten alstPheY erlauben. Bei den E. coli-
tRNAs milsen zwel (tRNA*"cua) bzw. drei (tRNA”®cya) Nukleotide ausgetauscht werden,
um den entsprechenden amber-Suppresor zu generieren. In beiden tRNAs mulde auch das
kardinale Nukleotid ausgetauscht werden, so dal3 ein Konflikt mit der evolvierten tRNA-
Sequenz in den amber-Suppresoren vorprogrammiert ist. In Anbetracht der Erkenntnisse der
vorliegenden Arbeit ist somit nicht zu erwarten, dal3 de beiden tRNAs eine wesentlich
verbesserte Suppressonseffizienz zeigen. Interessant ist der bei Cload et a. urtersuchte
amber-Suppresor tRNA®"ca aus Tetrahymena. In Tetrahymena kodieren die in anderen
Organismen namaerweise ds Terminationscodors fungierenden Codors UAG (amber) und
UAA (ochre) Glutamin (Schill und Beier 1994). In der Studie von Cload et al. war die
Effizienz von tRNA®"cua beim Einbau von Valin und Homoglutamat besser als die von
tPheY. Leider geben Cload et a. nicht an, welche der drei Glutaminyl-tRNAs aus
Tetrahymena sie verwendeten. Somit ist die Effizienz der verwendeten tRNA®",a schwer
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einzuschédtzen. Zu berlicksichtigen ist, da3 de tRNA wie aich tPheY aus einem anderen
Organismus asE. coli stammt

In der zweiten Referenz wurde tPheY mit tRNA®"% 4 aus E. coli verglichen (Karginov et
al. 1997. tRNAAXTO , ist fir die Einfiihrung unnetirlicher Aminosauren in Proteine nach
chemischer Amincacylierung der tRNA offenbar besser geagnet als tPheY. Innerhalb der
vorliegenden Arbeit bekommt die Bestimmung der Suppressonseffizienz von tRNAA?
somit eine wichtige Bedeutung. Unter der Annahme, dal3 sich der Austausch des fur die
Aminoacylierung von Alanyl-tRNAs entscheidenden Basenpaaes Gs-U7q gegen Gs-Cyg nicht
auf die Suppresgonseffizienz der tRNAs auswirkt, sollte die Suppressonseffizienz von
tRNAM2 4 die Suppressonseffizienz von tRNAM®C 4 reflektieren undsomit eine Einord-
nung der Suppressonseffizienz der zur Zeit fur die Einfihrung unretirlicher Aminosauren in
Proteine verwendeten tRNAs ermdglichen. Die Struktur des Akzeptorarms wird duch de
Mutation Co ausschliefdlich lokal beanflu@ (Mueller et al. 1999,Varani undMcClain 200Q.
Wahrend der Aminoagylierung von tRNA”? durch Alanyl-tRNA-Synthetase ist das Ausklap-
pen von Uz aus der Helix ein wichtiger Medchanismus (Mueller et al. 1999. Durch de Ein-
fhrung von C;o wird de Energie der Basenstapelung innerhalb der Akzeptorarmhelix lokal
erh6ht, so da® ein Ausklappen der Base nicht mehr moglich ist und de Aminoacylierung ab-
geschaltet wird. Ein Einfluld der Struktur des Akzeptorarms auf die Suppresson wurde bisher
noch nicht gezeigt. Man kann somit annehmen, dald der Austausch der fur die
Aminoacylierung wichtigen Base Uq gegen C;o keinen Einflul® auf die Suppressonseffizienz
hat. Folglich ist tRNA*?. eine gedgnete Referenz-tRNA fiir einen Vergleich sehr unter-
schiedlicher amber-Suppresor-tRNAs im regenerierenden System. In der vorliegenden
Untersuchung hatte diese tRNA die niedrigste Suppressonseffizienz von alen amber-
Suppresoren. Man kann somit davon ausgehen, dal3 de zur Zeit fur die Einfuhrung unrettir-
licher Aminosduren verwendeten amber-Suppressor-tRNAS aul¥erst schlechte Suppressoren
sind.

