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Erweiterung des genetischen Codes

plizierte Anwendung solcher 
Funktionen in vivo; insbesondere 
in der Zellbiologie gibt es daher be-
reits viele, teils sehr unterschiedli-
che Anwendungen.1) Im Folgenden 
beschränken wir uns auf Entwick-
lungen, die grundlegende Aspekte 
der Methode selbst betreffen. Dies 
sind insbesondere: 
• die Einführung mehrerer 

 gleicher oder unterschiedlicher 
ncAA in ein Protein in Abhän-
gigkeit von individuellen 
Codons,

• die Installation orthogonaler 
Paare in weiteren, insbesondere 
in höheren Organismen sowie

• der Einbau von Aminosäuren, 
die strukturell stark von den bis-
herigen ncAA abweichen und so 
bisher nicht zugängliche Funk-
tionen ermöglichen könnten. 

Weitere Trends sind die Verwen-
dung von Organismen mit erwei-
tertem genetischen Code für das 
evolutive Design neuer Protein-
funktionen und die Nutzung ver-
änderter oder heterologer Amino-
säure-Biosynthesewege für die inte-
grierte Synthese und Inkorporation 
von ncAA.

Einbau mehrerer und mehrerer  
unterschiedlicher ncAA in Proteine 

S Während für die genetische Co-
dierung mehrerer identischer ncAA 
prinzipiell das Amber-Stopcodon 
genutzt werden kann, sind für die 
genetische Codierung mehrerer, 
unterschiedlicher ncAA zusätzliche 
freie Codons nötig. Für beide Fälle 
gab es erste Erfolge vor allem durch 
die Erzeugung orthogonaler Paare 
aus Ribosom und messenger RNA 
(mRNA). Dies machte erstmals die 
Veränderung von Ribosomen durch 
evolutives Design möglich, ohne 
die natürliche Proteinbiosynthese 
des Wirts zu beeinflussen. Dies ge-
lang durch Mutagenese-Experi-
mente zur Erkennung artifizieller 
mRNA-Shine-Dalgarno-Sequenzen 
durch veränderte 16S-rRNA-Ein-
heiten des Ribosoms.9) 

S Einblicke in die molekulare 
Funktion lebender Systeme zu ge-
winnen, hängt zunehmend von der 
Fähigkeit von Chemikern ab, Che-
mie in intakten Zellen durchzufüh-
ren. Ein besonders zugänglicher 
und vielseitiger Ansatz zur Einfüh-
rung neuer chemischer Funktionen 
in zelluläre Systeme ist die Adapti-
on der zentralen zellulären Biosyn-
thesemaschinerie selbst – der gene-
tisch kodierten Proteinbiosynthese. 
Diese Erweiterung des genetischen 
Codes hat in den letzten Jahren gro-
ße Fortschritte gemacht und Ein-
sichten in viele biologische Prozes-
se geliefert, die mit traditionellen 
Methoden nicht oder nur schwer 
zugänglich gewesen wären.1) 

Das Prinzip dieser Methode be-
ruht auf einem Paar aus Aminoacyl-
tRNA-Synthetase und tRNA, das eine 
nichtkanonische Aminosäure (non-
canonical amino acid, ncAA) mit ge-
wünschter Funktion prozessieren 
kann. Dieses Paar verhält sich ortho-
gonal, es kann also nicht mit seinen 
im Wirtsorganismus vorhandenen 
Gegenstücken oder kanonischen 
Aminosäuren kreuzreagieren. Dage-
gen ist es mit den generellen Transla-
tionskomponenten, etwa Elongati-
onsfaktoren (beispielsweise EF-Tu in 
E. coli) und dem Ribosom kompati-
bel (Abbildung 1, S. 304). Mit 
tRNAs, die ein freies (nonsense oder 
frameshift) Codon erkennen, etwa 
das Amber Stopcodon (TAG), lässt 
sich die ncAA nach tRNA-Aminoa-
cylierung ribosomal und positions-
spezifisch in beliebige Proteine direkt 
in der Zelle einbauen. Mit diesem 
Ansatz wurden in den letzten zehn 
Jahren viele chemische und biophy-
sikalische Funktionen erstmals in 
Proteine eingebaut, etwa funktionel-
le Gruppen für bioorthogonale Kon-
jugations-Chemie,2) Fluorophore,3) 
photoaktivierbare Aminosäuren,4) 
Photo-Crosslinker,5) Metall-Chelato-
ren,6) isotopenmarkierte Aminosäu-
ren für NMR-Studien7) oder post-
translationale Modifikationen.8) 

