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Allgemeine Zusammenfassung 

Die funktionelle Charakterisierung von therapeutisch relevanten Proteinen kann bereits durch 

die Bereitstellung des Zielproteins in adäquaten Mengen limitierend sein. Dies trifft besonders 

auf Membranproteine zu, die aufgrund von zytotoxischen Effekten auf die Produktionszelllinie 

und der Tendenz Aggregate zu bilden, in niedrigen Ausbeuten an aktivem Protein resultieren 

können. Der lebende Organismus kann durch die Verwendung von translationsaktiven 

Zelllysaten umgangen werden- die Grundlage der zellfreien Proteinsynthese. Zu Beginn der 

Arbeit wurde die ATP-abhängige Translation eines Lysates auf der Basis von kultivierten 

Insektenzellen (Sf21) analysiert. Für diesen Zweck wurde ein ATP-bindendes Aptamer 

eingesetzt, durch welches die Translation der Nanoluziferase reguliert werden konnte. Durch 

die dargestellte Applizierung von Aptameren, könnten diese zukünftig in zellfreien Systemen 

für die Visualisierung der Transkription und Translation eingesetzt werden, wodurch zum 

Beispiel komplexe Prozesse validiert werden können.  

Neben der reinen Proteinherstellung können Faktoren wie posttranslationale Modifikationen 

sowie eine Integration in eine lipidische Membran essentiell für die Funktionalität des 

Membranproteins sein. Im zweiten Abschnitt konnte, im zellfreien Sf21-System, für den G-

Protein-gekoppelten Rezeptor Endothelin B sowohl eine Integration in die endogen 

vorhandenen Endoplasmatisch Retikulum-basierten Membranstrukturen als auch 

Glykosylierungen, identifiziert werden.  

Auf der Grundlage der erfolgreichen Synthese des ET-B-Rezeptors wurden verschiedene 

Methoden zur Fluoreszenzmarkierung des Adenosin-Rezeptors A2a (Adora2a) angewandt 

und optimiert. Im dritten Abschnitt wurde der Adora2a mit Hilfe einer vorbeladenen tRNA, 

welche an eine fluoreszierende Aminosäure gekoppelt war, im zellfreien Chinesischen 

Zwerghamster Ovarien (CHO)-System markiert. Zusätzlich konnte durch den Einsatz eines 

modifizierten tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paares eine nicht-kanonische Aminosäure 

an Position eines integrierten Amber-Stopcodon in die Polypeptidkette eingebaut und die 

funktionelle Gruppe im Anschluss an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden. Aufgrund 

des offenen Charakters eignen sich zellfreie Proteinsynthesesysteme besonders für eine 

Integration von exogenen Komponenten in den Translationsprozess. Mit Hilfe der 

Fluoreszenzmarkierung wurde eine ligandvermittelte Konformationsänderung im Adora2a 

über einen Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer detektiert. Durch die Etablierung der 

Amber-Suppression wurde darüber hinaus das Hormon Erythropoetin pegyliert, wodurch 

Eigenschaften wie Stabilität und Halbwertszeit des Proteins verändert wurden.  

Zu guter Letzt wurde ein neues tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paar auf Basis der 

Methanosarcina mazei Pyrrolysin-Synthetase etabliert, um das Repertoire an nicht-

kanonischen Aminosäuren und den damit verbundenen Kopplungsreaktionen zu erweitern. 

Zusammenfassend wurden die Potenziale zellfreier Systeme in Bezug auf der Herstellung von 

komplexen Membranproteinen und der Charakterisierung dieser durch die Einbringung einer 

positionsspezifischen Fluoreszenzmarkierung verdeutlicht, wodurch neue Möglichkeiten für 

die Analyse und Funktionalisierung von komplexen Proteinen geschaffen wurden.  
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Abstract 

The functional characterization of therapeutically relevant proteins can be limited due to the 

provision of the target protein in adequate amounts. In particular membrane proteins belong 

to the so called “difficult-to-express” proteins because of possible cytotoxic side effects and a 

susceptibility to aggregation. The living organism can be circumvented by using cell lysates – 

the basic for cell-free protein synthesis. In the beginning of the thesis the ATP-dependent 

translation process in a cell lysate based on cultured insect (Sf21) cells was analyzed. For this 

purpose the translation of a nanoluciferase was regulated by the addition of an ATP-binding 

aptamer. The demonstrated application of aptamers in cell-free systems might enable a 

visualization of transcription and translation and following a potential validation process for 

high-throughput syntheses. 

In addition to the protein synthesis, factors such as posttranslational modifications and a 

correct integration into a lipid membrane are essential for the functionality of membrane 

proteins. Therefore, in the second part, integration of the G protein-coupled Endothelin 

receptor type B (ET-B) into the endogenous endoplasmic reticulum derived membranes and 

glycosylation were shown to be possible in a Sf21 cell-free system.  

Following to the successful synthesis of the ET-B receptor different fluorescent labeling 

strategies were applied to the adenosine receptor A2a (Adora2a). The first strategy applied 

precharged tRNAs, coupled to a fluorescently labeled amino acid, to the translation process in 

a Chinese Hamster Ovary cells (CHO) cell-free system. The second strategy utilized a modified 

tRNA/aminoacyl-tRNA-synthetase pair to incorporate a non-canonical amino acid at an 

integrated amber stop codon with a subsequently fluorescent labeling. The open character of 

cell-free systems enables a feasible integration of exogenous components into the translation 

process. The site-specific fluorescent labeling was the basis for the detection of a ligand-

induced conformational change in the Adora2a by a bioluminescence resonance energy 

transfer. Additionally the amber suppression technique was transferred to the hormone 

Erythropoietin (EPO) to modify EPO´s stability and half-life period by coupling polyethylene 

glycol. 

Last but not least a novel tRNA/aminoacyl-tRNA-synthetase pair based on the Methanosarcina 

mazei pyrrolysine synthetase was developed to further increase the repertoire of non-

canonical amino acids and copper-free click reactions. Summarizing in the present thesis the 

potentials of cell-free protein systems related to the synthesis of “difficult-to-express” proteins 

and the characterization of these proteins with site-specific fluorescence labeling are depicted, 

thereby establishing new methods for the analysis and functionalization of complex proteins.  
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Abkürzungsverzeichnis 

6-FAM-Azid Fluorescein-Azid 
(DE)PG 18:1-trans/ 18:1-trans-1,2-dielaidoyl-sn-

glycerin-3-phospho-(1´-racglycerin) 
aAPT ATP-bindendes Aptamer 
Adora2a Adenosin-Rezeptor A2a 
ADP Adenosindiphosphat 
AF647-Alkin Alexa Fluor 647-Alkin 
ATP Adenosintriphosphat 
Amb215 Amber-Stopcodon an der Position, welche 

für die Aminosäure 215 codiert 
Amb153 Amber-Stopcodon an der Position, welche 

für die Aminosäure 153 codiert 
AMP Adenosinmonophosphat 
AzF p-Azido-L-Phenylalanin 
AzL Azido-Lysin 
BP-CUA BODIPY-Tetramethylrhodamin-Lysin 

gekoppelt an eine Alanin-tRNA, die das 
Amber-Stopcodon adressiert 

BP-GAA BODIPY-Tetramethylrhodamin-Lysin 
gekoppelt an eine Alanin-tRNA, die 
Phenylalanin-Codons adressiert 

BRET Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer 
C IRES aus dem Cricket Paralysis Virus 

(Nomenklatur für DNA-Konstrukte) 
cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat 
cAPT Kontroll-Aptamer 
CFP Cyan-Fluoreszenzproteins 
CIP Alkaline Phosphatase 
CLSM Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
CTD C-terminale Domäne 
CTP Cytidintriphosphat 
CECF Continuous exchange cell-free technology 
CHO Ovarien-Zellen aus dem Chinesischen 

Zwerghamster  
CrPV Cricket Paralysis Virus 
CuAAC Kupfer(I)-katalysierte Klick-Chemie 
CuSO4 Kupfer(II)-sulfat-Pentahydrat 
ddH2O Doppelt demineralisiertes Wasser 
DDM 4,4´-Diaminodiphenylmethan 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiothreitol 
eAzFRS E. coli modifizierte Tyrosin-tRNA-Synthetase 
E. coli Escherichia coli Zellen 
EcTyrRS/EctRNA Orthogonales System bestehend aus der 

Tyrosin-Synthetase und passender tRNA 
aus E. coli 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

tetraessigsäure 
EPO Erythropoetin 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ET Endothelin 
eYFP Enhanced yellow Fluoreszenzprotein 
FRET Förster-Resonanzenergietransfer 
FUT8 Fucosyltransferase 8 
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GFP Grünes Fluoreszenzprotein 
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor 
GTP Guanosintriphosphat 
HeLa Henrietta Lacks-Zellen 
HEPES Hydroxyethyl-1-piperazinyl-

ethansulfonsäure 
HTS Hochdurchsatzverfahren 
IRES Interne ribosomale Eintrittsstelle 
kDa Kilodalton 
KOAc Kaliumacetat 
KCl Kaliumchlorid 
KOH Kaliumhydroxid 
LB Lysogeny broth 
L-His L-Histidin 
M Melittin (Nomenklatur für DNA-Konstrukte) 
Mel Melittin 
MF Mikrosomale Fraktion 
Mg2+ Magnesium-Ionen 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
Mg(OAc)2 Magnesiumacetat 
MgSO4 Magnesiumsulfat 
MmPylRS/tRNA Orthogonales System bestehend aus der 

Pyrrolysin-Synthetase und passender tRNA 
aus Methanosarcina mazei 

mRNA Messenger (Boten)-Ribonukleinsäure 
N Regulatorische Sequenzen (Nomenklatur für 

DNA-Konstrukte) 
NaAsc Natriumascorbat 
NaCl Natriumchlorid 
NaN3 Natriumazid 
NaOAc Natriumacetat 
nkAs Nicht-kanonische Aminosäure 
Nluc Nanoluziferase 
NMR Kernspinresonanz 
NTC No template control 
NTD N-terminale Domäne 
PBS Phosphat-gepufferte Saline 
PCR Polymerasen-Kettenreaktion 
PEG Polyethylenglykol 
PEP Phosphoenolpyruvat 
PERK Protein Kinase RNA-ähnliche ER Kinase 
PF Pelletierte Fraktion 
pPa p-Propargyloxy-L-Phenylalanin 
ProtK Proteinase K 
PylRS-AF Methanosarcina mazei modifizerte 

Pyrrolysin-Synthetase 
PylRSCHO Pyrrolysin-Synthetase translatiert in einem 

zellfreien CHO-System 
PylRSE. coli Pyrrolysin-Synthetase translatiert in einem 

zellfreien E. coli-System 
PylRSSf21 Pyrrolysin-Synthetase translatiert in einem 

zellfreien Sf21-System 
PylRSWG Pyrrolysin-Synthetase translatiert in einem 

zellfreien Weizenkeim-System 
RF1 Terminationsfaktor 1 
RLU Relative Lichteinheiten 
rpm Umdrehungen per Minute 
SCO Cyclooctin-L-Lysin 
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SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-

Polyacrylamidgelelektrophorese 
Sf21 Spodoptera frugiperda 21 Zellen 
SiR Silikon-Rhodamin-Azid 
SN Überstand 
SOC Super optimiertes Nährmedium 
SPAAC Strain-promoted alkyne-azide cycloaddition 
SPIEDAC Strain-promoted inverse electron-demand 

Diels-Alder cycloaddition 
TBE Tris Base Borat EDTA 
TCA Trichloressigsäure 
TCO Trans-Cycloocten-L-Lysin 
THPTA Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin 
TM Translationsmix 
tRNA Transfer-Ribonukleinsäure 
tRNAPylCUA Suppressions-tRNA für das MmPylRS/tRNA 

orthogonale System 
tRNATyrCUA Suppressions-tRNA für das 

EcTyrRS/EctRNA orthogonale System 
USA Vereinigte Staaten von Amerika 
UTP Uridintriphosphat 
UTR Untranslatierte Region 
v/v Volumenprozent 
w/v Massenprozent 
ZFPS Zellfreie Proteinsynthese 
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1. Einleitung 
 

1.1. Inhalt der Arbeit 

Die Bereitstellung von rekombinant hergestellten Proteinen ist sowohl in der 

wissenschaftlichen Forschung als auch für therapeutische Anwendungen essentiell. Aus 

diesem Grund wurden in den letzten drei Jahrzehnten Forschungsschwerpunkte auf die 

Entwicklung von universalen und optimalen Expressionssystemen gelegt. Heutzutage gibt es 

eine Vielzahl von zellbasierten Expressionssystemen auf der Basis von eukaryotischen und 

prokaryotischen Organismen, die eine Überexpression einer Vielzahl an therapeutisch 

relevanten Proteinen ermöglichen1,2. Besonders die Klassen der Membranproteine3, toxischen 

Proteine4, bestimmte Wachstumsfaktoren5 sowie spezielle Enzyme6 stellen eine 

Herausforderung für zellbasierte Expressionssysteme dar, da die Erhaltung des Organismus 

durch die exprimierten Proteine negativ beeinflusst werden kann. Um die Erhaltung des 

Organismus umgehen zu können, wurden alternative Systeme entwickelt, die auf die 

Translationsmaschinerie, entkoppelt vom lebenden Organismus, zurückgreifen7. Diese 

sogenannten zellfreien Systeme beruhen auf einem Zelllysat in welchem sämtliche 

Translationsfaktoren, Ribosomen, tRNAs und Aminoacyl-tRNA-Synthetasen in einer aktiven 

Form vorliegen. Durch die Zugabe von Aminosäuren, Energie, einem Energie-

Regenrationssystem und einem geeigneten DNA-Templat wird die Proteinsynthese innerhalb 

von wenigen Stunden ermöglicht. Spezialisierte eukaryotische zellfreie Systeme sind 

besonders für die Synthese von Membranproteinen und translozierten Proteinen geeignet, da 

durch einen milden Aufschluss endogene Membranstrukturen auf der Basis des 

Endoplasmatischen Retikulums erhalten werden können8–10. In diese sogenannten 

Mikrosomen können Membranproteine kotranslational integriert werden. Des Weiteren werden 

posttranslationale Modifikationen auf der Basis des ERs, wie Kernglykosylierungen, 

Lipidierungen, Disulfidverbrückung und Phosphorylierungen ermöglicht11, welche essentiell für 

die Aktivität von Proteinen sein können. Neben der Synthese von sogenannten „schwer-

herstellbaren-Proteinen“ ist die ortsspezifische Modifizierung von Proteinen ein wichtiger 

Bestandteil sowohl in der in vivo als auch in der in vitro Produktion12. Modifizierungen 

umfassen homogene Glykosylierungen und PEGylierungen zur Verbesserung der 

allgemeinen Proteinqualität insbesondere von Stabilität und Halbwertszeiten, sowie 

Fluoreszenzmarkierungen zur Durchführung von Interaktions- und Bindungsstudien.  

Der Fokus in dieser Studie liegt auf der zellfreien Synthese und ortsspezifischen Modifizierung 

von schwer-herstellbaren Proteinen auf Basis von Spodoptera frugiperda (Sf21)13,14- und 

Chinesischen Hamster Ovarien (CHO)9,15-Zelllysaten. Für die Umsetzung wurde die Methodik 

der Amber-Suppression in Kombination mit bestehenden orthogonalen Systemen optimiert, 

sowie ein neues orthogonales System etabliert, um verschiedenste nicht-kanonische 

Aminosäuren mit unterschiedlichen reaktiven Gruppen in das Zielprotein einzubauen. Die in 

dieser Studie etablierte Methode zur ortsspezifischen Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen 

an das Zielprotein kann zukünftig für automatisierte Screening-Analysen von 

Interaktionspartnern und Liganden genutzt werden. Erste Resultate zu dieser Thematik 

wurden durch Quast et al.16,17 erzielt, auf denen die Optimierung des bestehenden 

orthogonalen Systems beruht.  

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden vier Teilbereiche adressiert: 
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Im ersten Abschnitt wurde die Adenosintriphosphat (ATP)-abhängige zellfreie Proteinsynthese 

des Sf21-Systems analysiert und modifiziert. Für diesen Zweck wurde ein linked System 

verwendet, in dem als Templat eine im Vorfeld transkribierte mRNA eingesetzt wurde. Durch 

die räumliche Trennung von Transkription und Translation wurde in der anschließenden 

Translation eine definierte Energiemenge in Form von ATP der Synthese zugeführt. Die 

Zugabe eines Anti-ATP-Aptamer ermöglichte eine Regulierung der zellfreien Proteinsynthese. 

Das Anti-ATP-Aptamer komplexiert spezifisch das Nukleotid ATP, wodurch freies ATP für die 

Verwendung in der Proteintranslation entfernt wurde. Der Einfluss des Aptamers auf die 

zellfreie Synthese wurde mit Hilfe des Modelproteins NanoLuziferase (Nluc) analysiert. Die 

erhaltenen Resultate sollen eine Möglichkeit aufzeigen, um die zellfreie Proteinsynthese zu 

regulieren und einzelne Moleküle gezielt zu analysieren. 

Im zweiten Abschnitt wurde die zellfreie Synthese eines komplexen Proteins, des G-Protein-

gekoppelten Rezeptors Endothelin B, analysiert. Als DNA Templat wurde ein PCR-Produkt 

verwendet, welches die Gensequenz des ET-B Rezeptors, sowie ein C-terminal fusioniertes 

Gen für das Fluoreszenzprotein eYFP trägt. In diesem Abschnitt wurde der Einfluss der 

Synthesedauer auf die zellfreie Proteinsynthese des ET-B-eYFP-Rezeptors analysiert. Des 

Weiteren wurde die Integration in die mikrosomalen Membranen und die Orientierung des 

Membranproteins bestimmt. Zusätzlich wurden grundlegende biologische Prozesse wie die 

Translokation eines Membranproteins in endogene Membranen während der zellfreien 

Synthese analysiert, um im Folgenden eine Grundlage für die ortsspezifische Modifizierung 

von komplexen Membranproteinen und translozierten Proteinen zu etablieren.  

Im dritten Abschnitt wurden zwei pharmazeutisch relevante Proteine, der G-Protein-

gekoppelte Adenosin-Rezeptor A2a (Adora2a), fusioniert an eine Nluc, sowie der 

Wachstumsfaktor Erythropoetin statistisch und ortsspezifisch in eukaryotischen zellfreien 

Systemen modifiziert. Die Modifizierung erfolgte durch zwei Methoden. Die erste befasste sich 

mit der Nutzung von kommerziell erhältlichen vorbeladenen tRNAs. Diese tRNAs wurden im 

Vorfeld chemisch an eine fluoreszenzmarkierte Aminosäure aminoacyliert und adressieren 

abhängig vom Anticodon der tRNA restespezifisch das Codon eines Phenylalanins oder 

ortsspezifisch das Amber-Stopcodon. Die zweite Methode befasste sich mit der Verwendung 

eines bereits etablierten orthogonalen Systems auf Basis einer modifizierten E. coli Tyrosin-

tRNA-Synthetase18,19 sowie der passenden Suppressions-tRNA. Dieses System wurde 

optimiert und im Hinblick auf pharmazeutische Anwendungen wie der PEGylierung erweitert.  

Im vierten Abschnitt wurde ein neues orthogonales System, welches auf der Verwendung einer 

modifizierten Methanosarcina mazei Pyrrolysin-Synthetase und der passenden Suppressions-

tRNA beruht20, entwickelt und optimiert. Mit diesem System können nicht-kanonische 

Aminosäuren mit neuen reaktiven Gruppen wie zum Beispiel Cyclooctine ortsspezifisch in das 

Zielprotein eingebaut werden. Durch die neuen reaktiven Gruppen wird das Repertoire an 

anschließenden kupfer-freien Klick-Reaktionen erweitert.  

1.2. Zellbasierte Protein Produktion 

In den letzten 15 Jahren wurden in den USA und in Europa über 100 neue Biopharmazeutika 

für den Markt zugelassen21. Für die bisher insgesamt 200 zugelassenen biologischen Stoffe 

wird ein Marktvolumen von 140 Millionen US Dollar21 geschätzt. Ein Großteil von diesen 

biologischen Stoffen sind rekombinant hergestellte Proteine. Die Verwendung von Proteinen 

für therapeutische Ansätze ist auf die Vielseitigkeit der Biomoleküle zurückzuführen, die in 

verschiedensten physiologischen Funktionen im menschlichen Körper involviert sind22. 

Proteine fungieren als Katalysatoren und Rezeptoren, bilden Transporter für Makromoleküle 
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und sind in der Verbreitung von Zellsignalen, der Zelladhäsion und dem Zellzyklus, sowie in 

der Immunantwort involviert23.  

Die in vivo Herstellung von rekombinanten Proteinen wurde durch zwei entscheidende 

Faktoren in den letzten 40 Jahren drastisch verbessert: zum einen durch die Einführung von 

rekombinanten DNA Technologien, die 1973 im ersten in vitro synthetisierten Plasmid 

resultierte24 und zum anderen durch die Fortschritte in der Zellkultivierung durch die 

Verwendung von Zelllinien-spezifischen Medien25. Heutzutage basieren weit verbreitete 

Protein-Produktions-Systeme auf kultivierten Bakterien-, Hefen-, Pilzen-, Algen-, Insekten- 

und Säugetierzellen26.  

1.2.1. Prokaryotische Expressionssysteme 

Weniger komplexe therapeutische Proteine werden hauptsächlich in E. coli basierten 

Expressionssystemen hergestellt und besitzen einen Marktanteil von ca. 30 %27. E. coli 

basierte Expressionssysteme zeichnen sich durch eine hohe Produktivität bei niedrigen 

Kultivierungskosten aus28. Des Weiteren sind kommerziell erhältliche Vektoren für eine 

Transformation in E. coli verfügbar, wodurch die Gensequenz des Zielproteins in den 

Organismus eingebracht werden kann29. Das erste funktionsfähige rekombinante humane 

Protein wurde 1977 in E. coli hergestellt30. Das Peptidhormon Somatostatin, inhibiert die 

Bildung des Wachstumshormones Somatotropin in der Hypophyse. 5 Jahre später folgte die 

Produktion von humanen Insulin ebenfalls in E. coli31. Limitierend in prokaryotischen 

Expressionssystemen ist die Synthese von komplexen humanen Proteinen32. Aufgrund der 

fehlenden Zellorganellen, wie Endoplasmatisches Retikulum und Golgi-Apparat, sind 

posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen und Disulfidverbrückungen begrenzt 

bzw. mit Zusätzen möglich33. Das Fehlen von endogener Protein-Disulfidisomerase im 

Zytoplasma und der damit fehlenden Ausbildung von Disulfidbrücken resultiert oftmals in 

fehlgefalteten Proteinen, die in Proteinaggregaten akkumulieren können34. Um deren 

natürliche und aktive Konformation zu rekonstituieren, sind oftmals aufwendige 

Faltungsprozeduren und Löslichkeitsprotokolle nötig. Diese Prozeduren können jedoch in 

einer drastischen Verringerung der Proteinausbeute und im Verlust von aktiven Proteinen 

resultieren35. Die Ausbildung von Disulfidbrücken konnte in einem speziell genetisch 

veränderten E. coli-Stamm in Gegenwart von reduzierenden Bedingungen erreicht werden36,37. 

Ein weiterer Nachteil einer Proteinproduktion in E. coli ist das Vorhandensein von Endotoxinen. 

Lipopolysaccharide, Bestandteile in der bakteriellen Zellmembran, werden durch den Toll-like 

Rezeptor 4 erkannt und können eine inflammatorische Signalkaskade im menschlichen Körper 

auslösen38. Endotoxine können entweder durch Ultrafiltration, Detergenzbehandlung oder 

Austauschchromatographie entfernt werden39. Eine weitere Alternative wurde durch die 

Etablierung einer genetisch veränderten Lipopolysaccharid-freien bakteriellen Zelllinie 

geschaffen38.  

1.2.2. Eukaryotische Expressionssysteme 

Um die gelisteten Limitierungen der Proteinproduktion in prokaryotischen Organismen zu 

umgehen, liegt heutzutage der Fokus auf der Entwicklung von eukaryotischen 

Expressionssystemen. Die am häufigsten verwendeten Expressionssysteme nutzen kultivierte 

Säugetier- und Hefezellen. Jedes dieser Systeme besitzt eigene Herausforderungen, aber 

auch Vorteile in der Proteinexpression. Expressionssysteme basierend auf Saccharomyces 

cerevisiae und Pichia pastoris Zellen zeichnen sich durch eine preisgünstige Kultivierung 

aus40,41. Es können Einzelkopien oder Mehrfachkopien des Gens des Zielproteins in das 
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Genom der jeweiligen Hefe integriert werden42. Im Vergleich zu E. coli basierten 

Translationssystemen ist zwar eine geringere Auswahl an Vektoren und Promotoren 

vorhanden, jedoch ermöglichen Hefen posttranslationale Modifikationen, wie 

Glykosylierungen, die essentiell für die Funktionalität und Stabilität der Zielproteine sein 

können40. Im Vergleich zu komplexen humanen Glykosylierungen ermöglichen Hefezelllinien 

eine Hyper-Mannosylierung, die allergische Reaktionen im menschlichen Körper auslösen 

können43. Um die Hyper-Mannosylierung zu einer human-ähnlichen Mannose-reduzierten 

Form zu trimmen, können Mannosyltransferase-Gene im endoplasmatischen Retikulum (ER) 

und im Golgi der Hefen ausgeschaltet werden44. Es konnte gezeigt werden, dass nach der 

Deletion der Mannosyltransferasen Cellulasen mit einem Tri-Mannose-Kern glykosyliert 

werden, der wiederum die Grundlage für komplexe Glykosylierungen bilden kann. Die 

Proteinexpression der Cellulasen konnte durch diesen Schritt zusätzlich verbessert werden45. 

Neben der nicht-humanen Glykosylierung ist eine limitierte Sekretion von bestimmten 

Zielproteinen in Hefezellen beschrieben, wodurch die Zielproteine in der Zelle verbleiben und 

häufig nur mit aufwendigen Isolationsprozessen erhalten werden können26. Durch die 

Identifikation und Veränderung von spezifischen Genen konnte die Sekretion einer α-Amylase 

wesentlich verbessert werden26. Aus diesen Gründen liegt gegenwärtig der Fokus auf der 

Entwicklung von Säugetier-Expressionssystemen. Die Entwicklung von Zelllinien auf der Basis 

von Säugetierzellen begann bereits in den 1960er-Jahren mit der Einführung von HeLa, CHO 

und 3T3 Zelllinien. Dieses Spektrum wurde im Laufe der Jahre um BHK-, HEK293- und viele 

weitere Zelllinien erweitert46. Das prominenteste Produktionssystem basiert auf einer 

immortalisierten Zelllinie aus den Ovarien des Chinesischen Zwerghamsters, in dem 

gegenwärtig 70 % aller therapeutischen Proteine hergestellt werden47. Im Allgemeinen weisen 

Säugetierzelllinien eine passende Umgebung für die Produktion von komplexen Proteinen mit 

einem human-ähnlichen Glykosylierungsmuster auf48. Aufgrund der Komplexität der 

Säugetierzellen erfordert die Proteinproduktion eine Adaptierung der jeweiligen Zelllinie an 

definierte Kultivierungsbedingungen und an ein Serum-freies, komplexes Medium, um die 

Produktqualität aufrecht zu erhalten sowie „Batch-to-Batch-Variationen“ einzuschränken, 

wodurch die Proteinproduktion aufwendiger und kostenintensiver wird49. Die Einführung des 

Zielgens in das Genom einer Säugetierzelle ist im Vergleich zu Bakterien und Hefen aufgrund 

der natürlichen Resistenz gegen Fremd-DNA und der Dezentralisierung von Transkription und 

Translation erschwert. Des Weiteren ist die Selektion von Klonen und die Erhaltung der 

transfektierten Zelllinien aufwendig und kostenintensiv26. Durch die Entwicklung von neuen 

Gen-Editierungsmethoden wie z. B. CRISPR/Cas können Gene gezielt eingefügt, entfernt oder 

ausgeschaltet werden, wodurch die Einbringung eines Zielgens stark erleichtert wurde50,51. So 

wurde zum Beispiel die Fucosyltransferase 8 (FUT8) in CHO-Zellen ausgeschaltet52. Das 

Vorhandensein von Fucose in der Glykosylierung, welches in einer α-1,3-Verknüpfung vorliegt, 

kann zu allergischen Reaktionen führen. Durch das Ausschalten des FUT8-Gens konnte 

gezeigt werden, dass Antikörper, die in diesen CHO-Zellen produziert worden sind, eine 

verbesserte Antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität aufweisen. Ein weiterer 

Unterschied im Glykosylierungsmuster von Proteinen, die in CHO-Zellen produziert wurden, 

liegt in der Verknüpfung der Sialinsäuren. Humane Glykosylierungen zeichnen sich durch eine 

α-2,6-Sialisierung aus, eine Verknüpfung, die in CHO-Zellen nicht produziert werden kann. Die 

Überexpression von Glykosyltransferasen wie z. B. der α-2,6-Sialyltransferase, ermöglicht in 

diesem Zusammenhang eine weitere Anpassung des Glykosylierungsmuster. Für das Hormon 

Erythropoetin konnte der Anteil an Sialinsäuren um 26 % erhöht werden, wodurch die Stabilität 

des Hormons verbessert werden konnte53.  
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1.2.3. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

Da ein Schwerpunkt in der vorliegenden Arbeit auf der Synthese von Membranproteinen, im 

Besonderen von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) liegt, werden GPCRs in diesem 

Abschnitt gesondert betrachtet. Membranproteine sind in jeder biologischen Membran 

vorhanden und können unterteilt werden in integrale Membranproteine, welche die 

Lipiddoppelschicht der Membran durchspannen, und periphere Membranproteine, welche an 

eine Seite der Membran assoziiert sind54. Aufgrund der Omnipräsenz in sämtlichen Zellen und 

den unterschiedlichsten Funktionen als Transporter, Kanäle, Enzyme und Rezeptoren ist es 

nicht verwunderlich, dass Membranproteine durch zirka 30 % des humanen Genoms kodiert 

werden55 und 50 % aller pharmazeutischen Medikamente Membranproteine adressieren56. 

Eine der größten Unterklassen der Membranproteine sind GPCRs, welche durch ca. 800 

verschiedene Gene kodiert werden57 und in 5 weitere Untergruppen abhängig von ihrer 

Sequenz und Funktion unterteilt werden können. Man unterscheidet die Rhodopsin-, 

Glutamat-, Sekretin-, Adhäsion-, und die Frizzled/Taste2-Rezeptor-Familie (Abbildung 1).  

 

Abbildung 1. Übersicht der GPCR-Familie. Dargestellt sind die fünf Untergruppen von GPCRs. Die Anzahl der jeweiligen 
Mitglieder einer Untergruppe ist in Klammern angegeben. Modifiziert nach58 

Rhodopsin-Rezeptoren stellen hierbei die am besten charakterisierte Klasse dar, da sie mit 

über 700 Vertretern auch die am häufigsten vorkommenden Rezeptoren sind. Aufgrund der 

hohen Anzahl an Rhodopsin-Rezeptoren sind die Proteine dieser Klasse sehr heterogen in 

ihrer Struktur. Konservierte Motive lassen sich in der Transmembrandomäne 3 (E/DRY-

Motiv59), 6 (CWxP-Motiv60) und 7 (NPxxY-Motiv61) finden. Darüber hinaus sind diese GPCRs 

zumeist durch eine Disulfidbrücke gekennzeichnet, die den ersten und dritten extrazellulären 

Loop mit einander verbindet62. Zu den Rhodopsin-Rezeptoren gehören pharmazeutisch 

relevante Targets, wie z. B. Serotonin- und Dopamin-, Opioid-, Somatostatin-, Angiotensin- 

und olfaktorische Rezeptoren, sowie die in dieser Arbeit betrachteten Endothelin und 

Adenosin-Rezeptoren63. Sekretin-Rezeptoren sind besonders in der Regulierung des 

Hormonhaushaltes involviert und durch eine lange N-terminale Domäne (120-160 

Aminosäurereste) gekennzeichnet, die mit peptidbasierten Liganden interagiert64. Glutamat-

Rezeptoren werden durch Neurotransmitter, Glutamat und GABA, aktiviert. Darüber hinaus 

sind sie im Empfinden der Geschmäcker süß und Umami, sowie in der Regulation von 

Kalzium-Rezeptoren involviert65. Gekennzeichnet sind Glutamat-Rezeptoren durch eine 

extrazelluläre Venus Fliegenfalle-Domäne, eine zweilappige Struktur, in deren Öffnung sich 

die Bindungsstelle befindet65. Adhäsions-Rezeptoren erkennen hauptsächlich Zellmembran- 

und extrazelluläre Matrixproteine, aber auch Polysaccharide, Fettsäuren, sowie Phospho- und 

Glykolipide. Ein besonderes Merkmal von Adhäsions-GPCRs ist eine große extrazelluläre 

Domäne, die aus 300-6000 Aminosäureresten bestehen kann und spezifische Bindemotive für 

Interaktionspartner, wie z. B. den epidermalen Wachstumsfaktor, aufweisen kann66. Darüber 



17 
 
 
hinaus zeichnet sich diese Rezeptorklasse durch eine einzigartige autoproteolytisch-induzierte 

Domäne (GAIN) aus, die in der Spaltung der großen extrazellulären Domäne resultiert. Durch 

eine heterologe Zusammenlagerung von extrazellulärer Domäne und einem C-terminalen 

Fragment wird eine hohe strukturelle und funktionelle Diversität der Rezeptorklasse 

ermöglicht67. Die Homologie der Frizzled-Rezeptor-Familie, im Vergleich zu den anderen 

GPCR-Familien, ist beschränkt auf das Vorhandensein der sieben Transmembrandomänen. 

Zusätzlich konnte ein konserviertes Motiv (KTXXXW) gefunden werden, welches eine nahe 

Verwandtschaft zu den Geschmacksrezeptoren (Taste2) aufweist68. Frizzled-Proteine sind in 

der Aktivierung des Wnt/ß-Catenin Signalweges involviert69, Taste2-Rezeptoren in der 

Empfindung der Geschmacksrichtung bitter70.  

Trotz der individuellen Charakteristika der verschiedenen Klassen von GPCRs, sind diese 

Proteine im Allgemeinen durch 7 Transmembrandomänen mit jeweils drei extra- und 

intrazellulären Loops gekennzeichnet sowie einem vergleichbaren Mechanismus der 

Aktivierung71. Nach Bindung eines Liganden an den extrazellulären Bereich des GPCRs erfolgt 

eine strukturelle Änderung der intrazellulären Bereiche. Davon betroffen ist das Ende der TM6, 

welche nach der Bindung des Agonisten in Richtung TM5 rotiert72,73. Diese Rotation wird durch 

das Auflösen der ionischen Interaktion des E/DRY-Motivs am Ende der TM3 mit dem Ende 

der TM6 erreicht74,75. Durch die Konformationsänderung der intrazellulären Bereiche wird das 

Koppeln und somit die Aktivierung der G-Proteinen ausgelöst76. G-Proteine bestehen aus einer 

Gα-, Gβ- und Gγ-Untereinheit77. Die Gα-Untereinheit besitzt im inaktivierten Zustand ein 

gebundenes GDP, welches nach der GPCR-Aktivierung freigesetzt und durch GTP ersetzt 

wird. Zusätzlich dissoziieren die Gβγ-Untereinheiten von der Gα-Untereinheit, wodurch die G-

Proteine im aktiven Zustand vorliegen und Effektormoleküle wie Kalzium, Kaliumkanäle, 

Adenylatzyklasen, Phospholipasen A2, C(-β), Phosphoinositid-3-Kinase und Proteinkinasen 

regulieren78. Die Inaktivierung der G-Proteine erfolgt über die Hydrolyse des gebundenen 

GTPs zu GDP77. Das einfachste Modell um die Kinetik der Aktivierung eines GPCRs zu 

beschreiben ist das „Zwei-Zustände-Modell“. In diesem Modell wird angenommen, dass der 

GPCR hauptsächlich in zwei Zuständen, dem inaktiven Zustand (R) und dem aktiven Zustand 

(R*) vorliegt. In Abwesenheit eines Liganden wird die basale Aktivität eines GPCRs aus dem 

Äquilibrium zwischen R und R* bestimmt. Die Effektivität eines Liganden wird anhand dieses 

Modells, das Äquilibrium entweder in den R- oder R*-Status zu verschieben, beschrieben79. 

Studien zeigen zusätzlich, dass neben der aktiven und inaktiven Form intermediäre 

Konformationen von GPCRs nachweisbar sind, die einen höchst dynamischen Prozess der 

Ligandbindung bis zur Signalwegaktivierung ermöglichen80,81. Nichtsdestotrotz sind 

heutzutage die Liganden von ca. 100 GPCRs sowie deren Funktion unbekannt. Diese orphan 

Rezeptoren sind besonders für therapeutische Zwecke interessant, da sie neue Targets für 

die Entwicklung und Adressierung von Medikamenten darstellen82. Die Identifikation von 

Liganden erfolgte zumeist über die Expression des jeweiligen orphan Rezeptors in einem 

zellbasierten System und der Zugabe von großen Liganden-Bibliotheken im 

Hochdurchsatzverfahren83. Neuere Methoden basieren auf den Fortschritten in der 

Strukturaufklärung von GPCRs. Durch die Entwicklung von optimierten 

Kristallisationsprozeduren, wie z. B. der Kristallisation in einer Lipid-Mesophase84 und der 

Femto-Sekunde-Kristallisation85, sowie der Stabilisierung der Zielproteine durch die 

Einführung von Mutationen und der Konstruktion von Fusionsproteinen, konnten in den letzten 

Jahren 100 Strukturen von 46 verschiedenen GPCRs in unterschiedlichen Konformationen 

aufgeklärt werden58,86. Durch die erhaltenen Kristallstrukturen konnte der Fokus zur 

Identifikation von Liganden auf virtuelle Ligand-Screening Methoden gelegt werden87. Nach 

wie vor ist jedoch die Problematik der Expression von GPCRs in ausreichenden Mengen 
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gegeben. Daher soll im nächsten Abschnitt die Herstellung von GPCRs in zellbasierten 

Systemen betrachtet werden. 

1.2.4. Expression von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren  

GPCRs sind besonders in die Übertragung von extrazellulären Signalen, ausgelöst durch 

Duftstoffe, Licht, Peptide, Neurotransmitter, Hormone und kleine Moleküle, über die 

Membranbarriere in den intrazellulären Raum involviert88. Gerade durch anschließende 

Signalkaskaden, welche die Zellproliferation aber auch den Zelltod stimulieren können, ist eine 

Überexpression von GPCRs in lebenden Zellen kritisch, da zytotoxische Nebeneffekte 

auftreten können89. Um diese zu umgehen, können induzierbare Expressionssysteme 

verwendet werden90. Die Induktion kann durch externe Faktoren wie Veränderung der 

Temperatur und Addition von Chemikalien erfolgen91. Durch die natürlich vorkommende 

geringe Konzentration an Membranproteinen in der Zellmembran ist eine in vivo Produktion 

und die anschließende Isolation aufwendig und kostenintensiv92. Des Weiteren kann eine 

Überexpression von Membranproteinen die Integrität der Plasmamembran stören93. Durch die 

natürlich vorhandenen, hydrophoben Transmembrandomänen tendieren Membranproteine 

zur Aggregation, was in einer Fehlfaltung und einem Verlust der Funktion resultieren kann. 

Nur wenige GPCRs konnten aus Proteinaggregaten korrekt rückgefaltet werden94,95. Ein 

wesentlicher Unterschied zwischen eukaryotischen und prokaryotischen 

Expressionssystemen liegt in der Elongationsrate der Polypeptidkette. Während in E. coli zirka 

10-20 Aminosäuren pro Sekunde an die Polypeptidkette angefügt werden, liegt dieser Wert in 

eukaryotischen Systemen im Bereich von 3-8 Aminosäuren. Für eine geringere 

Elongationsrate konnte eine bessere Faltung der synthetisierten Proteine identifiziert 

werden96. Für eine korrekte Faltung können wiederum spezifische Chaperone nötig sein, die 

im ausgewählten Expressionssystem in niedrigen Konzentrationen oder gar nicht vorliegen. 

Besonders in prokaryotischen Expressionssystemen ist eine korrekte Faltung problematisch, 

da keine spezifischen G-Proteine oder Interaktionspartner für GPCRs vorhanden sind, die die 

Faltung unterstützen können97,98. Als Alternative können Proteine, wie das hochlösliche 

Maltose-Bindeprotein99 oder Proteine der äußeren E. coli-Membran (OmpF)100 an das 

Zielprotein fusioniert werden, wodurch die Aggregatbildung des Zielproteins reduziert werden 

kann101. Darüber hinaus kann das MBP aufgrund der spezifischen Bindung zu Amylose als 

Isolationstag eingesetzt werden102. Zusätzlich unterscheiden sich die Membranen der 

einzelnen Expressionssysteme in ihrer Lipidzusammensetzung. Die Stabilisierung der 

Membran wird in Säugetierzellen unter anderen durch Cholesterin unterstützt, ein Steroid, 

welches in Membranen von Hefen durch Ergosterol ersetzt wird. Insektenzellen besitzen eine 

geringere Konzentration an Cholesterin in ihrer Membran und E. coli weist keinerlei 

Cholesterin auf103.  

Eine weitverbreitete Strategie in der Überexpression von GPCRs nutzt rekombinante Viren, 

da diese zum einen sehr effektiv ihr Genmaterial in die Zelle einschleusen können und 

effiziente Promotoren für eine hohe Proteinexpression besitzen104. Auf Insektenzell-Basis ist 

hier das Baculovirus-Expressionssystem zu nennen105. Mehr als 80 Kristallstrukturen von 

GPCRs konnten mit Hilfe einer Synthese im Baculovirus-Expressionssystem gelöst werden106. 

Auch in Säugetierzell-Expressionssysteme kommen rekombinante Viren zum Einsatz. 

Besonders zu beachten ist hier jedoch, dass das Virus zwar die Zielzelle infizieren, sich aber 

nicht in dieser replizieren kann107. Diese Kriterien erfüllt das Semliki Forest Virus (SFV), 

welches bei Nagetieren vorkommt, aber keine Symptome beim Menschen auslöst. Mit Hilfe 

des SFV Expressionssystems konnten mehr als 100 verschiedene GPCRs exprimiert 



19 
 
 
werden108. Trotz der Erfolge in der GPCR-Produktion verbleibt häufig ein großer Anteil der 

hergestellten Polypeptidkette im ER als fehlgefaltetes und nicht-funktionsfähiges Protein109. 

Für den Vasopressin-Rezeptor wurde z. B. nur ein Anteil von 0,005 % als aktiver GPCR 

bestimmt110. Darüber hinaus ist das SFV Expressionssystem im Vergleich zu Hefe- und 

bakteriellen Expressionssystemen teuer und aufwendig. Vor allem die Herstellung von hohen 

Mengen an RNA für die Virusproduktion ist kostenintensiv. Außerdem verlangen viele Staaten, 

dass aufgrund des verwendeten Virus im Sicherheitsbereich der Stufe 2 gearbeitet wird109.  