Ein wichtige Frage im Rahmen der vorliegenden Arbeit war, ob man de Suppressons-
effizienz der zur Zeit fur die diemische Aminoacylierung verwendeten tRNAs verbessern
kann. Konnte man aus tRNA*3-x eine hocheffiziente amber-Suppresor-tRNA macden?
Moglicherweise konnte ihre Effizienz erhoht werden, wenn man de Sequenz ihres Anti-
codontArmes in Richtung der Konsensus-Sequenz des "Extended Anticodort' verbessern
wuirde. Da die enzelnen Positionen der Konsensus-Sequenz nicht klar definiert sind, wirden
sich als Ziel einer solchen Mal3rehme sehr viele unterschiedli che Sequenzen anbieten. Die das
Anticodon 3-flankierende Sequenz der AnticodonSchlaufe war schonaufgrund der Literatur-
daten Klar definiert. Aufgrund der Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit ist nunauch Position
32 Kar definiert, so da3 de Sequenz der AnticodonSchlaufe >*CUCUAAA® lauten sollte.
Denncch ist aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht zu erwarten, dal3 eine
solcherart verbesserte Variante von tRNA3 4 die Suppressonseffizienz der besten tRNAs
erreicht. Da offensichtlich nicht nur der AnticodonArm, sondern de gesamte Struktur der
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tRNA auf die Erkennurg des jewelli gen Codors hin evolviert wurde, erscheint es glnstiger,
bei der Konstruktion verbesserter amber-Suppressoren voneiner tRNA auszugehen, de schon
als Wildtyp-tRNA eine moglichst optimale Struktur im Hinblick auf die Erkennurg des
amber-Codors ausgebildet hat. Hierfir kommen nach den in der vorliegenden Arbeit
gewonrenen Erkenntnissen im Prinzip nur die tRNAs in Frage, aus denen sich duch einen
einzigen Nukleotidaustausch in der ersten oder zweiten AnticodontPosition eine amber-
Suppresor-tRNA ableiten 183t Diese Vorausstzung erflllen nu die amber-Suppressoren
tRNAS cua (su™y), tRNA™ cua (su*s), tRNAcua (SU's) und tRNAT™ea (su';). Tatsachlich
wiesen von an innerhalb der vorliegenden Arbeit untersuchten amber-Suppresor-tRNAS
tRNA>cua(su™y) und tRNA™ cua (su®s) die héchste Suppressonseffizienz auf.

6.4 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Einfihrung einer unratirlichen Aminosaure anhand der
Insertion von g-Dansyl-Lysin in FABP demonstriert. Anhand der beschriebenen Einflhrung
von Dansyl-Lysin in FABP wurden zwei Limitationen der Methode "Einfuhrung unretirli cher
Aminosduren in Proteine mit Hilfe chemisch aminoacyli erter amber-Suppressor-tRNAS" deut-
lich. Als eine este Limitation erwies sch de Prdparation grof¥erer Mengen an in vitro
transkribierten hanogenen tRNAs fir die Herstellung der mit der unratirlichen Aminosaure
beladenen tRNA. Aufgrund der starken 3-Endheterogenitét der wahrend der T7-Transkription
entstehenden Produkte war die Aufreinigung korrekter Transktipte fir die Herstellung der
chemisch aminoagylierten tRNA aufierst aufwendig. Die in der vorliegenden Arbeit nadhge-
wiesene Temperaturabhangigkeit der n+1-Aktivitét von T7-RNA-Polymerase bedeutet — vor
allen Dingen duch ihre Einfachheit - einen Fortschritt im Hinblick auf eine Generierung ho-
mogenerer RNA-Popuationen wahrend der T7-Transkription. Die Anwendurg hoherer Tem-
peraturen wahrend der Transkription, mogli cherweise in Kombination mit anderen Methoden,
wie der Einfihrung eines modifizierten Terminatornukleosids am 5'-Ende des nichtkodogenen
Matrizenstranges (Khao et al. 1999, konrte letztendich eine Aufreinigung von hanogenen
T7-Transkripten Uker einfachere Methoden — wie beispielsweise mittels HPLC — ermdgli -
chen.

