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7. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, Wege aifzuzeigen, de die gezidte
Einfuhrung unretirlicher Aminosduren in Proteine mit der Methodk des Einsatzes chemisch
aminoagyli erter amber-Suppressor-tRNAs verbessern. Um die besonderen Bedingungen beim
Einsatz von amber-Suppresor-tRNAs in der zellfreien Proteinbiosynthese zu beleuchten,
wurden sowohl in vivo exprimierte ds auch in vitro transkribierte amber-Suppressor-tRNAs
auf unterschiedlichen Funktionsebenen innerhalb eines Escherichia coli in vitro-
Trandationsg/stems charakterisiert. Letztendich ermdglichten de Untersuchungen eine
Einstufung der Suppressonseffizienz von sieben verschiedenen in vitro transkribierten
amber-Suppresor-tRNA-Spezies.

Die zielgerichtete Insertion einer unrettrlichen Aminosaure in ein Protein konrte innerhab
der vorliegenden Arbeit anhand der Insertion von e-Dansyl-Lysin in FABP demonstriert
werden. Nicht unerwartet war der Einbau der unretirlichen Aminoséure auléerst ineffizient.
Als eine weitere Limitation der dem Einbau unratirlicher Aminosauren zugrunde liegenden
Methodk erwies sch de Aufreinigung golerer Mengen an hamogenen in vitro transkri-
bierten verkirzten tRNAs, die fur die Herstellung der mit der unretirlichen Aminoséure
beladenen tRNA eine unabdingbare Voraussetzung ist. Die Aufreinigung homogener tRNAs
war aufgrund dr  starken  3-Endheterogenitét  der Transkriptionsprodukte — aufferst
problematisch. Sowohl die Homogenitét der tRNA as auch de asolute Ausbeute lief3en sich
deutlich verbessern, indem die normalerweise fur die Transkription mit T7-RNA-Polymerase
gebrauchliche Temperatur von 37T auf ein Optimum von 44T erh6ht wurde. Zudem zeigten
unterschiedli che Préparationen vonT7-RNA-Polymerase verschieden starke n+1-Aktivitéten.

Zur Untersuchung der Aktivitdten in vivo exprimierter amber-Suppresor-tRNAs, wurden
Gesamt-tRNA-Préparationen aus insgesamt 10 \erschiedenen, bel Kleina @ a. (1990
beschriebenen Escherichia coli-amber-Suppressor-Zellstémmen in der in vitro-Tranglation
eingesetzt. Die Relationen in den Suppressonsaktivitéten der amber-Suppressor-tRNAs fir
Leucin, Histidin, Tyrosin und Serin entsprachen denen in vivo. Die geringere
Suppressonsaktivitét anderer untersuchter amber-Suppresor-tRNAs in  vitro  gibt
moglicherweise a@nen Hinweis darauf, da de Aktivitdt einiger Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen im in vitro Trandationss/stem reduziert ist.

Prozesserung, Reparatur und Aminoagylierung in vitro transkribierter tRNAs undihre Bezie-
hung untereinander wurden eingehend unersucht. Homogene tRNA-Préparationen mit
korrektem CCA-Ende konnten durch eine Prozesserung oder durch de Regeneration des 3'-
Endes der in vitro transkribierten tRNAs in der S100-Enzymfraktion des Trandationssystems
erhalten werden. Die Prozesserung verlangerter tRNAs und de Reparatur verkirzter tRNAS
innerhalb des Gesamtsystems erwiesen sich as nicht limiti erend fUr die Proteinbiosynthese.



Zusammenfasaung 15E

Letztendich konrte die unterschiedliche Suppressonsaktivitét der Transkripte von sieben
amber-Suppresor-tRNA-Spezies (tRNAS cua{ su*1}, tRNA™ cua{su’s}, tRNA"cua{su’e},
tRNAScua, tRNAMC A, tRNAMSua und tRNAM® ) auf strukturelle Eigenschaften der
entsprechenden Aminoacyl-tRNAs zurlickgefuhrt werden. Als Mal3 fur die Suppressons-
effizienz diente die Haufigkeit der ribosomalen tRNA-Selektion im Vergleich zur Haufigkeit
der Selektion von RF1. Alle untersuchten amber-Suppressor-tRNAs enthielten de ds ided
fir die Suppresson beschriebene Nukleotidfolge °CssUssAssAs7AszsS innerhalb ihrer
Anticodorschlaufe. Auch in Anwesenheit dieser Sequenz unterschieden sich de
Suppressonseffizienzen der einzelnen amber-Suppresor-tRNAs shr stark. Die Rate der
tRNA-Selektion des darksten Suppressors, tRNAS¥cua, war Uber 20 mal so hach wie die Rate
der tRNA-Selektion fir tRNAA o, die die Suppressonseffizienz der zur Zeit fur die
EinfUhrung unratrlicher Aminosauren verwendeten amber-Suppresor-tRNAS représentiert.
Generell war die Suppressonseffizienz um so bessr, je mehr die Sequenz der urspriinglichen
Wil dtyp-tRNA der Sequenz der aus ihr abgeleiteten amber-Suppresor-tRNA dhnelte. Mit
zunehmender Anzahl der Mutationen, de nétig waren, de Sequenz °CsUssAseAs7Azs in-
nerhalb der AnticodonSchlaufe zu erhalten, nehm die Suppressonseffizienz der tRNAs ab.
Insofern urterstitzen de Ergebnisse die Theorie des "Extended Anticodort' (Yarus 1982).
Die beiden mit Abstand besten Suppresren tRNAScya UndtRNA™'¢a enthalten die Base
Cs2 innerhalb der AnticodonSchlaufe. Wichtige Strukturelemente fur die Suppresson liegen
mogli cherweise auch aul¥erhalb des AnticodonArmes. Es ergaben sich Hinweise darauf, dal3
eine Typll-Struktur der tRNA die Suppresson kegunstigt.

Die im Rahmen der Biotechndogie bedeutendste K onsequenz aus der vorli egenden Arbeit ist,
dad de zur Zeit fur die EinfUhrung unretirlicher Aminosauren in Proteine verwendeten
amber-Suppressor-tRNAs  relativ. schwadhe amber-Suppressoren sind. Aufgrund  der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollte die Konstruktion wesentlich verbesserter amber-
Suppresoren und d@mit eine sehr viel effizientere Insertion unratlrlicher Aminosauren in
Proteine moglich sein.