Aufgrund der gelisteten Limitationen bei der Synthese von Membranproteinen sowie den 

angeführten Problemen bei der Synthese von posttranslationalen Modifikationen, besonders 

im Hinblick auf Glykosylierungen, werden alternative Proteinsynthesemethoden auch 

weiterhin entwickelt. Ein bereits etabliertes System ist die zellfreie Proteinsynthese, die im 

nächsten Abschnitt näher betrachtet wird.  

1.3. Zellfreie Proteinsynthese 

Die Grundlage der zellfreien Proteinsynthese (ZFPS) wurde bereits in den 1960er-Jahren von 

Matthaei und Nirenberg geschaffen111. Der damalige Fokus lag auf der Untersuchung des 

Proteintranslationprozesses in E. coli. Aufbauend auf dieser Forschung wurden, neben dem 

erwähnten prokaryotischen System, verschiedenste eukaryotische Zellfreisysteme entwickelt. 

Zu diesen gehören Protozoen-, Pilz (Saccharomyces cerevisiae)-, Pflanzen (Weizenkeim, 

Tabak BY-2)-, Insekten (Spodoptera frugiperda 21)- und Säugetier (Kaninchen Retikulozyten, 

Ovarien des Chinesischen Zwerghamsters, HEK293, HeLa)-basierte zellfreie Systeme112. 

Trotz des unterschiedlichen Ursprunges, basiert jedes System auf translationsaktiven 

Zellllysaten, welche die komplette Translationsmaschinerie enthalten und somit eine 

Proteinsynthese ermöglichen. Für die Zelllysatgewinnung werden ausgewählte Zelllinien 

fermentiert und bei einer definierten Zelldichte aufgeschlossen. Während der Zellkern, 

Zelltrümmer sowie endogene RNA entfernt werden, bleiben essentielle Bestandteile für die 

Proteinsynthese wie z. B. Ribosomen, Aminoacyl-tRNA-Synthetasen, Translationsfaktoren 

und Chaperone erhalten 11. Der erhaltene Zellextrakt wird anschließend mit Energie in Form 

von ATP und GTP, einem Energie-Regenerationssystem und Aminosäuren ergänzt. Die 

Zugabe des Nukleinsäure-Templates kann als zirkuläre oder lineare DNA („gekoppelt“)113,114 

oder als im Vorfeld transkribierte mRNA (linked)115 erfolgen. Im linked Modus wird die 

Translation durch einen Gelfiltrationsschritt von der Transkription getrennt, wodurch eine 

Einstellung der optimalen Parameter wie Temperatur, Pufferbedingungen und 

Salzkonzentration ermöglicht wird14. Das allgemeine Prinzip der ZFPS ist in Abbildung 2 

dargestellt.  



20 
 
 

 

Abbildung 2. Prinzip der zellfreien Proteinsynthese. Dargestellt sind die Bestandteile einer Batch-basierten zellfreien 
Reaktion. Diese beinhalten ein translationsaktives Lysat prokaryotischen oder eukaryotischen Ursprungs, ein DNA-Templat in 
zirkulärer oder linearer Form, Aminosäuren, sowie Energie und ein Energie-Regenerationssystem. In bestimmten 
eukaryotischen Zelllysaten wie z. B. in CHO-, Sf21-, Human- und Tobacco-basierte zellfreien Systemen liegen endogene 
Membranstrukturen vor, die eine kotranslationale Integration von Membranproteinen ermöglicht. Modifiziert aus112 

Der einfachste Reaktionsmodus, eine sogenannte „Eintopf-Reaktion“ (Batch), in dem 

sämtliche Komponenten in einem Reaktionsgefäß zusammengegeben werden, zeichnet sich 

durch eine schnelle Proteinsynthese von wenigen Stunden aus7. Die Proteinausbeute ist 

jedoch limitiert, da Energiekomponenten aufgebraucht werden und inhibitorische Phosphate 

akkumulieren116. Durch die Korrelation der Produktivität der Proteinsynthese und der 

Langlebigkeit der Reaktion wurden Reaktionsverfahren entwickelt, die dem Verbrauch der 

Energiekomponenten entgegenwirken, sowie akkumulierende inhibitorische Phosphate 

kontinuierlich entfernen117. Diese Dialyse-Systeme bestehen aus zwei Kammern: einer 

Reaktionskammer, die vergleichbar mit der Batch-Reaktion ist, sowie einer 

Versorgungskammer, durch welche die Batch-Reaktion kontinuierlich mit frischen 

Komponenten wie Energie, Aminosäuren und Salzen beliefert wird (continuous-exchange cell-

free system, CECF)118. Die beiden Kammern sind durch eine semipermeable Membran mit 

einer Porengröße von 10 kDa getrennt, wodurch die Zufuhr von frischen Komponenten 

ermöglicht wird, das Zielprotein jedoch in der Reaktionskammer verbleibt. Mit Hilfe des 

Dialyse-Verfahrens konnte die Proteinsynthese von ca. zwei Stunden auf mehrere Tage 

verlängert werden119.  

1.3.1. Zellfreie Proteinsynthese in prokaryotischen Zellextrakten 

In prokaryotischen zellfreien Systemen wurden durch das CECF-System Proteinausbeuten 

von mehreren mg/ml erreicht7. Besonders in prokaryotischen Zellfreisystemen fokussiert sich 

die Entwicklung auf preisgünstigere Energie-Regenerationssysteme. Während der 

Proteinsynthese werden energiereiche Moleküle wie ATP und GTP für die mRNA Synthese, 

die Beladung von Aminoacyl-tRNAs und die Aktivierung von Translationsfaktoren benötigt. 
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Darüber hinaus arbeiten Proteine wie Helikasen und Chaperone ATP-abhängig120. Für eine 

effiziente Energieregeneration wurde zu Beginn das energiereiche Anion der 

Phosphoenolbrenztraubensäure (PEP) eingesetzt, dessen Phosphatgruppe durch die 

Pyruvatkinase auf Adenosindiphosphat (ADP) übertragen wird und in der Bildung von ATP 

resultiert113. Durch einen rapiden Abbau von PEP zu Pyruvat und anorganischem Phosphat 

eignete sich dieses energiereiche Molekül nur bedingt zur Energiebereitstellung, sodass ein 

weiteres Regenerationssystem auf Basis von Glukose-6-phosphat entwickelt wurde116. Nach 

pH-Stabilisierung und einer Anpassung der Phosphatkonzentration konnten mit diesem 

System vergleichbare Proteinausbeuten erzielt werden, während die relativen Produktkosten 

um den Faktor 2,2 verringert wurden121. Um die Qualität der Proteinsynthese weiterhin zu 

verbessern, wurden gereinigte Komponenten aus E. coli für die Transkription und Translation 

eingesetzt122. In diesem PURE (protein synthesis using recombinant elements) System 

wurden ausgewählte Komponenten so modifiziert, dass sie gezielt aus der 

Translationsreaktion entfernt werden können. Zum Beispiel wurde der Terminationsfaktor 1 

(RF1) entfernt, welcher durch die Bindung an das Amber-Stopcodon die Translation 

beendet122. Durch die Reduktion des RF1 konnte ein effizienter Einbau einer nicht-

kanonischen Aminosäure am Amber-Stopcodon in das Zielprotein erreicht werden12. Dieser 

Ansatz wurde erweitert durch die genetische Veränderung des E. coli Stamms C321.ΔA, in 

welchem die 321 vorkommenden Amber-Stopcodons zu ochre-Stopcodons umgebaut 

wurden123. Mit dieser Methode konnte die nicht-kanonische Aminosäure p-Acetyl-L-

Phenylalanin an bis zu 40 Amber-Stopcodon Positionen in ein Elastin-ähnliches Polypeptid 

eingebaut werden124. Darüber hinaus wurde die Methode der Amber-Suppression genutzt, um 

z. B. ein N-Acetylglucosamin-Zucker an eine eingeführte Azid-Gruppe zu koppeln, um 

Limitierungen in posttranslationalen Modifikationen in E. coli zu umgehen125. Besonders das 

Fehlen von natürlichen Membranen schränkt die Fähigkeit von posttranslationalen 

Modifikationen in prokaryotischen zellfreien Systemen ein126. Dies ist besonders für die 

Herstellung von Membranproteinen kritisch, da die fehlenden natürlichen Membranen durch 

membran-ähnliche Strukturen in Form von Mizellen-bildenden Detergenzien, Liposomen, 

Nanodiscs oder exogene Mikrosomen ersetzt werden müssen127,128. Mit Hilfe der erwähnten 

Zusätze kann die Präzipitation des Zielproteins sowie ein Re-Solubilisierungsprozess, der die 

Proteineigenschaften negativ beeinflussen kann, vermieden werden129. Für Detergenzien wie 

4,4´-Diaminodiphenylmethan (DDM), Triton X-100, sowie Brij- und Tween-Derivate konnte 

gezeigt werden, dass kein negativer Einfluss auf die Proteinsynthese vorliegt und eine 

Mizellbildung bei einer definierten Konzentration induziert werden kann130. Durch synthetische 

Membranen wie Nanodiscs und Liposomen konnte die Proteinfaltung und Funktionalität von 

Membranproteinen ebenfalls verbessert werden. Die zufällige Einbettung der 

Membranproteine in Nanodiscs bzw. die passive Integration in Liposomen ermöglicht eine 

Adressierung extrazellulärer als auch intrazellulärer Domänen, wodurch Interaktionspartner 

identifiziert werden können. Für die Analytik von richtungs-abhängigen Prozessen wie z. B. 

der Transport von Ionen und kleinen Molekülen durch Ionenkanäle und Transporter in der 

Lipid-Doppelschicht, sind Nanodiscs und Liposomen begrenzt geeignet, da nicht alle 

synthetisierten Proteine die passende Orientierung aufweisen131. Während viele zellfreie 

Reaktionen im kleinen Maßstab angesetzt und für analytische Zwecke genutzt werden, konnte 

ein zellfreies E. coli-System erstmalig bis zu einem für die industrielle Produktion geeigneten 

Maßstab skaliert werden. Das disulfidverbrückte Protein GM-CSF (Granolozyten-

Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor) wurde in einem Reaktionsvolumen von 100 L mit 

einer Konzentration von 700 mg/l produziert132.  
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1.3.2. Zellfreie Proteinsynthese in eukaryotischen Zellextrakten 

Trotz der höheren Kultivierungskosten und der im Vergleich zu prokaryotisch basierten 

zellfreien Systemen geringeren Proteinausbeuten werden für die Synthese von komplexen 

humanen Proteinen eukaryotische zellfreie Systeme bevorzugt133. Während jedes der im 

Abschnitt 1.2 erwähnten Systeme Vorteile und Nachteile bietet, hängt die Wahl des Systems 

vom Ursprung und der Eigenschaften des jeweiligen Proteins ab7. Hefen wie Saccharomyces 

cerevisiae eignen sich aufgrund ihrer kosteneffizienten Kultivierung, der hohen Produktivität 

und der Fähigkeit korrekt gefaltete und posttranslational modifizierte Proteine zu 

synthetisieren134, als Ausgangsmaterial für ein ZFPS System. Bereits in den 1970er wurde ein 

solches System etabliert135, welches als Grundlage für die detaillierte Analyse der Cap-

abhängigen und Cap-unabhängigen Translationsinitiation diente136. Durch Optimierungs-

prozesse in den Kultivierungsbedingungen137, der Extraktpräparation138, in der Generierung 

des Templates139, der Energieversorgung, sowie der Entfernung von inhibitorischen 

Nebenprodukten140 konnte ein robustes und leistungsfähiges ZFPS System entwickelt werden 

mit Ausbeuten im µg/ml Bereich. Parallel wurden ZFPS Systeme auf der Basis von 

translational aktiven Pflanzenextrakten entwickelt. Bereits 1973 entdeckten Roberts und 

Paterson eine effiziente Translation von Tobacco mosaic Virus mRNA und beschrieben die 

Hasen Globin 9S RNA Translation in Weizenkeimen141. Die Anpassung von Magnesium, 

Kalium und der Aminosäure-Konzentration sowie der Supplementierung eines Energie-

Regenerationssystems und Spermidin resultierte in einer Steigerung der Produktivität des 

ZFPS Systems142,143. Durch die Nutzung des Dialyse-Systems können derzeit im zellfreien 

Weizenkeimsystem Proteinausbeuten im mg/ml-Bereich erreicht werden, wodurch das 

System konkurrenzfähig zu zellfreien E. coli-Systemen ist144. Ein Nachteil findet sich in der 

aufwendigen Lysatproduktion, die mehrere Waschschritte benötigt, um die inhibitorischen 

Effekte von Nukleasen und Proteasen im Endosperm der Weizenkeim-Embryonen zu 

minimieren145. Darüber hinaus, ähnlich zu E. coli-basierten Systemen, sind posttranslationale 

Modifikationen, wie Glykosylierungen, nicht möglich146. Ein zweites pflanzenbasierte zellfreies 

System wurde in den letzten Jahren auf Basis von Tabak BY-2 Zellen entwickelt147,148. Dieses 

System zeichnet sich durch eine vereinfachte, in wenigen Stunden durchführbare, 

Lysatpräparation aus. Erste Studien zeigen die erfolgreiche Synthese eines glykosylierten, 

disulfidverbrückten und aktiven Volllängenantikörpers149. Weitere Analysen von komplexen 

Proteinen sowie Optimierungsprozesse und Hochskalierungen des BY-2 Systems sind 

essentiell. Wie in 1.1.5 erwähnt, zeichnet sich das Baculovirus Expressionssystem in vivo 

durch eine erfolgreiche Synthese von komplexen und funktionell aktiven Proteinen aus. Aus 

diesem Grund wurde ein ZFPS System auf der Basis von kultivierten Spodoptera frugiperda 

Zellen entwickelt13,14. Das Besondere an diesem System liegt in der milden 

Aufschlussmethode der Zellen, wodurch das endoplasmatische Retikulum nicht vollständig 

entfernt wird. Die erhaltenen ER-Strukturen im System verbleiben als definierte membranäre 

Strukturen, sogenannte Mikrosomen, die eine kotranslationale Translokation von 

Membranproteinen in eine nahe natürliche Membran ermöglichen150. 

Wie auch in vivo konnte im zellfreien Insekten-System die Translokation durch die Fusion des 

Melittin-Signalpeptides des Apitoxin aus der Honigbiene gesteigert werden151,152. Neben der 

Translokation zeichnet sich das zellfreie Insekten-System durch posttranslationale 

Modifikationen wie Signalpeptidabspaltung153, Lipidierung154, Glykosylierung13, 

Phosphorylierung155 und Disulfidverbrückung156 aus. Die Produktivität des zellfreien Insekten-

Systems im Batch-Format liegt im µg/ml-Bereich und ist damit im Vergleich zum Weizenkeim- 

oder E. coli-basierten ZFPS System niedrig. Aus diesem Grund wurden verschiedene 
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Strategien zur Produktivitätssteigerung angewandt. Besonders Optimierungen in der 5´-

untranslatierten Region wie die Einführung eines Baculovirus-basierten Polyhedrin-

Verstärkers oder die Einbringung einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES) führten zu 

Erfolgen in der Syntheseleistung. Im Batch-System konnten im Folgenden Ausbeuten bis zu 

50 µg/ml erreicht werden157. In Kombination mit einem CECF-System konnten die 

Proteinausbeuten des hochmolekularen komplexen Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 

auf 285 µg/ml155 und des viralen glykosylierten Hüllprotein gp120 auf 860 µg/ml8 gesteigert 

werden.  

Ein erstes zellfreies Säugetier-System wurde auf der Basis von Hasen Retikulozyten 

etabliert158. Ursprünglich wurde dieses ZFPS System genutzt, um die einzelnen Schritte der 

Proteintranslation auf molekularer Ebene zu untersuchen. 1958 wurde die erfolgreiche 

Proteinproduktion durch den Einbau von radioaktiv markierten Aminosäuren am Beispiel des 

Hämoglobins gezeigt158. Die Lysatherstellung erfolgt durch die Isolation von Retikulozyten aus 

anämischen Hasen. Durch den Verdau von endogener mRNA durch den Einsatz einer 

Micrococcus Nuklease konnte das Zielprotein ohne die Hintergrundsynthese von endogenen 

Proteinen erfolgen159, wodurch dieses zellfreie System, dem heutzutage entwickelten, sehr 

ähnlich ist. Jedoch besitzt dieses System keine endogenen Membranstrukturen, wodurch 

ähnlich wie beim E. coli basierten ZFPS System, Lipidstrukturen in Form von Nanodiscs oder 

Mikrosomen zusätzlich supplementiert werden müssen. Ein weiterer Nachteil liegt in der 

niedrigen Produktivität des Systems mit Ausbeuten im geringen µg/ml–Bereich. In einer 

neueren Studie konnte gezeigt werden, dass durch die Einführung von viralen Verstärkern, 

ähnliche Strukturen zur IRES-Sequenz, die Proteinausbeute um den Faktor 10 erhöht werden 

konnte160. Zusätzlich zum zellfreien Insekten-System wurden Systeme auf kultivierten 

Säugetierzellen etabliert, welche ebenfalls mikrosomalen Strukturen aufweisen. Dies gelang 

sowohl für CHO als auch für ein auf kultivierten humanen Zellen basiertes zellfreies System. 

Eine Steigerung der Proteinausbeute im CHO-System konnte weiterhin durch die Einführung 

der Intergenic Region der Cricket Paralysis Virus (CrPV) IRES in die Gensequenz erreicht 

werden157. Die IRES fungiert wie auch im zellfreien Insekten-System als Initiationsfaktor-

unabhängiger Start der Translation, wodurch Proteinausbeute-limitierende Schritte wie 

Phosphorylierung von Initiationsfaktoren umgangen werden können161,162. Ebenfalls konnte 

durch die Kombination der IRES mit dem CECF System Ausbeuten von mehreren Hundert 

µg/ml erreicht werden, wodurch sich das CHO ZFPS System durch eine hohe Produktivität 

auszeichnet163. ZFPS Systeme auf Basis von kultivierten humanen Zellen besitzen den Vorteil 

einer natürlichen Codon Nutzung, wodurch besonders die Produktion von hochmolekularen 

Proteinen gefördert wird, da Terminationsprodukte aufgrund einer nicht optimalen Codon-

Nutzung vermieden werden können164. So konnten u.a. komplette virusartige Partikel 

synthetisiert werden165.  

1.4. Modellproteine 

1.4.1. Nanoluziferase 

Biolumineszenz kann nicht nur in den uns bekannten Glühwürmchen gefunden werden, 

sondern ebenfalls in Bakterien, Pilzen und besonders in marinen Organismen166. 

Biolumineszenz entsteht, wenn ein Photon-emittierendes Substrat durch das Enzym 

Luziferase oxidiert wird, wodurch Licht emittiert wird167. Aufgrund der hohen Sensitivität dieses 

Prozesses werden Luziferasen als Reporterproteine für die Quantifizierung von 

Expressionslevel, zur Proteinkonzentrationbestimmung, zur Ermittlung der Zellvialibilität, und 
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für Apoptose- und Interaktionsstudien verwendet. Die am besten untersuchten und dadurch 

am meist verwendeten Luziferasen stammen aus dem Leuchtkäfer Photinus pyralis (Firefly) 

und der Seefeder Renilla reniformis (Renilla). Mit ihrem Molekulargewicht von 61 kDa (Firefly) 

und 36 kDa (Renilla) sind diese Enzyme relativ groß und eignen sich daher nur begrenzt für 

die Fusion an Proteine mit geringerem Molekulargewicht für deren Detektion 167. Aus diesem 

Grund wurden weitere Luziferasen aus den Ruderfußkrebsen wie die Gaussia princeps 

(20 kDa)168 und die Metridia longa (24 kDa)169 entwickelt, die sich durch ein wesentlich 

geringeres Molekulargewicht auszeichnen. Trotz der Weiterentwicklung der Luziferasen wird 

die Probenhandhabung durch den schnellen Intensitätsverlust des emittierten Lichts, der 

Instabilität und die hohe Autolumineszenz des Substrates Coelentrazin erschwert und die 

Assaysensitivität reduziert170. Die Luziferase aus der Tiefseegarnele Oplophorus gracilirostris 

zeichnet sich durch ein Lumineszenzsignal mit hoher Quanteneffizienz und geringem 

Hintergrund aus, nutzt jedoch ebenfalls Coelentrazin als Substrat und ist mit vier 

Untereinheiten und einem Molekulargewicht von 118 kDa verhältnismäßig groß171. Durch eine 

Aminosäuresequenzoptimierung der 19 kDa großen Untereinheit konnte die 

Lumineszenzaktivität erhalten bleiben und die Stabilität dieser Untereinheit erhöht werden172. 

Zusätzlich wurde durch den Einsatz eines neuen Coelenterazin-Analogons (Furimazin) eine 

hellere Lumineszenzintensität sowie stabilere physikalische und chemische Eigenschaften im 

Vergleich zu kommerziellen Luziferasen erreicht172. Zusätzlich ist für viele der genannten 

Luziferasen bekannt, dass kleinste Änderungen im N- und/oder C-Terminus zu einem 

Funktionalitätsverlust des Enzyms führen können173,174. Dadurch sind diese Luziferasen nur 

begrenzt für eine Fusionierung an ein Zielprotein geeignet. Dieses Problem tritt bei der Nluc 

nicht auf. Aufgrund der verbesserten Eigenschaften der Nluc wurde diese Luziferase als 

Reporterprotein für die zellfreie Proteinsynthese verwendet.  

1.4.2. Endothelin-Rezeptoren 

Die Endothelin-Rezeptoren A und B gehören zu den Klasse A GPCRs. Sie werden im 

vaskulären Endothel, in den Lungen, im Gehirn, in den Nieren und in, an der Blutzirkulation 

beteiligten, Organen exprimiert175. Im der Großhirnrinde des menschlichen Gehirns befindet 

sich die höchste Dichte an ET-B–Rezeptoren176. Im Allgemeinen lassen sich ET-A-Rezeptoren 

und ET-B-Rezeptoren in ihrer konträren Wirkung unterscheiden. Während die Aktivierung des 

ET-A-Rezeptors zur Gefäßverengung (Vasokonstriktion) führt, wird durch den ET-B-Rezeptor 

eine Stickstoffmonooxid vermittelte Vasodilatation induziert177. Aufgrund des Blutgefäß-

erweiternden Effekts des ET-B-Rezeptors ist dieses Protein von pharmazeutischer Relevanz 

für die Entwicklung von potenten Agonisten, die zum einen für einen verbesserten Transport 

von Medikamenten, aber auch zur Behandlung von Bluthochdruck eingesetzt werden 

können178. Darüber hinaus agiert der ET-B-Rezeptor in Neuronen und Astrozyten als „anti-

aging-Protein“, wodurch Neurone vor Apoptose geschützt werden179. ET-Rezeptoren werden 

durch drei 21 Aminosäuren lange Peptide (ET-1, ET-2 und ET-3) mit hochspezifischen 

Affinitäten im piko- bis nanomolaren Bereich aktiviert. Während ET-1 und ET-2 vergleichbare 

Affinitäten zu beiden Endothelin-Rezeptoren aufweisen, besitzt der ET-3 Agonist eine um zwei 

Größenordnungen höhere Affinität zum ET-B-Rezeptor180. Der ET-B-Rezeptor besitzt am 

Aminosäurerest Asparagin 59 eine Glykosylierungsstelle. Glykosylierungen sind im 

Allgemeinen entscheidend für die Stabilität von GPCRs, der Lokalisierung und der 

Ligandbindung181. In Sf9 Zellen konnte gezeigt werden, dass eine Mutation der 

Glykosylierungsstelle keinen Einfluss auf die Eigenschaften des ET-B-Rezeptors hatte182. Eine 

weitere essentielle posttranslationale Modifikation für die Erhaltung der Konformation ist die 

Disulfidverbrückung zwischen den Resten Cys174 und Cys255183. Hier gibt es kontroverse 
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Ergebnisse. Während Mutationen der Cysteine zu Alanin in E. coli zu einem Verlust der 

Ligandbindung führte183, konnte in einem zellfreien System unter reduzierenden Bedingungen, 

die eine Disulfidverbrückung verhindern, Ligandbindung gezeigt werden184. Neben den 

strukturerhaltenen posttranslationalen Modifikationen ist eine Lipidierung, wie die 

Palmitoylierung ein Kennzeichen vieler Membranproteine. Der ET-B-Rezeptor wird 

typischerweise auf der zytoplasmatischen Seite palmitoyliert. Eine Kopplung des ET-B-

Rezeptors an ein Gα-Protein ist ohne Palmitoylierung nicht möglich185. Eine Analyse von 

vorhandenen posttranslationalen Modifikationen im zellfreien System wurde im Rahmen dieser 

Arbeit durchgeführt. 

1.4.3. Adenosin-Rezeptoren mit Fokus auf den Adenosin-Rezeptor A2a 

Die Adenosin-Rezeptoren können in 4 Subtypen unterteilt werden Adora1, Adora2a, Adora2b 

sowie Adora3, und weisen eine unterschiedliche mittlere Konzentration (EC50) ihres 

endogenen Liganden Adenosin auf186. Während das endogene Level an Adenosin im Gehirn 

von 20-200 nM ausreichend ist, um Adora1, Adora2a und Adora3 zu aktivieren, werden für die 

Aktivierung des Adora2bs Adenosinkonzentrationen im µM-Bereich benötigt187. Der Effekt des 

jeweiligen Adenosinrezeptors hängt von der Adenosinkonzentration sowie dem 

Expressionslevel des Subtyps ab. Adora1 und Adora3 Rezeptoren aktivieren nach ihrer 

Kopplung an Gi-Proteine, K+-Kanäle und inhibieren Spannungsabhängige Ca2+-Kanäle sowie 

die cyclische Adenosinmonophosphat (cAMP) Bildung. Trotz unterschiedlicher 

Kopplungsmechanismen des Adora2as an Gs- Proteine und Adora2b an Gs, Gq und G12-

Proteine weisen diese beiden Rezeptoren ähnliche Wirkungsmechanismen auf, die z. B. in der 

Bildung von cAMP resultieren186. Darüber hinaus sind Adora2a und Adora2b in verschiedenste 

biologische Funktionen involviert, wie die Regulation des Schlafrhythmus, der 

Bewegungsfähigkeit, der menschlichen Wahrnehmung und der Angiogenese. Adora2a und 

Adora2b sind pharmazeutisch relevant, da sie in der Ausbildung von verschiedenen 

Krankheitsbildern, wie Entzündungskrankheiten, Blutmangel und neurodegenerativen 

Krankheiten beteiligt sind188. Mit Ausnahme des Adora3-Rezeptors ist für die 

Adenosinrezeptoren bekannt, dass sie durch natürlich vorkommende Xanthin-Derivate wie 

z. B. Koffein inhibiert werden. Eine epidemische Verteilung indiziert, dass Kaffeetrinker 

möglicherweise ein geringeres Risiko haben, an Parkinson zu erleiden189. Dieser Effekt wird 

auf die Inhibierung des Adora2a zurückgeführt, da dieser durch Interaktionen mit dem 

Dopamin D2-und dem metabotropischen Glutamatrezeptor motorische Fähigkeiten in den 

Basalganglien beeinflussen kann189. Aufgrund der besonderen pharmakologischen Relevanz 

des Adora2a wird sich der nächste Abschnitt besonders mit diesem Subtyp beschäftigen.  

Ähnlich zum ET-B-Rezeptor wird der Adora2a in nahezu allen Geweben des menschlichen 

Körpers exprimiert. Die höchste Dichte des Adora2a befindet sich im Gehirn und in Zellen des 

Immunsystems190. Durch die Kristallstrukturaufklärung aus dem Jahr 2008 mit einer Auflösung 

von 2.6 Å wurde die Basis geschaffen, um selektivere Liganden für die Behandlung von 

Parkinson, Huntington oder Asthma zu identifizieren191. Bis heute existieren lediglich zwei von 

der FDA zugelassene Adora2a Antagonisten, weshalb sich die Forschung weiterhin auf den 

Adora2a fokussiert192. Aufgrund der Flexibilität von GPCRs, welche zwischen verschiedenen 

Konformationen wechseln können, gestaltet sich die Kristallisation schwierig. Im Falle des 

Adora2a wurde der dritte zytoplasmatische Loop durch Lysozym aus dem T4 Bakteriophagen 

ausgetauscht, sowie der C-terminale Bereich (Aminosäure 317-412) deletiert, um die Stabilität 

des Rezeptors zu erhöhen191. Im Vergleich zu bis dahin gelösten Kristallstrukturen wie die des 

β2-adrenergen Rezeptors und des Rhodopsin, wurden drei wesentliche Unterschiede im 
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Adora2a erkennbar: Die Anordnung der extrazellulären Loops unterscheidet sich stark von den 

genannten Klasse A GPCRs. Darüber hinaus erfolgt die Bindung des eingesetzten 

Antagonisten ZM241385 senkrecht zur Membran und liegt auf einer Geraden mit der 

Transmembrandomäne VII, wodurch eine erweiterte Bindungstasche kreiert wird. Zu guter 

Letzt liegen die Helices in einer abweichenden Konformation vor, wodurch die Interaktion des 

Antagonisten von Helices III und V zu den Helices VI und VII verschoben wird191. Trotz der 

unterschiedlichen Effekte der Antagonisten, ist die Aktivierung durch einen Agonisten wie 

Adenosin oder NECA vergleichbar mit der Aktivierung von anderen GPCRs aus der Klasse 

der Rhodopsinrezeptoren. Die größte strukturelle Änderung zwischen der Agonist-

ungebundenen und der Agonist-gebundenen Konformation erfolgt in den Helices V und VI, die 

nach ihrer Konformationsänderung eine räumliche Entfernung von ca. 5-6 Å zum Rezeptorkern 

zurücklegen193. Durch diese Bewegung entsteht eine Lücke zwischen den cyclisch 

angeordneten Helices, in die der C-Terminus des G-Proteins binden kann193. Aufgrund der 

drastischen Konformationsänderung der Helices V und VI wird diese Strukturänderung zur 

Visualisierung der Aktivierung des Rezeptors genutzt. So kann die Bewegung der 

Transmembrandomäne VI durch einen entfernungsabhängigen Förster-

Resonanzenergietransfer (FRET) oder Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer (BRET) 

verfolgt werden194. Durch das Einbringen eines Cyan-Fluoreszenzproteins (CFP) in den dritten 

extrazellulären Loop zwischen Helices V und VI sowie der Fusionierung eines C-terminalen 

YFPs konnte die spezifische Aktivierung durch den Agonisten Adenosin und die Inhibierung 

durch den Antagonisten Theophyllin gezeigt werden194. In der vorliegenden Arbeit wurde 

dieses Modell angepasst, indem ein Fluorophor in den dritten extrazellulären Loop integriert 

wurde, welcher durch eine an den C-Terminus des Adora2as fusionierte Nluc, angeregt wurde. 

Mit Hilfe dieses Sensorproteins wurde eine konzentrationsabhängige Ligandbindung im 

zellfreien CHO-System gezeigt.  

1.4.4. Erythropoetin 

Erythropoetin (EPO) reguliert im menschlichen Körper als endogen vorkommendes Hormon 

die Proliferation, Differentiation und Reifung von roten Blutkörperchen. Therapeutisch wird 

EPO für die Behandlung von Blutarmut195 als Folge von z. B. chronischem Nierenversagen196, 

chirurgischen Eingriffen und Chemotherapie eingesetzt197. Rekombinantes EPO wird seit 

1984198 in verschiedensten Zelllinien basierend auf Insekten199, Bakterien198, Hefen200 und 

Pflanzen201 exprimiert und isoliert. Aufgrund des hohen Glykosylierungsanteils von bis zu 40% 

des Gesamtmolekulargewichtes (30 kDa) wird EPO heutzutage hauptsächlich in Säugetier-

zellbasierten Expressionssystemen produziert, um humanidentische komplexe 

Glykosylierungen zu erhalten202. Die Reproduzierbarkeit von Glykosylierungsmustern ist 

aufgrund des komplexen Prozesses der Glykosylierung sowie der Beeinflussung von äußeren 

Faktoren wie Zelltyp, Entwicklungsstadium, Umgebung und metabolischer Zustand beinahe 

unmöglich. Aus diesem Grund können sich die finalen Glykosylierungsmuster in der 

Monosaccharidzusammensetzung und im Glykosylierungstyp, sowie der Verknüpfung der 

einzelnen Zucker unterscheiden203,204. Darüber hinaus kann sich zusätzlich die Adressierung 

der drei N-Glykosylierungsstellen, sowie der O-Glykosylierungsstelle unterscheiden, wodurch 

sowohl endogen als auch rekombinant ein heterogenes Gemisch an EPO produziert wird203, 

welches starke Variationen in der biologischen Aktivität und Stabilität aufzeigen kann205. Bis 

heute werden Produktionsverfahren optimiert und entwickelt, um EPO mit homogenen 

Glykosylierungen herstellen zu können. Diese reichen vom Zelllinienengineering206 über einen 

enzymatischen oder chemischen Umbau207 bis hin zu vollsynthetischen EPO-Molekülen208. In 

diesem Zusammenhang wird in der vorliegenden Arbeit die O-Glykosylierungsstelle spezifisch 
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durch die Verwendung nicht-kanonischer Aminosäuren (nkAs) adressiert, um die 

Heterogenität im Glykosylierungsmuster von EPO durch die Kopplung eines definierten 

Biopolymers zu reduzieren.  

1.5. Erweiterung des genetischen Codes 

Proteine werden natürlicherweise aus den ubiquitär vorkommenden 20 kanonischen 

Aminosäuren aufgebaut. Zusätzlich kann die Aminosäure Selenocystein durch die 

Selenylierung von L-Serin synthetisiert und in ausgewählte Proteine wie in das menschliche 

Selenoprotein P eingebaut werden209. Pyrrolysin, ein Derivat des L-Lysins, kann hingegen nur 

in bestimmten methanbildenden Archaeen- und Bakterienarten gefunden werden, da diese 

Aminosäure in Enzymen des Methan-Stoffwechsels vorhanden ist210. Jede der 20 kanonischen 

Aminosäuren wird in einem ersten Schritt an ihre zugehörige tRNA mit Hilfe der jeweiligen 

Aminoacyl-tRNA-Synthetase aminoacyliert211. In einem zweiten Schritt wird die Aminoacyl-

tRNA durch einen Elongationsfaktor zum Ribosom geleitet, wo die Aminosäure in die 

Polypeptidkette eingegliedert wird. Von den 64 vorhandenen Codons, bestehend aus einem 

Triplet der Nukleotide Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin (Uracil im mRNA-Transkript), 

codieren 61 Kombinationen für eine spezifische kanonische Aminosäure, während drei 

Kombinationen in einem Stopcodon (TAG, TAA, TGA) und einer damit verbundenen 

Terminationsfaktor induzierten Beendigung der Translation resultieren212. Durch die 

limitierende Anzahl an 20 kanonischen Aminosäuren bestehen Grenzen in den biochemischen 

und biophysikalischen Eigenschaften der gebildeten Proteine213. In der vorliegenden Arbeit 

wurde das Prinzip der Proteintranslation als Grundlage für die Erweiterung des genetischen 

Codes mit nkAs mit verschiedensten reaktiven Gruppen verwendet, um Proteine zu 

analysieren und diese mit neuen Charakteristiken zu erstellen. Im nächsten Abschnitt werden 

die genutzten Methoden vorgestellt, um nkAs ortsspezifisch in ein Protein integrieren zu 

können.  

1.5.1. Methoden zur ortsspezifischen Integration von nicht-kanonischen Aminosäuren  

Die enzymatische Aminoacylierung einer tRNA mit der passenden Aminosäure unterliegt 

verschiedenen Selektionsmechanismen. Abhängig von der Bindungstasche der Aminoacyl-

tRNA-Synthese wird die passende Aminosäure selektiert und unter einer ATP-abhängigen 

Bildung eines Aminoacyl-Adenylates aktiviert. Die zu der Aminosäure zugehörige tRNA wird 

meistens anhand des Anticodons der tRNA selektiert. Strukturmotive im Akzeptorstamm oder 

spezifische Haarnadelstrukturen, wie z. B. bei der Alanyl-tRNA-Synthetase, können ebenfalls 

zur Selektion der tRNA beitragen214. Darüber hinaus besitzen manche Synthetasen, wie von 

DNA-Polymerasen bekannt, einen „Proof-Reading“-Mechanismus, durch welchen die Bindung 

zwischen einer fehlerhaftbeladenen tRNA und der Aminosäure gelöst werden kann215. Trotz 

der verschiedensten Selektionsmechanismen können vereinzelt Aminosäuren fehlerhaft 

beladen werden. Dies geschieht mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 10000:1216. Diese 

Missacylierung diente als Grundlage der ersten Methodik zum Einbau von nicht-kanonischen 

Aminosäuren. Durch Mutagenese-Experimente konnte die Substratspezifität von Aminoacyl-

tRNA-Synthetasen so verändert werden, dass Aminosäure-Derivate in das Zielprotein 

integriert wurden217 Trotz dieser vielversprechenden Entdeckung zeigte sich, dass die 

katalytische Aktivität der Aminoacyl-tRNA-Synthetase stark reduziert wurde. Aus diesem 

Grund befasst sich die zweite Methodik mit der synthetischen Beladung von tRNAs218. Durch 

diesen Prozess können tRNAs mit Aminosäuren, die Fluoreszenzfarbstoffe oder Biotin tragen, 

aminoacyliert werden219,220. Nachteilig sind zum einen die hohen Produktionskosten, sowie der 



28 
 
 
experimentelle Aufwand, den eine chemische Aminoacylierung hervorruft, und die sterische 

Behinderung der kovalenten Gruppe während der Proteintranslation, die den Einbau der nicht-

kanonischen Aminosäuren beeinträchtigen kann220. Eine weitere Möglichkeit besteht in der 

Integration von Codons, die nur in einem veränderten Leserahmen zum Einbau der nkAs 

führen. Für diesen Zweck wurden z. B. vier- und fünfbasige Codons in die Gensequenz 

integriert221. Eine Voraussetzung für die erfolgreiche Umsetzung dieser Strategie ist die 

Synthese von modifizierten tRNAs, die einen erweiterten Anticodon-Bereich aufweisen, 

welcher komplementär zum gewählten vier- oder fünfbasigem Codon ist. Durch die Anpassung 

der umliegenden Codons resultiert der natürliche Triplet-Codon-Leserahmen in einem 

verfrühten Terminationsprodukt, welches vom Volllängenprotein mit integrierter nkAs 

unterschieden werden kann221. Diese Technik wurde sowohl für synthetisch als auch 

enzymatisch aminoacylierte tRNAs angewandt. Die am meisten genutzte Variante um nkAs 

ortsspezifisch in ein Protein zu integrieren basiert auf der Amber-Stopcodon-Suppressions-

Technologie222 (Abb. 3). Bei dieser Methodik wird ein Amber-Stopcodon (TAG) in einer 

ausgewählten Position in die Gensequenz eingebracht. Durch die Addition einer 

Suppressions-tRNA, welche ein zum Amber-Stopcodon komplementäres Anticodon trägt, wird 

die Translation am Stopcodon fortgeführt. Die Aminoacylierung kann, wie bereits beschrieben, 

auf chemischem oder enzymatischem Weg erfolgen. Aufgrund der vorhandenen 

Terminationsfaktoren liegt bei der Amber-Stopcodon-Methode eine Konkurrenz zwischen 

Suppression-tRNA und Terminationsfaktoren bei der Adressierung des Stopcodons vor. Dies 

hat zur Folge, dass zwei Produkte entstehen: das verkürzte Terminationsprodukt sowie das 

Volllängenprodukt. Wie im Abschnitt 1.2.1 beschrieben, kann in E. coli dieses Problem 

umgangen werden mit der Entfernung des Terminationsfaktors 1122. In eukaryotischen 

Systemen findet dieser Ansatz keine Anwendung, da der Terminationsfaktor 1 alle Stopcodons 

bindet223. Da in der vorliegenden Arbeit die Amber-Suppressions-Technologie in Kombination 

mit orthogonalen tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paaren umgesetzt wurde, wird im 

nächsten Abschnitt auf die verwendeten orthogonalen Systeme eingegangen.  
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Abbildung 3. Prinzip der Amber-Stopcodon-Suppression. Dargestellt ist die Aminoacylierung der Suppressions-tRNA durch 
die orthogonale Synthetase mit der nicht-kanonischen Aminosäure, sowie deren Integration in die Polypeptidkette. Mögliche 
Modifikationen der reaktiven Gruppe der nicht-kanonischen Aminosäure sind aufgezeigt.  

1.5.2. Orthogonale Systeme auf Basis der Tyrosin-Synthetase aus E. coli 

(EcTyrRS/EctRNA) und der Pyrrolysin-Synthetase aus Methanosarcina mazei 

(MmPylRS/tRNA) 

Durch die Veränderung von Aminosäuren in der Bindungstasche der jeweiligen Synthetasen 

können nkAs, zumeist dem ursprünglichen Substrat-ähnliche Strukturen, mit einer höheren 

Spezifität als das natürliche Substrat erkannt werden217. Die in diesem Abschnitt ausgewählten 

Synthetasen zeichnen sich durch eine hohe Effektivität in der Aminoacylierung aus. Eins der 

ersten entwickelten tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase Paare basiert auf der Tyrosin-

Synthetase aus E. coli18. Diese Synthetase wurde ausgewählt, da das Anticodon GUA ihrer 



30 
 
 
zugehörigen tRNA sich in nur einem Nukleotid zum Amber-Stopcodon CUA unterscheidet. Die 

Einführung der strukturell kleineren Purinbase Cytosin führte jedoch zu einer fehlenden 

Interaktion der Synthetase mit der tRNA. Durch den Austausch der Asparaginsäure an Position 

265 durch Arginin, welches eine längere Seitenkette besitzt, konnte die Interaktion zum 

Cytosin wiederhergestellt werden, sodass die Tyrosin-basierte tRNA mit einem CUA-

Anticodon von der Tyrosin-Synthetase aminoacyliert wird19. Durch die Einführung von drei 

weiteren Mutationen (Threonin 37, Serin 182, Alanin 183, p-AzidoPheRS-6 (eAzFRS))18 wurde 

die Substratspezifität sowie die Aminoacylierungseffizienz weiter erhöht, wodurch 

Phenylalanin-Derivate mit Aziden oder Alkinen in der Parastellung erfolgreich in das 

Zielprotein eingebaut werden können. Das EcTyrRS/EctRNA-Paar erfüllt in Bezug auf 

eukaryotische Systeme sämtliche Orthogonalitäts-Kriterien:  

1. Die orthogonale Synthetase aminoacyliert keine endogenen tRNAs. 

2. Die orthogonale tRNA wird nicht durch endogene Synthetasen aminoacyliert. 

3. Die orthogonale Synthetase erkennt die nkAs mit einer hohen Spezifität im 

Gegensatz zu endogenen Aminosäuren.  

4. Die nkAs wird nicht als Substrat für endogene Synthetasen erkannt.  

Durch diese Kriterien wird in eukaryotischen Systemen an der Amber-Stop-Position die nkAs 

in die Polypeptidkette integriert. Als nkAs wurden in der vorliegenden Arbeit Phenylalanin-

Derivate mit einer Alkin- (p-propargyloxy-L-Phenylalanin, pPa) oder Azid- (p-Azido-L-

Phenylalanin, AzF) Gruppe in der para- Position verwendet.  