Als eine zweite Limitation erwies sch die Suppressonseffizienz der fur die Einfuhrung der
unretlrlichen Aminosaure verwendeten amber-Suppresor-tRNAs. Die Effizienz des Einbaus
unretirlicher Aminosauren konrte letztendlich Gber zwei Wege ehoht werden, de sich nicht
gegenseitig aus<chliefden sondern erganzen. Ein Weg besteht in der Verminderung der Akti-
vitdt von RF1 in den Lysaten. In der vorliegenden Arbeit konrnte gezeigt werden, dal3 schon
geringste Mengen an RF1 zu einer starken Kompetition der amber-Suppressor-tRNAs fihren.
Ein entsprechender Ansatz zur Verminderung der Aktivitdt von RF1 ist in der Literatur bereits
mit der Herstellung von Lysaten aus Zellstammen, de enen thermosensitiven RF1 enthalten,
beschrieben (Steward et al. 1997. Der zweite Weg besteht in der Konstruktion stérkerer
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amber-Suppresoren fur die demische Aminoagylierung. Von einigen Autoren, beispiels-
weise Cload et al. (1996, werden nu tRNAs fir die dhemische Aminoacylierung in Betracht
gezogen, de in vivo nicht aminoacgyliert werden kénren undaufgrund dessen in vivo keine
Suppressonsaktivitét zeigen. Die vermutlich gegeniiber in vivo verminderte Aktivitét einiger
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen in vitro erweltert das Spektrum an pdentiell fur die chemische
Aminocacylierung gedgneten amber-Suppresor-tRNASs betradhtlich, da die Abschaltung der
Aminoacylierung wesentlich vereinfacht wird. Mutationen, de in vivo noch keine vdllige
Abschaltung der Aminoagylierung zur Folge haben, fuhren in vitro offensichtlich zu einem
Erliegen der Aktivitét der entsprechenden tRNAS.

Durch de verminderte Aktivitdt einiger Aminocacyl-tRNA-Synthetasen wird eine weitere Per-
spektive aoffnet. tRNAS, deren Aminoagylierung abgeschaltet wurde, kdnren dff ensichtlich
durch eine ehdhte Synthetase-K onzentration aminoacyliert werden. Dies kann, wie an Bei-
spiel von tPhe anhand der Zugabe von FRS aus Thermus thermophilus demostriert, innerhalb
des Trandlationss/stems geschehen. Man konrie die tRNAS aber genauso gut schon va der
Zugabe in das Trandationsgystem mit aufgereinigter Aminoacyl-tRNA-Synthetase aninoacy-
lieren, so dal3 eine Reaglierung der tRNAs innerhalb des Systems ausgeschlossen ware. Auf
diese Weise kdnrte man verschiedene °N- oder *C-markierte Aminasauren, beispielsweise
N-Lysin ocer 3C-Phenylalanin, ortsgezifisch mit Hilfe enzymatisch aminoacylierter
amber-Suppresor-tRNAs in Proteine insertieren.

In der vorliegenden Arbeit konne zum ersten Ma gezeigt werden, &3 de
Suppressonseffizienz von in vitro transkribierten tRNAs in der zellfreien Proteinbiosynthese
generell den Voraussagen der Theorie des "Extended Anticodori’ gehorcht. Die Theorie
konnte in der vorliegenden Arbeit in dem Sinne bestétigt werden, dal3 de Suppressonsef-
fizienz durch de Anwesenheit einer - in der Theorie geforderten - auf die Erkennurg des je-
weili gen Codors hin evolvierten Struktur der tRNA begunstigt wird. Die gefundene Korrela-
tion zwischen der Anzahl ausgetauschter Nukleotide und der Suppressonseffizienz ermog-
licht in gewissen Grenzen eine Vorhersage der Suppresgonseffizienz einer amber-Suppressor-
tRNA aus der Sequenz der entsprechenden "Wil dtyp”-tRNA unter Berlicksichtigung der The-
orie des "Extended Anticodori'. Die bedeutenste Perspektive der vorliegenden Arbeit besteht
in der Konstruktion wesentlich verbesserter amber-Suppressor-tRNA-Spezies fur die Einfuh
rung unretdrlicher oder modifizierter Aminosauren in Proteine mit Hilfe chemisch aminonc
aoylierter amber-Suppresor-tRNAs. Es erscheint am gunstigsten, bel der Konstruktion reuer
amber-Suppresoren moglichst nah an den Vorgaben der Natur zu bleiben. Wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konrte, werden enige der untersuchten
aminoagylierbaren tRNAs mehr als 20 mal haufiger durch das Ribasom ausgewahit als die zur
Zeit fur die chemische Aminoacylierung verwendeten tRNAs. Ein bedeutender Fortschritt in
Richtung eines effizienteren Einbaus unretlrlicher Aminosauren ware gemadit, wenn es
gelange, vontRNA>ca (su™1) oder tRNA™ ¢ua (SU*s) entsprechende nicht aminoagylierbare
Varianten herzustell en.