Eine besondere Stärke der Me-
thode ist die direkte und unkom- X



Weitere Mutationen an der Bin-
dungsstelle des Release Faktor 1 
(RF1) im Ribosom wirkten erstmals 
einer zentralen Einschränkung der 
Amber-Suppressions-Methode ent-
gegen, nämlich die Konkurrenz der 
Suppressor-tRNA mit RF1 um die 
Bindung des Amber-Codons. Dies 
verbesserte die Amber-Suppressi-
onseffizienz und erlaubte den Ein-
bau zweier ncAA in ein Protein mit 
akzeptablen Ausbeuten.10) Durch 
ein weiteres orthogonales Ribosom 
(Ribo-Q) stieg zudem die Effizienz 
der Prozessierung von Quadruplett-
dekodierenden tRNAs. Mit diesem 
Ansatz wurden durch die Kombina-
tion der Amber- und Quadruplett-
Suppression zwei unterschiedliche 
ncAA selektiv in ein Protein inkor-
poriert.11) Die Codierung von ncAA 
durch Quadruplett-Codons eröffnet 
zumindest theoretisch die Möglich-
keit, 256 neue Codons zu generie-
ren. Dies könnte für die ribosomale 
Synthese von Proteinen mit einer 
Vielzahl unterschiedlicher ncAAs 
wertvoll sein. Die tatsächliche An-
wendungsbreite in Bezug auf unter-
schiedliche Quadruplett-dekodie-
rende tRNAs ist jedoch noch unbe-
kannt.

Neuere Trends beschäftigen sich 
mit RF1-defizienten E.-coli-Stäm-
men für die Inkorporation mehre-
rer ncAA in Abhängigkeit des Am-
ber-Codons. RF1 ist in E. coli nicht 
essenziell, wenn eine höher expri-
mierte Mutante des Release Faktor 
2 (RF2) für die Terminierung 
durch Opal und Ochre Stopp-
Codons verwendet wird.12) 

In einem anderen Ansatz wird 
das Amber-Codon von einigen es-
senziellen Genen in ein anderes 
Stopcodon mutiert. Dies führt zu 
Stämmen, die bei gleichzeitiger 
Amber-Suppression durch ein or-
thogonales tRNA/aaRS-Paar wachs-
tumsfähig sind.13) Im Zug dieser 
Entwicklungen zeigten mehrere 
Beispiele, dass Proteine mit bis zu 
zehn identischen ncAA-Positionen 
in akzeptablen Ausbeuten expri-
miert werden können.

Eine weitere Perspektive bieten 
Entwicklungen zur Erhöhung des 
Durchsatzes viraler Rekombinati-
onsmethoden.14) Durch Deletion 
einzelner Codons (und eventuell 
entsprechender tRNAs) im gesam-
ten E. coli-Genom durch Rekombi-
nation könnten Codons vollständig 
neuen ncAA zugewiesen werden. 

Dieser Ansatz hat prinzipiell erheb-
liches Potenzial für die Verwen-
dung größerer Zahlen von Codons. 
Er umgeht Schwierigkeiten bei der 
Veränderung der generellen Trans-
lationskomponenten für die Pro-
zessierung unnatürlicher quadru-
plettdekodierender tRNAs. Ein 
echter Funktionsnachweis steht al-
lerdings noch aus.

Höhere Organismen

S Seit 2001 der genetische Code 
von E. coli erstmals erweitert wur-
de,15) gab es in den letzten Jahren, 
vor allem im Hinblick auf die In-
stallation von orthogonalen tRNA/
aaRS-Paaren in höheren Organis-
men, weitere Meilensteine. Nach 
den ersten Eukaryoten (Säuger -
zellen und der Hefe Saccharomyces 
cerevisisae, Abbildung 2)5b,16) wur-
den zunächst die genetischen 
Codes der methylotrophen Hefe 
 Pichia pastoris für großtechnische 
Proteinexpression17) und des Tu-
berkuloseerregers Mycobakterium 
tuberculosis18) erweitert. 