Durch den Ursprung der Tyrosin-Synthetase aus E. coli ist dieses System nicht orthogonal zu 

prokaryotischen Systemen. Aus diesem Grund wurde ein zweites System etabliert, welches 

sowohl zu eukaryotischen als auch zu prokaryotischen Systemen orthogonal ist und auf der 

Pyrrolysin-Synthetase (PylRS) aus Methanosarcina mazei (MmPylRS) basiert.  

Pyrrolysin wird bereits natürlicherweise am Amber-Stopcodon in Proteine integriert, sodass 

eine natürlich vorkommende tRNA mit passender Synthetase vorliegt224. Die als Homodimer 

vorliegende Synthetase kann in einen N- und C-terminalen Bereich unterteilt werden. Während 

der C-terminale Bereich die katalytische Untereinheit enthält, ist der N-Terminus für die 

Bindung der tRNA verantwortlich224,225. An jedes Synthetasedimer binden zwei tRNA-

Moleküle, die über spezifische Nukleotide, sowie über die charakteristische Tertiär-Struktur 

der tRNA erkannt werden. Besonders die Basen-Paarung G1:C72 und die helikale Struktur 

des Akzeptor-Stammes führen das 3´-Ende der tRNA zum aktiven Zentrum der Synthetase226. 

Eine weitere Besonderheit der MmPylRS liegt in der Interaktion mit ihrem endogenen Substrat, 

dem Pyrrolysin. Die Erkennung des Pyrrolysin durch die MmPylRS erfolgt hauptsächlich über 

strukturelle Interaktionen. Durch die Größe des Pyrrolysins ist die Bindetasche der 

zugehörigen MmPylRS wesentlich größer, wodurch kleinere Aminosäuren mit dem aktiven 

Zentrum der Synthetase nicht interagieren können225. Durch die Einführung der Mutationen 

Alanin 306 und Phenylalanin 384 (PylRS-AF) konnte die geringe Aminoacylierungseffizienz 

erhöht werden und die Bindungstasche weiter ausgedehnt werden, sodass auch Aminosäuren 

mit großen cyclischen Ringen (5-, 6,- und 8-Ringe) von der Synthetase als Substrat genutzt 

werden20. Durch die Möglichkeit verschiedenste nkAs mit unterschiedlichen reaktiven Gruppen 

in das Zielprotein zu integrieren ist das MmPylRS/tRNA-Paar das derzeit meist genutzte 

orthogonale System in vivo. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde in der vorliegenden 

Arbeit das MmPylRS/tRNA-Paar im zellfreien CHO-System etabliert, um den Einbau von 

Lysinen mit einer Cyclooctin- oder Azid-Gruppe in das Modellprotein Adora2a zu realisieren. 

Für diesen Zweck wurden die nkAs Cyclooctin-L-Lysin (SCO), Trans-Cycloocten-L-Lysin 
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(TCO) und Azido-Lysin verwendet (AzL). Durch die erfolgreiche Integration des SCOs konnte 

die Cyclooctin-Gruppe mit Hilfe der Tetrazin-Ligation an einen Cy5-Farbstoff in einem 

kupferfreien Reaktionsmechanismus gekoppelt werden. 

1.5.3. Anwendungen 

Bioorthogonale Kopplungsreaktionen umfassen Reaktionen, welche nicht mit natürlichen 

biochemischen Prozessen kreuzreagieren und somit in lebenden Zellen durchgeführt werden 

können. Verschiedene Kriterien sollten dafür erfüllt werden. Erstens, die Kopplungsreaktion 

sollte selektiv zwischen den beteiligten reaktiven Gruppen sein und darf keine unspezifischen 

Reaktionen mit natürlich vorkommenden funktionellen Gruppen auslösen. Zweitens, die 

entstandene kovalente Bindung sollte chemisch inert sein und die Struktur und Funktionalität 

des gekoppelten Moleküls nicht beeinflussen. Drittens, die Reaktionen sollten sich durch eine 

hohe Umsetzungsgeschwindigkeit auszeichnen, sodass Prozesse wie Molekülbewegung oder 

strukturelle Veränderungen detektiert werden können. Viertens, die beteiligten 

Reaktionspartner, sowie Katalysatoren sollten keinen toxischen Einfluss auf die zu 

analysierenden Moleküle oder Proteine haben227. Viel genutzte Klickreaktionen, die diese 

Kriterien zum großen Teil erfüllen, sind die Staudinger-Ligation und die Kupfer-katalysierte 

Click-Reaktion (CuAAC). Die Staudinger Ligation wurde erstmals 1919 von Hermann 

Staudinger und Jules Meyer beschrieben und umfasst die Reaktion zwischen einem Azid und 

einem Phosphin228. Da das erhaltene Produkt Iminophosphin mit Wasser zu einem 

unerwünschten Edukt reagierte, wurde diese ursprüngliche Reaktion im Jahr 2000 von 

Bertozzi und Raines optimiert229,230. Durch die Einführung einer Ringstruktur an die Phosphin-

Gruppe konnte die Instabilität in Wasser umgangen werden. Die Staudinger-Ligation zeichnet 

sich durch eine hohe Selektivität aus, da sowohl Azide als auch Phosphine in der Natur nicht 

vorkommen. Zusätzlich ist diese Reaktion nicht toxisch und kann in wässriger Umgebung 

durchgeführt werden. Nachteilig ist eine mögliche Oxidation durch z. B. Luft der Phosphin-

Gruppe, wodurch die Klickreaktion inhibiert wird, sowie die langsame Kinetik der Reaktion. Die 

CuAAC ist eine Variante der Huisgen 1,3-dipolaren Cycloaddition, welche bereits in den 

1960er-Jahren etabliert wurde231. Ursprünglich zeichnete sich diese Reaktion durch die 

Bildung eines 1,2,3-Triazol-Rings mit geringer Regioselektivität aus, welcher unkatalysiert in 

Gegenwart von hohen Temperaturen gebildet wird. Durch die Entdeckung von Cu(I) als 

Katalysator in 2002232,233 konnte die Regioselektivität drastisch verbessert werden, sodass nur 

das 1,4-Regioisomer gebildet wird. Zusätzlich wurde eine Erhöhung der 

Reaktionsgeschwindigkeit um den Faktor 107 beobachtet, wodurch die Reaktion bei 

Raumtemperatur durchgeführt werden kann. Generell ist die CuAAC durch eine hohe Stabilität 

(pH 4-12), Wasserkompatibilität und einer hohen Umsetzung charakterisiert, wodurch sie 

heutzutage die meist eingesetzte Klickreaktion darstellt227.  

Der Einbau von lichtinduzierbaren nkAs in Proteinen über Amber-Suppression ermöglicht eine 

lichtabhängige Steuerung der Struktur und der Funktion des Zielproteins. Die lichtinduzierbare 

nkAs kann dabei eine Schutzgruppe tragen, welche nach Illumination freigesetzt wird. Befindet 

sich die nkAs z. B. im aktiven Zentrum eines Proteins, so kann durch die sterische Hinderung 

der Schutzgruppe das Protein in einen inaktiven Zustand vorliegen und durch Licht aktiviert 

werden. Durch den Einbau eines o-Nitrobenzyl-Tyrosins in den nikotinischen 

Acetylcholinrezeptors an drei ausgewählten Positionen (93Y, 127Y, 198Y) konnte der 

Ionenkanal spezifisch durch Illumination aktiviert werden234. In vivo wurde die Protein Kinase 

A durch den Einbau von o-Nitrobenzyl-Tyrosin in das aktive Zentrum so verändert, dass ATP 

nicht mehr gebunden werden konnte und die Kinase inaktiv vorlag. Durch Illumination konnte 

die Kinase spezifisch aktiviert werden235. Dieser Ansatz ist für Studien von einzelnen Schritten 

von Signalkaskaden interessant. Alternativ zu der lichtabhängigen Freisetzung der 

Schutzgruppe kann die nkAs eine Seitengruppe tragen, welche nach Illumination in eine 
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reaktive Form übergeht und an einen passenden Interaktionspartner koppelt. Besonders für 

Protein-Protein- und Protein-Ligand-Studien wird diese Methodik angewandt. Die nkAs AzF 

wurde über Amber-Suppression in die Bindungstasche von Chemokinrezeptoren eingeführt, 

um nach Lichtaktivierung den natürlichen Liganden T140 kovalent zu binden236. Die dritte 

Gruppe von lichtinduzierbaren nkAs besitzt eine Azobenzol-Gruppe, deren Struktur durch die 

Wellenlängen 365 nm und 460 nm reversibel von einer trans- zu einer cis-Form verändert 

werden kann. Durch den Einbau einer solchen nkAs in den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor 

konnten die Aktivierung, die Porenöffnung und die Glycin-Sensitivität gesteuert werden237.  

Neben der kontrollierbaren Aktivierung von Proteinen wird die Amber-Suppression besonders 

für die Implementierung von posttranslationalen Modifikationen angewandt. Während die 

Acetylierung und Methylierung von Lysinen besonders in Histonen für die Regulation der 

Transkription von Bedeutung ist238, sind posttranslationale Modifikationen wie Ubiquitinierung, 

Phosphorylierung und Glykosylierung allgegenwärtig. Aufgrund der Bedeutung der 

Phosphorylierung in physiologischen Prozessen wie Zellteilung, Zelldifferenzierung, Erhaltung 

des Zellmetabolismus, der Stressantwort und der Proteinsynthese239 wurde ein System auf 

Basis der Amber-Suppression entwickelt, welches die Inkorporation von Phosphoserin in das 

Zielprotein ermöglicht. Am Beispiel der Malat-Dehydrogenase aus Salmonella konnte gezeigt 

werden, dass PTMs möglicherweise abhängig von verschiedenen Umweltbedingungen 

kreuzreagieren können: Während die Phosphorylierung an Serin260 des Enzyms zu einer 

Inaktivierung führte, wurde die Malat-Dehydrogenase durch eine Acetylierung an Lysin140 

aktiviert240. Die Synthese von homogenen Glykosylierungen stellt wie in Kapitel 1.1.3 

angesprochen eine Hürde in der Proteinsynthese dar. Aus diesem Grund wurden Zucker in 

ihrer Aminooxy-Form hergestellt und zu der inkorporierten nkAs 4-Acetylphenylalanin 

hinzugefügt241. Der angefügte Zuckerrest kann durch zusätzliche Glykosyltransferasen und 

Monosaccharide modifiziert werden. Alternativ kann das komplette Zuckerbäumchen mit einer 

Aminooxy-Gruppe an die Acetyl-Gruppe des Phenylalanins gekoppelt werden, sodass eine 

definierte Glykosylierung mittels Amber-Suppression ermöglicht wird241. In Abbildung 4 ist eine 

Auswahl an gebildeten Edukten nach einer Kopplungsreaktion (Strain-promoted 

Cycloaddition, Kupfer-katalysierte Klickreaktion und Staudinger-Ligation) dargestellt. Die 

einzelnen Kopplungsreaktionen werden im Detail bei ihrem Einsatz in der vorliegenden Arbeit 

näher erläutert.  

 

Abbildung 4. Modifikationen von Proteinen. Gezeigt sind verschiedene Modifikationen wie PEGylierung, das Koppeln eines 
Farbstoffes, sowie das Anbringen von posttranslationalen Modifikationen wie ein Zuckerrest. Zusätzlich sind 
Verbindungsstrukturen zwischen nicht-kanonischen Aminosäuren und dem gekoppelten Molekül dargestellt. PEG: Strain-
promoted Cycloaddition, Farbstoff: Kupfer-katalysierte Klickreaktion, Zucker: Staudinger-Ligation 
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2. Materialien und Methoden 

 
2.1 Materialien 

 
2.1.1. Chemikalien und Reagenzien 

14C-Leucin Perkin Elmer 

3-Azido-7-hydroxycoumarin Jena Bioscience 

5´Cap m7G(ppp)G Warschau Universität, Prof. Darzynkiewicz 

Aceton  VWR International GmbH 

Adenosintriphosphat (ATP) Roche Deutschland GmbH 

Agar-Agar Carl Roth GmbH 

Alexa Fluor 555-Alkin Thermo Fisher Scientific 

Alexa Fluor 647-Alkin Thermo Fisher Scientific 

Aminosäuren Merck KGaA 

Ampicillin Sigma-Aldrich GmbH 

ATTO 532-Azid ATTO-TEC GmbH 

Azido-Lysin Sirius Fine Chemicals SiChem GmbH 

Blue Oxazin 651-Alkin Active Motif 

BODIPY -520-Alkin Active Motif 

BODIPY-TMR-Lysin-tRNAGAA Biotech Rabbit GmbH 

BODIPY-TMR-Lysin-tRNACUA Biotech Rabbit GmbH 

Caseinhydrolysat Carl Roth GmbH 

Caspase Inhibitor Z-VAD-FMK Promega GmbH 

Caspase Inhibitor AC-DEVD-CMK Santa Cruz Biotechnology 

Chloroform Carl Roth GmbH 

Click-IT Alexa Fluor 488 DIBO-Alkin Thermo Fisher Scientific 

Click-IT Alexa Fluor 594 DIBO-Alkin Thermo Fisher Scientific 

Cytidintriphosphat (CTP) Roche Deutschland GmbH 

DBCO-PEG4-5/6-Carboxyrhodamin 110 Jena Bioscience 

DBCO-Sulfo-Cy3 Jena Bioscience 

DBCO-Sulfo-Cy5 Jena Bioscience 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich GmbH 

Dodecyl-ß-D-maltosid (DDM) Qiagen GmbH 

Dithiothreitol (DTT, SDS-PAGE) Applichem GmbH 
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Dithiothreitol (DTT, Zusatz zur ZFPS) Thermo Fisher Scientific 

DY-490-Alkin Dyomics GmbH 

DY-530-Alkin Dyomics GmbH 

DY-649-Alkin Dyomics GmbH 

DY-632-Phosphin Dyomics GmbH 

DyLight650-Phosphin Thermo Fisher Scientific 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Biomol GmbH 

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

tetraessigsäure (EGTA) 

Biomol GmbH 

Ethanol Carl Roth GmbH 

Fluorescein-Azid (6-FAM-Azid) Lumiprobe GmbH 

Glukose Serva Electrophoresis GmbH 

Glycerol Carl Roth GmbH 

Guanosintriphosphat (GTP) Roche Deutschland GmbH 

Hydroxyethyl-1-piperazinyl-

ethansulfonsäure (HEPES) 

Biomol GmbH 

Isopropanol  VWR International GmbH 

Kaliumacetat (KOAc) Carl Roth GmbH 

Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA 

Kaliumhydroxid (KOH) Merck KGaA 

Kreatinphosphat Roche Deutschland GmbH 

Kupfer(II)-sulfat-Pentahydrat (CuSO4) Sigma-Aldrich GmbH 

L-Histidin Merck KGaA 

Luziferase Assay Reagent Promega GmbH 

Luziferase Substrat  Promega GmbH 

Lysogeny Broth (LB) Carl Roth GmbH 

Magnesiumacetat (Mg(OAc)2) Merck KGaA 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Merck KGaA 

Magnesiumsulfat (MgSO4) Merck KGaA 

Methanol Carl Roth GmbH 

Natriumacetat (NaOAc) Merck KGaA 

Natriumascorbat (NaAsc) Carl Roth GmbH 

Natriumazid (NaN3) Merck KGaA 
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Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA 

NP-40 New England Biolabs 

p-Azido-L-Phenylalanin (AzF) Iris Biotech GmbH 

Pepton Carl Roth GmbH 

PeqGold Universal Agarose Peqlab 

Phosphat-gepufferte Saline (PBS) Biochrom GmbH 

PolyG Primer IBA Lifesciences 

p-propargyloxy-L-Phenylalanin (pPa) Iris biotech GmbH 

RNasin Ribonuklease Inhibitor Promega GmbH 

Salzsäure Carl Roth GmbH 

Silikon-Rhodamin-Azid (SiR) Spirochrome 

Spermidin Merck KGaA 

Strained cyclooct-2-en-1-methylcarbamat-

Lysin (SCO) 

Sirius Fine Chemicals SiChem GmbH 

Sulfo-Cy3-Azid  Lumiprobe GmbH 

Sulfo-Cy5-Azid  Lumiprobe GmbH 

Trans-Cyclooct-2-en-L-Lysin (TCO) Sirius Fine Chemicals SiChem GmbH 

Tetramethylrhodamin-(TAMRA)-Azid Lumiprobe GmbH 

Tetrazin-Cy5  Jena Bioscience  

Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin 

(THPTA) 

Iris Biotech GmbH 

Trichloressigsäure (TCA) Carl Roth GmbH 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Sigma-Aldrich GmbH 

TRIzol Thermo Fisher Scientific 

tRNATyrCUA Eigene Herstellung 

tRNAPylCUA Biotech Rabbit GmbH/ Eigene Herstellung 

tSerCUA Biotech Rabbit GmbH 

Tween-20 Sigma-Aldrich GmbH 

Uridintriphosphat (UTP) Roche Deutschland GmbH 
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2.1.2. Puffer und Lösungen 

Für die Herstellung von sämtlichen Puffern und Lösungen wurde ultrapures Wasser 

verwendet, welches mit Reversosmose und einem Ionenaustauscher (Arium 611V Laboratory 

water system, Sartorius) behandelt wurde. Im Folgenden wird das gereinigte Wasser mit 

ddH2O abgekürzt.  

Synthetase Herstellung 

Synthetase Lager Puffer 50 mM HEPES pH 7,6 

10 mM KOAc 

1 mM MgCl2 

4 mM DTT 

eAzFRS  

Strep-Tag Aufreinigung  

Strep-Tag Waschpuffer (10X) IBA GmbH 

Strep-Tag Elutionspuffer (10X) IBA GmbH 

Strep-Tag Regenerationspuffer mit HABA 

(10X) 

IBA GmbH 

PylRS-AF  

His-Tag Aufreinigung  

His-Tag Waschpuffer 50 mM NaH2PO4 

500 mM NaCl 

20 mM Imidazol 

pH 8,0 

His-Tag Elutionspuffer 50 mM NaH2PO4 

500 mM NaCl 

250 mM Imidazol 

pH 8,0 

 

2.1.3. DNA Analytik 

2-log DNA-Leiter (0,1-10 kB) New England Biolabs GmbH 

DNA Quantifizierungsstandard  Carl Roth GmbH 

DNA Stain Clear G Serva Electrophoresis GmbH 

Gel Ladepuffer (6X) New England Biolabs GmbH 

Tris Base Borat EDTA (10X TBE) Carl Roth GmbH 
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2.1.4. Glykosidase Assay 

PNGase F Behandlung  

Glykoprotein Denaturierungspuffer (10X) New England Biolabs GmbH 

G7 Reaktionspuffer (10X) New England Biolabs GmbH 

NP-40 (10 %) New England Biolabs GmbH 

  

Endo H Behandlung  

Glykoprotein Denaturierungspuffer (10X) New England Biolabs GmbH 

G5 Reaktionspuffer (10X) New England Biolabs GmbH 

 

2.1.5. Heiße TCA Fällung und Szintillationsmessung 

TCA/ Caseinhydrolysat: 10 % (v/v) TCA 

2 % (w/v) Caseinhydrolysat 

  

TCA Lösung zum Absaugen mittels 5 % (v/v) TCA 

Vakuumanlage  

  

Quicksafe A Szintillations Cocktail Zinsser Analytic GmbH 

 

2.1.6. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

HotStar HiFidelity PCR Puffer (5X) Qiagen GmbH 

dNTPs Qiagen GmbH 

10X Taq Puffer Thermo Fisher Scientific 

 

2.1.7 SDS-PAGE 

NuPAGE MES SDS Laufpuffer (20X) Thermo Fisher Scientific 

NuPAGE LDS Probenpuffer(4X) Thermo Fisher Scientific 

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard Thermo Fisher Scientific 

SeeBlue Plus Pre-Stained Standard Thermo Fisher Scientific 

SimplyBlue Safe Stain Thermo Fisher Scientific 
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2.1.8. Enzyme 

Alkalische Phosphatase (CIP) New England Biolabs GmbH 

DNAse I New England Biolabs 

Kreatinkinase Roche Deutschland GmbH 

Endoglykosidase H (Endo H) New England Biolabs 

Restriktionsenzyme Thermo Fisher Scientific 

HotStar HiFidelity-DNA-Polymerase Qiagen GmbH 

Nuklease S7 Roche Deutschland GmbH 

Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F) New England Biolabs 

Taq-DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific 

T4-DNA-Ligase New England Biolabs GmbH 

T7-RNA-Polymerase Agilent 

 

2.1.9. Medien 

E. coli Kultivierung  

  

LB Medium  20 g/l 

  

LB Agar Platten 20 g/l LB Medium 

15 g/l Agar 

  

Super optimales Nährmedium mit 

zugesetzter Glucose (SOC Medium) 

20 g/l Pepton 

5 g/l Hefe Extrakt 

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgCl2 

10 mM MgSO4 

20 mM Glukose 

pH 7,0 

  

Insekten Zellmedium Ex-Cell TiterHigh Medium, Sigma Aldrich 

CHO Zellmedium PowerCHO2 CD, Lonza 
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2.1.10. Zelllinien 

E. coli K12 JM109 New England Biolabs GmbH 

Spodoptera frugiperda (Sf21) ECACC 

Ovarien-Zellen des Chinesischen 

Zwerghamsters (CHO-K1)  

ECACC 

 

2.1.11. Kits 

PureLinkTM HiPure Plasmid Midikit Prep Thermo Fisher Scientific 

RTS 500 HY E. coli Kit Biotech Rabbit GmbH 

RTS 100 Wheat Germ CECF Kit Biotech Rabbit GmbH 

NanoGlo Luciferase Kit Promega 

Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen GmbH 

DyeEx 2.0 SpinKit Qiagen GmbH 

StrepTactin Purification Kit IBA 

 

2.1.12. Plasmide 

pIX3.0-Nluc Fraunhofer IZI 

pcDNA3.1-ET-B Fraunhofer IZI 

pIX3.0-NCM-ET-B Geneart, Thermo Fisher Scientific 

pIX3.0-EPO_amb153 Fraunhofer IZI 

pMA-RQ-Adora2a-CFP Geneart, Thermo Fisher Scientific 

pIX3.0-NCM-Adora2a-Nluc In dieser Arbeit kloniert 

pMA-RQ-Adora2a_amb215-CFP Geneart, Thermo Fisher Scientific 

pIX3.0-NCM-Adora2a_amb215-Nluc In dieser Arbeit kloniert 

pQE2-eAzFRS-SII Fraunhofer IZI 

pIVEX2.4d-PylRS-AF Biotechrabbit GmbH 

pIVEX1.3WG-PylRS-AF In dieser Arbeit kloniert 

pUC1.8k-NC-PylRS-AF BioCat GmbH 

ptTyr Klon3 Biotechrabbit GmbH 

pQE2-tPylCUA Biotechrabbit GmbH 
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2.1.13. DNA Primer 

Die gelisteten Primer wurden von der Firma IBA bezogen. Die Primer wurden durch eine 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) von IBA gereinigt. Die folgenden 

Primersequenzen sind in 5´ 3` Richtung dargestellt.  

M13for GTA AAA CGA CGG CCA GTG 

M13rev CAG GAA ACA GCT ATG AC 

XF-Bio Biotin–ATG ATA TCT CGA GCG GCC GCT AGC TAA TAC 

GAC TCA CTA TAG 

XR-Bio Biotin–ATG ATA TCA CCG GTG AAT TCG GAT CCA AAA 

AAC CCC TCA AGA C 

X-ETB-oeEXFP-R CTT GCT CAC CTC TAG ACA AGA TGA GCT GTA TTT ATT 

ACT 

eYFP-F ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG 

x-EXFP-R CTT GGT TAG TTA GTT ATT ACT ACT TGT ACA GCT CGT 

CCA TGC CG 

tCUATyrEc-R (2´O-Me) TGG TGG TGG GGG AAG GAT TCG 

tCUAPylMm-R (2´O-Me) TGG CGG AAA CCC CGG GAA TCT 

tCUATyr-Ec-F CGA GCT CGC CCA CCG GAA TTC 

tCUAPyl-Mm-F CGA GCT CGC CCA CCG GAA TTC 

x-ETB-F CTT TAA GAA GGA GAT AAA CAA TGC AGC CGC CTC CAA 

GTC 

Mel-R GTCCGCATAGATGTAAGAAATG 

oeMel-Adora2a-F TCTTACATCTATGCGGACCCCATCATGGGCTCCTCC 

Oe-Adora2a-Nluc-R CTTCGAGTGTGAAGACCTCTAGACAGCCGTTCAGACGCAG 

Nluc-F CTT TAA GAA GGA GAT AAA CAA TGG TCT TCA CAC TCG 

AAG 

x-Nluc-R CTT GGT TAG TTA GTT ATT ACG CCA GAA TGC GTT CGC 

AC 

PylRS-AF-WG-StuI-F GTTGCCAGGCCTATGTCTGGTTCTCATCATCAT 

PylRS-AF-WG-SmaI-R TGGCTACCCGGGTTACAGGTTGGTACTAATACC 

 

2.1.14. Aptamere 

Anti-ATP-Aptamer (aAPT) 

FAM-

TCACTGACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT 

Hamilton Universität, Prof. Dr. John 

Brennan, Yingfu Li 242 
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Kontroll-Aptamer (cAPT) 

FAM-

TCACTGACCTGGGCCAGTATTGCGCTGGAAGGT 

Hamilton Universität, Prof. Dr. John 

Brennan, Yingfu Li 242 

Block-Sequenz 

CCCAGGTCAGTG-Dabcyl 

Hamilton Universität, Prof. Dr. John 

Brennan, Yingfu Li 242 

 

2.1.15. Verbrauchsgegenstände 

µ-Slide, IBIDI IBIDI GmbH 

10 % Bis-Tris Gele NuPAGE Thermo Fisher Scientific 

96-Well Nunc Mikrotiterplatte (Flacher 

Boden, weiß oder schwarz) 

Thermo Fisher Scientific 

Amicon Konzentrator (10 kDa und 30 kDa 

Cut-Off) 

Amicon 

Elektroporationsküvette (1 mm) Bio-Rad Laboratories GmbH 

Gravity Flow StrepTactin Superflow Säule 

(0,2 ml) 

IBA GmbH 

Pipettenspitzen mit Filter Biozym Scientific GmbH 

Glasfaserfilter (MN GF-3) Macherey-Nagel GmbH 

Immersionsöl 518F Carl Zeiss AG 

Ni-NTA Magnetische Beads Qiagen GmbH 

Parafilm M Pechiney Plastic Packaging 

Petrischalen (12 x 12 cm) Greiner Bio-One International 

Rotilabo Blottingpapier (1,0 mm) Carl Roth GmbH 

Szintillationsgefäße Zinsser Analytic GmbH 

Dialyse-Kammern (50 µl und 1 ml 

Reaktionsvolumen) 

Biotechrabbit GmbH 

Zeba Micro Spin Desalting Säule (7 kDa 

Molekularer Gewichts-Cut-Off) 

Thermo Fisher Scientific 

 

2.1.16. Geräte 

Agarose Gel Bildgerät (Gel iX Imager) Intas Science Imaging Instruments GmbH 

Agarose Gel System (PerfectBlue 

Gelsystem) 

Peqlab Biotechnologies GmbH 

Arium 611V Reinstwassersystem Sartorius AG 

Waagen (BP41005 und BP211D) Sartorius AG 
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Bioreaktor Biostat B-DCU II Sartorius AG 

Zentrifugen (5415 D und 5424 R) Eppendorf AG 

Zentrifuge Avanti J-25 Beckman Coulter GmbH 

DNA Engine PTC-200 PCR Gerät Bio-Rad Laboratories 

XCell SureLock Mini-Cell 

Elektrophoresesystem 

Thermo Fisher Scientific 

Vakuumtrockner (Unigeldryer 3545 D) UniEquip Laborgerätebau und Vertriebs 

GmbH 

Gene Pulser Xcell Elektroporationssystem Bio-Rad Laboratories GmbH 

Phosphor-Screen Löschstation GE Healthcare 

Inkubator BD23 BINDER GmbH 

Inkubationsschüttler Innova44 New Brunswick Scientific  

Inkubationsschüttler Multifors Infors GmbH 

LSM 510 (Konfokales Laser-Scanning-

Mikroskop) 

Carl Zeiss AG 

Mithras2 LB 943 Monochromator 

Plattenlesegerät 

Berthold Technologies GmbH 

NanoDrop ND2000c Spektrometer Thermo Fisher Scientific 

Orbitalschüttler Unimax 1010 Heidolph Instruments GmbH 

pH Messgerät Orion Star A211 Thermo Fisher Scientific 

pH Elektrode Orion 822BNWP Thermo Fisher Scientific 

Szintillationszähler Beckman Coulter gmbH 

Phosphor Bildschirm GE Healthcare 

Typhoon Trio + Variable Mode 

Bilderfassungsgerät 

GE Healthcare 

Amersham RGB GE Healthcare 

Vakuum Filtrationssystem (FH225V) Hoefer, Inc. 

Vibrax VXR IKA 

Vortex Genie 2 Scientific Industries 

 

2.1.17. Softwares 

Clone Manager 7 Scientific & Educational Software 

ImageQuantTL GE-Healthcare 

Intas Science Imaging Intas Science Imaging Instruments GmbH 
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LSM Image Browser und Zen 2009 Carl Zeiss AG 

Mikrowin 2000 und Mikrowin 2010 Berthold Technologies GmbH 

NanoDrop 2000c Software Thermo Fisher Scientific 

 

2.2. Methoden 

2.2.1. Generierung von linearen DNA-Templaten mittels Expressions-Polymerase-

Kettenreaktion (E-PCR) 

Regulatorische Elemente, die essentiell für die Initiation und Termination der in vitro 

Transkription und Translation sind, wurden an die codierende Sequenz des ausgewählten 

Gens in Form von 5´ und 3´ untranslatierten Regionen (UTR) mit Hilfe der E-PCR fusioniert 
243. Die regulatorischen Elemente setzen sich aus einem T7-Promotor, Haarnadelstrukturen 

(stem loop Sequenzen), einer ribosomalen Bindestelle, und einem T7-Terminator zusammen. 

Optional kann die Sequenz für einen Affinitätstag für eine spätere Aufreinigung des 

Zielproteins mit eingeführt werden. 

Das DNA-Templat des ET-B-eYFP-Rezeptors wurde mittels einer zweistufigen PCR generiert. 

In der ersten Stufe wurden genspezifische Primer verwendet, die am 5´- bzw. 3´-Ende des zu 

amplifizierenden Gens ansetzten. Zusätzlich besaßen die Primer der ersten Stufe spezifische 

5´Enden, die eine Hybridisierung mit den Primern der zweiten Stufe bzw. dem zu 

fusionierenden DNA-Fragment (eYFP) ermöglichten. Für die Generierung von linearen DNA-

Templaten wurde entweder die HotStar HiFidelity-DNA-Polymerase (HiFi) oder die Taq-DNA-

Polymerase verwendet. Die HiFi wurde aufgrund der vorhandenen 3´-5´-Exonuclease-Aktivität 

(proof reading) für PCRs bevorzugt.  

Das DNA-Templat des Adenosin-Rezeptors A2a wurde von der Firma GeneArt (GeneArt Gene 

Synthesis, Thermo Fisher) auf Grundlage der veröffentlichten Sequenz der Uniprot Datenbank 

(P29274) synthetisiert. Dieses Plasmid diente als Grundlage für die Einführung einer dem Gen 

vorgeschalteten Melittin-Signalsequenz sowie einer nachgeschalteten Nanoluziferase 

Gensequenz. Die Fusionierung wurde in einer dreistufigen PCR durchgeführt. In der ersten 

Stufe wurden genspezifische Primer verwendet mit einem Überhang zur Melittin-

Signalsequenz und der Nluc Sequenz (oe-Adora2a-Nluc-R). Für die zweite Stufe wurde ein im 

Vorfeld hergestelltes PCR-Produkt bestehend aus regulatorischen Sequenzen (N), der IRES-

Sequenz (C), sowie der Melittin-Signalsequenz (M) benötigt. Dieses Konstrukt wurde aus dem 

pIX3.0-NCM-Nluc-Plasmid mit den Vorwärtsprimer XF und dem reversen Primer Mel-R 

amplifiziert. Das NCM-PCR-Produkt wurde in äquimolarer Menge zum Adora2a-PCR-Produkt 

in der zweiten Stufe eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte mit den Primern XF und dem bereits 

in der ersten Stufe verwendeten Primer mit dem Überhang zu der Nluc Sequenz (oe-Adora2a-

Nluc-R). Bei Verwendung der reversen Primer wurde ein neun Nukleotid großer Spacer 

zwischen der Adora2a- und Reporterproteinsequenz eingeführt. Für die dritte Stufe wurden im 

Vorfeld das Gen der Nluc mit genspezifischen Primern (pIX3.0-Nluc mit Nluc-F und Nluc-R) 

amplifiziert. Die erhaltenen Produkte wurden analog zur zweiten PCR-Stufe in äquimolaren 

Verhältnissen zum NCM-Adora2a-PCR-Produkt eingesetzt.  

Da der pIVEX2.4d-Vektor nicht für eine zellfreie Synthese der PylRS-AF in einem zellfreien 

Weizenkeimsystem geeignet ist, wurden über eine PCR spezifische Schnittstellen (StuI und 
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SmaI) an das Gen der PylRS-AF für eine Umklonierung angefügt. Die Amplifizierung erfolgte 

mit den Primern PylRS-AF-WG-StuI-F und PylRS-AF-WG-SmaI-R.  

Eine Standard-PCR wurde entsprechend den Herstellerangaben angesetzt (Tabelle 1). 

Tabelle 1. Zusammensetzung einer Standard-PCR durchgeführt mit der Taq-DNA-Polymerase oder der HiFi-DNA-
Polymerase 

Taq-DNA-Polymerase-PCR HiFi-DNA-Polymerase-PCR 

Komponente Endkonzentration Komponente Endkonzentration 

ddH2O variabel ddH2O variabel 

Taq Puffer 1x HiFi Puffer 1x 

dNTPs 0,2 mM Primer-F 0,3 µM 

Primer-F 0,3 µM Primer-R 0,3 µM 

Primer-R 0,3 µM DNA Templat 0,4 ng/µl 

MgCl2 2,5 mM Polymerase 0,05 U/µl 

DNA Templat 0,4 ng/µl   

Polymerase 0,025 U/µl   

 

Das PCR Protokoll wurde entsprechend der Länge des verwendeten Gens angepasst (Tabelle 

2).  

Tabelle 2. Standard-PCR Programm. Die Annealingtemperatur wurde entsprechend der Primerhybridisierung ermittelt. 
Die Elongationszeiten wurden entsprechend der Genlänge berechnet. 

Cycle Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1 
Denaturierung  94 °C 15 s  

30-45x Annealing variabel 1 min 
Elongation 72 °C (<2kb) 1 min/1 kb 
Finale Elongation 72 °C 10 min 1 
Ende 4 °C   

 

Die Annealingtemperaturen der eingesetzten Primer wurden anhand folgender Formeln 

berechnet:  

𝐴𝑛𝑛𝑒𝑎𝑙𝑖𝑛𝑔𝑡𝑒𝑚𝑝𝑒𝑟𝑎𝑡𝑢𝑟 = 𝑆𝑐ℎ𝑚𝑒𝑙𝑧𝑡𝑒𝑚𝑝𝑒𝑟𝑎𝑡𝑢𝑟 − 5 °𝐶     

 

𝑆𝑐ℎ𝑚𝑒𝑙𝑧𝑡𝑒𝑚𝑝𝑒𝑟𝑎𝑡𝑢𝑟 = 2 °𝐶 ∗ (𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑎𝑛 𝐴𝑑𝑒𝑛𝑖𝑛 + 𝑇ℎ𝑦𝑚𝑖𝑛) + 4 °𝐶 ∗
(𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑎𝑛 𝐺𝑢𝑎𝑛𝑖𝑛 + 𝐶𝑦𝑡𝑜𝑠𝑖𝑛)  

Die Elongationszeit wurde abhängig von der Länge des Gens bestimmt (1 min/1 kb). Die 

erhaltenen PCR Produkte wurden mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese analysiert und mit 

den theoretisch berechneten DNA-Fragment-Größen verglichen.  
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2.2.2. Generierung von Expressionsplasmiden 

In vorangegangen Studien wurde gezeigt, dass eine höhere Ausbeute des Zielproteins durch 

den Einsatz von Expressionsplasmiden erreicht werden konnte244. Aus diesem Grund wurden 

in der vorliegenden Arbeit ebenfalls zirkuläre DNA Template in Form von Expressionsvektoren 

hergestellt.  

Für die Generierung von Expressionsvektoren wurde das Grundgerüst des Vektors pIX3.0 

(Qiagen) verwendet. In diesen wurden die generierten linearen DNA Template nach einem 

Restriktionsverdau ligiert.  

2.2.3. Restriktionsverdau 

Die PCR-Produkte der Adora2a-Konstrukte sowie der pIX3.0-Vektor wurden mit identischen 

Restriktionsenzymen (NheI und BamHI) verdaut. Das generierte PCR-Produkt für die 

Umklonierung der PylRS-AF sowie der pIVEX1.3WG Vektor wurden mit StuI und SmaI 

verdaut. Durch die Auswahl der Restriktionsenzyme wurden sticky ends erzeugt, sodass das 

PCR-Produkt in nur einer Orientierung ligiert werden konnte. Ein typischer Restriktionsansatz 

setzte sich wie angegeben zusammen (Tabelle 3). 

Tabelle 3. Reaktion eines Standard-Restriktionsverdaus. Die Restriktionsenzyme wurden anhand der Gensequenz des 

Adora2a ausgewählt, sodass sie nicht im Gen selbst schneiden.  

Komponente Endkonzentration 

ddH2O variabel 

Cutsmart Puffer 1x 

BamHI 0,25 U/µl 

NheI 0,25 U/µl 

PCR-Produkt oder Vektor 50 ng/µl 

 

Der Verdau wurde für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Restriktionsenzyme wurden im 

Anschluss bei 65 °C für 20 min inaktiviert. Die verdauten PCR-Produkte bzw. der verdaute 

Vektor wurden im Anschluss mit einer Größenausschlusschromatographie gereinigt 

(QIAquick-PCR-Purification Kit, Qiagen) und mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.  

2.2.4. Ligation 

Der geschnittene pIX3.0-Vektor und der pIVEX1.3WG-Vektor wurde im Folgenden mit der 

Alkalinen Phosphatase (CIP, 2,5 U/ µg Vektor) für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Durch die 

CIP werden die 5´- und 3´- Enden des linearisierten Vektors dephosphoryliert, sodass eine 

Religation unterbunden wird. Das geschnittene PCR-Produkt wurde in einem molaren 

Verhältnis zum geschnittenen Vektor von 5:1 eingesetzt und mit folgender Formel bestimmt.  

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑃𝐶𝑅 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡 (µ𝑙) =  
5∗ 𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟𝑠 (𝑛𝑔)∗𝐿ä𝑛𝑔𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑃𝐶𝑅 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑒𝑠 (𝑏𝑝)

𝐿ä𝑛𝑔𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟𝑠 (𝑏𝑝)∗𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒𝑠 𝑃𝐶𝑅 𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑒𝑠 (
𝑛𝑔

µ𝑙
)
   

Ein typischer Ligationsansatz wurde wie in Tabelle 4 pipettiert.  
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Tabelle 4. Reaktion eines Standard-Ligationsansatzes. Es wurden standardmäßig 25 ng verdauter Vektor in einem 
Reaktionsvolumen von 10 µl eingesetzt. 

Komponente Endkonzentration 

ddH2O variabel 

T4-DNA-Ligase Puffer 1x 

Vektor 2,5 ng/µl 

PCR Produkt Bestimmt nach Formel (3) 

T4-DNA-Ligase 1 U/µl 

Die Ligation wurde über Nacht bei 16 °C ohne schütteln inkubiert. Die T4-DNA-Ligase wurde 

im Anschluss bei 65 °C für 20 min inaktiviert.  

2.2.5. Transformation der Plasmid DNA 

Es wurden 0,5 µl der ligierten DNA Konstrukte mit 20 µl aufgetauten elektrokompetenten Zellen 

(E. coli JM109 Zellen) gemischt und für 5 min auf Eis inkubiert. Das Gemisch wurde in eine 

gekühlte Elektroporationsküvette überführt und entsprechend eines Standardprotokolls des 

Gene Pulser Xcell Electroporation Systems behandelt (Biorad, 1800 V, 5-6 ms Pulszeit). Nach 

Anlegen des Pulses wurden die transformierten Zellen in 37 °C erwärmtem SOC-Medium 

aufgenommen und für eine Stunde bei 37 °C inkubiert. 150 µl dieser Lösung wurden auf LB 

Agarplatten ausgestrichen (f.c. 100 µg/ml Ampicillin) und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die 

weitere Lagerung der Platten erfolgte bei 4 °C.  

2.2.6. Kolonie-PCR 

Einzelne Bakterienkolonien wurden von der LB Agar Platte gepickt und in 30 µl ddH2O 

resuspendiert. 4 µl der Klonsuspension wurde für eine anschließende PCR mit der Taq-DNA-

Polymerase verwendet (Tabelle 1). Das PCR-Programm (Tabelle 2) wurde um einen 

anfänglichen Denaturierungsschritt bei 95 °C für 10 min erweitert. Die restliche 

Klonsuspension wurde in 200 µl LB-Medium aufgenommen und bei 4 °C gelagert. Die 

amplifizierte DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Bakterienkolonien die 

eine erfolgreiche Amplifikation des gewünschten DNA-Fragmentes zeigten, wurden in einer 

Übernachtkultur angezogen. Es wurden Glycerinstocks (600 µl Übernachtkultur gemischt mit 

200 µl 80 % (v/v) Glycerin) angelegt und diese bei -80 °C gelagert.  

2.2.7. Plasmidpräparation 

Plasmidpräparationen wurden mit dem PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit (Thermo 

Fisher Scientific) durchgeführt. Es wurden folgende Abweichungen vom Benutzerhandbuch 

durchgeführt: Die Pelletierung der E. coli Zellen erfolgte bei 5000 x g für 10 min und 18 °C. 

Der Resuspensionspuffer (R3) wurde ohne Zusatz von RNase A verwendet. Um eine 

effektivere RNA-Fällung zu erreichen wurde ein um 10% erhöhtes Volumen (4,4 ml bei einer 

Midi-Präparation) des Präzipitationspuffers (N3) eingesetzt. Nach der Zugabe von 3,5 ml 

Isopropanol wurde bei 15000 x g für 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Die luftgetrockneten Pellets 

wurden in 50-100 µl ddH2O aufgenommen und für 5 min bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss 

wurde für 5 min bei 15000 x g zentrifugiert und der Überstand isoliert. Die isolierte DNA wurde 

quantitativ über NanoDrop-Messung und qualitativ über ein Agarosegel analysiert.  
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2.2.8. Analyse von Nukleinsäuren 

Agarose-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Größe erfolgte mittels einem 1 % (w/v) 

Agarosegel. Dafür wurde Agarose in 1 x TBE-Puffer unter Erwärmen gelöst. Nach einer kurzen 

Abkühlung wurde der Farbstoff DNA Stain Clear G (Serva, 3 µl pro 100 ml Agaroselösung) 

hinzugefügt und die Lösung in eine Elektrophoresekammer gegeben. Nach der Polymerisation 

der Agarose wurde die Kammer mit 1 x TBE-Puffer befüllt und die Proben aufgetragen. Die 

Probe setzte sich standardmäßig aus 1 µl DNA-Templat, 2 µl DNA-Ladepuffer und 9 µl ddH2O 

zusammen. Zur Größenidentifizierung wurde eine DNA-Leiter mit definierten Bandengrößen 

vorbereitet (0,4 µl 2-log DNA Leiter, 2 µl DNA-Ladepuffer und 9,6 µl ddH2O). Des Weiteren 

wurde ein 1000 bp Standard mit einer Konzentration von 100 ng/µl mitgeführt (1 µl Standard, 

2 µl DNA-Ladepuffer und 9 µl ddH2O). Die Gelelektrophorese wurde bei 90-120 V für 1-1,5 h 

durchgeführt. Die DNA-Banden wurden mittels UV-Transilluminator (305 nm) visualisiert.  

Für die Analyse von mRNAs wurde, wie eben beschrieben, ein 1% (w/v) Agarosegel 

verwendet. Die Probenzusammensetzung erfolgte aus 250 ng mRNA, 6 µl MOPS-

Probenpuffer und ddH2O ad 10 µl. Die RNA-Leiter setzte sich aus 2 µl ssRNA Leiter (NEB) 

und 6 µl MOPS-Probenpuffer zusammen. Die Gelelektrophorese wurde bei 70-90 V für 1-1,5 h 

durchgeführt. Die Visualisierung erfolgte ebenfalls mittels Transilluminator bei 305 nm.  

Quantifizierung von Nukleinsäuren 

Die Quantifizierung von DNA und RNA erfolgte durch die Messung der Absorption bei 260 nm. 

Die Konzentration wurde durch Nutzung der folgenden Formeln bestimmt: 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 (260𝑛𝑚) = 1 = 40 
µ𝑔

𝑚𝑙
 (𝑅𝑁𝐴) 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 (260 𝑛𝑚) = 1 =  50 
µ𝑔

𝑚𝑙
 (𝐷𝑁𝐴) 

Die Reinheit der DNA bzw. RNA Probe wurde aus dem Quotienten der Absorption bei 260 nm 

zu 280 nm bestimmt.  

Sequenzierung 

Plasmide, die nach einem Restriktionsverdau das erwartete Bandenmuster aufzeigten, wurden 

sequenziert. Für diesen Zweck wurde eine Plasmidlösung mit einer Konzentration von 100 

ng/µl bzw. eine PCR-Produkt-Lösung von 40 ng/µl hergestellt und dem Sequenzierservice 

LGC Genomics (Berlin) übergeben. Der Standardvektor pIX3.0 wurde mit einem M13-21F-

Primer sowie einem M13-24R-Primer, die jeweils an die M13-Regionen des Plasmides binden, 

sequenziert. Die Konstrukte mit einem pIVEX1.3WG-Rückrat wurden mit den Primern (M13-F 

und pIVEX1.3WG-R) vorgemischt und eingeschickt. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit 

dem Programm CloneManager 8 analysiert. 

2.2.9. Zellfreie Proteinsynthese 

Die zellfreie Proteinsynthese wurde auf Basis von Lysaten aus kultivierten Spodoptera 

frugiperda 21 (Sf21) Zellen und kultivierten Zellen aus Ovarien des Chinesischen 

Zwerghamsters (CHO) durchgeführt. Die Herstellung der Lysate wurde durch Lena Thoring, 

Dana Wenzel und Doreen A. Wüstenhagen übernommen. Sf21-Zellen wurden in 
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Schüttelkolben bei 27 °C in einem chemisch definierten und serumfreien Zellmedium kultiviert, 

bis eine Zelldichte von ca. 4 x 106 Zellen/ml erreicht wurde. Die Zellen wurden durch eine 

Zentrifugation bei 200 x g für 10 min geerntet und in einem Aufschlusspuffer resuspendiert 

(40 mM, HEPES-KOH pH 7,6, 100 mM KOAc und 4 mM DTT). Die resuspendierte Zelllösung 

wurde durch eine Kanüle mit einem Außendurchmesser von 20 Gauge gedrückt, sodass die 

Plasmamembran mechanisch aufgebrochen wurde. Nach dem Aufschluss wurde die 

Zelllösung bei 6500 x g für 10 min zentrifugiert, um den Zellkern und die Zelltrümmer zu 

entfernen. Der Überstand wurde abgenommen und auf eine mit Aufschlusspuffer äquilibrierte 

Sephadex G-25 Säule gegeben. Es wurden die Elutionsfraktionen mit dem höchsten 

Quotienten aus RNA zu Protein gesammelt und vereint. Endogene mRNA wurde mit der S7 

Micrococcal Nuklease (10 U/ml) in Anwesenheit von 1 mM CaCl2 bei Raumtemperatur für 

20 min verdaut. Die Inaktivierung der kalziumabhängigen Nuklease erfolgte durch die 

Komplexierung der Ca2+-Ionen mit 6,7 mM EGTA. Für die spätere Regeneration von ATP 

wurde das Lysat mit dem Energie-generierenden Enzym Kreatinkinase supplementiert (finale 

Konzentration von 100 µg/ml), welches ATP aus Kreatinphosphat und ADP generiert. Das 

hergestellte Lysate wurde aliquotiert und nach der Schockfrierung mit flüssigem Stickstoff bei 

-80 °C gelagert.  

Die Herstellung von Lysaten auf Basis von CHO-Zellen erfolgte analog zur eben beschrieben 

Lysatherstellung. Die Kultivierung erfolgte in einem Biostat B-DCU II Bioreaktor (Sartorius 

Stedium Biotech GmbH) bei 37 °C mit einem chemisch definierten und serumfreien 

Zellmedium bis zu einer Zelldichte von 3,5-5 x 106 Zellen/ml. Der Aufschluss wurde wie oben 

beschrieben durchgeführt. Im Aufschlusspuffer wurde 100 mM NaOAc anstatt KOAc 

verwendet. Die Entfernung des Zellkerns sowie der Zelltrümmer erfolgte bei einer 

Zentrifugation von 6500 x g für 15 min. Zusätzlich wurde der Verdau mit der S7 Micrococcal 

Nuklease auf eine Zeit von 2 min reduziert. Die gewonnenen Lysate wurden in Aliquoten nach 

dem Schockfrosten mit flüssigem Stickstoff bei -80 °C gelagert.  

2.2.10. Zellfreie Proteinsynthese im Batch-Format 

Die zellfreie Proteinsynthese im Batch-Format kann in zwei verschiedenen Modi durchgeführt 

werden. Im gekoppelten Modus finden Transkription und Translation parallel in einem 

Reaktionsgefäß statt. Im linked Modus werden Transkription und Translation nacheinander in 

separierten Reaktionsgefäßen durchgeführt.  

Zellfreie Proteinsynthese im linked Modus im Sf21-Lysat 

Für die Transkriptionsreaktion wurden DNA-Template mit einem T7-Promotor eingesetzt. Die 

verwendeten Komponenten sind in Tabelle 5 dargestellt.  

Tabelle 5. Standard-Transkriptionsreaktion. Die eingesetzten Komponenten wurden in vorbereiteten Mixen eingesetzt. 

Komponente  Endkonzentration 

ddH2O variabel 

Transkriptionspuffer 1x 

NTP-Mix 1x 

Enzym-Mix 1x 

DNA-Templat 60 ng/µl 
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Die Transkriptionsreaktion wurde über Nacht bei 37 °C und 500 rpm durchgeführt. Die 

erhaltene mRNA wurde bei 12000 x g für eine Minute zentrifugiert und der Überstand mittels 

Gelfiltration von Salzen und niedrigmolekularen Stoffen gereinigt (DyeEx Spin Columns, 

Qiagen). Die Konzentration der gereinigten mRNA wurde durch die Messung der Absorption 

bei 260 nm bestimmt. Darüber hinaus wurde die Integrität der mRNA durch Agarose-

Gelelektrophorese analysiert. 

Die anschließende Translationsreaktion setzte sich aus den in Tabelle 6 dargestellten 

Komponenten zusammen. 

Tabelle 6. Verwendete Komponenten in der Translationsreaktion im Sf21-Lysat im linked Modus 

Komponente Endkonzentration 

ddH2O variabel 

Sf21-Lysat 40% (v/v) 

HEPES-KOH (pH 7,6) 30 mM 

Aminosäuren 200 µM 

Mg(OAc)2 2,5 mM 

KOAc 75 mM 

Spermidin 0,25 mM 

Kreatinphosphat 20 mM 

Kreatinkinase 100 µg/ml 

ATP 0-5 mM (Standard: 1,75 mM) 

GTP 0,3 mM 

mRNA 300-400 ng/µl 

 

Die Reaktion wurde bei 27 °C für 2 h unter leichtem Schütteln (500 rpm) durchgeführt.  

Regulation der zellfreien Proteinsynthese im linked Sf21-Lysat durch ein ATP-bindendes 

Aptamer 

Durch die Zugabe eines ATP-bindendes Aptamer (aAPT) zur zellfreien Synthese wurde der 

Einfluss von freien ATP auf die Proteinausbeute analysiert. Zu Beginn wurde das Aptamer auf 

seine Fähigkeit ATP zu binden überprüft. Für diesen Zweck wurden 1 µM des aAPT im 

Vergleich zu einem 1 µM konzentriertem Kontroll-Aptamer (cAPT), welches kein ATP bindet, 

mit einer komplementären DNA-Sequenz (1,5 µM) inkubiert, welche das Carboxyfluorescein 

(FAM) am 5´-Ende des jeweiligen Aptamers quencht. Im Anschluss wurden 3 mM ATP zum 

Ansatz gegeben. Die jeweilige Intensitätsänderung in der Fluoreszenz des FAMs wurde bei 

einer Anregung bei 485 nm und einer Emission von 520 nm gemessen.  

Die Zugabe des jeweiligen Aptamers zur zellfreien Proteinsynthese des Modelproteins Nluc 

erfolgte in den Konzentrationen 0, 1, 10, 20, 50 und 100 µM. Der Effekt des jeweiligen 
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Aptamers auf die Synthese wurde über Autoradiographie und der Messung der Lumineszenz 

der Nluc ermittelt.  

Zellfreie Proteinsynthese im gekoppelten Modus im Sf21- und CHO-Lysat 

Die zellfreie Proteinsynthese im gekoppelten Modus setzte sich aus den in Tabelle 7 

dargestellten Komponenten zusammen: 

Tabelle 7. Verwendete Komponenten in der Translationsreaktion im Sf21- und CHO-Lysat im gekoppelten Modus 

Komponente Endkonzentration  
(Cap-abhängig) 

Endkonzentration  
(IRES-abhängig) 

ddH2O variabel variabel 

Lysat 40% (v/v) 40% (v/v) 

HEPES-KOH (pH 7,6) 30 mM 30 mM 

Aminosäuren 100 µM 100 µM 

Mg(OAc)2 2,5 mM 3,9 mM 

KOAc 75 mM 150 mM 

Spermidin 0,25 mM 0,25 mM 

Kreatinphosphat 20 mM 20 mM 

Kreatinkinase 100 µg/ml 100 µg/ml 

ATP 1,75 mM 1,75 mM 

GTP, CTP, UTP 0,3 mM 0,3 mM 

m7G(ppp)G-Cap 0,33 mM 0,1 mM 

T7 RNA Polymerase 1 U/µl 1 U/µl 

DTT 2,5 mM 2,5 mM 

PolyG (IRES) 10 µM 10 µM 

DNA 60 ng/µl 60 ng/µl 

Temperatur 27 °C (Sf21) 27 °C (Sf21) 
30 °C (CHO) 

 

Für die folgende Analytik wurde sowohl im linked als auch im gekoppelten Modus 14C-Leucin 

(30-60 µM) in der Synthese eingesetzt. Durch den statistischen Einbau des 14C-Leucins in das 

de novo synthetisierte Protein kann im Folgenden eine quantitative und qualitative Analyse 

erfolgen.  
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Zellfreie Synthese von markierten Proteinen durch die Nutzung von vorbeladenen tRNAs 

(BODIPY-TMR-Lysin) 

Für die Fluoreszenzmarkierung von Proteinen können vorbeladene tRNAs verwendet werden, 

die im Vorfeld an eine Aminosäure mit einem gekoppelten Farbstoff aminoacyliert wurden. 

Abhängig vom Anticodon der ausgewählten tRNA können spezifische Codons adressiert 

werden. In dieser Arbeit wurde zum einen eine vorbeladene tRNA verwendet, deren Anticodon 

(GAA) sich gegen das Phenylalanin-Codon UUC richtet und somit zu einem statistischen 

Einbau der fluoreszierenden Aminosäure in das Zielprotein führt. Zum anderen wurde eine 

vorbeladene tRNA verwendet, deren Anticodon (CUA) komplementär zum Amber-Stopcodon 

UAG ist, wodurch sich das Fluoreszenzlabel an einer ausgewählten Stelle im Protein befindet. 

Nach der Erkennung des entsprechenden Codons wird ein Lysin an die Polypeptidkette 

angefügt, welches an einen BODIPY-Tetramethylrhodamin-Farbstoff gekoppelt ist. Die 

jeweilige tRNA wurde in einer Endkonzentration von 2 µM der zellfreien Synthese zugeführt.  

2.2.11. Herstellung von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen 

E. coli Tyrosin-tRNA-Synthetase (eAzFRS) 

Die Synthese der eAzFRS vom Plasmid pQE2-eAzFRS-SII erfolgte im „RTS500 E. coli HY Kit“ 

nach Angaben des Benutzerhandbuches. Es wurde Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

(IPTG, 100 mM) zur Induktion der Synthese zugeführt. Die Endkonzentration des eingesetzten 

Plasmides betrug 100 ng/µl. Die Reaktion wurde über 24 h bei 30 °C in einem 

Zweikammersystem mit einem Reaktionsvolumen von 1 ml und einem Versorgungsvolumen 

von 11 ml durchgeführt. Nach Reaktionsabschluss wurde das Gemisch bei 16000 x g und 4 °C 

für 10 min zentrifugiert, um den löslichen Anteil zu erhalten. Der lösliche Anteil der Synthetase 

wurde über den C-terminalen Strep-Tag II unter Verwendung von StrepTactin Gravity Flow 

Colums (0,2 ml, IBA) nach den Angaben im Benutzerhandbuch isoliert. Es wurde von jeder 

Fraktion ein Aliquot aufgefangen und mittels SDS-PAGE auf ihren Anteil an isolierter 

Synthetase überprüft. Die Elutionsfraktionen mit isolierter Synthetase wurden vereint und mit 

Hilfe von Zeba™ Micro Spin Desalting Columns (Thermo Fisher Scientific) mit einem 

Molekulargewichts-Cut-Off von 7 kDa umgepuffert. Für die Umpufferung wurde der 

Synthetase-Lagerpuffer verwendet. Im Anschluss wurde die Synthetase durch die 

Verwendung von Amicon Centrifugal Filter Devices (0,5 ml, 10 kDa cut-off) aufkonzentriert. 

Die Konzentration wurde mittels Absorptionsmessung unter Verwendung des 

Molekulargewichtes und des Extinktionskoeffizienten am Nanodrop 2000 c 

Spektralphotometer bestimmt. Die erhaltene Synthetase wurde in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und in Aliquoten bei -80 °C gelagert. 

Methanosarcina mazei Pyrrolysin-tRNA-Synthetase (PylRS-AF) 

Die Herstellung der PylRS-AF vom Plasmid pIVEX2.4d-PylRS-AF erfolgte analog zur 

Herstellung der eAzFRS im RTS500 E. coli HY Kit nach Angaben des Benutzerhandbuches. 

Der lösliche Anteil der Synthetase wurde nach einer Zentrifugation bei 16000 x g, 4 °C und 

10 min gewonnen. Die Isolation erfolgte über den N-terminalen 6 x Histidin-Tag unter 

Verwendung von „Ni-NTA Magnetic Agarose Beads“ (Qiagen) nach den Angaben des 

Herstellers. Die gesammelten Fraktionen wurden, wie oben beschrieben, mittels SDS-PAGE 

analysiert und die Elutionsfraktionen mit enthaltener Synthetase vereint. Die Umpufferung, 

Aufkonzentrierung und Konzentrationsbestimmung erfolgte analog zur eAzFRS. Die Lagerung 

erfolgte nach der Behandlung mit flüssigem Stickstoff bei -80 °C. 
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Zusätzlich erfolgte die Herstellung der PylRS-AF im zellfreien Weizenkeim-, Sf21- und CHO- 

Dialyse-System, um ein optimales Herstellungsverfahren der PylRS-AF zu identifizieren. Die 

Synthese im zellfreien Weizenkeimsystem erfolgte vom Plasmid pIVEX1.3WG-PylRS-AF 

analog zu den Angaben des Herstellers mit dem RTS 100 Wheat Germ CECF Kit von 

BiotechRabbit.  

Die zellfreie Synthese im Dialysemodus mit Sf21- oder CHO-Lysat vom Plasmid pUC1.8k-NC-

PylRS-AF erfolgte wie in Tabelle 8 dargestellt. Die Analyse der Funktionalität der PylRS-AF 

erfolgte über den direkten Einsatz des Überstandes in eine zweite zellfreie Reaktion. 

Tabelle 8. Verwendete Komponenten in der Translationsreaktion im Sf21-und CHO-Lysat im Dialysemodus. Durch ein x 
gekennzeichnet sind diejenigen Komponenten, welche ebenfalls im Feeding Mix vorhanden waren. 

Komponente Reaktionsmix 

(Sf21) 

Feeding  

Mix 

Reaktionsmix 

(CHO) 

Feeding  

Mix 

ddH2O variabel x variabel x 

Lysat 40% (v/v)  40% (v/v)  

HEPES-KOH  

(pH 7,6) 

30 mM x 30 mM x 

Aminosäuren 100 µM x 100 µM x 

Mg(OAc)2 3,9 mM x 22 mM x (3,9 mM) 

KOAc 150 mM x 150 mM x 

Spermidin 0,25 mM x 0,25 mM x 

Kreatinphosphat 20 mM x 18,5 mM x 

Kreatinkinase 100 µg/ml  100 µg/ml  

ATP 1,75 mM x 1,75 mM x 

GTP, CTP, UTP 0,3 mM x 0,3 mM x 

m7G(ppp)G-Cap 0,1 mM x -  

T7  

RNA Polymerase 

1 U/µl  1 U/µl  

DTT 2,5 mM x 2,5 mM x 

Natriumazid 0,02 % x 0,02 % x 

DNA 60 ng/µl  90 ng/µl  

PolyG (IRES) 10 µM x   

Caspase Inhibitor 30 µM  

(Z-VAD-FMK) 

x 30 µM  

(AC-DEVD CMK) 

x 

Temperatur 27 x 30 °C x 

Dauer 24 h x 48 h x 
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Für die folgende Analytik wurde 14C-Leucin (10 µM) der Synthese hinzugesetzt. Durch den 

statistischen Einbau des 14C-Leucins in das de novo synthetisierte Protein kann im Folgenden 

eine quantitative und qualitative Analyse erfolgen.  

2.2.12. Herstellung von Suppressions-tRNA (tRNATyrCUA und tRNAPylCUA)  

Die Herstellung der tRNA erfolgte nach einem dreistufigen Protokoll bestehend aus PCR-

Produkt Herstellung, Generierung des RNA Transkriptes und der RNA Isolation und Faltung. 

In der ersten Stufe wurde ein PCR-Produkt unter Verwendung eines genspezifischen Forward- 

sowie eines genspezifischen und methylierten Reverse-Primers (2´-OMe) hergestellt. Durch 

die Methylierung wird verhindert, dass in der anschließenden Transkription durch die T7 RNA 

Polymerase unspezifische Nukleotide an das 3´-Ende der tRNA angefügt werden. Die 

Amplifikation des Templates erfolgte wie in Tabelle 9 beschrieben. Nach der Aufreinigung des 

PCR-Produktes wurde dieses in der anschließenden Transkriptionsreaktion eingesetzt.  

Tabelle 9. Transkriptionsreaktion. Die eingesetzten Komponenten wurden in vorbereiteten Mixen eingesetzt.  

Komponente  Endkonzentration 

ddH2O variabel 

Transkriptionspuffer 1x 

NTP-Mix 1x 

Enzym-Mix 1x 

DNA-Templat 8 ng/µl 

 

Die Transkriptionsreaktion wurde über Nacht bei 37 °C und 500 rpm inkubiert. Das erhaltene 

Transkript wurde für eine Minute bei 12000 x g zentrifugiert und der Überstand für die folgende 

DNAse I (1 U DNAse I pro 1 µg DNA, 10 min 37 °C, 500 rpm) Behandlung verwendet. Die 

RNA Isolation erfolgte mittels einer TRIzol/Chloroform-Isolation. Es wurde ein dreifaches 

Volumen an TRIzol zu der Transkriptionsreaktion pipettiert, vorsichtig gemischt und für 5 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 200 µl Chloroform pro Milliliter TRIzol 

hinzugefügt, gemischt und für 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Gemisch wurde für 

15 min bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert. Aus den drei entstandenen Phasen wurde die 

wässrige Phase isoliert und mit 500 µl Isopropanol pro eingesetzten Milliliter TRIzol gemischt 

und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Das Gemisch wurde am nächsten Tag für mindestens eine 

Stunde bei 15000 x g und 4 °C zentrifugiert und der Überstand entfernt. Das Pellet wurde mit 

75 % Ethanol überschichtet und für 30 min bei -20 °C inkubiert. Das Ethanol wurde nach einer 

Zentrifugation bei 7500 x g, 10 min und 4 °C entfernt und das Pellet an der Luft getrocknet. 

Nach der Trocknung wurde das Pellet in Wasser gelöst und am NanoDrop vermessen. Die 

hergestellte tRNA wurde anschließend im PCR-Cycler durch eine langsame Kühlung der 

Temperatur von 80 °C auf 25 °C gefaltet. Die Lagerung erfolgte nach einer Schockfrierung in 

flüssigem Stickstoff bei -80 °C.  
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2.2.13. Zellfreie Synthese von modifizierten Proteinen durch die Einführung von nicht-

kanonischen Aminosäuren 

Der Einbau von verschiedenen nicht-kanonischen Aminosäuren durch Amber-Suppression 

erfolgte durch die Zugabe eines spezifischen tRNA/tRNA-Synthetase-Paares. Die 

verwendeten nicht-kanonischen Aminosäuren mit dem jeweiligen orthogonalen Paar sind in 

Tabelle 10 dargestellt. Eine Übersicht der nkAs mit den entsprechenden Reaktionspartnern 

befindet sich in Abbildung S1 im Anhang. 

Tabelle 10. Nicht-kanonische Aminosäuren und orthogonale Paare, die in der Arbeit für die Modifizierung von Proteinen 
verwendet wurden 

Nicht-kanonische Aminosäure 

(nkAs) 

Suppressions-tRNA Aminoacyl-tRNA-

Synthetase 

p-Azido-L-Phenylalanin (AzF) tRNATyrCUA eAzFRS 

p-Propagyloxy-L-Phenylalanin 

(pPa) 

tRNATyrCUA eAzFRS 

Azido-L-Lysin (AzL) tRNAPylCUA PylRS-AF 

Cyclooctin-L-Lysin (SCO) tRNAPylCUA PylRS-AF 

Trans-Cyclooct-2-en-L-Lysin 

(TCO) 

tRNAPylCUA PylRS-AF 

 

Optimale Konzentrationen von nicht-kanonischer Aminosäure, Suppressions-tRNA und 

Aminoacyl-tRNA-Synthetase wurden in dieser Arbeit bestimmt. Es wurden Konzentrationen 

von 1-2 mM der jeweiligen nkAs, 3-5 µM der Suppressions-tRNA sowie 3-5 µM der eAzFRS 

bzw. der Überstand der PylRS-AF zur zellfreien Reaktion zugeführt. Die zellfreie Reaktion 

wurde wie in Tab. 7 beschrieben durchgeführt.  

Für die anschließende Markierungs-Reaktion wurde die zellfreie Reaktion fraktioniert. Die 

Fraktionierung des Translationsmixes erfolgte durch Zentrifugation bei 16000 x g, 15 min und 

4 °C. Der Überstand wurde entfernt und das erhaltene Pellet in PBS resuspendiert. Für das 

Lösen des Pellets wurde ein äquivalentes Volumen zum Translationsmix verwendet. Das 

gelöste Pellet wurde für die nachfolgende Markierungsreaktion des Adora2a genutzt. Für die 

Markierung von EPO erfolgte die Resuspendierung des Pellets in PBS mit 0,2 % DDM, um 

EPO aus dem Lumen der Mikrosomen heraus zu lösen.  

2.2.14. Selektive Modifikation der reaktiven Gruppen der eingebauten nicht-

kanonischen Aminosäuren 

Staudinger-Ligation 

Das reaktive Azid der eingebauten AzF oder AzL kann in einem weiteren Schritt mit einem 

Phosphin reagieren. Dieser Mechanismus wurde für die Fluoreszenz-Markierung mit 

DyLight650-Phosphin (Thermo Fisher Scientific) angewandt. Nach der zellfreien Synthese 

wurde die mikrosomale Fraktion (MF) in PBS gelöst und mit 3 µM DyLight650-Phosphin für 

zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Markierungsreaktion wurde während der 

Inkubationszeit abgedunkelt.  
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Kupfer(I)-katalysierte Klick-Chemie (CuAAC) 

Zur Durchführung der CuAAC wurde Azidocoumarin mit verschiedenen Alkin-modifizierten 

Molekülen (Alexa Fluor 647-Alkin (AF647-Alkin) oder die nkAs pPa) sowie mit verschiedenen 

Cu(I)-stabilisierende Liganden (THPTA oder L-Histidin) inkubiert. Die erfolgreiche Umsetzung 

der Klickreaktion wurde anhand des entstandenen fluoreszierenden Moleküls durch die 

Aufnahme eines Spektrums im Bereich von 435 nm bis 545 nm detektiert. Die 

Zusammensetzung der analysierten Ansätze ist in Tabelle 11 dargestellt. Die Ansätze wurden 

für zwei Stunden inkubiert. 

Tabelle 11. Analyse der optimalen Zusammensetzung einer CuAAC. Angegeben sind die verwendeten 
Endkonzentrationen. 

Ansatz Azido-

coumarin 

CuSO4 NaAsc pPa AF647-

Alkin 

THPTA L-

Histidin 

1 50 µM 100 µM 5 mM 100 µM - 300 µM - 

2 50 µM 100 µM 5 mM 100 µM - - 300 µM 

3 50 µM 100 µM 5 mM - 100 µM 300 µM - 

4 50 µM 100 µM 5 mM - 100 µM - 300 µM 

5 50 µM - 5 mM 100 µM - 300 µM - 

6 50 µM - 5 mM 100 µM - - 300 µM 

7 50 µM - 5 mM - 100 µM 300 µM - 

8 50 µM - 5 mM - 100 µM - 300 µM 

9 50 µM - - - - - - 

 

Für die CuAAC wurde ein Phenylalanin-Derivat mit einer Alkin-Gruppe in Para-Position in das 

Zielprotein eingebaut. Die Alkin-Gruppe kann in einer kupfer-katalysierten Reaktion mit einem 

Azid zu einem Tetrazol-Ring verbunden werden. Für diese Reaktion wurde im Vorfeld ein 

Labeling-Mix pipettiert (Tabelle 12). 

Tabelle 12. Komponenten des Labeling-Mixes für eine kupfer-katalysierte Klick-Reaktion 

Komponente Endkonzentration 

Kupfer(II)-Sulfat (CuSO4) 0-500 µM 

Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amine (THPTA) 0-1500 µM         

(3x c(CuSO4)) 

Natriumascorbat (NaAsc) 5 mM 

 

Der Labeling-Mix wurde zu 5-10 µl des resuspendierten Pellets gegeben. Der Farbstoff Sulfo-

Cy5-Azid wurde in einer Endkonzentration von 3 µM, der Farbstoff Silizium-Rhodamin-Azid 

wurde in einer Endkonzentration von 0-20 µM eingesetzt. PEG-Azid wurde in einer finalen 

Konzentration von 10 mM eingesetzt. Die Inkubationszeit erfolgte für maximal zwei Stunden 

bei Raumtemperatur im Dunkeln.  
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Strain-promoted alkyne-azide cycloaddition (SPAAC) und strain-promoted inverse electron-

demand Diels-Alder cycloaddition (SPIEDAC) 

Bei der SPAAC und SPIEDAC handelt es sich um kupferfreie Klick-Reaktionen. Für diese 

Reaktionen wurden nicht-kanonische Aminosäuren mit einer Alkin-Gruppe in einer 

Ringstruktur verwendet (SCO und TCO). Durch den Zusatz von 5 µM Sulfo-Cy5-Azid zu SCO 

wird ebenfalls ein Tetrazol-Ring ausgebildet. Außerdem wurden beide nicht-kanonischen 

Aminosäuren mit einem Tetrazin-Farbstoff (Tetrazin-Cy5 für SCO und TCO, 6-Methyl-

Tetrazin-Sulfo-Cy5 für TCO) behandelt. Die Inkubation der jeweiligen Klick-Reaktion erfolgte 

für zwei Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln.  

2.2.15. Analyse der Einbaueffizienz von verschiedenen nicht-kanonischen 

Aminosäuren 

Für die Optimierung der beiden verwendeten orthogonalen Systeme auf Grundlage der 

eAzFRS und PylRS-AF wurde ein Reportergen-Assay etabliert, um die Einbaueffizienz von 

verschiedenen nicht-kanonischen Aminosäuren bestimmen zu können. Dieser Assay beruht 

auf der Verwendung der Nanoluziferase (Nluc), deren Gensequenz sich nachgeschaltet zum 

Amber-Stopcodon befindet. Dementsprechend wird die Nluc translatiert, sofern das Amber-

Stopcodon von der Suppressions-tRNA adressiert und die nkAs an die Polypeptidkette 

angefügt wird. Die Bestimmung der Suppressionseffizienz erfolgte durch die Messung der 

Nluc-Aktivität, welche komplementär zu der erfolgreichen Suppression des Amber-

Stopcodons (RLUamb) ist. Als Referenz wurde ein Konstrukt ohne Amber-Stopcodon (RLUWT) 

verwendet. Die Suppressionseffizienz ergibt sich aus:  

𝑆𝑢𝑝𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠 − 𝐸𝑓𝑓𝑖𝑧𝑒𝑛𝑧 (%) =  
𝑅𝐿𝑈𝑎𝑚𝑏

𝑅𝐿𝑈𝑊𝑇
∗ 100 

Für den Nluc Assay wurden 5 µl der zu analysierenden Fraktion abgenommen und in ein Well 

einer Mikrotiterplatte pipettiert. Das Nluc Substrat wurde entsprechend den Herstellerangaben 

1:50 im Nluc-Puffer verdünnt und auf Raumtemperatur akklimatisiert. Die Bestimmung der 

Nluc-Aktivität erfolgte mit dem Multimode Plattenreader System Mithras2 LB 943 (Berthold). 

Das Gerät wurde 60 Zyklen mit Wasser, 60 Zyklen mit 70 % Ethanol und abermals mit 60 

Zyklen Wasser gespült. Das verdünnte Nluc Substrat wurde über die Prime-Funktion des 

Gerätes aufgenommen und die zu analysierenden Wells ausgewählt. Für die Analytik wurden 

50 µl des Nluc Substrates in die Wells der vorbereiten Mikrotiterplatte durch den Mithras 

injiziert und mittels eines Graufilters die Lumineszenz detektiert. Das restliche Nluc Substrat 

wurde entfernt und das Gerät mit 60 Zyklen Wasser gewaschen.  

2.2.16. Analyse der ligandabhängigen Konformationsänderung des Adora2a 

Der Adora2a_amb215-Nluc wurde wie in Kapitel 2.2.10 beschrieben durch den Einsatz der 

vorbeladenen tRNA BODIPY-TMR-Lysin-tRNACUA fluoreszenzmarkiert. Die mikrosomale 

Fraktion der Synthese wurde in PBS aufgenommen. 5 µl dieser Lösung wurden mit 5 µl 

Adenosin, ebenfalls gelöst in PBS, vermischt. Es wurden Endkonzentrationen von 0 µM, 

100 µM, 1000 µM und 5000 µM Adenosin eingestellt. Die erhaltenen 10 µl wurden für die 

Lumineszenz und Fluoreszenzmessung eingesetzt. Zuerst wurde die Lumineszenz detektiert 

(siehe Abschnitt 2.2.15) und im Folgenden die Emission des BODIPYs, welches durch die Nluc 

angeregt wurde. Als Kontrolle wurde das Adora2a_amb215-Nluc in Gegenwart einer 

vorbeladenen tRNA, durch welche ein Serin an Position des Amber-Stopcodons integriert wird 
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(tSerCUA), mit den gleichen beschriebenen Konditionen behandelt, um das Hintergrundsignal 

des breiten Emissionsspektrums der Nluc und eine mögliche Interaktion mit dem Adenosin zu 

bestimmen. Der BRET-Ratio wurde wie folgt berechnet: 

𝐵𝑅𝐸𝑇𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =  
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑧𝑒𝑛𝑧 (𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)

𝐿𝑢𝑚𝑖𝑛𝑒𝑠𝑧𝑒𝑛𝑧 (𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)
−  

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑧𝑒𝑛𝑧 (𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒)

𝐿𝑢𝑚𝑖𝑛𝑒𝑠𝑧𝑒𝑛𝑧 (𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒)
 

 

2.2.17. Bestimmung der Proteinausbeute durch heiße TCA-Fällung 

Die Bestimmung der Proteinausbeute erfolgte über den statistischen Einbau des eingesetzten 
14C-Leucins in das de novo translatierte Protein. Nach der Synthese wurden 3-5 µl des 

Translationsmixes (TM), des Überstandes (SN) und der mikrosomalen Fraktion abgenommen 

und mit 3 ml 10 % TCA (v/v) und 2 % Casein-Hydrolysat (w/v) versetzt und in einem 

Wasserbad bei 80 °C für 15 min inkubiert. Durch diesen Schritt werden 14C-Leucin-tRNAs 

hydrolysiert, sodass überschüssiges 14C-Leucin von inkorporierten 14C-Leucin abgetrennt 

werden kann. Im Anschluss wurden die Proteine für 30 min auf Eis präzipitiert und auf die MN 

GF-3 Glasfilter der Vakuum-getriebenen Absauganlage gegeben. Die Filter wurden zweimal 

mit 5 % TCA und Aceton gewaschen und anschließend luftgetrocknet. Die getrockneten Filter 

wurden in Szintillationsgefäße überführt und mit 3 ml Szintilliationscocktail versetzt. Nach einer 

einstündigen Inkubationszeit wurden die radioaktiv markierten Proteine mit Hilfe des LS6500 

Multi-Purpose Scintillation Counter analysiert. Die Berechnung der Proteinausbeute erfolgte 

auf Basis der spezifischen Radioaktivität und der Einbeziehung von Protein-spezifischen 

Parametern.  

𝑆𝑝𝑒𝑧𝑖𝑓𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒 𝑅𝑎𝑑𝑖𝑜𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 (
𝑑𝑝𝑚

𝑝𝑚𝑜𝑙
) =  

𝑅𝑎𝑑𝑖𝑜𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 𝑣𝑜𝑛 𝐶 − 𝐿𝑒𝑢𝑐𝑖𝑛)14  (
𝑑𝑝𝑚
𝑝𝑚𝑜𝑙

)

   
𝑐[𝑐(𝐿𝑒𝑢𝑐𝑖𝑛𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡) + 𝑐( 𝐶 − 𝐿𝑒𝑢𝑐𝑖𝑛)14 ]

𝑐( 𝐶 − 𝐿𝑒𝑢𝑐𝑖𝑛)14

 

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛𝑘𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (
µ𝑔

𝑚𝑙
) =

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑎𝑛 𝐶𝑜𝑢𝑛𝑡𝑠 (
𝑑𝑝𝑚
𝑚𝑙

) ∗ 𝑀𝑜𝑙𝑒𝑘𝑢𝑙𝑎𝑟𝑔𝑒𝑤𝑖𝑐ℎ𝑡 (
µ𝑔

𝑝𝑚𝑜𝑙
)

𝑆𝑝𝑒𝑧. 𝑅𝑎𝑑𝑖𝑜𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 (
𝑑𝑝𝑚
𝑝𝑚𝑜𝑙

) ∗ 𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝐿𝑒𝑢𝑐𝑖𝑛𝑒
 

Proteinausbeuten wurden in zwei oder drei unabhängigen Experimenten in 

Mehrfachbestimmungen ermittelt. Die sich daraus ergebenden Berechnungen für das 

arithmetische Mittel (x̅) und die Standardabweichung (SD) sind dargestellt:  

x̅ =  
1

𝑛
∑ 𝑥𝑖

𝑛

𝑖=1

=
1

𝑎
∗ (𝑥1 +  𝑥2 + 𝑥𝑎) 

𝑆𝐷 =  √
∑ (𝑥𝑖 − x̅)2𝑛

𝑖=1

𝑛
 

 

  



58 
 
 
2.2.18. Qualitative Protein Analyse durch SDS-PAGE und Autoradiographie 

14C markierte Proteine wurden mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

(SDS-PAGE) aufgetrennt und durch Autoradiographie analysiert. Dazu wurden 5 µl der 

ausgewählten Fraktion der zellfreien Reaktion mit 45 µl Wasser und 150 µl eiskaltem Aceton 

gemischt und für mindestens 15 min auf Eis inkubiert. Die Lösung wurde anschließend 10 min 

bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Aceton-haltige Überstand wurde von den 

präzipitierten Proteinen entfernt und das Proteinpellet für mindestens 30 min bei 45 °C und 

1200 rpm getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 20 µl NuPAGE LDS-Probenpuffer (1X) 

mit 50 mM DTT aufgenommen und für mindestens 15 min bei Raumtemperatur geschüttelt. 

Die Proben wurden in die vorgesehenen Taschen der NuPAGE 10 % Bis-Tris Gele geladen. 

Die Gelelektrophorese wurde bei 185 V für 35 min durchgeführt. Die SDS-PAGE Gele wurden 

anschließend dreimal mit Wasser gewaschen und mit einem Triphenylmethanfarbstoff 

(SimplyBlue SafeStain, Thermo Fisher Scientific) für 10 min gefärbt. Die gefärbten Gele 

wurden für 60 min bei 70 °C getrocknet (Unigeldryer 3545D) und in Phosphor-Schirmen für 

mindestens drei Tage gelagert. 14C-markierte Proteine wurden mittels einem Phosphor-

Bildverarbeitungssystem (Typhoon TRIO + Imager, GE Healthcare) detektiert. 

Fluoreszenzmarkierte Proteine wurden, wie oben beschrieben, in einer 10 % SDS-Page 

getrennt. Die Gele wurden nach der Gelelektrophorese für 5-10 min in Wasser inkubiert und, 

abhängig vom verwendeten Farbstoff, mit dem Phosphor-Bildverarbeitungssystem analysiert 

(DyLight650-Phosphin und Cy5-Farbstoffe: Anregung bei 633 nm, Emission bei 670 nm; Cy3- 

und BODIPY-TMR-Farbstoffe: Anregung bei 530 nm, Emission bei 580 nm; 6-FAM-Azid: 

Anregung bei 488 nm, Emission bei 526 nm).  

2.2.19. Deglykosylierungs- und Protease-Assay 

Die Deglykosylierung wurde mit den Glykosidasen Endo H und PNGase F durchgeführt. Es 

wurden 5 µl der mikrosomalen Fraktion entsprechend den Angaben des Herstellers mit den 

jeweiligen Glykosidasen behandelt und, wie oben beschrieben, mittels SDS-PAGE und 

Autoradiographie analysiert. Für die Bestimmung der Orientierung von Membranproteinen in 

der mikrosomalen Membran wurde ein Proteinase K (ProtK) Verdau durchgeführt. 

Proteinsegmente, welche sich außerhalb der mikrosomalen Membran befinden, sind für den 

Verdau der ProtK zugänglich, sodass nur geschützte Bereiche im Lumen der Mikrosomen im 

Autoradiogramm detektiert werden. Es wurden 5 µl der mikrosomalen Fraktion mit 10 ng/µl 

ProtK (Promega) für 30 min auf Eis inkubiert. Die Protease wurde im Anschluss mit 6,25 mM 

Phenylmethylsulfonsäure inaktiviert und die Probe einer Acetonfällung unterzogen, sowie 

mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert.  

2.2.20. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 

Es wurden sowohl Fusions-Konstrukte mit eYFP, als auch fluoreszenzmarkierte Proteine mit 

verschiedenen Farbstoffen mikroskopisch analysiert. Der Translationsmix wurde hierfür, wie 

oben beschrieben, zentrifugiert, um die mikrosomale Fraktion abzutrennen und in PBS zu 

resuspendieren. Es wurde eine Probe von 20 µl bestehend aus 5 µl mikrosomaler Fraktion 

und 15 µl PBS gemischt, um hypoosmotische Bedingungen zu schaffen, die ein Schwellen der 

Mikrosomen hervorrufen. Die Probe wurde in ein Well eines IBIDI-Objektträgers gegeben und 

mit einem LSM 510 meta (Zeiss) Laser-Scanning-Mikroskop, ausgestattet mit einem Plan-

Achromat 60x Objektiv (Olympus), analysiert. eYFP Fusionsproteine wurden mit dem 488 nm 

Laser angeregt und die Emission über einen Langpassfilter (>505 nm) detektiert. Diese 
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Einstellungen wurden ebenfalls für die Detektion von 6-FAM-Azid-konjugierten Proteinen 

verwendet. Die Fluoreszenz von Sulfo-Cy5-Azid-konjugierten Proteinen wurde mit dem 633 

nm Laser angeregt und mit einen Langpassfilter (>670 nm) detektiert.  
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3. Ergebnisse 

3.1. Analyse des Translationsprozesses des zellfreien Sf21-Systems 

In biologischen Prozessen wie der Zellteilung, der Zelldifferenzierung und der 

Metabolismuserhaltung dient ATP als Hauptenergielieferant. Zusätzlich fungiert ATP als 

Signalmolekül und Cofaktor für Kinasen, Ionentransporter, in der DNA-Replikation und der 

Proteinsynthese. Besonders während der Proteinsynthese ist ATP unerlässlich, da es in der 

Translationsinitiation, der Aminoacylierung, der Elongation und der Faltung von Proteinen 

involviert ist245. Für ein besseres Verständnis des Proteintranslationsprozesses sind 

Synthesesysteme, die eine definierte Einstellung der ATP-Konzentration ermöglichen, 

unumgänglich. Aufgrund des offenen Charakters von zellfreien Synthesesystemen kann eine 

definierte Konzentration an ATP der Proteintranslation zugeführt werden. Zusätzlich können 

ATP-konsumierende Effekte während der Transkription, wie die komplementäre 

Basenpaarung aufgrund der räumlichen und zeitlichen Trennung der Transkription und der 

Translation im beschriebenen linked Modus, vermieden werden. Der Einfluss der vorliegenden 

freien ATP-Konzentration während der Proteintranslation in einem zellfreien System wurde 

durch den Einsatz eines ATP-bindenden Aptamers (aAPT242) analysiert. Aptamere sind 

einzelsträngige Oligonukleotide, die aufgrund einer spezifischen dreidimensionalen Struktur 

ihr Zielmolekül mit hochspezifischen Bindungsaffinitäten im piko- bis nanomolaren Bereich 

erkennen können. Im Vergleich zu Antikörpern können auch kleine Moleküle mit einer 

molekularen Größe von unter 1000 Da, ohne eine zusätzliche Fusionierung des kleinen 

Moleküls an ein Trägerprotein, detektiert werden246. Im ersten Kapitel wurde der Einfluss des 

aAPT im Vergleich zu einem nicht-ATP-bindenden Aptamer (cAPT242) auf die zellfreie 

Synthese der Nanoluziferase analysiert. Zu Beginn wurden beide Aptamere auf ihre Fähigkeit 

ATP zu binden charakterisiert. Zusätzlich wurde die Spezifität des aAPT zu ATP gezeigt und 

der Einfluss von verschiedenen aAPT-Konzentrationen auf die zellfreie Proteinsynthese 

evaluiert. 