Im Jahr 2011 gelang es am Bei-
spiel des Fadenwurms Caenorhab-
ditis elegans das erste Mal, den ge-

Abb. 1. Prinzip der Erweiterung des genetischen Codes in E. coli durch heterologe Expression von orthogonalen tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetasen.
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Abb. 2. Erweiterung des genetischen Codes in unterschiedlichen Organismen.

netischen Code eines multizellulä-
ren Organismus zu erweitern.19) 
Ein Jahr später wurde der geneti-
sche Code der Fruchtfliege Droso-
phila melanogaster erweitert, wobei 
verschiedene ncAA in Proteine in 
Fruchtfliegenzellen sowie in Gewe-
ben von embryonalen und adulten 
Fliegen eingebaut wurden.20) 

Diese Entwicklungen lassen hof-
fen, dass das erste Säugetier mit ei-
nem erweiterten genetischen Code 
schon bald Einblicke in biologische 
Prozesse liefern wird, die noch 
mehr Relevanz für die Humanbio-
logie besitzen könnten.

Strukturelle Einschränkungen 
überwinden

S Forschungen zur Code-Erweite-
rung sind stark anwendungsgetrie-
ben und die durch ncAA inkorpo-
rierbaren chemischen Funktionen 
stehen dabei im Vordergrund. Trotz-
dem ist auch ein Blick auf die rein 
strukturellen Spielräume der ncAA-
Prozessierung durch aaRS und an-
dere benötigte Translationskompo-
nenten hilfreich. Hier existieren im-
mer noch Einschränkungen, die der 
genetischen Codierung bestimmter 
Funktionen im Weg stehen. 

Die ersten orthogonalen tRNA/
Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paare 
für die ncAA-Inkorporation waren 
Tyrosyl-Paare aus Methanococcus 
jannaschii oder E. coli, die jeweils 
in E. coli und S. cerevisiae genutzt 
wurden. Obwohl sehr viele Funk-
tionen mit neu evolvierten Tyrosyl-
paaren in Proteine inkorporiert 
wurden, waren diese bisher meist 
auf para-substituierte Phenylala-
nin-Derivate beschränkt, die in der 
Regel sehr klein und nur in Einzel-

fällen sterisch anspruchsvoller 
sind, etwa wenn ein zusätzlicher 
aromatischer Ring vorliegt.4b,6,21) 
Ein späteres Paar, das in S. cerevisiae 
eingeführt wurde, war ein orthogo-
nales Leucylpaar aus E. coli,4c) das 
deutlich flexibler ist. Mit diesem 
wurden erstmals ncAA inkorpo-
riert, die stark von der kanoni-
schen Vorläufer-Aminosäure ab-
weichen, z. B. fluoreszente ncAA 
mit zwei aromatischen Ringen3) 
oder mit längeren Alkylketten. 

Die bisher größte Flexibilität in 
Bezug auf unterschiedliche ncAA-
Strukturen weist jedoch das tRNAPyl/ 
Pyrrolysyl-tRNA-Synthetase-(PylRS)-
Paar auf. Mit diesem wurden bisher 
zwei große Gruppen von ncAA in-
korporiert, die entweder auf Ne-mo-
difiziertem Lysin oder Phenylalanin 
beruhen. Die bei weitem häufigste 
Grundstruktur sind hierbei Ne-
Carbamat-verknüpfte Lysine, die 
hinsichtlich des Substituenten va-
riabel sind. So wurde z. B. eine Rei-
he sehr großer, (bi)cyclischer Alke-
ne und Alkine für schnelle, bioor-
thogonale Cycloadditionsreaktio-
nen eingebaut.22)