3.1.1. Charakterisierung des aAPT und des cAPT 

Die hier verwendeten Aptamere besitzen am 5´-Ende ein 6-Carboxyfluorescein (FAM), 

welches nach Bindung einer komplementären Sequenz durch das Dabcyl am 3´-Ende 

gequencht wird. Nach Bindung des Zielmoleküls ATP erfolgt eine strukturelle Änderung des 

aAPT, wodurch die Quenchersequenz gelöst wird und die FAM-Fluoreszenz nicht länger 

reduziert wird (Abbildung 5A).  

Durch vier Nukleotidveränderungen in der Sequenz des cAPT bindet dieses Aptamer nicht an 

ATP, sodass die Zugabe von ATP keinen Einfluss auf die Intensität der gequenchten 

Fluoreszenz haben sollte. Der Effekt der Quencher-Sequenz und zugefügtem ATP ist in 

Abbildung 5A gezeigt. Die Zugabe von 1,5 µM Quencher zu 1 µM aAPT oder cAPT resultierte 

in einer Reduktion des Fluoreszenzsignals um 98%. Während in der Probe mit dem aAPT das 

Fluoreszenzsignal nach Zugabe von 3 mM ATP um 20 % wiederhergestellt werden konnte, 

wurde dieser Effekt beim cAPT nicht beobachtet (Abb. 5B).  
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Abbildung 5. Funktionsweise des aAPT und Charakterisierung des Fluoreszenzsignals von aAPT und cAPT in Gegenwart von 
ATP oder GTP. A) In Gegenwart der komplementären Quenchersequenz wird das aAPT gebunden und das FAM-Fluorophor 
gequencht. Aufgrund der höheren Affinität des aAPT zu ATP löst sich das Aptamer von der Quenchersequenz und bindet ATP, 
wodurch das FAM-Fluorophor nicht länger gequencht wird. B) + C) Die Fluoreszenz des 5´-FAMs des Kontroll-Aptamers 
(gestrichelte Linie) und des Anti-ATP-Aptamers (durchgezogene Linie) wurde bestimmt. Dafür wurden die Aptamere auf eine 
Konzentration von 1 µM in PBS mit 100 mM NaCl und 10 mM MgCl2 verdünnt. Anschließend wurde 1,5 µM der 
komplementären Quenchersequenz, sowie 3 mM ATP (B) oder 3 mM GTP (C) hinzugefügt. Die jeweiligen Zeitpunkte der 
Zugabe sind durch Pfeile markiert.  

Zur Analyse der Spezifität des aAPT wurde anstelle von ATP das Nukleosidtriphosphat GTP 

nach einer Inkubation mit der komplementären Quenchersequenz hinzugefügt. Die 98%ige 

Reduktion der Fluoreszenz des aAPT und des cAPT durch den Quencher konnte durch die 

Zugabe von GTP nicht verändert werden (Abb. 5C).  

3.1.2. Einfluss des aAPT und des cAPT auf die zellfreie Proteinsynthese 

Um den Einfluss der Aptamere auf die zellfreie Synthese zu untersuchen wurde das 

Modellprotein Nluc im linked Modus translatiert. Der Translation wurde eine definierte Menge 

von 1 mM ATP hinzugefügt. Der Effekt des jeweiligen Aptamers auf die Nluc Synthese wurde 

durch einen Lumineszenz-Assay (Abb. 6A) und Autoradiographie (Abb. 6B) bestimmt. Die 

Zugabe von 1 µM aAPT oder cAPT zu der zellfreien Synthese zeigte keinen Effekt in der 

Aktivität der Luziferase. Durch die Zugabe von 10 µM aAPT wurde eine Reduktion der 

Lumineszenz um 70% ermittelt, während die Zugabe von 10 µM cAPT eine Reduktion von 5 % 

hervorrief. Eine weitere Erhöhung des aAPT (20 µM) resultierte in einem 95 % niedrigeren 

Lumineszenzsignal im Vergleich zur unbehandelten Probe. Der Einsatz von 20 µM cAPT 

verringerte das Lumineszenzsignal um 20 %. Bei höheren Konzentrationen von über 20 µM 

cAPT wurde ein negativer Effekt des cAPT und eine Reduktion der Nluc-Lumineszenz um 

70 % beobachtet. Die ermittelten Nluc-Aktivitäten sind vergleichbar mit den aus der 

Autoradiographie erhaltenen Ergebnissen (Abb. 6A und B).  
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Abbildung 6. Zellfreie Proteinsynthese in Gegenwart von verschiedenen Konzentrationen von cAPT und aAPT. A) Das 
Modelprotein Nluc wurde in Gegenwart von 0-100 µM des jeweiligen Aptamers synthetisiert. Nach der Synthese wurden 5 µl 
des Translationsmixes für einen Lumineszenz-Assay zur Bestimmung der Nluc-Aktivität verwendet. B) Für die Analyse der 14C-
markierten Nluc mittels Autoradiographie wurden 5 µl des Translationsmixes abgenommen.  

3.1.3. Analyse der Spezifität des aAPT im eukaryotischen zellfreien System 

Die spezifische Bindung des aAPT in einer PBS-Lösung wurde bereits in 3.1.1 gezeigt. Im 

zellfreien Synthesesystem sind neben ATP weitere niedermolekulare Moleküle wie 

Nukleosidtriphosphate, Ionen, Nukleinsäuren und Membranbestandteile vorhanden. Diese 

verschiedenen Moleküle könnten ebenfalls mit dem aAPT interagieren, wodurch die 

Proteintranslation inhibiert werden könnte, auch wenn keine Komplexierung von ATP 

stattfindet. Um die Spezifität des aAPT in einer heterogenen Umgebung zu untersuchen 

wurden verschiedene Konzentrationen an ATP während der zellfreien Proteinsynthese der 

Nluc eingesetzt. Durch die Komplexierung von ATP sollte die Synthese in Gegenwart des 

aAPT ein abweichendes ATP-Optimum im Vergleich zur zellfreien Synthese unter 

Standardbedingungen zeigen. Während in Abwesenheit des aAPT die höchste Nluc-Aktivität 

in Gegenwart von 1 mM ATP ermittelt werden konnte, wurde in Gegenwart des aAPT eine 
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maximale Lumineszenz bei 2 mM ATP detektiert (Abb. 7A und B). Eine Erhöhung der ATP-

Konzentration auf 2 mM reduzierte in Abwesenheit des aAPT das Lumineszenzsignal um 

90 %. Eine weitere Erhöhung resultierte in einer 99 % Reduktion (3-4 mM) bis das 

Lumineszenzsignal nicht mehr detektierbar war (5 mM). In Gegenwart des aAPT zeigte die 

Erhöhung der ATP-Konzentration auf 2 mM eine Steigerung der Nluc-Aktivität um den 

Faktor 2. Bei höheren Konzentrationen von 3-5 mM nahm das Lumineszenzsignal ebenfalls 

ab. Die erhaltenen Lumineszenzwerte spiegelten sich im Autoradiogramm wieder. Während 

ohne aAPT eine intensive Nluc-Bande in Gegenwart von 1 mM ATP zu erkennen war, wurde 

diese Bande schwächer, bis in Gegenwart von 3-5 mM ATP keine Nluc-Bande detektiert 

wurde. In Gegenwart des aAPT wurden Banden bei einer Synthese mit 1-3 mM ATP detektiert 

mit einer höchsten Bandenintensität bei 2 mM ATP.  

 

Abbildung 7. Zellfreie Synthese der Nluc in Gegenwart von verschiedenen ATP-Konzentrationen. A) Das Modelprotein Nluc 
wurde in Abwesenheit oder Anwesenheit des aAPT (20 µM) mit verschiedenen ATP-Konzentrationen (1-5 mM) in einem 
zellfreien System translatiert. Nach der Synthese wurden 5 µl des Translationsmixes für einen Lumineszenz-Assay zur 
Bestimmung der Nluc-Aktivität verwendet. B) Für die Analyse der 14C-markierten Nluc mittels Autoradiographie wurden 5 µl 
des Translationsmixes abgenommen.  

  



64 
 
 
3.2. Zellfreie Synthese des komplexen GPCRs Endothelin-B-Rezeptors  

Im ersten Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Translation in einem zellfreien Insekten-

System spezifisch durch die Komplexierung von ATP reguliert werden kann. Zusätzlich konnte 

gezeigt werden, dass das unmodifizierte zytosolische Protein Nluc in aktiver Form, 

konzentrationsabhängig von ATP synthetisiert werden konnte. Mit dieser Grundlage wird im 

nächsten Abschnitt ein komplexer GPCR synthetisiert und analysiert. GPCRs sind, wie in 

Abschnitt 1.1.4 beschrieben, das Ziel von 34 % der erhältlichen pharmazeutischen 

Medikamente247. Aufgrund der erschwerten Produktion in vivo werden stetig bestehende 

Expressionssysteme optimiert und neue Expressionssysteme entwickelt. Ob das hier 

verwendete eukaryotische zellfreie Proteinsynthesesystem ein Alternativ-Synthesesystem 

darstellt, wird im Folgenden analysiert. Als Modelprotein wurde der Endothelin-B-Rezeptor 

ausgewählt, welcher zwischen den Cysteinen 174 und 255 disulfidverbrückt ist und zusätzlich 

am Asparagin 59 eine Glykosylierung besitzt. Das zellfreie Sf21-System eignet sich für die 

Synthese des ET-B-Rezeptors (ET-B) aufgrund der endogen vorhandenen Mikrosomen, die 

eine kotranslationale Translokation und Integration des Rezeptors in die mikrosomale 

Membran ermöglichen. Aus diesem Grund wird im folgenden Kapitel neben der Optimierung 

der Synthese des ET-Bs die Integration in die mikrosomale Membran und das Vorhandensein 

von posttranslationalen Modifikationen analysiert.  

3.2.1. Synthese des ET-B-Rezeptors 

Für die Analyse der Synthese des ET-B-Rezeptors wurde ein PCR-Produkt generiert, welches 

für die Gensequenz des Fusionsproteins ET-B-eYFP codierte. Die Synthese wurde im linked 

Modus durchgeführt und über einen Zeitraum von 6h analysiert (Abb. 8). Eine maximale 

Proteinausbeute von 12 µg/ml wurde nach einer Translationszeit von 3-4 h erreicht. Geringere 

oder höhere Translationszeiten führten zu niedrigeren Ausbeuten im Bereich von 4-10 µg/ml 

(Abb. 8A).  

 

Abbildung 8. Synthese des Fusionsproteins ET-B-eYFP-Rezeptor mit anschließender Charakterisierung. A) 5 µl des 
Translationsmixes wurden für die Proteinausbeutebestimmung verwendet. B) 5 µl des Translationsmixes wurden mit 15 µl 
PBS gemischt, auf einen IBIDI aufgetragen und die Fluoreszenz des eYFPs analysiert. C) Für die Autoradiographie des 14C-
markierten ETB-eYFP-Rezeptor wurden 5 µl für die Aceton-Präzipitation und SDS-PAGE verwendet.  

Betrachtet man die Fluoreszenz des fusionierten eYFPs, so konnte eine Intensitätssteigerung 

von 0 min bis 120 min erkannt werden. Nach 120 min ist keine Steigerung der 

Fluoreszenzintensität zu detektieren, sodass eine Synthesezeit von 120 min gewählt wurde 

(Abb. 8B). Im Autoradiogramm zeigte sich nach einer Synthesezeit von 30 min eine Bande auf 

der Höhe der 62 kDa Markerbande. Die Intensität der Bande blieb ab einer Synthesezeit von 
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90 min konstant. Darüber hinaus wurden zusätzliche Banden auf einer Höhe von 38 und 42 

kDa sowie unterhalb von 28 kDa detektiert, deren Intensität kongruent zu der Bande auf der 

Höhe von 62 kDa war (Abb.8C).  

3.2.2. Translokation und Vesikelintegration des ET-B-Rezeptors 

Im Folgenden wird die Adressierung der im Lysat enthaltenen Mikrosomen analysiert. Dafür 

wurde die zellfreie Synthese des ET-B-eYFP-Rezeptors über vier Stunden unter dem 

konfokalen Mikroskop dokumentiert (Abb. 9). Während zum Start der Synthese kein 

Fluoreszenzsignal detektierbar war, wurde nach 60 min ein Fluoreszenzsignal des eYFP-

fusionierten GPCRs ermittelt, welches nach 180 min seine maximale Intensität erreichte. Das 

Fluoreszenzsignal der Aufnahmen nach drei und vier Stunden zeigte keine Veränderung. 

Zusätzlich ist eine heterogene konglomeratartige Verteilung des Fluoreszenzsignals in der 

Probe (60-240 min) zu erkennen, welche in der NTC nicht auftrat. Die Überlagerung der 

Fluoreszenzbilder nach 240 min zeigte auf, dass die Konglomerate in der Probe mit den Sf21-

Mikrosomen kolokalisierten, während in der NTC keine spezifische Zuordnung des 

Fluoreszenzsignals zu den Mikrosomen möglich war. 

 

Abbildung 9. Analyse der Lokalisation des Fusionsproteins ET-B-eYFP. Die Synthese des eYFP-fusionierten GPCRs wurde in 
einem 20 µl Ansatz über 4 Stunden auf einem IBIDI Objektträger durchgeführt und mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie analysiert. Die ersten sechs Bilder zeigen das ermittelte Fluoreszenzsignal des eYFPs. Die Bilder in der dritten 
Reihe zeigen die Überlagerung der Fluoreszenzbilder mit den jeweiligen Durchlichtbildern nach 4 Stunden.  
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Anhand der Fluoreszenzbilder ist eine Aussage über die korrekte Integration und Orientierung 

des ET-B-Rezeptors in die mikrosomale Membran nicht möglich. Für die Bestimmung der 

Orientierung wurde ein Plasmid-basiertes Konstrukt verwendet, welches eine zusätzliche 

IRES und eine Melittin-Signalsequenz besitzt. Melittin ist ein in Honigbienen vorkommendes 

kationisches Polypeptid, bestehend aus 26 Aminosäuren, welches Hauptbestandteil des 

Apitoxins ist151. Das Melittin-Signalpeptid zeichnet sich durch eine hohe 

Translokationseffizienz aus, wodurch die Integration des ET-B-Rezeptors in die mikrosomale 

Membran erhöht werden sollte. Der ET-B-Rezeptor wurde in diesem Abschnitt zusätzlich zu 

der 14C-Leucin-Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff BODIPY-TMR markiert. Die 

Markierung erfolgte über eine tRNA mit dem Anticodon GAA (Erkennung von Phenylalanin-

Codons), welche im Vorfeld mit einem BODIPY-TMR-Lysin aminoacyliert wurde. Die 

Fluoreszenzmarkierung zeichnet sich im Vergleich zur radioaktiven Markierung durch eine 

höhere Sensitivität aus. Dies ist besonders für den hier durchgeführten Proteinase K (ProtK)-

Verdau entscheidend, da kleine Peptidfragmente entstehen können, die wenig oder kein 

Leucin enthalten und somit nicht radioaktiv markiert werden können. ProtK hydrolysiert eine 

Vielzahl an Peptidbindungen, ist jedoch nicht membrangängig, sodass Bereiche des ET-B-

Rezeptors welche im Lumen der Mikrosomen gelegen sind, nicht verdaut werden können 

(Abb. 10A).  

 

Abbildung 10. Analyse der Orientierung des ET-B-Rezeptors in mikrosomalen Membranen. A) Schematische Darstellung der 
erwarteten Orientierung des ET-B-Rezeptors in einer mikrosomalen Membran. Rot markiert sind ProtK-zugängliche Bereiche. 
In grün und blau markiert sind ProtK-geschützte Bereiche. B) In-Gel-Fluoreszenz des markierten ET-B-Rezeptors. Gezeigt sind 
Fraktionierung, Glykosidase und ProtK-Verdau. Für den Glykosidase- und ProtK-Verdau wurden 5 µl der mikrosomalen 
Fraktion eingesetzt. Modifiziert aus248. 

Zu Beginn wurde der Translationsmix durch eine 10-minütige Zentrifugation in den Überstand 

und die mikrosomale Fraktion getrennt. In der In-Gel-Fluoreszenz ist in jeder der drei 

Fraktionen eine Bande auf der Höhe von 38 kDa zu erkennen, die sich in den einzelnen 

Fraktionen unterscheidet (Abb. 10B). Während im Translationsmix und in der mikrosomalen 

Fraktion eine intensive zusätzliche Bande oberhalb von 38 kDa zu erkennen ist, ist diese 

Bande im Überstand schwach ausgeprägt. Nach einem Glykosidase-Verdau der MF mit 

PNGase F ist diese Bande nicht mehr detektierbar. Dieses Ergebnis deutet auf eine 

Glykosylierung hin und somit auf eine Translokation des N-Terminus in das Lumen der 

Mikrosomen. Zusätzlich ist eine intensive Bande auf Höhe der 17 kDa Markerbande zu 

erkennen. Diese Bande resultiert aus der überschüssigen, vorbeladenen tRNA, deren 

fluoreszenzmarkierte Aminosäure nicht in den ET-B-Rezeptor eingebaut worden ist. Aufgrund 

der vorhandenen Translokation des N-Terminus, welche besonders in der MF detektierbar 

war, wurde diese Fraktion für den ProtK-Verdau verwendet. Als Ergebnis zeigten sich 
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spezifische Banden mit einem apparenten Molekulargewicht von 6-9 kDa, 11 kDa und 18-40 

kDa in der In-Gel-Fluoreszenz und im Autoradiogramm Banden. Aufgrund der unterschiedlich 

markierten Aminosäuren (14C-Leucin im Vergleich zu fluoreszenzmarkiertem Lysin, welches 

an der Position von Phenylalanin-Codons statistisch eingebaut wurde) sind die erhaltenen 

Banden im Fluoreszenzgel und im Autoradiogramm unterschiedlich stark ausgeprägt. Die drei 

Banden im Bereich von 6-9 kDa korrelieren mit den Berechneten molekularen Größen der im 

Inneren der Mikrosomen gelegenen Loops mit den assoziierten Transmembrandomänen. Die 

ausgeprägte Bande auf der Höhe von 11 kDa entsprach dem berechneten Molekulargewicht 

des N-terminalen Peptides inklusive der ersten Transmembrandomäne. Banden, die oberhalb 

von 18 kDa liegen, deuten auf einen unvollständigen Verdau des ET-B-Rezeptors durch ProtK 

hin. An dieser Stelle ist anzumerken, dass die vorliegenden Ergebnisse Bestandteil einer 2017 

erschienenen Publikation sind, in der zusätzlich die Funktionalität des ET-B-Rezeptors über 

einen Radioliganden-Bindungsassay gezeigt werden konnte248. Zusammenfassend wird durch 

dieses Kapitel deutlich, dass sich die zellfreie Proteinsynthese auf Basis eines eukaryotischen 

Lysates für die Synthese von zytosolischen und komplexen Proteinen mit posttranslationalen 

Modifikationen eignet. Zusätzlich ermöglichen die endogen enthaltenen Mikrosomen eine 

Einbettung von Membranproteinen in eine nahezu natürliche Membran. Auf Grundlage dieser 

Ergebnisse werden im dritten Kapitel zwei ausgewählte pharmazeutisch relevante Proteine, 

welche eine vergleichbare Komplexität zum ET-B-Rezeptor aufzeigen, erst statistisch und 

nachfolgend ortsspezifisch modifiziert.  

3.3. Modifizierung von therapeutisch relevanten Proteinen durch Amber-

Suppression 

Die Herstellung von therapeutischen Proteinen ist ein hoch komplexer Prozess und kann 

mehrere Tausend einzelne Produktionsschritte beinhalten249. Aufgrund von komplexen 

dreidimensionalen Strukturen können Proteine meistens nicht komplett über chemische 

Ligation synthetisch hergestellt werden und müssen deshalb in lebenden Zellen produziert 

werden. Die Charakteristika des hergestellten Proteins hängen dabei von der Wahl der 

Zelllinie, dem Ursprung der Spezies und den Kultivierungsbedingungen ab. Besonders 

posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen können durch heterologe 

Expressionssysteme inkorrekt ausgebildet werden, wodurch die Funktionalität des Proteins 

beeinflusst werden kann. Durch Protein-Engineering werden Eigenschaften von ausgewählten 

Targets so verändert, dass z. B. die Serum-Halbwertszeit und somit die Wirkung von 

Therapeutika verlängert wird, aber auch die Erkennung und Funktionalität der Therapeutika 

verbessert werden. Für eine Erhöhung der Serum-Halbwertszeit können Therapeutika durch 

PEGylierung derivatisiert oder an Albumin- und Fc-Fragmente fusioniert werden. Zusätzlich 

können Signalpeptide angefügt oder Antikörper-Wirkstoff-Konjugate generiert werden, um 

toxische Effekte durch eine unspezifische Bindung zu reduzieren und im Gegenzug die 

spezifische Erkennung des Therapeutikums zu erhöhen 249. Verschiedene Methoden wie 

Zelllinien-Engineering, rationales Proteindesign oder gerichtete Evolution der Proteinstruktur 

werden oftmals angewandt, um Proteine mit verbesserten Eigenschaften zu erhalten. Eine 

weitere Möglichkeit besteht in der Erweiterung von reaktiven Seitengruppen, wie sie bei 

Lysinen und Cysteinen vorkommen durch die Einbringung von nicht-kanonischen 

Aminosäuren. Durch die Verwendung der Amber-Suppressions-Methodik (Kapitel 1.4.1, 

Abb. 3) können nkAss an ausgewählten Positionen im Protein eingebracht werden. Eine 

schematische Übersicht des Arbeitsablaufes für das Kapitel 3.3 befindet sich in Abbildung 11.  
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Abbildung 11. Schematische Darstellung des Arbeitsablaufes zur Generierung von modifizierten Proteinen durch Amber-
Suppression. Dargestellt sind die einzelnen Schritte, beginnend mit der Identifikation von geeigneten Positionen für die 
Integration eines Amber-Stopcodons in eine Gensequenz bis hin zu Analysen des modifizierten Proteins und möglichen 
Anwendungen. Die grünen Pfeile implizierten Analysemethoden und Anwendungen die in der vorliegenden Arbeit 
durchgeführt wurden. Schwarze Pfeile implizierten weitere mögliche Anwendungen. 

Im folgenden Abschnitt werden die nkAss pPa und AzF verwendet. Beide Aminosäuren sind 

strukturell ähnlich zum Tyrosin, sodass eine modifizierte E. coli Tyrosin-Synthetase eingesetzt 

werden konnte, um die erwähnten nkAs spezifisch an eine Suppressions-tRNA aminoacylieren 

zu können18,19. Zusätzlich sind für die vorhandenen Alkin (pPa) und Azid- (AzF)-Gruppen 

verschiedene chemoselektive Reaktionen bekannt, die unter physiologischen Bedingungen 

ablaufen können. Im ersten Teil wird die Adressierung des Amber-Stopcodons durch eine 

vorbeladene tRNA betrachtet sowie der Einbau von pPa und AzF in das Fusionsprotein 

Adora2a_amb215-Nluc analysiert und optimiert (Abb. 12). Im zweiten Schritt wird die 

Kopplungsreaktion zwischen der Alkin-Gruppe des pPa mit Fluoreszenzfarbstoffen adressiert, 

um im dritten Schritt die erhaltenen Ergebnisse auf die Modifizierung des therapeutischen 

Proteins Erythropoetin anzuwenden. Zusätzlich werden in diesem Abschnitt erste 

Funktionalitätsassays mit dem fluoreszenzmarkiertem Adora2a_Nluc etabliert.  
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Abbildung 12. Schematische Darstellung des Modelprotein Adora2a_amb215-Nluc. Der Adora2a besitzt am Codon, welches 
für die Aminosäure 215 codiert ein Amber-Stopcodon. Downstream des Amber-Stopcodons wurde eine Nluc fusioniert, 
welche nach einer Adressierung des Amber-Stopcodons translatiert wird. Modifiziert aus 250. 

3.3.1. Adressierung des Amber-Stopcodons 

In Abschnitt 3.2.2 wurde der ET-B-Rezeptor durch den Einbau eines fluoreszierenden 

BODIPY-TMR-Lysins statistisch markiert. Die Markierung erfolgte über den Einsatz der 

vorbeladenen tRNA, deren Anticodon Phenylalanin-Codons (BP-GAA) adressierte. Im 

Gegensatz dazu, wurde in den folgenden Ergebnissen eine tRNA verwendet, welche ebenfalls 

ein BODIPY-TMR-Lysin trägt, aber als Anticodon ein CUA besitzt und somit das Amber-

Stopcodon adressierte (BP-CUA). Die erfolgreiche Adressierung des Amber-Stopcodons 

wurde über In-Gel-Fluoreszenz (Abb. 13A), über die Translation der Nluc durch einen 

Lumineszenz-Assay (Abb. 13B) im Vergleich zum Volllängenkonstrukt ohne internes Amber-

Stopcodon in Gegenwart der BP-CUA sowie über Autoradiographie (Abb. 13C) anhand der 

erhaltenen Volllängen-Proteinbande analysiert. Als Kontrolle wurde das Amber-Konstrukt in 

einer zellfreien Synthese mit dem BP-GAA inkubiert. Die In-Gel-Fluoreszenz zeigt eine 

spezifische Bande auf einer Höhe von 38 kDa bei einer Synthese des Adora2a_amb215-Nluc-

Konstruktes in Gegenwart der BP-CUA (Abb. 13A). Die Supplementierung der BP-GAA zum 

Amber-Konstrukt zeigt eine Fluoreszenzbande auf Höhe von ca. 17 kDa, welche mit dem 

berechneten molekularen Gewicht des Terminationsproduktes übereinstimmt. Eine 

Volllängenbande ist in diesem Ansatz nicht detektierbar. Das Konstrukt ohne Amber-

Stopcodon resultiert in Gegenwart der BP-CUA in keiner detektierbar Proteinbande auf einer 

Höhe von 38 kDa. Stattdessen war ebenfalls eine schwache Bande auf der Höhe von 17 kDa 

erkennbar, welche nicht im Autoradiogramm detektiert wurde. Diese Bande korrelierte mit der 

freien BODIPY-TMR-Lysin-tRNA. Das Autoradiogramm zeigt vergleichbare Ergebnisse mit 

dem Unterschied, dass eine Volllängenbande in der Synthese des Konstruktes ohne Amber-

Stopcodon zu erkennen ist. Die Fraktionierung des Translationsmixes in SN und MF ergibt 

einen höheren Anteil an Zielprotein in der SN-Fraktion im Vergleich zur MF-Fraktion. Die 

erhaltenen Ergebnisse aus In-Gel-Fluoreszenz und Autoradiographie spiegeln sich ebenfalls 

im Nluc-Assay wieder. Lumineszenzwerte konnten für die Synthese des Adora2a-Nluc-

Konstrukts sowie für das Adora2a_amb215-Nluc-Konstrukt in Gegenwart der BP-CUA 



70 
 
 
erhalten werden. 75 % der erhaltenen Lumineszenzwerte konnten im Überstand detektiert 

werden. Der Vergleich der Synthese des Adora2a-Nlucs zum Adora2a_amb215-Nluc-

Konstrukt zeigt, dass ca. eine 20%ige Adressierung des Amber-Stopcodons mit der BP-CUA 

erreicht werden konnte. Die Synthese des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes in Gegenwart 

der BP-GAA resultierte in einem Lumineszenzsignal von 2 % im Vergleich zum 

Volllängenprotein. 

 

Abbildung 13. Fluoreszenzmarkierung des Adenosinrezeptors mit vorbeladenen tRNAs. A) In-Gel-Fluoreszenz des Adora2a-
Nluc mit und ohne Amber-Stopcodon in Gegenwart der tRNA BP-CUA oder BP-GAA. Der Translationsmix (TM) wurde in den 
Überstand (SN) und in die mikrosomale Fraktion (MF) fraktioniert. B) Analyse der Translation des Reporterproteins Nluc, 
fusioniert an den C-Terminus des Adora2a durch die Messung der Lumineszenz. C) Autoradiogramm des de novo 
synthetisierten Adora2a durch den statistischen Einbau von 14C-Leucin während der zellfreien Reaktion. Modifiziert aus 250. 

Im Gegensatz zu der verwendeten halb-synthetischen vorbeladenen tRNA kann die 

eingesetzte Suppressions-tRNA (tRNATyrCUA) durch eine modifizierte Tyrosin-Synthetase 

(eAzFRS) enzymatisch mit der nicht-kanonischen Aminosäure aminoacyliert. Durch die 

enzymatische Aminoacylierung wird der natürliche Prozess der Beladung der tRNA mit der 

spezifischen Aminosäure nachgestellt, wodurch ein Recycling der tRNA möglich ist. Eine 

Übersicht der eingesetzten nkAs mit den möglichen Kopplungsreaktionen befindet sich in der 

Abbildung S1 im Anhang. Im folgenden Abschnitt werden AzF und pPa in das Modelprotein 

mit dem Ziel integriert, eine möglichst hohe Suppressionseffizienz zu erreichen. Die 

Suppressionseffizienz wurde im Vergleich zum Adora2a-Nluc ohne Amber-Stopcodon 

bestimmt. Der Einbau der nkAs AzF ist in Abbildung 14 dargestellt. Es wurden 

Suppressionseffizienzen zwischen 14 und 22 % erreicht, welche somit vergleichbar zu der 

Adressierung des Amber-Stopcodons durch den Einsatz von BP-CUA waren. Die höchste 

Suppressionseffizienz (22 %) wurde durch den Einsatz von 2 mM AzF, 3 µM tRNATyrCUA 

und 3 µM eAzFRS erreicht. Eine Erhöhung der Synthetasekonzentration auf 5 µM reduzierte 

die Suppressionseffizienz um 6 %. Die Erhöhung der Suppressions-tRNA auf 5 µM resultierte 

in einer Suppressionseffizienz von 19 %. Die Reduktion von tRNA oder Synthetase während 
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der zellfreien Proteinsynthese zeigte ebenfalls einen negativen Effekt auf den Einbau der 

nkAs. In den Negativkontrollen wurde die zellfreie Synthese in der Abwesenheit von nkAs, 

tRNA oder Synthetase durchgeführt. Es wurden Suppressionseffizienzen von 0,25 % 

(Synthese ohne Suppression-tRNA bzw. ohne Synthetase) und 2 % (Synthese ohne nkAs) 

erhalten. Durch die geringe Einbaueffizienz der nkAs AzF konnte im Autoradiogramm kein 

Volllängenprotein Adora2a-Nluc detektiert werden.  

 

Abbildung 14. Einfluss der orthogonalen Komponenten auf die Suppressionseffizienz. Für die Bestimmung der 
Suppressionseffizienzen wurden Ansätze mit unterschiedlichen Konzentrationen an tRNA (1-5 µM) und Synthetase (2-4 µM) 
in Gegenwart von 2 mM AzF präpariert. Die Einbaueffizienz wurde anhand der translatierten Nluc bestimmt und auf die 
Synthese des Volllängenproteins ohne Amber-Stopcodon in der Gensequenz normiert.  

Im Vergleich zur Inkorporation von AzF konnte durch den Einsatz von pPa eine wesentlich 

höhere Suppressionseffizienz zwischen 63 und 81 % erreicht werden (Abb. 15A). Eine 

maximale Suppressionseffizienz von 81 % wurde durch den Einsatz von 2 mM pPa, 2 µM 

tRNATyrCUA und 3 µM eAzFRS erreicht. Während eine Variation der Konzentration von 

Suppressions-tRNA in einer Änderung von maximal 6 % in der Suppressionseffizienz 

resultiert, zeigt die Erhöhung der Synthetasekonzentration von 2 µM auf 3 oder 4 µM eine 

Erhöhung von 18 bzw. 7 %. In Abwesenheit einer der orthogonalen Komponenten während 

der zellfreien Synthese wurden, wie auch bei der Inkorporation von AzF, wesentlich niedrigere 

Einbaueffizienzen detektiert, welche einen prozentualen Anteil von 4 % (ohne pPa), 0,3 % 

(ohne tRNA) und 0,7 % (ohne Synthetase) aufzeigten. Im Autoradiogramm wurde eine 

spezifische Bande auf der Höhe von 38 kDa in Gegenwart von tRNA, Synthetase und nkAs 

detektiert (Abb. 15B). Die Intensitäten der Banden unterschieden sich zwischen den 

verschiedenen Konzentrationen kaum. Das Fehlen einer Komponente für die Amber-

Suppression (tRNA, pPa oder eAzFRS) während der zellfreien Synthese führte zu keinem 

detektierbaren Volllängenprotein.  
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Abbildung 15. Einfluss der orthogonalen Komponenten auf die Suppressions-Effizienz. Für die Bestimmung der 
Suppressions-Effizienz wurden Ansätze mit unterschiedlichen Konzentrationen an tRNA (2-4 µM) und Synthetase (2-4 µM) in 
Gegenwart von 2 mM pPa präpariert. Die Einbau-Effizienz wurde anhand der translatierten Nluc bestimmt und auf die 
Synthese des Volllängenproteins ohne Amber-Stopp-Codon in der Gensequenz normiert.  

3.3.2. Bioorthogonale Kopplung von Fluoreszenzfarbstoffen an die reaktive Gruppe 

der nkAs 

Aufgrund der geringeren Einbaueffizienz der nkAs AzF in das Adora2a_amb215-Nluc-

Konstrukt wurde die Kopplungsreaktion von Azid-konjugierten Farbstoffen an die Alkin-Gruppe 

des pPas untersucht. Der erste Abschnitt des Kapitels befasst sich mit der Analyse der kupfer-

katalysierten Klickreaktion. Zu diesem Zweck wurden zwei verschiedene Cu(I)-stabilisierende 

Komponenten (THPTA und L-His) sowie zwei Alkin-modifizierte Moleküle (pPa und Alexa Fluor 

647-Alkin, AF647-Alkin) miteinander vergleichen. Bei einer erfolgreichen Kopplung der 

Alkingruppe mit der Azid-Gruppe des nicht-fluoreszierenden Stoffes Azidocoumarin entsteht 

ein fluoreszierender Triazol-Coumarin-Komplex mit einem Emissionsmaximum bei 470 nm. 

Die Aufnahme des Fluoreszenzspektrums der Kombination von verschiedenen Stabilisatoren 

und Alkin-Derivaten mit Coumarin ist in Abbildung 16 dargestellt. Wie erwartet, konnte ein 
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Emissionsmaximum bei 470 nm in den Ansätzen mit pPa und THPTA, pPa und L-His sowie 

AF647-Alkin und THPTA detektiert werden. Die Intensität zeigte für den Ansatz mit pPa und 

THPTA im Vergleich zum Stabilisator L-His und zum Alkin-modifizierten AF647 ein deutlich 

höheres Signal. Für den Ansatz mit AF647-Alkin und L-His sowie für die Kontrollen, welche 

den Katalysator in Form von CuSO4 nicht enthielten, konnte kein Fluoreszenzsignal detektiert 

werden.  

 

Abbildung 16. Analyse der Fluoreszenzintensität des Triazol-Coumarin-Komplexes nach der CuAAC. Der Einfluss von 
verschiedenen Parametern (Stabilisatoren und Alkine) auf die Umsetzung von Azidocoumarin zu Triazol-Coumarin durch die 
CuAAC wurde analysiert. Die Proben wurden bei 405 nm angeregt und ein Emissionsspektrum von 440– 540 nm 
aufgenommen.  

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde THPTA als Stabilisator für die folgenden 

Klickreaktionen verwendet. In einem zweiten Schritt wurde die CuAAC auf das Modelprotein 

Adora2a-Nluc mit inkorporierter nkAs pPa angewandt. Um der negativen Wirkung von freien 

Cu(I)-Ionen auf das Protein entgegenzuwirken251, wurde eine minimale CuSO4-Konzentration 

bestimmt, welche den Ablauf der CuAAC mit dem Farbstoff Silikon-Rhodamin-Azid (SiR-Azid) 

gewährleistet, aber die Proteinstruktur möglichst intakt hält. Es wurden CuSO4-

Konzentrationen im Bereich von 0 µM bis 500 µM eingesetzt (Abb. 17A). Die In-Gel-

Fluoreszenz (Abb. 17A) zeigte eine spezifische Bande ab dem Einsatz von 100 µM CuSO4 mit 

einem Intensitätsmaximum bei 200 µM. Bei einer CuSO4-Konzentration kleiner als 100 µM war 

keine Fluoreszenzbande zu detektieren. Bei einer CuSO4-Konzentration von 500 µM war die 

Intensität der Fluoreszenzbande weniger intensiv als bei 100 oder 200 µM CuSO4. Eine 

zellfreie Proteinsynthese in Abwesenheit der tRNATyrCUA zeigte bei keiner verwendeten 

CuSO4-Konzentration eine spezifische Fluoreszenzbande. Im Autoradiogramm (Abb. 17B) 

waren die intensivsten Proteinbanden bei CuSO4-Konzentrationen von 0-50 µM zu erkennen. 

Bei CuSO4-Konzentrationen von 100-200 µM war die Proteinbande schwächer, während sie 

bei 500 µM CuSO4 beinahe verschwand. Die Synthesen in Abwesenheit von tRNATyrCUA 

zeigten keine Volllängenbanden des Adora2a-Nluc. Dafür war eine intensive Bande auf der 

Höhe des zu erwartenden Terminationsproduktes zu erkennen. Aufgrund der intensiven 

Fluoreszenzbande bei einer CuSO4-Konzentration von 200 µM und der detektierbaren 

Proteinbande in der Autoradiographie wurde diese Konzentration in den folgenden 

Experimenten verwendet.  
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Abbildung 17. Einfluss von verschiedenen Kupfersulfat-Konzentrationen auf die CuAAC und die Proteinintegrität. A) In-Gel-
Fluoreszenz des gekoppelten SiR-Azides durch die CuAAC an die Alkin-Gruppe des pPas. Die Proben wurden bei 632 nm 
angeregt und die Emission bei 670 nm detektiert. B) Autoradiogramm der mit unterschiedlichen Kupfersulfat-
Konzentrationen (0-500 µM) behandelten Proben.  

Neben der Anpassung der Kupferkonzentration wurde eine Analyse der Farbstoffkonzentration 

(Abb. 18A) und der Inkubationszeit (Abb. 18B) durchgeführt. Das SiR-Azid wurde in den 

Konzentrationen von 0-20 µM während der CuAAC eingesetzt. In Abwesenheit des Farbstoffes 

war keine Fluoreszenzbande detektierbar. Durch den Einsatz von 3 µM ist eine leichte Bande 

auf der zu erwartenden Höhe zu erkennen, die mit steigender Farbstoffkonzentration an 

Intensität zunimmt. Die Hintergrundfluoreszenz des SiR-Azides nahm mit steigender 

Konzentration marginal zu. Die Abwesenheit der tRNATyrCUA während der zellfreien 

Synthese in Kombination mit der anschließenden Markierungsreaktion führte bei keiner 

Farbstoffkonzentration zu einer fluoreszierenden Produktbande. Es ist anzumerken, dass die 

Anpassung der eingesetzten Konzentration zwischen den verwendeten 

Fluoreszenzfarbstoffen variiert, da zum Beispiel bei den Farbstoffen Sulfo-Cy5-Azid und 

DyLight650-Phosphin bereits bei geringeren Konzentrationen (3-5 µM) eine intensive 

Fluoreszenzbande detektiert werden konnte. Das SiR-Azid wurde in einer Konzentration von 

20 µM eingesetzt.  

 

Abbildung 18. Einfluss von verschiedenen Farbstoffkonzentrationen und Inkubationszeiten auf die In-Gel-Fluoreszenz. A) 
In-Gel-Fluoreszenz des gekoppelten SiR-Azides durch die CuAAC an die Alkin-Gruppe des pPas. Es wurden verschiedene 
Konzentrationen an SiR-Azid im Bereich von 0-20 µM eingesetzt. B) In-Gel-Fluoreszenz des gekoppelten SiR-Azides nach 
verschiedenen Inkubationszeiten zwischen 0 min und 24 Stunden.  
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Die unterschiedlichen Inkubationszeiten beziehen sich auf die Dauer der Klickreaktion. Das 

bedeutet, dass ohne zusätzliche Inkubation der Labeling-Mix zu der mikrosomalen Fraktion 

gegeben und direkt im Anschluss die Aceton-Fällung durchgeführt wurde. Aufgrund der oben 

genannten Eigenschaften der CuAAC wie Stabilität, Wasserkompatibilität und eine gute 

Umsetzungsrate kann vermutet werden, dass diese Reaktion während der Aceton-Fällung 

weiterhin abläuft. Diese Vermutung wird unterstützt durch die vorhandene Fluoreszenzbande 

bei einer Inkubationszeit der CuAAC von 0 min (Abb. 18B). Im Vergleich zu längeren 

Inkubationszeiten der Klickreaktion ist diese Bande weniger intensiv. Nach einer 

Inkubationszeit von 30 min ist eine Steigerung der Intensität der fluoreszierenden 

Produktbande zu erkennen. Zusätzlich steigen die Intensität von Nebenbanden sowie der 

Fluoreszenzhintergrund des Farbstoffes. Während bei einer Inkubationszeit von 0 min kaum 

Hintergrund zu erkennen war, konnte nach 24 Stunden die Zielproteinbande beinahe nicht 

vom Hintergrund unterschieden werden. Eine zellfreie Synthese in Abwesenheit der 

Suppressions-tRNA mit anschließender CuAAC bei unterschiedlichen Inkubationszeiten 

resultierte in keiner detektierbaren Fluoreszenzbande. Für weitere Experimente wurde eine 

Inkubationszeit der CuAAC von 30 min gewählt.  

Fluoreszenzmarkierte Membranproteine sind insbesondere für Interaktionsstudien oder auch 

für Ligand-Screening-Verfahren von Interesse. Idealerweise befindet sich das 

Membranprotein während der Analytik in einer Membran-ähnlichen Umgebung. Durch die 

Integration der zellfrei hergestellten Membranproteine in die mikrosomale Membran kann 

diese Grundlage gewährleistet werden. Um Interaktionsstudien wie zum Beispiel Fluoreszenz-

Resonanzenergietransfer zwischen Ligand und fluoreszenzmarkiertem Membranprotein, 

zwischen einzelnen Untereinheiten des Proteins oder sogar zwischen verschiedenen 

Proteinen analysieren zu können, sollte im Vorfeld der Einfluss von Farbstoffen auf die 

Integrität der Mikrosomen analysiert werden. Zusätzlich sollte die Detektion des 

fluoreszenzmarkierten Proteins in den mikrosomalen Membranen möglich sein. Aus diesem 

Grund wurden die Mikrosomen mit verschiedenen Farbstoffen inkubiert. Als Beispiel sind im 

Folgenden die Inkubationen mit den Farbstoffen DyLight488-Phosphin, Sulfo-Cy3-Azid und 

DyLight650-Phosphin dargestellt (Abb. 19). Die erhaltenen Signale wurden verschiedenen 

Farben zugeordnet, sogenannten Falschfarben (DyLight488-Phosphin und 6-FAM-Azid: gelb, 

Sulfo-Cy3-Azid: blau, DyLight650-Phosphin und Sulfo-Cy5-Azid: rot). Die Inkubation der 

Mikrosomen mit den drei dargestellten Farbstoffen zeigt im Vergleich zu den Proben mit 

unbehandelten Mikrosomen keinen Unterschied in der Mikrosomenintegrität. Es werden 

weiterhin Agglomerate mit einem Mikrosomendurchmesser im Bereich von 1- 10 µm gebildet. 

Während die unbehandelten Mikrosomen bei einer Anregung von 488 und 633 nm keine 

Fluoreszenzemission oberhalb von 505 nm bzw. 650 nm aufzeigen, ist eine Eigenfluoreszenz 

durch die Anregung bei 515 nm im Bereich von 550-580 nm zu erkennen. Die 

Eigenfluoreszenz der Mikrosomen lässt keinen Unterschied zwischen der unbehandelten und 

mit Sulfo-Cy3-Azid inkubierten Probe erkennen. Die Analyse bei einer Emission oberhalb von 

505 nm bzw. 670 nm zeigte einen deutlichen Unterschied zwischen der unbehandelten Probe 

und der mit Farbstoff inkubierten Probe. Während keine Fluoreszenz bei den unbehandelten 

Mikrosomen zu erkennen war, zeigten die mit Farbstoff inkubierten Mikrosomen ein starkes 

Fluoreszenzsignal, welches mit den Mikrosomen kolokalisierte. Anhand dieser Analyse sind 

Farbstoffe mit einem Emissionsbereich von 550-580 nm aufgrund der Eigenfluoreszenz der 

Mikrosomen für mikroskopische Untersuchungen ungeeignet, während Farbstoffe mit einem 

Emissionsbereich von 505-540 nm bzw. oberhalb von 670 nm für mikroskopische 

Untersuchungen geeignet sind. Generell zeigte sich eine sehr starke unspezifische Färbung 

der Mikrosomen durch die eingesetzten Farbstoffe, weshalb ein Screening von 20 
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verschiedenen Farbstoffen durchgeführt wurde und davon zwei Kandidaten ermittelt werden 

konnten, welche sich für mikroskopische Anwendungen eigneten. Die mikroskopische Analyse 

des Modelproteins Adora2a_amb215-Nluc mit den gekoppelten Farbstoffen Sulfo-Cy5-Azid 

bzw. 6-FAM-Azid ist in Abb. 20 und 21 dargestellt.  

 

Abbildung 19. Analyse der Mikrosomen in Gegenwart von Fluoreszenzfarbstoffen durch konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie. Die mikrosomale Fraktion wurde für zwei Stunden mit 20 µM des jeweiligen Farbstoffes inkubiert und nach 
einem Waschschritt mit PBS auf einen IBIDI-Objektträger aufgetragen und analysiert. Angegeben sind die verwendeten 
Anregungs- und Emissionswellenlängen.  

Während in der In-Gel-Fluoreszenz der Negativkontrolle, welche ohne eAzFRS im zellfreien 

System translatiert wurde, keine Bande zu erkennen ist, markiert der Farbstoff Sulfo-Cy5-Azid 

aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften ebenfalls unspezifisch die Mikrosomen (Abb. 20, 

obere Zeile). Im Gegensatz zu den DyLight-Phosphin-Farbstoffen besitzt dieser Farbstoff in 

wässriger Umgebung zwei Sulfit-Gruppen, wodurch die hydrophobe Eigenschaft reduziert und 

die Hydrophilie des Moleküls erhöht wird. Dadurch werden die Mikrosomen weniger stark 

unspezifisch angefärbt als die Mikrosomen in Gegenwart von DyLight-Phosphin. Vergleicht 

man die unspezifische Färbung des Sulfo-Cy5-Azides mit dem positionsspezifisch markierten 

Adora2a_amb215-Nluc ist ein deutlicher Unterschied zu erkennen. Bei identischen 

Einstellungen während der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie zeigt die Probe mit dem 

fluoreszenzmarkierten Protein Adora2a-Nluc eine intensivere Färbung der Mikrosomen (Abb. 

20, untere Zeile). Zusätzlich zeigt der Farbstoff Sulfo-Cy5-Azid kaum Nebenbanden in der In-

Gel-Fluoreszenz, während die Zielproteinbande deutlich detektierbar ist. Zusammenfassend 

ist dieser Farbstoff sehr gut für analytische Zwecke auf Basis von In-Gel-Fluoreszenz und 

Mikroskopie geeignet.  
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Abbildung 20. Analyse des Farbstoffes Sulfo-Cy5-Azid durch In-Gel-Fluoreszenz und konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie 
(CLSM). Oberes Panel: In-Gel-Fluoreszenz und CLSM der Negativkontrolle zur Bestimmung der unspezifischen Färbung der 
Mikrosomen durch Sulfo-Cy5-Azid. Als Negativkontrolle diente eine Synthese des Adora2a_amb215-Nluc in Abwesenheit der 
eAzFRS. Unteres Panel: In-Gel-Fluoreszenz und CLSM des fluoreszenzmarkierten Adora2a_amb-Nluc nach einer zellfreien 
Synthese in Gegenwart sämtlicher orthogonalen Komponenten. Die Bilder der In-Gel-Fluoreszenz der beiden Proben, als auch 
die CLSM-Bilder, wurden mit identischen Einstellungen aufgenommen. Modifiziert aus 250. 

Die In-Gel-Fluoreszenz des gekoppelten Farbstoffes 6-FAM-Azid resultierte bei der Synthese 

ohne eAzFRS in einer unspezifischen „Wolke“ auf Höhe der Fluoreszenzbande des 

Zielproteins (Abb. 21). Diese Wolke wurde wiederholt auf dieser Höhe detektiert, welche mit 

höheren Farbstoffkonzentrationen in ihrem Durchmesser wuchs. Außerdem war eine 

Nebenbande auf der Höhe von 15 kDa zu erkennen. Trotz dieser unerwünschten Effekte des 

6-FAM-Azides war eine spezifische Fluoreszenzbande des markierten Adora2a_Nlucs, 

welche wesentlich schärfer und definierter erscheint als die Farbstoffwolke, zu erkennen. Die 

konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie zeigte in der Negativkontrolle eine schwache 

unspezifische Fluoreszenz des Farbstoffes, welche mit den Mikrosomen kolokalisiert (Abb. 21, 

obere Zeile). Im Vergleich zum Sulfo-Cy5-Azid erscheint die unspezifische Färbung weniger 

intensiv. Die Fluoreszenzbilder in Gegenwart des markierten Adora2a_Nlucs resultierten in 

einem intensiven Fluoreszenzsignal, welches mit den Mikrosomen kolokalisierte (Abb. 21, 

untere Zeile). Das 6-FAM-Azid besitzt ebenfalls polare Endgruppen in Form von 

Hydroxygruppen, wodurch eine unspezifische Einlagerung in die hydrophobe Membran der 

Mikrosomen verringert wird. Zusammenfassend ist dieser Farbstoff ebenfalls für 

mikroskopische Analysen geeignet sowie begrenzt für die Detektion mittels In-Gel-

Fluoreszenz. Eine Übersicht der analysierten Farbstoffe ist in Abbildung S2 im Anhang zu 

finden.  
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Abbildung 21. Analyse des Farbstoffes 6-FAM-Azid durch In-Gel-Fluoreszenz und konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie. 
Oberes Panel: In-Gel-Fluoreszenz und CLSM der Negativkontrolle zur Bestimmung der unspezifischen Färbung der 
Mikrosomen durch 6-FAM-Azid. Die Negativkontrolle besteht aus der Synthese des Adora2a_amb215-Nluc in Abwesenheit 
der eAzFRS. Unteres Panel: In-Gel-Fluoreszenz und CLSM des fluoreszenzmarkierten Adora2a_amb-Nluc nach einer zellfreien 
Synthese in Gegenwart sämtlicher orthogonalen Komponenten. Die Bilder der In-Gel-Fluoreszenz der beiden Proben, als auch 
die CLSM-Bilder wurden mit identischen Einstellungen aufgenommen.  

3.3.3. Proteinmodifikation und Funktionalitätsstudien auf Basis der Amber-

Suppression 

Im anschließenden Kapitel werden zwei Anwendungsbeispiele der Amber-Suppression 

aufgezeigt. Das erste Beispiel beschäftigt sich wie in Abschnitt 3.3 dargelegt mit der 

PEGylierung des Hormons EPO. Für die PEGylierung von EPO wurde das Codon der 

Aminosäure Serin an Position 153, an welcher sich eine O-Glykosylierung befindet, durch das 

Amber-Stopcodon ausgetauscht. Das Amber-Stopcodon in dem verwendeten Konstrukt ließ 

sich sowohl von AzF, als auch von pPa adressieren und über Staudinger Ligation bzw. CuAAC 

mit DyLight650-Phosphin bzw. Sulfo-Cy5-Azid modifizieren (Abb. 22A und B). Auffällig sind 

die vier definierten Banden, welche in der In-Gel-Fluoreszenz zu erkennen sind. Diese sind 

zurückführen auf die drei vorhanden N-Glykosylierungsstellen des EPOs. Die unterste Bande 

korreliert dementsprechend mit dem nicht-glykosylierten, aber fluoreszenzmarkierten Produkt, 

während die oberste Bande das vollständig (dreifach) glykosylierte und fluoreszenzmarkierte 

Produkt darstellt. Nach einem Glykosidase-Verdau mit PNGase F sind die Banden des 

glykosylierten EPOs in der In-Gel-Fluoreszenz nicht mehr detektierbar (Abb. 22A). Während 

die In-Gel-Fluoreszenz vier definierte Banden zeigte, erschienen die Banden in der 

Autoradiographie verschwommen. Durch den PNGase F-Verdau entstanden zwei definierte 

Banden, bei denen es sich um das deglykosylierte Terminations- bzw. Volllängenprodukt 

handelte. Wurde die zellfreie Synthese in Abwesenheit der nkAs AzF durchgeführt, erschienen 

die Banden im Autoradiogramm wiederum definierter. Zusätzlich konnte auf einer Höhe von 

35 kDa die Bande des dreifach glykosylierten Volllängenproduktes nicht mehr detektiert 

werden. Nach einem PNGase F-Verdau konnte in dieser Probe nur eine Bande detektiert 

werden, welche auf das de-glykosylierte Terminationsprodukt zurückzuführen war. Während 

die Fluoreszenzmarkierung des Adora2a-Nlucs mit Sulfo-Cy5-Azid kaum Nebenbanden in der 
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In-Gel-Fluoreszenz aufzeigte, wurde am Beispiel des EPOs eine höhere Anzahl an 

Nebenbanden detektiert (Abb. 22B). Dies kann zum einen auf die unterschiedlichen 

Proteinausbeuten zurückzuführen sein, die beim Adora2a-Nluc um den Faktor 10 höher waren 

oder auf den unterschiedlichen Ursprung des verwendeten Lysates. Während der Adora2a-

Nluc in einem zellfreien CHO-System translatiert wurde, wurde hier ein zellfreies Insekten-

System genutzt. Trotz der Nebenbanden können ebenfalls die einzelnen Stufen der 

Glykosylierung des Volllängenproteins detektiert werden. Die Autoradiographie zeigt im 

Gegensatz zum Einbau der AzF definiertere Banden. Zusätzlich war die Bande des 

Terminationsproduktes auf einer Höhe von 14 kDa weniger intensiv als die Banden der 

Volllängenproteine. Dies deutet abermals auf eine höhere Einbaueffizienz der nkAs pPa im 

Vergleich zu AzF hin. Der erfolgreiche Einbau des pPas diente als Grundlage für die Kopplung 

des 10 kDa großen PEG-Azides mit Hilfe der CuAAC. Wird die Klickreaktion in Abwesenheit 

von Kupfer durchgeführt, entsteht ein zur unbehandelten Probe identisches Bandenmuster, 

welches weniger intensiv erscheint. In Gegenwart von 200 oder 400 µM CuSO4 kann eine 

zusätzliche Bande auf Höhe von ca. 46 kDa detektiert werden. Bei dieser Bande handelte es 

sich um das dreifach glykosylierte und PEGylierte EPO. Interessanterweise wurden zwischen 

38 kDa und 46 kDa keine Banden keine detektiert. In diesem Bereich müssten die einfach und 

zweifach glykosylierten und PEGylierten EPO-Proteine liegen. Die PEGylierung schien 

demnach nur auf das vollständig glykosylierte EPO anwendbar zu sein.  

 

Abbildung 22. Chemoselektive Modifikation des Erythropoetins. A) In-Gel-Fluoreszenz (linkes Bild) von EPO, markiert mit 
DyLight650-Phosphin. Die markierte Probe wurde im Anschluss mit PNGase F verdaut. Autoradiogramm (rechtes Bild) des 
unbehandelten und mit PNGase F verdauten EPOs. Die zellfreie Synthese wurde in Gegenwart und in Abwesenheit der nkAs 
AzF durchgeführt. B) In-Gel-Fluoreszenz (linkes Bild) von EPO, markiert mit Sulfo-Cy5-Azid. Im Autoradiogramm (rechtes Bild) 
ist die erfolgreiche Kopplung des Azid-modifizierten PEG-Moleküls an die Alkin-Gruppe des pPas gezeigt. Modifiziert aus 252. 

Die hier dargestellten Ergebnisse sind Teil einer Publikation aus dem Jahr 2018 in der 

zusätzlich gezeigt werden konnte, dass der Einbau der nkAss AzF und pPa keinen negativen 

Einfluss auf die Funktionalität des Proteins haben252. Trotz dieser ersten Hinweise, dass keine 

Beeinträchtigung der Proteinfunktionalität nach dem Einbau einer nkAs vorliegt, wurde ein 

Verfahren entwickelt, welches die Analyse der Funktionalität eines fluoreszenzmarkierten 

Proteins ermöglicht. Die Grundlage für den Funktionalitätsassay bildet ein Biolumineszenz-

Resonanzenergietransfer (BRET) zwischen der C-terminalen Nluc des Adora2as und der 

eingebauten Aminosäure mit gekoppeltem Fluoreszenzfarbstoff. Das Prinzip des BRET-

Assays ist schematisch in Abb. 23 dargestellt.  
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Abbildung 23. Schematische Darstellung des Biolumineszenz-Resonanzenergietransfers. Dargestellt ist die Interaktion der 
Nluc mit dem Farbstoff im inaktiven Zustand (linke Hälfte), sowie im aktiven Zustand nach Zugabe des Liganden Adenosins 
(rechte Hälfte). Nach Bindung des Liganden erfolgt eine strukturelle Änderung, sodass sich der Abstand zwischen Nluc und 
Fluorophor verändert. Diese Änderung kann im Folgenden im gemessenen BRET-Signal detektiert werden.  

Die Voraussetzung für einen BRET-Assay bildet die räumliche Nähe eines Donor-Moleküls, 

hier der Nluc mit einem Akzeptor-Molekül, dem Farbstoff BODIPY-TMR. Durch die Aktivierung 

der Nluc wird Energie in Form von Licht mit einem Emissionsmaximum von 460 nm erzeugt. 

Durch diese Energie kann das räumlich nahe Fluorophor angeregt werden. Eine Anregung ist 

jedoch nur möglich bei einer Überlappung des Emissionsspektrums der Nluc mit dem 

Anregungsspektrum des BODIPY-TMR-Farbstoffes. Zur Bestimmung einer möglichen 

ligandabhängigen strukturellen Veränderung des Adora2as mit C-terminal fusionierter Nluc 

wurde das Fluorophor in den dritten extrazellulären Bereich inseriert und ein BRET-Assay 

durchgeführt. Im Ligand-ungebundenen Zustand des Adora2as liegen diese Bereiche räumlich 

nah beieinander, wodurch ein Energietransfer der Nluc zum Fluorophor messbar sein sollte. 

Dieser Effekt wurde zuerst untersucht (Abb. 24). Das Verhältnis aus dem erhaltenen 

Fluoreszenzwert, gemessen bei 600 nm und dem detektierten Lumineszenzwert, ist 

dargestellt. Aufgrund des weiten Emissionsspektrums der Nluc, welches bis in den 600 nm 

Bereich hineinreicht, wurden verschiedene Kontrollen mitgeführt, um den Anteil des erhaltenen 

BRET-Verhältnisses zu ermitteln, welches durch die Nluc-Emission in der gemessenen 

Wellenlänge verursacht wird. Die erste Kontrolle ergab sich aus der Synthese des 

Volllängenkonstruktes in Gegenwart einer vorbeladenen tRNA, welche eine nicht-

fluoreszierende Aminosäure trug. In diesem Ansatz resultierte die gemessene Fluoreszenz bei 

600 nm aus der Emission der Nluc, wodurch das ermittelte BRET-Verhältnis aus Fluoreszenz 

und Lumineszenz als Hintergrund bestimmt wurde. Als zweite Kontrolle wurde das Adora2a-

Nluc in Gegenwart der BP-CUA synthetisiert. Mit dieser Kontrolle wurde die unspezifische 

Interaktion der Nluc mit freiem BP-CUA betrachtet. Im Vergleich zur ersten Kontrolle war kein 

Unterschied im BRET-Verhältnis zu ermitteln, sodass keine Anregung von nicht-gekoppeltem 

Farbstoff durch die Nluc erfolgte. Ein gleiches BRET-Verhältnis wurde durch die Synthese des 

Terminationsproduktes erhalten. In diesem Ansatz war weder eine spezifische Lumineszenz 

noch eine spezifische Fluoreszenz zu erwarten, sodass dieses Signal ebenfalls als 

Hintergrund betrachtet werden konnte. Ein ähnliches Signal wurde durch die Synthese des 

Suppressionsproduktes in Abwesenheit eines Fluoreszenzfarbstoffes erhalten. Erst durch die 

Zugabe von BP-CUA während der zellfreien Synthese, welches in dem fluoreszenzmarkierten 

Volllängenkonstrukt Adora2a-Nluc resultierte, erhöhte sich das BRET-Verhältnis im Vergleich 

zu den Kontrollen um den Faktor 2,4-2,8. Diese Erhöhung zeigte eine Anregung des BODIPY-

TMR-Farbstoffes durch die Nluc, welche auf die räumliche Nähe zwischen beiden 

Interaktionspartnern zurückgeführt werden konnte.  
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Abbildung 24. Bestimmung des BRET-Signals des Adora2a-Nluc im Ligand-ungebundenen Zustand. Die Synthese des 
Adora2a-Nluc- oder des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes wurde in Gegenwart von verschiedenen tRNAs durchgeführt. Im 
Anschluss wurde das Verhältnis des Fluoreszenzsignals resultierend durch die Anregung des BODIPY-TMRs oder durch das 
breite Emissionsspektrum der Nluc im Vergleich zur Lumineszenz der Nluc bestimmt. 

Um einen spezifischen Einfluss des Liganden Adenosins auf die Struktur des Adora2a-Nluc 

zu ermitteln, wurden verschiedene Konzentrationen an Adenosin (0-5000 µM) eingesetzt und 

im Anschluss das BRET-Verhältnis bestimmt. Als Kontrolle wurde das Amber-Konstrukt in 

Gegenwart der tSerCUA translatiert und mit den gleichen Konzentrationen an Adenosin 

behandelt, um eine unspezifische Interaktion zwischen dem Adenosin und der Nluc 

ausschließen zu können. Der ermittelte BRET-Wert der Kontrolle wurde vom ermittelten 

BRET-Wert der Probe abgezogen. In Abb. 25 sind die erhaltenen BRET-Verhältnisse des 

fluoreszenzmarkierten Adora2a-Nluc in Gegenwart von verschiedenen Adenosin-

Konzentrationen gezeigt. Die Zugabe von Adenosin resultierte in einer Erhöhung des BRET-

Verhältnisses von 15 % im Vergleich zu der unbehandelten Probe. Das BRET-Verhältnis der 

unterschiedlich eingesetzten Adenosin-Konzentrationen war vergleichbar. Durch die 

Änderung des BRET-Signals ist der Schluss möglich, dass der Einsatz des Liganden Adenosin 

eine Konformationsänderung des zellfrei synthetisierten Adora2a-Nlucs hervorrief.  
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Abbildung 25. Bestimmung des BRET-Signals des Adora2a-Nluc im Ligand-gebundenen Zustand. Das fluoreszenzmarkierte 
Adora2a-Nluc Protein wurde nach der Synthese mit verschiedenen Adenosin-Konzentrationen inkubiert. Der Einfluss des 
Adenosins auf die Interaktion der Nluc mit dem gekoppelten BODIPY-TMR-Farbstoff wurde anhand des Verhältnisses des 
ermittelten Fluoreszenzsignals zum Lumineszenzsignal bestimmt. Modifiziert aus250. 

Die Durchführung des BRET-Assays nach Einbau von pPa in Kombination mit der Kopplung 

von Sulfo-Cy5-Azid durch die CuAAC war aufgrund des toxischen Einflusses des Kupfers auf 

die Aktivität der Nluc nicht möglich (Daten nicht gezeigt). Um das Repertoire an kupferfreien 

Klickreaktionen zu erweitern, befasst sich das nächste Kapitel des Ergebnisteils mit der 

Etablierung eines orthogonalen Systems auf Basis der Pyrrolysin-Synthetase aus 

Methanosarcina mazei.  

3.4. Etablierung des PylRS-AF/tRNAPylCUA-Paares im zellfreien CHO-System 

Das Pyrrolysin-basierte orthogonale Translationssystem wird sowohl für die Inkorporation von 

nkAs in E. coli als auch in Säugetierzellen verwendet. Aufgrund der großen Bindungstasche 

des aktiven Zentrums der MmPylRS wird das Pyrrolysin hauptsächlich durch unspezifische 

hydrophobe Interaktionen erkannt. Durch eine weitere Vergrößerung der Bindungstasche der 

MmPylRS können sogar Seitenketten bestehend aus Transcycloocten oder Cylcooctin erkannt 

werden. In der Summe wurden bis heute über 100 verschiedene nkAs durch das Pyrrolysin 

basierte orthogonale Translationssystem in ausgewählte Proteine in vivo integriert, sodass 

sich dieses orthogonale System aufgrund der hohen Flexibilität besonders für eine Etablierung 

in zellfreien Systemen eignet224.  

Die Herstellung der PylRS-AF erfolgte in verschiedenen zellfreien Proteinsynthesesystemen 

auf Basis von E. coli-, Weizenkeim-, Insekten- und CHO-Zellen zur Identifikation des optimalen 

Translationssystems. Eine schematische Darstellung des Arbeitsablaufes zur Identifikation 

des optimalen Translationssystems für die Herstellung der PylRS-AF ist in Abbildung 26 

dargestellt.  
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Abbildung 26. Schematische Darstellung des Arbeitsablaufes zur Identifikation des optimalen zellfreien 
Translationssystems für die Herstellung der PylRS-AF. Die PylRS-AF wurde in einem zellfreien CHO-, Sf21-, Weizenkeim- oder 
E. coli-System translatiert. Anschließend wurde der Überstand der Synthese mit einer äquimolaren oder einer maximalen 
Konzentration an PylRS in eine zweite Reaktion in einem zellfreien CHO-System überführt. Die Aktivität der PylRS-AF wurde 
anhand der Lumineszenz der Nanoluziferase bestimmt, welche nur bei einer erfolgreichen Adressierung des Amber-
Stopcodons translatiert wird. Als Kontrolle diente die Synthese des Volllängenprotein Adora2a-Nluc.  

Die PylRS-AF konnte prinzipiell in jedem der gelisteten Systeme im Dialyse-Modus 

synthetisiert werden (Abb. 27A und B). Es wurden Ausbeuten im Translationsmix von 

36,5 µg/ml (Sf21), 175 µg/ml (Weizenkeim), 221 µg/ml (CHO) und 2,3 mg/ml (E. coli) erzielt. 

Die höchsten Ausbeuten wurden im E. coli-System erreicht, während die Ausbeuten im CHO- 

System um den Faktor 10 bzw. im Weizenkeimsystem um den Faktor 13,4 und im 

Insektensystem um den Faktor 63 geringer waren (Abb. 27A). Abhängig von dem gewählten 

zellfreien System zeigte sich eine unterschiedliche Löslichkeit der Synthetase zwischen 25 % 

(CHO), 44 % (E. coli), 66 % (Insekt) und 80 % (Weizenkeim). Zu beachten ist hierbei, dass im 

zellfreien E. coli-System die anhand der TCA-Werte berechnete Löslichkeit durch die 

auftretende Nebenbande beeinflusst wurde. Die Kontrollen ohne eingesetztes DNA-Templat 

zeigten deutlich geringere Proteinausbeuten. In den Autoradiogrammen zeigte sich bei einer 

Synthese im CHO- und Sf21-System eine intensive Bande unterhalb von 62 kDa, welche 

ebenfalls im Autoradiogramm nach Synthese im E. coli-System und in schwächerer Form im 

Weizenkeimsystem detektierbar war. Während im Autoradiogramm der Synthese im CHO- 

und Insektensystem schwache Nebenbanden erkennbar waren, ist bei einer Synthese der 

PylRS-AF im zellfreien E. coli-System eine sehr intensive Nebenbande auf einer Höhe von 49 

kDa detektierbar. In den Negativkontrollen ohne DNA-Templat ist keine Proteinbande 

detektierbar. Betrachtet man den löslichen Anteil der Synthetase zeigt sich in der 

Autoradiographie ein vergleichbares Ergebnis zu den bestimmten Proteinmengen. Während 

eine intensive Bande der PylRS-AF im Überstand bei einer Synthese im zellfreien 

Weizenkeim- und Insekten-System zu erkennen ist, ist diese Bande im CHO- und E. coli-

System weniger intensiv. In diesen beiden Systemen befindet sich ein Großteil des Proteins 

in der pelletierten Fraktion (Abb. 27B). 
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Abbildung 27. Synthese der PylRS-AF im zellfreien Weizenkeim-, CHO-, Insekt- und E. coli-Translationssystem. A) Analyse 
der synthetisierten Proteinmenge der PylRS-AF im jeweiligen System und in den Fraktionen Translationsmix, Überstand und 
pelletierte Fraktion. B) Zugehöriges Autoradiogramm der mit Aceton gefällten Proben. Es wurden jeweils 5 µl der Fraktionen 
gefällt und elektrophoretisch aufgetrennt. Die de novo synthetisierten Proteine wurden über den Einbau von 14C-Leucin im 
Autoradiogramm detektiert.  

Für die anschließende Funktionsanalyse wurden 0,08 µM der PylRS-AF aus dem Überstand 

jedes Systems für eine Synthese vom Adora2a_amb215-Nluc- Konstruktes in CHO verwendet. 

Zusätzlich wurde eine, durch das Reaktionsvolumen limitierte, maximal mögliche 

Konzentration eingesetzt. (Abb. 28).  

Die Analyse des Volllängenkonstruktes erfolgte über einen Lumineszenzassay (Abb. 28A) und 

über Autoradiographie (Abb. 28B). Im Lumineszenzassay konnte aktive Nluc in den Ansätzen 

mit verwendeter PylRS-AF, synthetisiert im zellfreien Weizenkeim- (PylRSWG), CHO- 

(PylRSCHO) oder Sf21-System (PylRSSf21) detektiert werden. Im Vergleich zum 

Volllängenkonstrukt Adora2a-Nluc wurden Lumineszenzwerte von 0,5 % (E. coli), 1,9 % 

(Weizenkeim), 10 % (Sf21) und 15,4 % (CHO) erreicht. Als Kontrolle wurde ein gleiches 

Volumen des Überstandes der NTC des jeweiligen Systems eingesetzt. In diesen Ansätzen 

wurde keine bzw. eine deutlich geringere Nluc-Aktivität gemessen. Im Autoradiogramm kann 

auf der Höhe des Volllängenproteins Adora2a-Nluc eine Bande detektiert werden, wenn die 

PylRS-AF translatiert im Weizenkeim-, Sf21- oder CHO-zellfreien System zugegeben wurde. 

Bei einer Synthese der PylRS-AF im E. coli zellfreien System (PylRSE. coli) konnte keine 

Volllängenbande detektiert werden. In allen Ansätzen wurde eine intensive Bande auf Höhe 

des Terminationsproduktes detektiert. Weiterhin resultierte die Zugabe der PylRSCHO und der 

PylRSSf21 aufgrund der höheren eingesetzten spezifischen Radioaktivität im Vergleich zu der 
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PylRSE. coli- und der PylRSWG-Synthetase in einer zusätzlichen Bande unterhalb der 62 kDa 

Markierung. Die Kontrollen ohne PylRS-AF zeigten keine Bande auf der Höhe des Adora2a-

Nluc-Proteins. In diesen Ansätzen war ebenfalls das Terminationsprodukt zu erkennen.  

 

Abbildung 28. Analyse der Funktion der PylRS-AF, translatiert in verschiedenen zellfreien Systemen. A) Bestimmung der 
Nluc-Aktivität des synthetisierten Volllängenkonstruktes auf Basis des Adora2a_amb215-Nluc-Plasmides durch einen 
Lumineszenzassay. Es wurden 5 µl des Translationsmixes eingesetzt. B) Zugehöriges Autoradiogramm der mit Aceton 
gefällten Proben. Es wurden jeweils 5 µl der Fraktionen gefällt und elektrophoretisch aufgetrennt. Die de novo synthetisierten 
Proteine wurden über den Einbau von 14C-Leucin im Autoradiogramm detektiert.  

Um den negativen Effekt des E. coli-Überstandes auf die Synthese des Adora2a-Nluc-

Konstruktes zu umgehen (Abb. S3, Anhang) sowie die sichtbaren Nebenbanden (Abb. 27B) 

zu entfernen, wurde die Synthetase analog zur eAzFRS isoliert (s. 2.2.11) und in einer 

optimierten Endkonzentration von 5 µM eingesetzt (Daten nicht gezeigt). Zusätzlich wurde ein 

Vergleich zur PylRSCHO gezogen. Die PylRSCHO wurde weiterhin unaufgereinigt in einer finalen 
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Konzentration von 0,3 µM eingesetzt, da die Aufreinigung zum Verlust von 80 % der 

Proteinmenge sowie zu einem inaktiven Enzym führte (Daten nicht gezeigt). Mit 0,3 µM wurde 

eine maximale Konzentration an PylRSCHO eingesetzt, die aufgrund der 

Volumenbeschränkung einer Reaktion möglich war. Der Einbau der nkAs SCO wurde mittels 

Autoradiographie (Abb. 29, linke Seite) nachgewiesen, sowie die Adressierung des 

Cyclooctins des SCOs mit einem Tetrazin-gekoppelten Cy5-Farbstoff (Abb. 29, rechte Seite).  

 

Abbildung 29. Vergleich von isolierter PylRSE. coli mit PylRSCHO aus dem Überstand einer zellfreien Synthese. Die PylRS-AF 
wurde in einer Konzentration von 5 µM (PylRSE. coli) bzw. 0,3 µM (PylRSCHO) in der zellfreien Synthese des Adora2a_amb215-
Nluc-Konstruktes mit SCO eingesetzt. 5 µl des Translationsmixes wurden mit 5 µM Tetrazin-Cy5 inkubiert und nach einer 
Aceton-Fällung elektrophoretisch aufgetrennt. Die de novo synthetisierten Proteine wurden über den Einbau von 14C-Leucin 
im Autoradiogramm detektiert. Zusätzlich wurde der gekoppelte Farbstoff bei 633 nm angeregt und das Fluoreszenzsignal 
bei einer Emission von 670 nm aufgenommen.  

Im Gegensatz zum Ergebnis aus Abbildung 28, wo die PylRSE. coli unaufgereinigt eingesetzt 

wurde, konnte eine deutliche Volllängenbande des Adora2a-Nlucs beim Einsatz der isolierten 

PylRSE. coli, detektiert werden. Diese Bande ist trotz der 17-fach eingesetzten Konzentration an 

PylRSE. coli weniger intensiv als beim Einsatz der PylRSCHO. Die Intensität des 

Terminationsproduktes nimmt mit steigender Bildung des Volllängenproteins ab und ist 

dementsprechend am schwächsten ausgeprägt bei Zugabe der PylRSCHO und am stärksten 

ohne zusätzliche PylRS-Zugabe. Die Synthese des Volllängenproteins Adora2a-Nluc 

resultierte in einer starken Bande unterhalb des 49 kDa Markers. Die In-Gel-Fluoreszenz zeigt 

ein vergleichbares Ergebnis. Die Bande des fluoreszenzmarkierten Adora2a-Nlucs bei der 

Synthese in Gegenwart von PylRSCHO war wesentlich intensiver im Vergleich zum Einsatz der 

PylRSE. coli. Bei der Synthese ohne PylRS-AF bzw. des Volllängenproteins Adora2a-Nluc 

konnte keine Bande in der In-Gel-Fluoreszenz detektiert werden. Neben SCO konnte ebenfalls 

die nkAs TCO erfolgreich in das Modelprotein integriert werden. Es wurden jedoch geringere 

Einbaueffizienzen erreicht. Die nkAs AzL zeigte darüber hinaus die geringste Einbaueffizienz, 

die sich nicht von den Negativkontrollen unterschied (Daten nicht gezeigt).  

Als Alternative zur exogenen Supplementierung der PylRSCHO kann die Synthese der 

Synthetase parallel zur Synthese des Zielproteins stattfinden. Im Folgenden wird die 

Effektivität einer Co-Expression von PylRSCHO und Adora2a_amb215-Nluc analysiert 

(Abb. 30). Die Co-Expression wurde zuerst im Batch-basierten zellfreien CHO-System 

durchgeführt. Die Bestimmung des Volllängenkonstruktes erfolgte über die Messung der 

Lumineszenz der Nluc (Abb. 30A). Die zeitgleiche Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-

Konstruktes und der PylRS-AF-DNA resultierte in einem 12,1%igen Lumineszenzwert im 



87 
 
 
Vergleich zum Volllängenkonstrukt, welches sich aus der Synthese des Adora2a-Nluc-

Konstruktes in Abwesenheit der PylRS-AF zusammensetzte. Durch eine zeitversetzte Zugabe 

des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes zur PylRS-AF-DNA konnte eine Erhöhung der 

gemessenen Lumineszenz im Vergleich zur zeitgleichen Zugabe um den Faktor 1,6 nach 

10 min bzw. um den Faktor 2,1 nach 20 min erreicht werden. Eine weitere Erhöhung der 

zeitversetzten Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes resultierte nach 30 bzw. 

40 min in einer vergleichbaren Nluc-Aktivität, wie sie bereits nach 20 min detektiert wurde. Im 

Vergleich zu der Synthese des Volllängenkonstruktes Adora2a-Nluc wurde ein maximales 

Lumineszenzsignal von 26,5 % nach 30 min erreicht. Bei den Ansätzen mit hinzugefügter 

Synthetase war im Autoradiogramm eine intensive Bande unterhalb der 62 kDa Markerbande 

zu erkennen (Abb. 30B). Die Intensität der Bande stieg, je später das Adora2a_amb215-Nluc-

Plasmid zur zellfreien Synthese hinzugegeben wurde. Zusätzlich zeigte sich eine intensive 

Bande auf der Höhe der 49 kDa Bande. Die Intensität der Bande stieg bei einer späteren 

Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-Templates und erreichte bei 20-30 min ihre maximale 

Intensität. Diese Bande zeigte sich ebenfalls bei der Synthese des Volllängenkonstruktes auf 

Basis des Adora2a-Nluc-Plasmides. Die Co-Expression des Adora2a_amb215-Nluc und 

PylRS-AF-Konstruktes in der Dialyse führte ebenfalls zu einem detektierbaren 

Lumineszenzsignal (Abb. 30C). Im Vergleich zur zeitgleichen Zugabe der DNA-Template 

konnte eine um den Faktor 2,2 erhöhte Nluc-Aktivität ermittelt werden, wenn das 

Adora2a_amb215-Nluc-Plasmid 120 min später als das PylRS-AF-Plasmid zur zellfreien 

Synthese supplementiert wurde. Im Vergleich zum Volllängenkonstrukt wurde ein maximales 

Lumineszenzsignal von 28,8 % erreicht, welches damit vergleichbar zur Co-Expression im 

Batch-System war. Im Autoradiogramm war zwischen der 49 und 62 kDa Markerbande eine 

intensive Produktbande zu erkennen (Abb. 30D). Diese Bande korrelierte mit dem erwarteten 

Molekulargewicht der PylRS-AF von 53,6 kDa. Die Intensität der PylRS-AF-Bande im 

Autoradiogramm erschien nach einer zeitversetzten Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-

Plasmides nach 120 min intensiver im Vergleich zu den anderen zeitversetzten Zugaben. 

Zusätzlich war unter der 49 kDa Markerbande eine zweite Bande zu erkennen, deren Intensität 

zwischen den verschiedenen zeitversetzten Zugaben der DNA-Template variierte. Während 

bei einer zeitgleichen DNA-Zugabe und einer zeitversetzten Zugabe des Adora2a_amb215-

Nluc-Plasmides von 30 min eine schwach intensive Bande zu erkennen war, erreichte diese 

Bande bei einer zeitversetzten Zugabe des Adora2a_amb215-Nluc-Plasmides von 120 min 

ihre maximale Intensität. Eine weitere Verzögerung der Zugabe des Amber-Plasmides 

resultierte ebenfalls in einer detektierbaren Bande, die eine schwächere Intensität als bei einer 

Zugabe das Amber-Konstruktes nach 120 min aufwies. Die detektierte Bande zeigte das 

gleiche Laufverhalten wie das Volllängenkonstrukt Adora2a-Nluc, sodass die Co-Expression 

sowohl im Batch- als auch Dialyseverfahren erfolgreich war.  
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Abbildung 30. Co-Expression des Adora2a_amb215-Nluc-Konstruktes und des PylRS-AF-Konstruktes im zellfreien CHO-
System. A) Co-Expression im Batch System mit einer zeitversetzten Zugabe der DNA-Template. Das Adora2a_amb215-Nluc-
Konstrukt wurde zeitgleich oder nach 10-40 min zu dem vorgelegten PylRS-AF-Templat supplementiert. Die Synthese des 
Volllängenproteins Adora2a-Nluc wurde mittels Lumineszenzassay analysiert. B) Zugehöriges Autoradiogramm der Batch-
basierten Co-Expression. 5 µl des TMs wurden mit Aceton gefällt und anschließend elektrophoretisch aufgetrennt. Die de 
novo synthetisierten Proteine wurden über den Einbau von 14C-Leucin in einem Autoradiogramm detektiert. C) Co-Expression 
im Dialyse System mit einer zeitversetzten Zugabe der DNA-Template. Das Adora2a_amb215-Nluc-Konstrukt wurde zeitgleich 
oder nach 30-360 min zu dem vorgelegten PylRS-AF-Templat supplementiert. Die Synthese des Volllängenproteins Adora2a-
Nluc wurde mittels Lumineszenzassay analysiert. D) Zugehöriges Autoradiogramm der Dialyse-basierten Co-Expression. 5 µl 
des TMs wurden mit Aceton gefällt und anschließend elektrophoretisch aufgetrennt. Die de novo synthetisierten Proteine 
wurden über den Einbau von 14C-Leucin in einem Autoradiogramm detektiert. 
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4. Diskussion 

Seit den 1960ern werden zellfreie Proteinsynthesesysteme auf der Basis von verschiedensten 

kultivierten Zelllinien etabliert. Diese beinhalten sowohl prokaryotische (E. coli) als auch 

eukaryotische (Pilz-, Pflanze-, Insekten- und Säugetier) zellfreie Translationssysteme112. 

Abhängig vom Ursprung und den Eigenschaften des Zielproteins wie z. B. posttranslationale 

Modifikationen, Translokation oder Einbettung in eine Membran und den geplanten 

Anwendungen wird individuell evaluiert, welches der genannten Translationssysteme den 

Anforderungen des Zielproteins am ehesten entspricht. Aufgrund der Komplexität der 

Modellproteine in dieser Arbeit, welche sich durch mehrere Transmembrandomänen und/oder 

Glykosylierungen auszeichnen, wurden eukaryotische zellfreie Systeme auf der Basis von 

kultivierten Insekten- (Sf21) und Säugetier- (CHO) Zellen ausgewählt. Durch die endogen 

erhaltenen Membranstrukturen, gewonnen aus dem Endoplasmatischen Retikulum, 

ermöglichen diese Lysate eine Translokation der Modellproteine in das Lumen sogenannter 

Mikrosomen und somit Glykosylierungen sowie die Integration der ausgewählten 

Membranproteine in eine natürliche Membran. Zusätzlich konnte bereits für beide Systeme die 

erfolgreiche Synthese des Glykoproteins Erythropoetin und verschiedener G-Protein-

gekoppelter-Rezeptoren gezeigt werden10,16. Während das ursprünglich entwickelte zellfreie 

E. coli-System zur Identifikation des ersten genetischen Codons (UUU für Phenylalanin) 

genutzt wurde111, sind heutzutage durch die Sequenzierung der Genome von verschiedensten 

Spezies und der damit verbundenen Identifikation einer Vielzahl an Protein-kodierenden 

Genen, Hochdurchsatzverfahren (HTS) für Synthesen und Analysen von Proteinen gefragt253. 