Ne-Amid-verknüpfte ncAA sind 
eine weitere Gruppe, die bisher al-
lerdings größere Einschränkungen 
beim Substituenten aufzuweisen 
scheint als Carbamate.23) Insgesamt 
zeigen sowohl der Wildtyp von 
PylRS als auch bestimmte Mutan-
ten ein gewisses Maß an Polyspezi-
fität, was die Einführung neuer 
ncAA vereinfacht. Interessanter-
weise trifft dies auch auf eine Reihe 
von PylRS-Mutanten zu, die ver-
schiedene Phenylalaninderivate als 
Substrat akzeptieren, welche sich 
von TyrRS-prozessierbaren ncAA 
deutlich unterscheiden.24) 

Trotz der Verfügbarkeit verschie-
dener polyspezifischer aaRS und 
wirkungsvoller Methoden für das 
evolutive Design neuer Mutanten 
existieren Gemeinsamkeiten zwi-
schen bisher inkorporierten ncAA, 
die Limitierungen bisher entwi-
ckelter aaRS nahelegen. Die offen-
sichtlichste ist die begrenzte Größe 
von ncAA, insbesondere bei rigi-
den, aromatischen Strukturen mit 
mehr als zwei Ringsystemen. Dies 
verhinderte bis heute die geneti-
sche Codierung von Fluorophoren 
mit besseren photophysikalischen 
Eigenschaften aber auch z. B. von 
Nukleinsäure-Interkalatoren. 

Zudem sind die meisten bisher in-
korporierten ncAA eher unpolar und 
es existieren keine Beispiele für viel-
fach geladene oder sehr polare ncAA, 
die viele gerichtete Wasserstoffbrü-
cken für die Erkennung durch die 
aaRS benötigen. Solche ncAA könn-
ten interessante neue Fähigkeiten, 
etwa bei der Metallionenkomplexie-
rung aufweisen. Ob diese Limitie-
rungen auf Seite der aaRS oder ande-
rer Translationskomponenten liegen 
und ob sie überwunden werden kön-
nen, bleibt abzuwarten. 

Integrierte Biosynthese und 
genetische Codierung von ncAA

S Ein weiteres Feld mit Potenzial 
ist die direkte In-vivo-Synthese von 
ncAA aus einfachen Grundbaustei-
nen über heterologe Aminosäure-
Biosynthesewege. Obwohl die che-
mische Synthese von ncAA im La-
bor deutlich mehr Flexibilität bie-
tet, können hohe Kosten oder auf-
wendige Syntheserouten bestimm-
te Anwendung einschränken, ins-
besondere im Hinblick auf die 
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großtechnische Herstellung von 
modifizierten Proteinen. Ein frühes 
Beispiel zeigte die Biosynthese und 
genetische Codierung von p-Ami-
nophenylalanin in E. coli. Kürzlich 
wurde zudem die Biosynthese von 
Pyrrolysin (1) durch Experimente 
in E. coli aufgeklärt (Abbildung 
3).25) Daran sind die drei Gene 
pylBCD beteiligt. Der natürliche 
Vorläufer L-Lysin (2) wird durch 
PylB unter Beteiligung von S-Ade-
nosyl-Methionin zu Methylorni -
thin (3) isomerisiert,26) durch PylC 
mit einem zweiten L-Lysin-Mole-
kül zum Pseudopeptid (4) acy-
liert.27) Dieses wird anschließend 
unter Beteiligung von PylD oxidiert 
(5) und cyclisiert. 

Gleichzeitig wurde entdeckt, 
dass die Zugabe von L-Ornithin 
und die Deletion des PylB-Gens auf 
dem gleichen Weg zur Biosynthese 
und selektiven Protein-Inkorpora-
tion von Pyrrolin-Carboxylysin 
führt. Diese Aminosäure wurde für 
effiziente, bioorthogonale Konju-
gationschemie mit unterschiedlich 
substituierten 2-Aminobenzalde-
hyden und 2-Aminoacetopheno-
nen verwendet.28) 

Evolutives Design von Peptiden 
und Proteinen

S Ein weiteres aufkommendes 
Feld ist außerdem die Nutzung von 
Organismen mit erweitertem gene-
tischen Code für das evolutive De-
sign von Peptiden und Proteinen. 