Eine Voraussetzung für die Durchführung von HTS-Verfahren sind die Möglichkeit der 

Prozessvalidierung und eine hohe Reproduzierbarkeit254,255. Besonders in Kombination mit 

komplexen Prozessen wie Transkriptions- und Translationsreaktionen ist ein Monitoring der 

einzelnen Abläufe essentiell, um mögliche unspezifische inhibitorische Effekte, die in einer 

falsch-negativen Aussage resultieren können, auszuschließen. Erste Ansätze zur Analyse der 

mRNA-Produktion während der Transkription in Echtzeit in zellfreien Systemen wurden mit 

Hilfe von Aptameren durchgeführt256–258. Diese einzelsträngigen Nukleinsäuren zeichnen sich 

durch eine hochspezifische dreidimensionale Konformation aus, wodurch eine hochaffine 

Bindung an das Zielmolekül erreicht wird. Zusätzlich zu einer Funktion als Indikator könnten 

Aptamere als Inhibitoren z. B. für spezifische Kinasen oder Caspasen, die an einer Inhibierung 

der Translation involviert sind, eingesetzt werden, um die Proteinausbeute weiterhin zu 

steigern259,260. Besonders für strukturelle Analysen von Proteinen durch z. B. Kristallographie 

oder Kernspinresonanz (NMR) werden Proteinmengen im mg-Bereich benötigt. Aufgrund des 

besseren Verständnisses von limitierenden Faktoren während der zellfreien Proteinsynthese 

wie z. B. phosphorylierte Translationsfaktoren oder inhibitorische Phosphate konnte die 

Proteinausbeute von anfänglichen Mikrogramm je Milliliter zu den heutigen Milligramm je 

Milliliter gesteigert werden15. Diese Proteinmengen werden derzeit vor allem im zellfreien E. 

coli- und Weizenkeim-, aber auch im zellfreien CHO-System erreicht, sodass sich diese 

Systeme besonders für strukturelle Analysen eignen261. Eine weitere Anwendung von HTS 

besteht in der Identifizierung von Liganden und Inhibitoren von pharmazeutisch relevanten 

Proteinen. Besonders in Kombination mit GPCRs werden fluoreszenzbasierte 

Interaktionsstudien verwendet, die eine Fluoreszenzmarkierung des GPCRs an einer 

spezifischen Position voraussetzen262. Eine spezifische Fluoreszenzmarkierung kann durch 

den Einsatz von modifizierten tRNA/tRNA-Aminoacyl-Synthetase-Paaren erfolgen, die durch 

Amber-Suppression den Einbau einer nicht-kanonischen Aminosäure ermöglichen, deren 

reaktive Gruppe an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt werden kann.  
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Die vorliegende Arbeit adressiert die vorher beschriebenen Thematiken im ersten Abschnitt 

mit der Analyse eines Aptamers, welches die Translation der Nanoluziferase inhibiert. Die 

Limitierungen und Anwendungen eines Aptamers in zellfreien Reaktionen zur Regulation und 

zum Monitoring des Translationsprozesses werden im Detail betrachtet. Nach der Analyse und 

Optimierung der Synthese von komplexen Membranproteinen (ET-B-Rezeptor und 

Adenosinrezeptor) im Sf21- und CHO-System werden im zweiten Abschnitt der Arbeit 

pharmazeutisch relevante Proteine modifiziert durch die Kopplung einer PEG-Gruppe (EPO) 

und fluoreszenzmarkiert für Interaktionsstudien (Adenosinrezeptor). Im letzten Abschnitt wird 

ein neues orthogonales System auf Basis der Pyrrolysin-Synthetase entwickelt, welches das 

Repertoire an konjugierbaren Farbstoffen erweitert.  

4.1. Limitierungen und Anwendungen von Aptameren in zellfreien Systemen 

Das in dieser Arbeit verwendete Aptamer bindet hochspezifisch an ATP242. ATP kommt als 

universelle Energiequelle in lebenden Zellen vor und fungiert zusätzlich als Cofaktor u. a. für 

Kinasen und Ionen-Transporter. ATP ist sowohl in der DNA Replikation involviert, als auch für 

die Proteintranslation essentiell. Während der Proteinsynthese wird ATP für die 

Translationsinitiation, die Aminoacylierung und den korrekten Faltungsprozessen von 

Proteinen benötigt 54. Aufgrund der Entkopplung von Transkription und Translation sowie des 

offenen Charakters von zellfreien Systemen können definierte ATP-Konzentrationen der 

Translationsreaktion zugeführt werden, sodass das verwendete Aptamer genutzt werden 

kann, um eine Aussage über den ATP-Verbrauch während der Proteinsynthese zu treffen. 

Aktuell gibt es nur wenige Studien, in denen Aptamere mit zellfreien Poteinsynthesesystemen 

kombiniert wurden. Die bekannteste Publikation beschreibt die Regulation der Transkription 

durch den Einsatz eines Thrombin-bindenden DNA-Aptamers, der upstream vom T7 Promoter 

in die DNA-Sequenz eingefügt wurde. Durch die Thrombin-Bindung verändert sich die 

Aptamerstruktur und die Transkription wird in Abhängigkeit von der Thrombinkonzentration 

inhibiert263. Um detaillierte Einblicke in den Transkriptions- und Translationsablauf zu erlangen, 

wurde 2015 von Nies und Mitarbeitern eine Studie mit einer Spinach-markierten mRNA, die in 

das Fluoreszenzprotein YFP translatiert wird, durchgeführt264. In Gegenwart von 3,5-Difluoro-

4-hydroxybenzylidene-1,2-dimethyl-1H-imidazol-5(4H) -one (DFHBI) formt das RNA-Aptamer 

einen fluoreszierenden Komplex (Spinach), dessen Intensität proportional zur Menge an 

synthetisierter mRNA ist. Anhand der Detektion des Spinach- und der Fluoreszenz des grünen 

Fluoreszenzproteins (GFP) wurde eine theoretische mRNA Konzentration von 3,3 µM und eine 

YFP-Konzentration von 0,5 µM berechnet. Diese Ergebnisse indizieren, dass nur ein geringer 

Teil der produzierten mRNA in das Zielprotein translatiert wurde. Während die beschriebenen 

Versuche in prokaryotischen zellfreien Systemen durchgeführt wurden, ist 2018 eine 

Publikation erschienen, die ebenfalls die parallele Detektion der Transkription und Translation 

beschreibt, jedoch ein eukaryotisches zellfreies System verwendet265. Im Gegensatz zu den 

Ergebnissen im zellfreien E. coli-System, die sich durch eine maximale mRNA-Konzentration 

nach 100 min, gefolgt von einer Abnahme der mRNA-Konzentration bis 500 min 

auszeichnet266, wurde für das auf HeLa-Zellen basierende zellfreie System eine hohe mRNA-

Syntheserate in den ersten 10-15 min gezeigt, die bereits nach weiteren 15 min deutlich 

niedriger wurde265. Diese Ergebnisse scheinen auf einen zeitversetzten Ablauf der 

Transkription und Translation in dem gewählten eukaryotischen zellfreien System 

hinzudeuten. Anhand der beschriebenen Ergebnisse wird die Bedeutung eines besseren 

Verständnisses der Abläufe von Transkription und Translation in zellfreien Systemen deutlich, 

um die Synthese des Zielproteins gezielt an die gewünschte Applikation anpassen zu können. 

Aus diesem Grund wurde der Einsatz eines strukturverändernden Aptamers im zellfreien Sf21-
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System etabliert. Zu Beginn wurde die Funktionalität des Aptamers überprüft, in dem die 

komplementäre Quencher-Sequenz nach Bindung des Aptamers an ATP freigesetzt wird, 

wodurch ein Fluoreszenzsignal detektiert werden kann (Abb. 5). Nach Bindung der 

Quenchersequenz konnte in Gegenwart von 3 mM ATP eine Wiederherstellung des 

Fluoreszenzsignals von 20 % erreicht werden. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit einer 

Studie aus dem Jahr 2005267. In dieser wurde gezeigt, dass das Lösen der komplementären 

Sequenz stark von der Konzentration des Targetmoleküls abhängig ist267. Bei 

unterschiedlichen Targetmolekülkonzentrationen (20-100 nM) wurden 

Dissoziationseffizienzen der Quenchersequenz zwischen 16 % und 52 % festgestellt. 

Zusätzlich ist das Lösen der komplementären Sequenz stark von der Länge des DNA-

Stranges abhängig. Durch die Reduktion eines Nukleotides in der Aptamer-Sequenz wurde 

bei gleicher Targetmolekülkonzentration die Fluoreszenzwiederherstellung von 16 % auf 50 % 

erhöht267. Interessanterweise nimmt die Fluoreszenzwiederherstellung mit längeren 

Inkubationszeiten ab. Dies könnte auf einen Bleaching-Effekt des FAMs, eine Dissoziation 

oder einen Abbau des Aptamers zurückzuführen zu sein. Besonders die Anfälligkeit von 

Aptameren gegenüber Nukleasen, welche im Lysat einer ZFPS vorkommen können, könnte 

den Einsatz von Aptameren erschweren. Allgemeine Strategien zur Stabilisierung von 

Aptameren gegen Nukleasen finden sich in der Modifizierung der Ribose, der Base, sowie 

dem 3´-Ende-Capping mit einem invertierten Thymin268. Im Gegensatz zu der 

Supplementierung von ATP wurde keine Fluoreszenzwiederherstellung in Gegenwart von 

GTP detektiert (Abb. 5C). Die Spezifität von Anti-ATP-Aptameren zu artverwandten Analogons 

wie z. B. CTP, GTP oder UTP wurde bereits im Vorfeld gezeigt269. Im nächsten Schritt wurde 

eine optimale Konzentration des Anti-ATP-Aptamers (aAPT) von 20 µM bestimmt. Bei dieser 

Konzentration zeigt das Kontroll-Aptamer (cAPT) keine Reduzierung der Nluc-Synthese, 

während in Gegenwart von 20 µM aAPT die Synthese beinahe vollständig inhibiert wird (Abb. 

6). Interessanterweise ist ebenfalls eine Inhibierung der Nluc-Synthese bei einer Erhöhung 

des cAPT ab einer Konzentration von 50 µM zu erkennen. Dieser Effekt kann auf die 

Interaktion des DNA-Aptamers mit freien Magnesium-Ionen (Mg2+) zurückzuführen sein. Mg2+-

Ionen sind im Aufbau und der Stabilisierung der Tertiärstruktur von Aptameren und 

Nukleinsäuren im Allgemeinen involviert270,271. Zusätzlich wurde gezeigt, dass Mg2+ den 

Ligand-freien Status sowie die Ligandbindung eines Aptamers beeinflussen kann272,273. Für ein 

Tetracyclin-Aptamer wurde z. B. eine affine Bindung an seinen Liganden nur in Gegenwart 

von einer Magnesiumkonzentration von über 3 mM ermittelt274. Durch den Einsatz des 

jeweiligen Aptamers in einer Konzentration von 50 µM bzw. 100 µM aAPT oder cAPT könnte 

ebenfalls eine größere Menge an Mg2+ komplexiert werden, wodurch die Syntheserate im 

Allgemeinen sinken könnte. Die Interaktion zwischen Magnesiumionen und der ATP-

abhängigen Proteinsynthese ist detailliert im nächsten Abschnitt beschrieben.  

Während die meisten anti-ATP-Aptamere eine hohe Affinität zum Adenin aufweisen, liegt eine 

geringe Affinität zur Ribose oder zum Triphosphat vor. Dadurch wird eine Unterscheidung 

zwischen ATP, ADP und AMP erschwert242. Aus diesem Grund wurden Aptamere selektiert, 

die eine Interaktion mit dem Triphosphat zeigen275,276. Nichtsdestotrotz zeigen diese Aptamere 

wiederum eine reduzierte Affinität zu der jeweiligen Nukleinbase275. Die Interaktion des anti-

ATP-Aptamers mit ADP ist möglicherweise ein kritischer Punkt in dem hier verwendeten 

zellfreien System, da die Energieregenerierung auf der Übertragung der Phosphat-Gruppe von 

Phospho-Kreatin auf ADP basiert. Durch eine mögliche Komplexierung des ADPs könnte die 

ATP-Regeneration reduziert sein, wodurch die Proteinsynthese in Gegenwart von höheren 

aAPT-Konzentrationen beeinträchtigt sein könnte. Die eingeschränkte ATP-Regeneration 

könnte ein Grund für die niedrige Wiederherstellung der Syntheserate von 17 % bei höheren 
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ATP-Konzentrationen in Gegenwart des aAPT sein (Abb. 7). In diesem Zusammenhang wurde 

ebenfalls gezeigt, dass trotz des hohen ATP-Verbrauchs für die Proteinsynthese von ca. 70 % 

des totalen ATPs in einer lebenden Zelle277, eine zu hohe ATP-Konzentration einen 

inhibitorischen Effekt auf essentielle zelluläre Prozesse wie der Proteintranslation hat278. Eine 

mögliche Begründung für diesen Effekt wurde in der Interaktion von ATP mit Magnesiumionen 

gefunden. Insbesondere Ribosomen und die gebundene negativ geladene ribosomale RNA 

werden durch die positiv geladenen Mg2+ stabilisiert279,280. Für bakterielle Ribosomen wird 

angenommen, dass ein einzelnes Ribosom über 170 Mg2+-Ionen binden kann, wodurch ca. 25 

% des totalen Mg2+ einer Zelle allein an den Ribosomen gebunden vorliegt281. 

Schätzungsweise liegen nur 5 % als freie Magnesiumionen vor. Gerade für Enzyme, die 

Magnesium mit einer geringen Affinität binden, aber dennoch als Cofaktor benötigen, wird eine 

zytoplasmatische Mg2+-Konzentration von 1-5 mM benötigt278,282. In dem hier verwendeten 

zellfreien System wird standardmäßig eine Mg2+-Konzentration von 2,5 mM eingesetzt. Durch 

die Erhöhung der ATP-Konzentration auf über 2 mM könnte eine kritische Konzentration an 

freien Mg2+-Ionen unterschritten worden sein, wodurch die beschriebenen Effekte wie die 

Destabilisierung der Ribosomen ausgelöst werden könnten und die Synthese im zellfreien 

System reduziert wird (Abb. 7). Um diesem Effekt entgegenzuwirken, könnte die Synthese der 

Nluc in Gegenwart von höheren ATP-Konzentrationen durch eine höhere 

Magnesiumkonzentration ausgeglichen werden. Nichtsdestotrotz ist bei einer höheren ATP-

Konzentration von 2-3 mM eine effizientere Synthese der Nluc in Gegenwart des aAPT zu 

erkennen, wodurch der Schluss gezogen werden kann, dass das aAPT funktionsfähig im 

zellfreien Sf21-System vorliegt. Durch dieses Ergebnis können Anwendungsmöglichkeiten von 

Aptameren in Kombination mit der ZFPS betrachtet werden.  

Eine naheliegende Anwendung wäre die Bestimmung von optimalen Ionen-Konzentrationen 

wie z. B. der von Mg2+ während der zellfreien Proteinsynthese, um optimale Bedingungen für 

Transkription und Translation visualisieren zu können, die sich zum Teil erheblich 

unterscheiden (Transkription: 10 mM Mg(OAc)2, Translation: 2- 2,5 mM Mg(OAc)2)14. Die 

Bindung von Aptameren an Ionen wurde anhand eines Chlorid (Cl-)-bindenden Aptamers in 

vivo gezeigt. Mit Hilfe des so genannten Clensors konnte die Cl--Konzentrationen in 

Lysosomen aus Caenorhabditis elegans bestimmt werden283. Die Bindung eines Aptamers an 

Magnesium wird im Vergleich zur Bindung an Cl-  durch die Einflüsse des Mg2+ auf das Aptamer 

selbst erschwert. Eine weitere Möglichkeit, welche sich mit einem anwendungsorientierten 

Ansatz beschäftigt, besteht im Monitoring von Stressantworten im Lysat während der ZFPS. 

Ein prominentes Beispiel für die Reduzierung der Proteintranslation findet sich in der 

stressabhängigen Phosphorylierung der α-Untereinheit des eukaryotischen Initiationsfaktors 2 

an Serin 51 (eIF2)284. Die Phosphorylierung des eIF2 kann unter anderem durch die ER-

lokalisierte Protein-Kinase „RNA-ähnliche Endoplasmatische Reticulum Kinase“ (PERK) 

geschehen, welche durch ungefaltete Proteine im Lumen des ERs aktiviert wird285. Durch die 

Selektion eines Aptamers gegen das phosphorylierte Serin könnte in Echtzeit die 

Stressantwort im Lysat während einer Synthese visualisiert werden. Im Folgenden könnte 

durch einen gezielten Eingriff in den Translationsprozess z. B. durch die Inhibition der PERK 

der genannten Stressantwort entgegengewirkt werden. Für diesen Zweck könnte ein Aptamer 

generiert werden, welches ähnlich zum GSK2606414 (C38) direkt die ATP-Bindungsstelle der 

PERK blockiert und die Kinase somit inhibiert286. Ähnlich zur Inhibition von spezifischen 

Kinasen könnten Caspasen oder Proteasen blockiert werden. Caspasen können durch 

oxidativen Stress, eine hohe zytosolischen Ca2+-Konzentration oder durch Effekte von 

toxischen Proteinen während der Zellkultivierung aktiviert werden. Zusätzlich kann die Bindung 

von Fas oder TNFα an Apoptose-auslösende Rezeptoren Caspasen aktiveren287. Durch aktive 



93 
 
 
Caspasen können Translationsinitiationsfaktoren proteolytisch degradiert werden, wodurch 

die Proteinsynthese inhibiert wird288,289. Ein positiver Einfluss des Caspase-Inhibitors Z-VAD-

FMK auf die Sf21-290 und Ac-DEVD-CMK auf die zellfreie CHO-Proteinsynthese163 wurde 

bereits gezeigt . Im Vergleich zu den erwähnten Inhibitoren würde sich ein Aptamer durch eine 

geringere Toxizität auszeichnen291. Außerdem würde sich ein wasserlösliches Aptamer durch 

eine bessere Biokompatibilität auszeichnen, da die meisten Inhibitoren in organischen 

Lösungsmitteln wie Dimethylsulfoxid gelöst werden, wodurch die Proteintranslation beeinflusst 

werden kann292.  

4.2. Analyse des ET-B-Rezeptors im zellfreien Sf21-System 

Ein weiterer Vorteil von zellfreien Systemen im Vergleich zu zellbasierten 

Expressionssystemen liegt in der Kombination eines direkten Einsatzes von PCR-Produkten 

mit einer schnellen Proteinsynthese152,293. Durch die Nutzung einer error prone PCR können 

randomisierte Mutationen in ein DNA-Templat eingeführt werden, sodass die genotypische 

Veränderung mit einem Phänotyp des Proteins in Verbindung gebracht werden kann294. 

Zusätzlich kann die Synthese in Gegenwart von toxischen Substanzen wie Puromycin 

durchgeführt werden. Puromycin ist ein Antibiotikum, welches sich toxisch auf eukaryotische 

Zellen auswirkt. Durch die Nachbildung des 3´-Ende einer aminoacylierten tRNA kann 

Puromycin in die naszierende Proteinkette integriert werden. Eine mRNA, welche am 3´-Ende 

mit Puromycin fusioniert ist, wird nach der Translation ihrer Codons über das Puromycin-

Molekül an die entstandene Polypeptidkette gekoppelt295. Das beschriebene Verfahren zur 

Kopplung der mRNA an die zugehörige Polypeptidkette wurde sowohl in eukaryotischen als 

auch in prokaryotischen zellfreien Systemen angewandt295–297. Als Beispiel wurde die Sequenz 

eines optimierten Antikörpers identifiziert, dessen Dissoziationskonstante von 1,1 nM auf 

40 pM verringert werden konnte, sodass eine ca. 30-fach höhere Bindungsaffinität zum 

Zielmolekül Fluorescein erzielt wurde294. Ebenso wurde durch ein Mutagenese-Screening die 

Sequenz eines thermostabilen ET-B-Rezeptors identifiziert, welcher sich durch eine höhere 

Stabilität im Vergleich zum Wildtyp-Rezeptor auszeichnet298. Die prinzipielle Synthese des ET-

B-Rezeptors mit einem fusionierten eYFP auf Basis eines PCR-Produktes in einem zellfreien 

Insekten-System wurde bereits gezeigt150, weshalb dieses Konstrukt gewählt wurde, um das 

translozierte Protein detailliert zu analysieren248. Die Synthese im Batch-Verfahren zeigte eine 

maximale Proteinausbeute von 12 µg/ml nach 180 min, während bereits nach 120 min eine 

maximale eYFP-Fluoreszenz detektiert wurde (Abb. 8A und C). Im Autoradiogramm ist bereits 

nach 90 min eine intensive Produktbande zu erkennen (Abb. 8B). Diese Ergebnisse sind 

vergleichbar mit vorherigen Studien150,152. Die Reduzierung der berechneten Proteinausbeute 

nach 240 min könnte auf einen Abbau des synthetisierten Proteins hindeuten. Dieser Effekt 

ließ sich in der Fluoreszenzaufnahme des eYFPs und im Autoradiogramm nicht bestätigen. Im 

Vergleich zu Plasmiden sind PCR-Produkte weniger stabil und besonders anfällig für einen 

Abbau durch Nukleasen299. Besonders in prokaryotischen zellfreien Systemen konnte durch 

die Inhibierung von Nukleasen eine höhere Ausbeute an Zielprotein regeneriert werden299. Die 

im Autoradiogramm sichtbaren Nebenbanden könnten auf eine Degradation des PCR-

Produktes hinweisen, wodurch eine verfrühte Termination des Elongationsprozesses 

stattfinden könnte.  

Zusätzlich könnte die Sequenz des verwendeten PCR-Produktes optimiert werden oder mit 

translationssteigernden Elementen kombiniert werden. Die Erkennung des AUG-Codons 

durch das Ribosom erfolgt anhand der Kozak-Sequenz ((gcc) gccA/GccAUGg), welche das 

Start-Codon umgibt300. Besonders Mutationen in der -3 Position sowie in den Nukleotiden 1-5 
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upstream des AUGs können die Translationsinitiation reduzieren301. So führt zum Beispiel der 

Austausch der AUG-umliegenden Nukleotide zu Uracil zu einer kaum detektierbaren 

Translation302. Die Start-Codon umliegende Sequenz des in der Arbeit eingesetzten PCR-

Produktes (taaacaAUGc) unterscheidet sich von der beschriebenen Sequenz. Eine 

Veränderung des Cytosins an der +1 Position kann jedoch nicht durchgeführt werden, da die 

alternativen Codons der Aminosäure Glutamin an Position zwei im ET-B-Rezeptor ebenfalls 

mit einem Cytosin starten. Der Sequenzkontext upstream des Start-Codon könnte wiederum 

variiert werden. Zusätzlich zum Sequenzkontext spielt die Ausbildung von Sekundärstrukturen 

der mRNA eine entscheidende Rolle in der Translationsinitiation303 und der Stabilität des PCR-

Produktes293. Durch die Optimierung des Sequenzkontextes können Hairpins im Bereich der 

+13-17 Position entstehen, wodurch die Translation gesteigert werden kann304. Eine weitere 

Stabilisierung des PCR-Produktes könnte durch die Einführung von nicht-kodierenden 

Sequenzen in der 5´-UTR wie zum Beispiel durch poly(G) erfolgen305. Jewett und Mitarbeiter 

führten die Ω-Sequenz des Tabakmosaikviruses upstream zur jeweiligen Gensequenz in das 

verwendete PCR-Produkt ein, wodurch Initiationsfaktoren wie der eIF4F rekrutiert werden und 

die Translation Cap-unabhängig initiiert wird306. Zusätzlich wurde eine Erhöhung der 

Proteinsynthese durch die Integration eines poly(A)-Schwanz in die 3´-UTR erreicht306. Das 

eingesetzte PCR-Produkt besitzt sowohl in der 5´- als auch in der 3´-UTR spezifische 

Sequenzen zur Ausbildung von Hairpins, die für das verwendete zellfreie Sf21-System 

optimiert wurden. 

Aufgrund der Zugehörigkeit zur Klasse der Membranproteine wurde für die Synthese des ET-

B-Rezeptors ein Sf21-Lysat ausgewählt, welches endogene Membranstrukturen enthält und 

eine Integration in diese sogenannten Mikrosomen ermöglicht150,307. Die Analyse der 

Integration erfolgte über die Untersuchung der Kolokalisation des fusionierten eYFPs. 

Während lösliches eYFP nicht mit den mikrosomalen Membranen kolokalisieren sollte, würde 

ein Membranprotein-eYFP-Fusionskonstrukt in der mikrosomalen Membran lokalisiert sein290. 

In Abbildung 9 ist deutlich zu erkennen, dass eine Kolokalisation des ET-B-eYFP-Rezeptors 

mit den Mikrosomen vorliegt. Ähnlich zu den Ergebnissen aus Abbildung 8B ist nach einer 

Synthesezeit von 120 min keine Erhöhung in der Fluoreszenzintensität des eYFPs zu 

erkennen (Abb. 9). Stattdessen zeigt sich eine quantitative Zunahme der Fluoreszenz in den 

Mikrosomen. Die quantitative Erhöhung der eYFP-Fluoreszenz könnte mit der Reifung des 

Chromophores von Fluoreszenzproteinen zusammenhängen308. Für eYFP wurde in einem 

zellfreien E. coli-System eine temperaturabhängige Reifung mit 82 min bei 20 °C und 27 min 

bei 37 °C ermittelt309. Ausgehend von diesen Kalkulationen würde die Reifung des eYFPs bei 

der durchgeführten zellfreien Synthese im Sf21-Lysat bei einer Temperatur von 27 °C bei 

59 min liegen. Diese theoretische Berechnung stimmt mit den Beobachtungen der Synthese 

des ET-B-eYFP-Fusionsproteins überein (Abb. 8B. und Abb. 9). Während nach 30 min trotz 

einer ermittelten Proteinausbeute von 4 µg/ml und einer detektierbaren Bande im 

Autoradiogramm ein sehr geringes Fluoreszenzsignal auf dem IBIDI-Objektträger und kein 

Fluoreszenzsignal in der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (Daten nicht gezeigt) 

detektiert wurde, ist nach 60 min ein deutliches Fluoreszenzsignal zu erkennen. Um eine 

passive Integration des ET-Bs in die mikrosomale Membran auszuschließen, könnte ein 

Fluorescence Recovery after Photobleaching (FRAP) Experiment durchgeführt werden. Bei 

diesem Experiment wird die Fluoreszenz einer ausgewählten Stelle in der Probe durch einen 

starken Laserimpuls gebleicht. Bei einer passiven Integration ist nach einem kurzen 

Zeitintervall von einigen Sekunden an der ausgewählten Stelle wieder eine Fluoreszenz durch 

die passive Einlagerung des ET-B-eYFP-Rezeptors sichtbar. Liegt eine kotranslationale 

Integration über das Translokon vor, wird an der gebleichten Position keine Fluoreszenz 
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detektiert. Die kotranslationale Integration des Typ-I-Membranprotein Heparin-binding EGF-

like growth factor (Hb-EGF) in die Membran von Sf21-Mikrosomen wurde mit Hilfe eines 

FRAP-Experimentes gezeigt290. Zusätzlich wurde dieses Experiment mit dem Adenosin-

Rezeptor A2a, gekoppelt an ein eYFP, durchgeführt und es wurde ebenfalls keine passive 

Integration detektiert (Daten nicht gezeigt). Eine erfolgreiche Translokation des N-Terminus in 

das Lumen der Mikrosomen kann zusätzlich durch die detektierte Glykosylierung vermutet 

werden. Um weiterhin auszuschließen, dass nur der N-Terminus des ET-B-Rezeptors in die 

mikrosomale Membran integriert wurde, wurde ein Proteinase K-Assay durchgeführt. Bei 

diesem Assay werden Domänen, die sich außerhalb des Mikrosomens befinden, verdaut, 

während luminale Domänen geschützt vorliegen (Abb. 10A). Da die geschützten Bereiche 

Molekülmassen von 6-11 kDa mit einer Anzahl von 9-17 Leucinen aufzeigten, von denen 

aufgrund der statistischen Inkorporation des 14C-Leucin nur jedes dritte Leucin radioaktiv 

markiert ist, wurde für diesen Versuch ein zusätzliches DNA-Templat generiert. Durch dieses 

Templat sollte die Proteinausbeute, sowie die Translokation des ET-B-Rezeptors erhöht 

werden, um die Detektion der niedermolekularen 14C-markierten Fragmente zu verbessern. 

Zur Erhöhung der Proteinausbeute wurde zirkuläre DNA eingesetzt, im Gegensatz zu dem 

bisher verwendeten PCR-Produkt. Zusätzlich wurde eine interne ribosomale Eintrittsstelle 

(IRES) upstream der Signalsequenz des ET-B-Gens eingefügt. Wie bereits im Abschnitt der 

Optimierung eines PCR-Produktes angedeutet, ist die bisher genutzte Cap-abhängige 

Translationsinitiation ein komplexer und hoch-regulierter Prozess, der die Proteinsynthese 

einschränken kann. Die Cap-abhängige Translationsinitiation kann in zwei Hauptprozesse 

unterteilt werden. Im ersten Schritt wird der 43S Präinitiationskomplex bestehend aus eIF2, 

GTP und der Met-tRNAi gebildet, welcher sich mit der 40S Untereinheit des Ribosoms und 

den Faktoren eIF1, eIF1A, eIF3 und eIF5 zusammenlagert310. In einem zweiten Schritt wird die 

mRNA zum Präinitiationskomplex geführt und durch eIF4E und des Poly(A)-binding Protein 

(PABP) gebunden. Im Anschluss an diesen Prozess folgt das Scannen nach dem AUG-Start-

Codon und die Anlagerung der großen 60S-ribosomalen Untereinheit311. Bei einer Cap-

unabhängigen Translationsinitiation interagiert die 5´-UTR einer IRES teilweise oder komplett 

faktorunabhängig mit den Ribosomen312. Die hier integrierte IRES-Site stammt aus dem 

Cricket Paralysis Virus und wurde bereits in eukaryotischen zellfreien Systemen 

angewandt15,157. Die CrPV-IRES besitzt eine spezielle Sekundärstruktur, die eine direkte 

Interaktion mit den Ribosomen ermöglicht313. Während zwei der drei Pseudoknot-RNA-

Strukturen (PKII und PKIII) an die 40S Untereinheit des Ribosoms binden, interagieren die 

zwei Stemloops mit ribosomalen Proteinen, wodurch die Zusammenlagerung der beiden 

Untereinheiten zum 80S-Ribosom gefördert wird314,315. Nachdem die drei Pseudoknot-RNA-

Strukturen in die Peptidyl-Stelle des Ribosoms verschoben wurden, wird durch die 

ausgebildete Sekundärstruktur des PKI ein tRNA-Anticodon Stem loop imitiert, durch den die 

Codon-Anticodon-Interaktion ermöglicht wird316. Mit diesem Schritt wird der Leserahmen für 

den Start der Translation in der Aminoacyl-Stelle des Ribosoms festgelegt315. Dabei ist dieser 

Schritt unabhängig von der Präsenz eines AUG-Startcodons in der mRNA. Stattdessen wird 

die Translation bevorzugt durch ein Alanin- oder Glutamin-Codon gestartet, welches sich 

benachbart zum PKI befindet317. Im Vergleich zu der Cap-abhängigen Translationsinitiation 

konnte durch den Einsatz der CrPV-IRES die Proteinausbeute des Modellproteins Luziferase 

um den Faktor 10 (Sf21-), 35 (CHO-) und 14 (K562-zellfreies System) gesteigert werden157. 

Zusätzlich zur CrPV-IRES wurde das endogene humane Signalpeptid des ET-B-Rezeptors 

durch die Melittin-Signalsequenz (Mel) des Apitoxins aus der Honigbiene ausgetauscht151. Mel 

besitzt als zweites Codon ein AAA, ein Nukleotidkontext, der als besonders effektiv in der 

Translationsaktivität beschrieben wird318. Zusätzlich wurde für diese Sequenz sowohl in vivo 
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Proteinproduktionssysteme als auch für zellfreie Systeme ein translokationssteigender Effekt 

gezeigt152,307,319. Durch die Kombination der IRES-Sequenz mit der Melittin-Signalsequenz 

konnte die Proteinausbeute des ET-B-Rezeptors von 12 µg/ml auf 20 µg/ml in der Suspension 

gesteigert werden mit einem Anteil von 60 % in der mikrosomalen Fraktion (Daten nicht 

gezeigt). Um ein mögliches Detektionslimit in der Autoradiographie zu umgehen, wurde das 

Protein zusätzlich mit dem Fluoreszenzfarbstoff BODIPY-TMR statistisch gelabelt, da mit einer 

In-Gel-Fluoreszenz eine höhere Sensitivität erreicht wird16. Die In-Gel-Fluoreszenz zeigt die 

erwarteten Banden der luminal geschützten Bereiche des ET-B-Rezeptors in einer 

Größenordnung von 6-11 kDa (Abb. 10B.). Dieses Bandenmuster deutet auf die Translokation 

des N-Terminus (11 kDa) hin sowie auf die Orientierung der extrazellulären Loops im Lumen 

der Mikrosomen (6-9 kDa). Trotz der erfolgreichen Integration des ET-B-Rezeptors in die 

Mikrosomen des Sf21-Lysates wurde nur ein ligandbindender Anteil des ET-B-Rezeptors von 

0,5 % (53,7 pmol/mg) bestimmt248. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit ähnlichen Studien, in 

denen ein prozentualer Anteil an ligandbindenden ET-B-Rezeptor von 1 % bestimmt wurde8. 

Während in dieser Studie eine limitierende Integration und Translokation in die mikrosomalen 

Membranen als Grund genannt wird, zeigt eine Studie im E. coli zellfreien System aus dem 

vergangenen Jahr weitere Optimierungsparameter auf320. Einen besonderen Einfluss auf die 

korrekte Faltung von Membranproteinen im Allgemeinen hat die lipidische Zusammensetzung 

der Membran321. Dieser Effekt wurde ebenfalls für den ET-B-Rezeptor identifiziert. Negativ 

geladene Kopfgruppen wie Phosphatidylglycerin und Phosphatidylserin scheinen einen 

positiven Effekt auf die Faltung des ET-B-Rezeptors zu haben. Ebenfalls verändern Länge und 

Flexibilität der Lipidkette die Aktivität des Rezeptors320. Die Identifizierung einer optimierten 

Lipidkomposition bestehend aus 18:1-trans/18:1-trans-1,2-dielaidoyl-sn-glycerin-3-phospho-

(1´-racglycerin) ((DE)PG) führte zur einer aktiven Fraktion des ET-B-Rezeptors von 3-4 %. Die 

mikrosomalen Membranen des Sf21-Lysates unterscheiden sich vor allem in ihrer Kopfgruppe 

zu der optimierten Zusammensetzung. Während ca. 35-40 % der Lipidketten ebenfalls eine 

18:1 Länge aufzeigen, besteht die Kopfgruppe zu 91 % aus Phosphatidylcholin und aus 

Phosphatidylethanolamin. Die bevorzugten negativen Kopfgruppen Phosphatidylglycerin und 

Phosphatidylserin sind zu einem Anteil von unter 2 % vertreten322. Eine Umwandlung von 

Mikrosomen in Proteo-Liposomen durch „Elektroschwellung“ könnte genutzt werden, um 

(DE)PG-Lipide in die Membran zu integrieren und so die Aktivität des ET-B-Rezeptors zu 

steigern150. Neben der Relevanz der Lipidkomposition wurde die Faltung des ET-B-Rezeptors 

analysiert. Während nach einer Synthesezeit von fünf Stunden ca. 50 % und nach zehn 

Stunden ca. 75 % der totalen Proteinmenge an ET-B-Rezeptor produziert wurde, zeigte dieser 

Rezeptor keinerlei Aktivität320. Erst nach einer verlängerten Inkubationszeit mit einer optimalen 

Dauer von 28 Stunden konnte Ligandbindung gemessen werden. Die zellfreie Synthese des 

ET-B-Rezeptors in dieser Arbeit wurde für drei Stunden inkubiert, sodass diese Zeitspanne 

wesentlich erhöht werden könnte. Alternativ könnte die zellfreie Synthese des ET-B-Rezeptors 

in einem Dialyseverfahren durchgeführt werden, welches neben einer längeren Inkubationszeit 

auch eine stetige Versorgung der Synthese mit frischen Aminosäuren und 

Energiekomponenten ermöglicht155,290. So könnte nicht nur die Proteinausbeute des ET-B-

Rezeptors gesteigert werden, sondern auch der prozentuale Anteil an ligandbindenden 

Rezeptor. Ein weiterer Parameter, welcher für die Funktionalität des ET-B-Rezeptors kritisch 

ist, besteht in der Ausbildung der Disulfidbrücke zwischen den extrazellulären Loops 1 und 262. 

Durch den Austausch von DTT mit Glutathion, um die Ausbildung der Disulfidbrücke zu 

unterstützen, konnte die Anzahl an adressierten Ligandbindungsstellen beinahe verdoppelt 

werden320. Im Sf21-System konnte die Ausbildung von Disulfidbrücken am Beispiel von single 

chain variable fragment (scFv)- Antikörpern durch den Einsatz der Melittin-Signalsequenz in 
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Abwesenheit von Glutathion gezeigt werden152, sodass vermutet werden kann, dass die 

Disulfidbrücke des ET-B-Rezeptors korrekt ausgebildet wurde. Durch die Anpassung der 

genannten Parameter wurde in der Kombination eine aktive Fraktion des ET-B-Rezeptors von 

6,5 % mit einer maximalen Ligandbindung von 1103 pmol/ml erreicht320. Würde eine ähnliche 

Steigerung der 53,7 pmol/mg im zellfreien Sf21-System erreicht werden248, wäre dieser Wert 

vergleichbar zu der Produktion von ET-B in Sf9-Zellen mit einer berichteten maximalen 

Bindung von 80 pmol je mg totales Membranprotein323. Aufgrund des offenen Charakters von 

zellfreien Systemen können Optimierungsprozesse durchgeführt werden, die in einem 

zellbasierten Expressionssystem erschwert oder teilweise nicht möglich sind. Dazu gehört zum 

Beispiel die Anpassung von Lipiden während der Synthese. Zusätzlich können 

Redoxbedingungen flexibler gewählt werden ohne auf die Erhaltung der lebenden Zelle achten 

zu müssen. Darüber hinaus können aufgrund des wesentlich geringeren Zeitaufwandes der 

zellfreien Proteinsynthese durch Mutagenese gewonnene DNA-Konstrukte hoch-parallelisiert 

translatiert und die erhaltenen Proteine später analysiert werden. In Kombination mit der 

Erhöhung der Proteinausbeute durch ein Dialyseverfahren155,290 könnte dieses System eine 

Grundlage für die Proteinproduktion von komplexen Proteinen für zum Beispiel strukturelle 

Analysen wie NMR, Cryo-Elektronenmikroskopie und Kristallographie bilden324. 

4.3. Einbau von nicht-kanonischen Aminosäuren durch Amber-Suppression 

Wie bereits im letzten Abschnitt angesprochen, besteht ein großes Interesse an der 

Strukturaufklärung von Proteinen. Der Einfluss der 3D-Struktur auf die Funktion von Proteinen 

ist vergleichbar mit der Anordnung von Kohlenstoff. Während Kohlenstoffatome, die lose 

miteinander verbundene Blätter ausbilden, im weichen Material Graphit resultieren, endet ein 

dicht gepackter Würfel in einem harten Diamanten. Die Struktur beeinflusst dementsprechend 

die Charakteristiken und Funktionen eines Materials und auch eines Proteins. Besonders bei 

Enzymen konnte anhand von konservierten Strukturen auf die katalytische Aktivität von 

unbekannten Proteinen geschlossen werden, so dass die Struktur-basierten Vorhersagen 

zusätzlich zu den Sequenz-basierten Analysen nutzbar sind325. Zur Identifikation von 

speziellen Subdomänen von Proteinen ist besonders bei NMR und Cryo-EM, aber auch bei 

Kristallstrukturanalyse eine positionsspezifische Markierung bevorzugt. Zum Beispiel wurden 

Phenylalanin-Derivate mit Iod oder Brom konjugiert und in das Lysozym des T4-Phagen 

integriert326. Durch die ungewöhnliche Streuung des Iod-Atoms konnte die Struktur mit 

wesentlich weniger Datenpunkten gelöst werden326. Der Einsatz von isotopisch markierten 

oder Spin-markierten nkAs für NMR-Analysen ist ebenfalls möglich327. Im Bereich der 

Elektronenmikroskopie wurde der Einbau einer nkAs zur Kopplung eines leicht 

identifizierbaren globulären Proteins genutzt328. Die Grundlage für die erwähnten Beispiele 

liegt in einer ausreichenden Adressierung des Amber-Stopcodons durch den Einbau der nkAs. 

Aus diesem Grund wurde im ersten Abschnitt die Adressierbarkeit des Amber-Stopcodons im 

Modelprotein Adenosin-Rezeptor A2a analysiert. Die Position des Amber-Stopcodons wurde 

anhand von mehreren Kriterien ausgewählt. Es wurde ein Bereich im dritten extrazellulären 

Loop gewählt, welcher sich durch eine hohe Flexibilität und gute Zugänglichkeit 

auszeichnet194, sodass die reaktive Gruppe der nicht-kanonischen Aminosäure für die 

Kopplung des Farbstoffes zugänglich sein sollte (Abb. 12). Zusätzlich wurde bereits gezeigt, 

dass die Integration eines Fluorophors in diesem Bereich zur Analyse einer ligandabhängigen 

Strukturveränderung genutzt werden kann194. In einem prokaryotischen System kann die 

Einbaueffizienz einer nkAs durch die Inhibierung oder Entfernung des RF1s erhöht werden329. 

Eine Inhibierung kann zum Beispiel durch die Bindung eines Aptamers erfolgen330 oder direkt 

durch das Ausschalten des RF1-Gens329. Aufgrund der unterschiedlichen Adressierung von 
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RF1 (UAA und UAG) und RF2 (UAA und UGA)331 wird die Proteintranslation trotz entferntem 

RF1 am Opal- und Ochre-Stopcodon terminiert. Lediglich das Amber-Stopcodon wird nicht 

mehr für eine Termination erkannt. In Eukaryoten ist dieser Ansatz nicht möglich, da alle drei 

Stopcodons durch den Faktor eRF1 in Kombination mit dem eRF3 erkannt werden223. Die 

Interaktion des eRF1 mit den Stopcodons im Ribosom erfolgt hauptsächlich über die N-

terminale Domäne, während die Ausbildung des eRF1/eRF3-Komplexes hauptsächlich über 

die C-terminale Domäne erfolgt und in einer Translationstermination resultiert332. Durch den 

Austausch der Glutaminsäure zu Asparaginsäure an Position 55 in der N-terminalen Domäne 

des eRF1s konnte die Erkennung des Amber-Stopcodon in vitro auf 21 % reduziert werden, 

während das Opal- und Ochre-Stopcodon weiterhin zu 78 bzw. 72 % erkannt werden333. In 

Gegenwart dieses modifizierten eRF1 konnte die Einbaueffizienz von Nε-[(tert-

butoxy)carbonyl]-L-Lysin durch das Pyrrolysin-tRNA-Synthetase/tRNA-Paar in einer HEK293-

Zelllinie von 62 % auf 85 % erhöht werden334, sodass dieser Ansatz ebenfalls in einem 

zellfreien System angewandt werden könnte. Für diesen Zweck könnte durch genverändernde 

Methoden wie zum Beispiel CRISPRCas950 das Gen des eRF1s in der kultivierten Zelllinie so 

modifiziert werden, dass die genannte Mutation in der Aminosäuresequenz translatiert wird 

und ein eRF1-verändertes Lysat entsteht. Für solch eine Anwendung müsste überprüft 

werden, inwieweit sich der veränderte eRF1 auf die lebende Zelle auswirkt. Die 

Einbaueffizienz einer nkAs am Amber-Stopcodon ist darüber hinaus vom Sequenzkontext der 

umliegenden Codons abhängig. Dabei unterscheidet sich der Sequenzkontext zwischen den 

einzelnen Spezies. Während in E. coli eine hohe Einbaueffizienz bei einem Adenin an der +4 

Position (Nukleotid direkt nach dem Amber-Stopcodon) identifiziert wurde335,336, ist dieser 

Effekt in einer humanen 293-Zelllinie nicht bestätigt worden337. Die höchste Einbaurate in der 

humanen Zelllinie wurde bei einem Cytosin (C>G>U=A) an der +4 Position erreicht337. Aus 

diesem Grund wurde im vorliegenden Konstrukt das Amber-Stopcodon ebenfalls upstream 

eines Cytosins an der +4 Position gewählt. Interessanterweise wird in Studien über den 

Sequenzkontext in Bezug auf die Translationstermination diskutiert. Hier zeigen Ergebnisse, 

dass mit einer Wahrscheinlichkeit von 10-4 die Chance besteht, dass das Stopcodon überlesen 

wird338. Für den humanen vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor A (VEGF-A) ist zum 

Beispiel bekannt, dass durch Readthrough eine Isoform produziert werden kann, welche die 

angiogenen Eigenschaften des VEGF-As umkehrt339. Durch eine mögliche Kompetition 

zwischen dem eRF1 und dem Überschuss von nahverwandten tRNAs in der A-Stelle des 

Ribosoms, welche zu zwei von den drei Positionen des Stopcodons komplementär sind, 

können fälschlicherweise diese tRNA verwendet werden. Als Resultat wird eine inkorrekte 

Aminosäure in die Polypeptidkette eingefügt und die Translation wird bis zum nächsten 

Stopcodon weitergeführt340. Um diesen so genannten Readthrough zu vermeiden, wird zum 

Teil sogar ein vier-basiges Stoppsignal angenommen, welches ein Adenin oder Guanin direkt 

nach dem Stopcodon involviert341. Bei humanen Stopcodons folgt zum Beispiel zu 67 % ein A 

oder G, bei Hasen liegt dieser Anteil sogar bei 73 %341. Folgt ein Cytosin nach dem Stopcodon 

wurde ein Readthrough in einem Kaninchen-Retikulozyten-Lysat zwischen 2-5 % ermittelt342. 