Experimente in dieser Richtung be-
rühren die Frage, ob Organismen 
mit erweitertem Code Selektions-
vorteile in der kompetitiven Evolu-
tion mit bisherigen Organismen ha-
ben. Zudem bieten sie die Möglich-
keit, neue Proteinfunktionen zu er-
zeugen, die mit kanonischen Pepti-
den oder Proteinen nicht zugäng-
lich wären. Solche Funktionen 
könnten – wie in natürlichen Pro-
teinen – durch unvorhersehbare 
Wechselwirkungen zwischen ncAA 
mit kanonischen Aminosäuren ent-
stehen. Sie können aber auch die 
Wirkung von ncAA mit autarken 
chemischen Funktionen ermögli-
chen oder verbessern, wenn diese 
von der exakten räumlichen Anord-
nung der ncAA abhängen und diese 
nur schwer vorhersehbar und durch 
rationales Design darstellbar ist. 

In einem ersten Beispiel wurden 
Antikörper durch ein Phagen-Dis-
play evolviert, die ein genetisch ko-
diertes Sulfotyrosin enthielten und 
das HIV-Protein gp120 mit höherer 
Affinität erkannten als kanonische 
Antikörper.29) In weiteren Beispie-
len wurden reaktive, borono phe -
nyl alaninhaltige Antikörper evol-
viert, die ein azyklisches Amino-
saccharid erkannten,30) sowie HIV-
Protease-Inhibitoren auf Basis von 
reaktiven, benzoylphenylalaninhal-
tigen cyclischen Peptiden.31) 

Diese Studien zeigen, dass ncAA 
Selektionsvorteile gegenüber kano-
nischen Proteinen bieten können 
und deshalb zum Design verbesser-

ter Wirkstoffe beitragen. In diesem 
neuen Feld sind noch viele Ent-
wicklungen zum Design neuer Pro-
tein- und Organismusfunktionen 
zu erwarten.
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Massenspektrome-
trie von modifizier-
ten Nukleinsäuren

S Während die Massenspektro-
metrie von Proteinen vor allem un-
ter dem Schlagwort Proteomics Er-
folge verzeichnet, ist die vergleich-
bare Entwicklung bei den Nuklein-
säuren ins Hintertreffen geraten. In 
jüngster Zeit zeichnet sich jedoch 
ein Aufwärtstrend auf diesem Ge-
biet ab. Einen wesentlichen Anteil 
daran haben die Forschungstrends 
zu modifizierten Nukleinsäuren. 
Tatsächlich wurden natürliche Mo-
difikationen von Nukleinsäuren 
noch vor der DNA-Doppelhelix be-
schrieben, und seit der Identifikati-
on von 5-Methylcytosin in DNA 
(m5dC) durch Wyatt 1) ist die Zahl 
bekannter natürlich vorkommen-
der DNA- und RNA-Nukleoside bis 
auf nun über 160 gestiegen.2)

Gesteigerte Aufmerksamkeit wi-
derfährt Nukleosiden vor allem im 
Zusammenhang mit der Beschrei-
bung einer oxidativen Decarbox-
ylierung von m5C3) (siehe auch 
Trendberichte Biochemie 2011),4) 
weil sowohl Synthese als auch Ab-
bau von m5dC als zentral für die 
Epigenetik und Entwicklungsbiolo-
gie gelten unter anderem in der Ma-
nifestation der Pluripotenz von 
Stammzellen. Das Konzept einer 
oxidativen Demethylierung wurde 
im vergangenen Jahr auch für 6-Me-
thyladenosin (m6A, Abbildung 1a) 
in mRNA beschrieben.5) Durch zwei 
transkriptomweite Analysen der 
Verteilung von m6A,6) die eine An-
häufung an regulatorisch wichtigen 
Stellen von mRNA beschreiben, rü-
cken jetzt auch RNA-Modifikatio-
nen in den Fokus der Epigenetik.7)

Warum sind diese Entwicklun-
gen wichtig für die Massenspektro-
metrie (MS) – und umgekehrt? Die 
eindeutige Identifizierung und 
Quantifizierung eines modifizier-
ten Nukleosids – beispielsweise in 
einer mRNA oder einer regulatori-
schen, nicht-kodierenden RNA – 
ist in mehrfacher Hinsicht eine ge-
waltige technische Herausforde-