Insofern scheint eine hohe Suppressionseffizienz ebenfalls mit einem erhöhten Readthrough 

verbunden zu sein. Um eine Aussage über die beschriebenen Effekte der Einbaueffizienz und 

des Readthrough treffen zu können, wurde ein Konstrukt erstellt, in dem das Amber-

Stopcodon vor dem Reporterprotein Nanoluziferase positioniert wurde, wodurch ein Auslesen 

des jeweiligen Effektes ermöglicht wird. Der Einsatz von verschiedenen Kombinationen aus 

vorbeladenen und enzymatisch aminoacylierten Suppressions-tRNAs und nicht-kanonischer 

Aminosäure resultierte in vergleichbaren Ergebnissen. Wird die Synthese in Abwesenheit 

einer der orthogonalen Komponenten durchgeführt, wurde anhand der Nluc-Lumineszenz ein 
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Anteil an Volllängenprotein zwischen 0,25 % und 4 % ermittelt (Abb. 14 und 15A). Dieser Anteil 

stimmt mit dem erwähnten Bereich von 2-5 % überein. Auffällig ist hierbei der erhöhte 

Readthrough in Abwesenheit der nkAs, der bis zu einem Faktor 10 höher ist im Vergleich zur 

Abwesenheit der Synthetase oder der tRNA. Dies könnte dadurch begründet werden, dass die 

Synthetase zwar eine höhere Affinität zur nkAs besitzt, aber dennoch strukturähnliche 

Aminosäuren wie Tyrosin oder Phenylalanin akzeptieren könnte. Gerade bei Synthetasen, die 

keine proof-reading-Funktion besitzen, wie es bei der Tyrosin-Synthetase der Fall ist, wird eine 

miss-Acylierung nicht behoben18. Durch den Einsatz einer 20-fach höheren Konzentration an 

nkAs im Vergleich zu den endogenen strukturähnlichen Substraten wird das Verhältnis 

weiterhin zu Gunsten eines Einbaus der nkAs verschoben.  

Die fluoreszenzmarkierte Aminosäure Lysin, chemisch aminoacyliert an eine tRNA (BP-CUA), 

wurde zu 20 % in das Modelprotein Adora2a_amb215-Nluc integriert (Abb. 13). Diese 

Suppressionseffizienz ist vergleichbar zum Einbau von AzF, (22 %) unterscheidet sich zum 

Einbau von pPa (81 %) jedoch stark, sodass sowohl ein Einfluss der nkAs als auch der 

Suppressions-tRNA vermutet werden kann. Ein wesentlicher Unterschied liegt in der 

Ausrichtung der nkAs. Durch den Austausch der Hydroxy-Gruppe des Tyrosins zu einer Alkin- 

bzw. Azid-Gruppe wird die Struktur der Aminosäure nicht stark verändert. Durch die Kopplung 

eines BODIPY-TMRs jedoch schon, da dieses Molekül aufgrund der unflexiblen Ringstruktur 

räumlich ausgedehnt ist und nur knapp die Exit-Stelle des Ribosoms passieren kann. Während 

der Exit-Tunnel einen Durchmesser von 10-20 Å besitzt343, hat unkonjugiertes BODIPY bereits 

eine Größe von 10,1 x 10,1 x 17,1 Å344. Diese Problematik besteht in der Verwendung eines 

orthogonalen Systems nicht, da der Einbau der nkAs entkoppelt von der Fusionierung des 

Farbstoffes vorliegt. Unkonjugiertes Phenylalanin ist zwar ähnlich lang wie BODIPY (9,7 Å), 

dafür aber lediglich 4,7 Å breit345. Trotz einer ähnlichen Struktur wurden unterschiedliche 

Suppressionseffizienzen für pPa und AzF identifiziert. Während einige Klasse-I-tRNA-

Synthetasen wie im Fall der Isoleucin-RS, der Valin-RS oder der Leucin-RS proof-reading 

Mechanismen besitzen, wodurch eine falsch ligierte Aminosäure von der tRNA entfernt wird, 

ist dieser Prozess wie oben erwähnt bei der EcTyrRS nicht bekannt18. Eine bereits an die 

Suppressions-tRNA aminoacylierte nkAs sollte dementsprechend nicht von der eAzFRS 

wieder entfernt werden. Zusätzlich wurde die erfolgreiche Integration von AzF in ein Zielprotein 

sowohl in vivo346,347 als auch in vitro mehrfach gezeigt16,17. In den genannten Studien wurden 

Suppressionseffizienzen von 50 bis 80 % für ein Amber-Stopcodon und 25 % für die 

Adressierung eines zweiten Amber-Stopcodons erreicht. Ebenso liegt in der vorliegenden 

Arbeit ein erfolgreicher Einbau von AzF in das Protein Erythropoetin vor, sodass die geringe 

Einbaueffizienz nicht auf die Funktionalität des orthogonalen Systems zurückgeführt werden 

kann (Abb. 22A). Eine Möglichkeit könnte die Reduktion der Azidgruppe durch im CHO-Lysat 

enthaltene Komponenten zu einer Aminogruppe sein347,348. Eventuell wird die Änderung in der 

para-Position des Phenylalanins durch die Tyrosin-Aminoacyl-tRNA-Synthetase nicht 

akzeptiert und die nkAs somit nicht für eine Aminoacylierung der Suppression-tRNA 

verwendet. Eine Studie über den Einbau von unterschiedlichen ortho-modifizierten 

Phenylalanin-Derivaten durch die Methanocaldococcus jannaschii Tyrosin-Synthetase zeigt 

ebenfalls eine unterschiedliche Adressierung des Amber-Stopcodons. Wird zum Beispiel ein 

Chlor oder Brom durch ein Iod ersetzt, sinkt die Einbaurate auf ca. 50 %. Ebenfalls wurde ein 

um 33 % geringerer Einbau identifiziert durch eine O-Methyl-Gruppe in der ortho-Position. 

Generell scheint die Einbaueffizienz mit einem größeren Substituenten abzunehmen224. 

Dieses Problem kann umgangen werden, in dem die Substratspezifität der Synthetase 

angepasst wird. Die hier eingesetzte Variante (p-AzidoPheRS-6)18 besitzt vier Mutationen, von 

denen die Y37T-Mutation zur Destabilisierung der Bindung zum endogenen Tyrosin 
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verantwortlich ist, die Mutationen D182S und F183A die Substratspezifität koordinieren und 

der D265R-Austausch die Aminoacylierung der Suppression-tRNA verbessert19. Zusätzlich 

wirkt sich die Aminosäure an Position 186 auf die Größe der Bindungstasche aus, sodass 

diese Position ebenfalls variiert werden könnte349. Takimoto tauschte zum Beispiel das Leucin 

zu einem Alanin aus um eine Vergrößerung der Bindungstasche für die Inkorporation von p-

Benzoylphenylalanin und AzF zu erreichen19. Eine aktuellere Studie, die den Einbau eines 7-

Hydroxycoumarin-Tyrosins durch die E. coli Tyrosin-Synthetase untersucht, prognostiziert 

durch den strukturellen Vergleich von verschiedenen modifizierten Tyrosin-tRNA-Synthetasen 

weitere Aminosäurereste, die für die Substratkoordination (L71) verantwortlich sind, sowie die 

katalytische Domäne formen (L56, T76, S120, A121)350. In der erwähnten Studie wird 

beschrieben, dass der Phenolring des Coumarins hauptsächlich durch die Interaktion mit den 

Aminosäuren L71 und T76 erkannt wird. Aufgrund der spezifischen Interaktionen von 

einzelnen Aminosäureresten im katalytischen Zentrum der eAzFRS müsste für jede nkAs ein 

Screening zur Identifizierung der spezialisierten Synthetase durchgeführt werden351.  

Durch die Variation der Konzentrationen von eAzFRS oder Suppression-tRNA konnte die 

Einbaueffizienz der nkAs teilweise um 20 % gesteigert werden (Abb. 14 und 15). Sowohl für 

den Einbau von AzF als auch von pPa wurde eine hohe Einbaueffizienz durch den Einsatz von 

3 µM Synthetase, 3 µM tRNA und 2 mM nkAs ermittelt. Eine explizite Tendenz im Hinblick auf 

eine optimale Kombination aus tRNA und eAzFRS ist jedoch nicht erkennbar. Dies lässt den 

Schluss zu, dass die Aminoacylierung der tRNA durch die eAzFRS im Allgemeinen ein 

robuster Prozess ist, welcher Konzentrationsveränderungen toleriert. Lediglich eine zu geringe 

Suppressions-tRNA -Konzentration scheint die Einbaueffizienz negativ zu beeinflussen. 

Sowohl für den Einbau von AzF als auch pPa wurde die niedrigste Einbaurate in Gegenwart 

von 1 µM (14 %) bzw. 2 µM (63 %) tRNA ermittelt. Die Suppressions-tRNA wird im Vorfeld 

zum Einsatz in einer zellfreien Synthese separat transkribiert und gefaltet. Durch diesen 

separierten Schritt werden keine Modifikationen an die Nukleotide der tRNA angefügt. Auch 

wenn eukaryotische tRNAs stärker modifiziert vorliegen als prokaryotische, sind 

Modifikationen wie das Pseudouridin (Ψ) oder das 1-Methyl-Adenosin auch in prokaryotischen 

tRNAs vertreten352. Einfache Modifikationen wie Methylierungen an der Ribose sind besonders 

in der tRNA-Kern-Region präsent. In dieser Region interagieren der D- und T-Arm miteinander, 

um die dreidimensionale Struktur aufrecht zu erhalten. Komplexere, enzymbasierte 

Modifikationen treten hauptsächlich im Anticodon-Loop als Voraussetzung für eine effiziente 

Translation auf352. Auch wenn die erfolgreiche Aminoacylierung der unmodifizierten tRNA auf 

eine korrekte Faltung hindeuten, könnte die Stabilität der tRNA durch zusätzliche 

Modifikationen erhöht werden352. Durch die Anwesenheit von 1 mM oder mehr Magnesium-

Ionen kann die korrekte Faltung der tRNA ebenfalls gefördert werden353. In den hier 

verwendeten zellfreien Systemen wurden Magnesium-Endkonzentrationen von 2,5 mM (Sf21) 

bzw. 3,9 mM (CHO) eingesetzt, sodass die tRNA-Konformation während der Synthese 

erhalten bleiben sollte. Der Zusatz von Magnesium während der tRNA-Faltung zeigte keinen 

Effekt (Daten nicht gezeigt).  

4.4. Klickreaktionen und ihre Anwendung 

Aufgrund der hohen Einbaueffizienz des pPas wurde diese nkAs ausgewählt, um über eine 

Klick-Reaktion einen Farbstoff zu koppeln. Im ersten Schritt wurde die kupfer-katalysierte Azid-

Alkin-Cycloaddition (CuAAC) analysiert (Abb. 16). Der Einsatz der CuAAC als bioorthogonale 

Reaktion wurde bereits zu Beginn des Jahrtausends beschrieben354. Trotz der 

vielversprechenden Einsatzmöglichkeiten der CuAAC sind Limitationen für zellbasierte Assays 
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aufgrund der Toxizität des eingesetzten Kupfers gegeben. Kupfer-Ionen können durch 

Aminosäurereste chelatiert werden und dadurch die Struktur und Funktionalität des Proteins 

beeinträchtigen. Zusätzlich kann die Entstehung von reaktiven Sauerstoffformen induziert 

werden251,355, so dass Kupfer-Ionen im mikromolaren Bereich Zellschäden oder sogar den 

Zelltod hervorrufen können251. Durch den Einsatz eines dreifach konjugierten Stickstoffes mit 

modifizierten Triazol-Ringen können Cu(I)-Ionen stabilisiert und der negative Einfluss reduziert 

werden356. Zu diesen Strukturen gehört das hier eingesetzte THPTA, welches im Gegensatz 

zu anfänglich entwickelten Strukturen eine hohe Wasserlöslichkeit besitzt357. Darüber hinaus 

wurde die Aminosäure L-Histidin als Stabilisator eingesetzt, da für L-His ebenfalls ein positiver 

Effekt auf die CuAAC beschrieben wurde und der Cu(I)-L-Histidin-Komplex im Vergleich zu 

den Triazol-Strukturen wie THPTA die niedrigste Toxizität auf lebende Zellen aufzeigt251. Die 

Cycloaddition von zwei verschiedenen Alkin-Derivaten an Azidocoumarin zur Ausbildung des 

fluoreszierenden Tetrazin-Moleküls zeigte die höchste Umsetzungsrate in Gegenwart von 

THPTA (Abb. 16). Dieses Ergebnis deckt sich mit einer Beobachtung aus dem Jahr 2014358. 

In diesem Paper wurde für L-Histidin die oben beschriebene Verträglichkeit mit lebenden 

Zellen dargestellt, jedoch zeigte sich in vitro eine wesentlich geringere 

Umsetzungsgeschwindigkeit der CuAAC in Gegenwart von L-Histidin im Vergleich zu den 

verwendeten Triazolverbindungen. Weiterhin wurden wasserlösliche THPTA ähnliche 

Verbindungen vorgestellt, welche sich durch verbesserte Charakteristiken wie einer höheren 

Umsetzungsrate der CuAAC in vitro und einer niedrigeren Toxizität auf lebenden Zellen 

auszeichnen358. Interessanterweise wurden starke Unterschiede der Triazolverbindungen in 

ihrer katalytischen und stabilisierenden Funktion in vitro und in vivo bestimmt, sodass ein 

Vergleich der vorgestellten Verbindungen mit dem hier verwendeten THPTA durchgeführt 

werden sollte. Ein weiterer Einfluss zeigt sich in der Art des Alkin-Derivates. Die Kombination 

aus AF647-Alkin und THPTA resultierte in einem niedrigeren Fluoreszenzsignal (Faktor 1/14) 

im Vergleich zu der Kombination aus pPa und THPTA. Dies könnte auf die Zugänglichkeit des 

Alkins zurückzuführen zu sein, da AlexaFluor im Vergleich zur Aminosäure Phenylalanin 

größer und komplexer ist, wodurch eine sterische Hinderung mit der Ringstruktur des 

Coumarins auftreten könnte. Durch die höhere Umsetzungsrate von THPTA wurde dieser 

Ligand für die folgende Kopplung mit Hilfe der CuAAC von ausgewählten Farbstoffen 

verwendet. Der ausgewählte Silikon-Rhodamin-Azid (SiR-Azid)-Farbstoff ist hoch fluorogen, 

nicht-toxisch und besitzt eine Emissions- und Anregungswellenlänge im weiten Rotbereich359, 

wodurch der Farbstoff nicht mit der Eigenfluoreszenz der Mikrosomen interferiert. Zusätzlich 

zeichnen sich SiR-Derivate durch einen besonderen Mechanismus aus. Diese Farbstoffe 

existieren in einem Gleichgewicht zwischen einem nicht-fluoreszierendem Spirolacton (Aus-

Status) und einem fluoreszierenden Zwitterion (An-Status). Der Aus-Status wird durch 

Aggregation und eine unspezifische Bindung des SiRs an hydrophobe Oberflächen gefördert. 

Im Gegensatz dazu wird der An-Status durch die Interaktion mit polaren Proteinoberflächen 

erreicht359. Aufgrund des beschriebenen Mechanismus wurde SiR ausgewählt, um eine 

Färbung der mikrosomalen Membran durch eine unspezifische Bindung des Farbstoffes zu 

umgehen. Zu Beginn wurde die Kopplung des Farbstoffes an das Zielprotein optimiert. Um die 

beschriebene Toxizität von Kupfer möglichst gering zu halten, wurde die optimale 

Kupferkonzentration bestimmt, welche für eine Proteinmarkierung mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff geeignet ist (Abb. 17A und B). Eine Fluoreszenzbande wurde ab dem 

Einsatz von 100 µM Kupfer identifiziert, mit einer höchsten Intensität bei einem Einsatz von 

200 µM CuSO4. In verschiedensten Publikationen wird ebenfalls 100– 200 µM CuSO4 für die 

Durchführung der CuAAC eingesetzt358,360,361. Ab einem Einsatz von 100 µM CuSO4 ist im 

Autoradiogramm bereits ein negativer Effekt des Kupfers zu sehen, da die Intensität der 
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Proteinbande des Adora2a abnimmt. Diese Größenordnung stimmt mit dem ermittelten 

mikromolaren Bereich überein251. Eine minimal intensive Fluoreszenzbande wurde bereits ab 

einer SiR-Konzentration von 3 µM detektiert (Abb. 18). Durch die Erhöhung der Konzentration 

an SiR auf 20 µM konnte ebenfalls die Fluoreszenzintensität der Produktbande gesteigert 

werden. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem Einsatz eines Tetrazin-SiR-Derivates, 

welches bei einem Einsatz von 20 µM in einer erfolgreichen Fluoreszenzmarkierung des 

Zielproteins GFP in lebenden Zellen resultierte359. Zusätzlich zeigt sich bei einer geringen 

Inkubationszeit des SiRs von unter 10 min eine Produktbande in der In-Gel-Fluoreszenz, 

welche sich im Vergleich zu einer Inkubationszeit von zwei Stunden durch weniger 

Nebenbanden auszeichnet. Im Gegensatz zur Staudinger Ligation, welche mit einer 

Umsetzungsgeschwindigkeit von 3 x 10-3 M-1 s-1 langsam abläuft, werden die Edukte in der 

CuAAC mit einer Umsetzungsgeschwindigkeit von 10-200 M-1 s-1 wesentlich schneller zum 

Produkt umgewandelt362. Für die erfolgreiche Markierung von Azid-Glykanen auf der 

Oberfläche von lebenden Zellen mit einem Alkin-konjugierten Farbstoff wurden 

Inkubationszeiten von 5-10 min bei 4 °C angewendet363. Die Fluoreszenzbande nach einer 

Inkubationszeit von 0 min ist auf die Weiterführung der CuAAC während des 

Fällungsprozesses in Gegenwart von Aceton zurückzuführen364, sodass durch den 

Fällungsprozess eine minimale Inkubationszeit von 45 min zu Stande kommt. Trotz der 

intensiven Produktbande in der In-Gel-Fluoreszenz konnte mittels konfokaler Laser-Scanning-

Mikroskopie kein Unterschied zwischen den unspezifisch markierten Mikrosomen und der 

Kopplung des SiRs an den in der Membran lokalisierten Adora2a detektiert werden (Daten 

nicht gezeigt). Aufgrund der detektierten Fluoreszenz des SiRs scheint eine unspezifische 

Interaktion mit polaren Oberflächen von Proteinen möglich zu sein, die eine 

Konformationsänderung des Farbstoffes und somit den fluoreszierenden Status auslösen. 

Ähnliche Ergebnisse wurden für die Markierung des Adora2a mit DyLight488- bzw. 650-

Phosphin erhalten, da diese Farbstoffe eine hohe unspezifische Färbung der mikrosomalen 

Membran aufzeigten (Abb. 19). Interessanterweise gibt es verschiedenste Paper, in denen 

DyLight-Phosphin zur positionsspezifischen Markierung von Antikörpern über eingebrachte 

Azid-Zucker verwendet wurde365,366. Der gereinigte und markierte Antikörper wurde 

anschließend in eine Maus injiziert, um die Bindung des Antikörpers an Tumoren zu 

visualisieren. Im Gegensatz zu DyLight-Phosphin werden für die Visualisierung von 

Biomolekülen wie Peptiden, Proteinen und Oligonukleotiden in lebenden Zellen vor allem 

Alexa Fluor- und Cyanin-, aber auch Fluorescein (FAM)-Derivate verwendet367,368. Dies könnte 

auf die etablierte Kopplung von funktionalisierten Gruppen an die genannten Farbstoffe wie 

geladene Ammoniumionen, Carboxylate, Phosphonate und Sulfonate zur Erhöhung der 

Hydrophilie der Farbstoffe zurückzuführen sein, um Markierungsreaktionen in biokompatiblen 

Milieus durchführen zu können369. Anhand eines Carbonsäure-konjugierten BODIPYs als 

Ausgangskomponente konnte durch die Kopplung der erwähnten funktionalisierten Gruppen 

an die Carbonsäure die Wasserlöslichkeit des Farbstoffes drastisch erhöht werden, während 

die Fluoreszenzeigenschaften erhalten werden konnten369. Die hier ausgewählten Farbstoffe 

Cy5 und 6-FAM besitzen ebenfalls funktionalisierte Gruppen (zwei Sulfit-Gruppen beim Cy5, 

zwei Hydroxy-Gruppen beim 6-FAM), um die Hydrophobizität zu senken. Neben der 

Wasserlöslichkeit stellt die Interaktion des Farbstoffes mit der Lipiddoppelschicht, welche 

möglichst gering sein sollte, um ein niedriges Hintergrundsignal zu erhalten, ein 

entscheidendes Auswahlkriterium dar. Der Vergleich von 32 verschiedenen Farbsoffen aus 

einer Studie im Jahr 2014 zeigt eine höchste Interaktion von BODIPY (Faktor 90) mit der 

synthetischen Lipiddoppelschicht, während für Sulfo-Cy5 und Carboxyfluorescein (FAM) ein 

geringer Membran-Interaktions-Faktor (0,3 für Sulfo-Cy5 und 0,03 für FAM) bestimmt 
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wurde370. In dieser Studie wurde eine Lipiddoppelschicht bestehend aus Phosphatidylcholin 

und Phosphatidylserin im Verhältnis von 9:1 verwendet, welche wie im Abschnitt 4.2 

beschrieben ähnlich zu der Zusammensetzung der mikrosomalen Membran ist. Im Vergleich 

zum hydrophoben DyLight-Phosphin konnte eine reduzierte unspezifische Markierung der 

mikrosomalen Membran durch die Farbstoffe Cy5 und 6-FAM detektiert werden (Abb. 20 und 

21). Durch diese Beobachtung wird das Ergebnis eines geringeren Membran-Interaktions-

Faktors für diese beiden Farbstoffe unterstützt. Zusätzlich konnte ein klarer Unterschied 

zwischen der nicht-markierten Probe und dem markierten Adora2a bestimmt werden (Abb. 20 

und 21), sodass sich diese beiden Farbstoffe für die Markierung eines Zielproteins integriert in 

mikrosomalen Membranen in einem eukaryotischen System eignen.  

Im Folgenden wurden die etablierten Markierungsreaktionen auf zwei pharmazeutisch 

relevante Proteine angewandt, um am Beispiel des EPOs eine Proteinmodifikation 

durchzuführen und am Beispiel des Adora2as eine strukturelle Veränderung nach 

Ligandbindung zu zeigen.  

Zu Beginn wurde, wie für den Adora2a durchgeführt, die Adressierbarkeit des Amber-

Stopcodons mit AzF und pPa analysiert (Abb. 22A und B). Da kein C-terminales 

Reporterprotein vorlag, konnte die Einbaueffizienz nur anhand des Autoradiogramms 

abgeschätzt werden. Zusätzlich wird die Abschätzung der Einbaueffizienz durch die 

Glykosylierung des Terminationsproduktes erschwert, da sich das Amber-Stopcodon 

downstream zu den drei Codons befindet, welche für die N-Glykosylierungen tragende 

Asparagine codieren. Dies fällt besonders im Vergleich der In-Gel-Fluoreszenz zum 

Autoradiogramm beim Einbau von AzF auf. Während in der In-Gel-Fluoreszenz vier definierte 

Banden (markiertes nicht-glykosyliertes Volllängenprodukt und drei markierte unterschiedlich 

glykosylierte Volllängenprodukte) zu erkennen sind, erscheinen die Banden im 

Autoradiogramm undefiniert und sind schwerer voneinander zu differenzieren. Bei einem 

erfolgreichen Einbau der nkAs resultiert der durchgeführte PNGase F Verdau in zwei 

Produkten: dem unglykosylierten Terminationsprodukt und dem unglykosyliertem 

Volllängenprodukt. Diese beiden Banden zeigen beim Einbau von AzF eine vergleichbare 

Intensität, sodass die Einbaueffizienz von AzF vermutlich im Bereich von 50 % liegt. Wird die 

Synthese in Abwesenheit der nkAs durchgeführt, ist nach dem PNGase F-Verdau lediglich das 

unglykosylierte Terminationsprodukt zu erkennen. Wird pPa für die Amber-Suppression 

eingesetzt, zeigt die In-Gel-Fluoreszenz ein vergleichbares Ergebnis. Im Autoradiogramm sind 

jedoch definierte Banden zu erkennen und die unglykosylierte Terminationsbande ist weniger 

intensiv als bei dem Einbau von AzF, sodass die Einbaueffizienz von pPa höher erscheint und 

bei ca. 80 % liegt. Damit zeigt sich im Vergleich zum Modelprotein Adora2a eine doppelt so 

hohe Einbaueffizienz für AzF und eine vergleichbare Einbaueffizienz für pPa. Es wird also 

deutlich, dass die Einbaueffizienz neben den bereits in Abschnitt 4.3 beschriebenen Effekten 

vom Protein abhängig sein kann. Wie in der Einleitung beschrieben kann sich das 

Glykosylierungsmuster von EPO stark in der Zusammensetzung unterscheiden, wodurch 

ebenfalls die Bioaktivität und die Halbwertszeit von EPO beeinflusst werden kann371. Anhand 

der durchgeführten Analysen in dieser Arbeit wurden heterogene Glykosylierungsmuster des 

zellfrei synthetisierten EPOs aufgrund einer unterschiedlichen Adressierung der N-

Glykosylierungsstellen detektiert. Eine zusätzliche detaillierte massenspektrometrische 

Analyse der Glykosylierungsmuster zeigte eine unterschiedlich auftretende 

Glykanzusammensetzung bestehend aus zwei N-Acetylglycosaminen und fünf bis acht 

Mannoseresten (HexNac2(Man)5-8) auf252. Aufgrund der weniger ausgeprägten Komplexität der 

Glykosylierung liegt im Vergleich zu in Säugetierzelllinien produzierten EPO eine niedrigere 

Heterogenität im Glykosylierungsmuster vor372. Ein Nachteil des reduzierten und veränderten 
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Glykosylierungsmusters kann zum einen die Beeinflussung von Proteineigenschaften sein und 

zum anderen eine erhöhte Immunogenität. Dieser Effekt ist zum Beispiel für die in 

Insektenzellen vorkommende α1,3-verknüpfte Fucose bekannt373. Aus diesem Grund wird 

versucht eine homogene Glykosylierung an das Protein durch enzymatische oder synthetische 

Methoden zu koppeln oder die Glykosylierungen durch Polymere, wie es in der vorliegenden 

Arbeit getan wurde, zu ersetzen. In diesem Zusammenhang haben sich PEG-Gruppen als 

biokompatibles Polymer erwiesen, pharmakokinetische Eigenschaften wie Löslichkeit, 

Stabilität, Halbwertszeit und Anfälligkeit für einen proteolytischen Abbau positiv zu 

beeinflussen 374. Diese Aussage trifft ebenfalls auf die PEGylierung von EPO zu204. Die 

Einführung einer kurzen PEG-Kette (1,5- 4 kDa) an jeweils einer N-Glykosylierungsstelle des 

ansonsten unglykosylierten EPOs resultierte in einer drastischen Zunahme der Löslichkeit, 

Stabilität und Aktivität. Besonders durch die Kopplung von längeren PEG-Ketten (4 kDa) 

konnte eine vergleichbare, zum Teil sogar höhere biologische Aktivität im Vergleich zum CHO 

produzierten EPO erreicht werden204. Aufgrund der hohen Einbaueffizienz des pPas wurde 

diese nkAs im Weiteren zur Kopplung eines Azid-modifizierten PEGs genutzt (Abb. 22B). Da 

die Ausbildung von N-Glykosylierungen keinen Einfluss auf die globale und lokale Struktur des 

Proteins hat375, sollte eine gleiche Kopplungseffizienz des PEGs an die unterschiedlich stark 

glykosylierten EPO-Varianten angenommen werden können. Trotz dessen wurde nur eine 

zusätzliche definierte Bande auf der Höhe von 49 kDa detektiert, welche dem dreifach 

glykosylierten und PEGylierten EPO zugeordnet werden kann. Die Bereiche zwischen 14 und 

38 kDa zeigten im Vergleich zum nicht-PEGylierten EPO keinen Unterschied, sodass 

scheinbar eine stärkere PEGylierung des dreifach-glykosylierten EPOs vorlag. Eine Erklärung 

könnte die erhöhte Stabilität des EPOs durch die Glykosylierungen sein, welche den 

möglichen Einfluss der CuAAC kompensiert. Dabei könnten zwei Effekte der CuAAC die 

Stabilität des EPOs reduzieren. Zum einen wird durch die Anwesenheit von 5 mM NaAsc eine 

reduzierende Umgebung geschaffen, wodurch die Disulfidbrücken des EPOs gelöst werden 

könnten und die Stabilität des EPOs reduziert wird376. Zum anderen könnte das eingesetzte 

Kupfersulfat nicht vollständig durch das NaAsc reduziert werden und somit seinen 

oxidierenden Charakter beibehalten377. So resultiert die Oxidierung von Tryptophanen in EPO 

in einem Funktionalitätsverlust aufgrund von einer instabilen Struktur378. Dieser Effekt wurde 

besonders bei einem nicht-glykosylierten EPO festgestellt, während auch hier die 

Glykosylierungen einen stabilisierenden Effekt zeigten. Es kann angenommen werden, dass 

der beschriebene stabilisierende Effekt ebenfalls durch längerkettige PEGs erhöht werden 

kann, da in der erwähnten Studie die gekoppelten PEGs lediglich einen Anteil von 7-17 % des 

gesamten Molekulargewichtes von EPO besitzen, während die natürliche Glykosylierung zirka 

einen Anteil von 40 % des Gesamtmolekulargewichtes ausmacht. Um diese Aussage zu 

unterstützen kann das zellfrei hergestellte PEGylierte EPO isoliert werden und der positive 

Effekt mittels einer wachstumsabhängigen Zelllinie untersucht werden. Mit Hilfe dieses 

Ansatzes wurde bereits gezeigt, dass der Einbau der nkAs pPa und AzF keine Veränderung 

in der biologischen Aktivität von EPO hervorrief252. Eine weitere Möglichkeit zur Herstellung 

von EPO mit definierten Glykosylierungen kann durch die Verwendung einer glyko-optimierten 

E. coli-Zelllinie realisiert werden. Im entstandenen Lysat konnten N-Glykosylierungen durch 

die Integration von Oligosaccharyltransferasen und Lipid-verlinkte Oligosaccharide ermöglicht 

werden379. 

Neben der Modifikation von Proteinen zur Verbesserung ihrer biochemischen Eigenschaften 

können durch die positionsspezifische Einbringung von Fluoreszenzfarbstoffen, inter- oder 

intramolekulare Proteininteraktionen analysiert werden. Dies wurde mit dem 

fluoreszenzmarkierten Modellprotein Adora2a-Nluc durchgeführt. Aufgrund des negativen 
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Einflusses der CuAAC auf die Nluc-Aktivität und des geringen Einbaus des AzF wurde für die 

Fluoreszenzmarkierung die mit einem Lysin-BODIPY-TMR vorbeladene tRNA eingesetzt. Da 

für BODIPY (BP) ein hoher Membraninteraktionsfaktor bestimmt wurde370, wurde zuerst eine 

mögliche unspezifische Interaktion zwischen der Nluc und dem mit der Membran 

interagierenden Farbstoff, welcher sich in räumlicher Nähe zur Nluc befinden könnte, bestimmt 

(Abb. 23). Die Kombination aus dem Volllängenprotein mit C-terminaler Nluc und dem BP-

CUA, welches weder statistisch noch positionsspezifisch an Adora2a-Nluc gekoppelt werden 

sollte, resultierte in einem 33%igen Signal im Vergleich zu der Kombination aus Adora2a_amb-

Nluc und BP-CUA. Dieses Ergebnis deutet auf eine geringe unspezifische Interaktion 

zwischen dem nicht gekoppelten Farbstoff und der Nluc hin (Abb. 24). Aufbauend auf diesem 

Ergebnis wurde ein BRET-Assay etabliert, um die ligandabhängige, strukturelle Änderung des 

Adora2a zu analysieren. Im Vergleich zu einem Förster-Resonanzenergietransfer (FRET), der 

zwischen zwei Fluorophoren stattfindet, zeichnet sich der BRET-Assay zwischen Luziferase 

und Fluorophor durch einige Vorteile aus. Durch die unterschiedliche Aktivierung des Donors 

(Oxidation des Substrates Furimazin) im Vergleich zum Akzeptor (Anregung durch Licht bei 

einer Wellenlänge von 530 nm) entsteht keine zeitgleiche Anregung beider Interaktionspartner. 

Zusätzlich besteht im Vergleich zu einem FRET ein geringerer Photobleaching-Effekt, da der 

Donor nicht über Licht angeregt wird. Ebenfalls unterscheiden sich BRET- und FRET-Assays 

in ihrer Sensitivität. Die Effizienz des Energietransfers reduziert sich mit der sechsten Potenz 

des Abstandes beider Interaktionspartner. Durch die höhere Energie der Emission der Nluc im 

Vergleich zur Emission eines Fluorophors können bei einem BRET-Assay Strukturänderungen 

im Bereich von 3,8-11,3 nm380 detektiert werden, während bei einem FRET-Assay Abstände 

zwischen 2,4 und 7,2 nm380 zu einer Signalveränderung führen. Für den Klasse A GPCR β2-

adrenergischer Rezeptor wurde z. B. eine Distanz zwischen dem dritten intrazellulären Loop 

und dem C-Terminus mit 89 Aminosäuren von 6,2 nm (62 Å) bestimmt381, sodass ein BRET-

basierter Assay ein besseres detektierbares Signal gibt. Der C-Terminus des Adora2as ist mit 

120 Aminosäuren im Vergleich zu anderen Klasse A GPCRs besonders ausgeprägt. Aufgrund 

der nicht bekannten Struktur des C-Terminus (Deletion ab Aminosäure 318)191 und einer 

möglichen Entfernung zum dritten intrazellulären Loop von mehr als 11 nm, wurde für die 

Durchführung des BRET-Assays eine verkürzte Variante mit 49 Aminosäuren des C-Terminus 

verwendet (Deletion ab Aminosäure 341)194. Um einen genaueren Einblick in die strukturellen 

Veränderungen des Adora2as nach der Bindung des Adenosins zu erhalten, wird dieser Ablauf 

im Folgenden beschrieben. Das Xanthin des Adenosins interagiert mit dem Adora2a über Van-

der-Waals-Kräfte zu den Aminosäuren Methionin 177 in TM5, sowie Methionin 270 und 

Isoleucin 274 in TM7. Zusätzlich entsteht eine π-π-Wechselwirkung mit dem Phenylalanin 168 

im extrazellulären Bereich 2 und eine Wasserstoffbrücke zu Asparagin 253 in TM6. Die Ribose 

des Adenosins interagiert über Van-der-Waals-Kräfte mit Aminosäuren in TM3 (Valin 84, 

Leucin 85, Threonin 88) und TM6 (Tryptophan 246 und Leucin 249). Die 

Wasserstoffbrückenbindungen zu Serin 277 und Histidin 278 sowie in den extrazellulären 

Bereichen 2 (Glutaminsäure 169) und 3 (Histidin 264) stabilisieren die Bindung des Adenosins 

und schließen die Bindungstasche382. Durch den Agonisten werden 

Konformationsänderungen hauptsächlich in der Ligand-Bindungstasche sowie in der 

intrazellulären Seite des Rezeptors ausgelöst. Um die Bindung des Adenosins zu ermöglichen, 

ist eine Rotation der TM3 um seine Achse um zwei Å nötig, um eine sterische Hinderung des 

Agonisten mit V84 und L85 zu vermeiden. Zusätzlich dreht sich TM5 um vier Å in Richtung 

des Rezeptorkerns383. Durch die strukturellen Änderungen in der intrazellulären Domäne wird 

die Kopplung des G-Proteins vorbereitet62. Dabei rotieren die cytoplasmatischen Enden von 

TM5 und TM6 seitlich nach außen um sieben bzw. fünf Å, sowie von TM7 um vier Å nach 
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innen193,383. Durch die Rotation der TM6 wird die für inaktive Rezeptoren bekannte „ionic lock“ 

zwischen Arginin 102 und Glutaminsäure 228 gelöst und der Rezeptor kann in eine aktive 

Konformation wechseln. Durch die Veränderung der Position der Interaktionspartner im dritten 

extrazellulären Bereich und im C-Terminus zueinander und der Sensitivität des 

Energietransfers, welcher umgekehrt proportional zu der sechsten Potenz der Entfernung ist, 

können die beschriebenen strukturellen Bewegungen detektiert werden384. In Abbildung 25 ist 

eine Erhöhung des BRET-Signals um 10 % in Gegenwart von 100 µM Adenosin zu erkennen. 

Durch den Einsatz von höheren Adenosinkonzentrationen tritt keine weitere Veränderung auf. 

Dieses Ergebnis deutet auf eine strukturelle Veränderung des Adora2as hin, sowie auf eine 

Sättigung der Bindungstaschen des Adora2as bei unter 100 µM Adenosin. Im Gegensatz zum 

erhaltenen Ergebnis konnte in der Literatur eine Abnahme des BRET-Signals nach Adenosin-

Zugabe gezeigt werden, da eine Zunahme der Distanz zwischen dem dritten extrazellulären 

Bereich und dem C-Terminus nach Ligandbindung angenommen wird194. Im zitierten Paper ist 

eine Reduzierung des FRET-Signals um 8 % in Gegenwart von Adenosin ermittelt worden. 

Der Anstieg des BRET-Signals in dieser Arbeit könnte auf eine veränderte Ausrichtung des C-

Terminus aufgrund der fusionierten Nluc zurückzuführen zu sein. Auch wenn die Nluc im 

Vergleich zu Fluoreszenzproteinen wie YFP und GFP ein geringeres Molekulargewicht 

aufzeigt, ist eine strukturelle Veränderung des Zielproteins durch die Fusionierung von 

Reporterproteinen beschrieben385. In dieser Studie wurden YFP und CFP in zufällig 

ausgewählten Positionen in einen Kaliumkanal integriert und anschließend wurde die 

Funktionalität des Kanals überprüft. Von den erstellten 55 Konstrukten wurde ein Drittel korrekt 

in die Plasmamembran integriert und diese zeigten eine zum Wildtyp ähnliche, 

spannungsabhängige Aktivität. Eine weitere Möglichkeit für das erhaltene BRET-Signal könnte 

in der Formation von Homodimeren begründet sein. Für den Adora2a ist bekannt, dass zirka 

90 % des funktionalen Proteins an der Zelloberfläche als Homodimere vorliegen386. Zusätzlich 

erfolgt die Dimerbildung unabhängig von der Anwesenheit des kompletten C-Terminus des 

Rezeptors 386. Eine Studie aus dem Jahr 2014, welche sich mit der Vorhersage von möglichen 

Strukturen der Dimere des Adora2a beschäftigt, errechnet zusätzlich eine Agonist-gebundene 

Struktur, in welcher sich der extrazelluläre Bereich von Rezeptormolekül A in räumlicher Nähe 

zum C-Terminus vom Rezeptormolekül B befindet387. Ein Indiz, welcher gegen die Theorie der 

Dimerbildung spricht, findet sich in der Tatsache, dass die Dimerbildung von der Bindung eines 

Agonisten nicht beeinflusst wird, sodass in Gegenwart von Adenosin keine Änderung im 

BRET-Signal zu sehen sein sollte386. Um endgültig ausschließen zu können, dass das 

erhaltene BRET-Signal aus einer Dimerbildung erfolgt, müsste der Adora2a mit jeweils einer 

Markierung (Fluoreszenzmarkierung oder C-terminale Nluc) synthetisiert und miteinander 

vermischt werden. Ergäbe dieses Experiment kein detektierbares BRET-Signal, kann von 

einer intramolekularen Interaktion zwischen den Markierungen ausgegangen werden. Das hier 

durchgeführte BRET-Verfahren ist besonders für den Adora2a hoch interessant, da dieser 

Rezeptor neben Homodimeren ebenfalls Heterodimere ausbildet und aufgrund des langen C-

Terminus mit einer Vielzahl von Proteinen interagiert. Zu diesen Proteinen gehört zum Beispiel 

der Dopamin-Rezeptor D2, welcher über ein Arginin-reiches Epitop im N-Terminus eine 

Bindung zu der Phosphatgruppe des Serins 374 im C-Terminus des Adora2a aufbaut388. 

Dieses Ergebnis wurde ebenfalls mittels eines FRET-Assays erhalten. Die Relevanz der 

Interaktion des Dopamin-Rezeptors mit dem Adora2a wird in der Behandlung von Parkinson 

deutlich. Durch die Identifikation eines selektiven Adora2a Antagonisten konnte die Wirkung 

von Dopamin-Rezeptor Antagonisten verstärkt werden, wodurch eine Reduktion der 

Parkinson-Symptome erreicht werden konnte389. Istradefyllin, ein Analogon des Koffeins, 

befindet sich aktuell in Phase-III-Studien und ist zum Beispiel in Japan seit 2013 zugelassen. 
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Neben der bekannten Interaktion mit dem Dopamin-Rezeptor ist der Effekt der Bindung von α-

Actinin an den C-Terminus des Adora2a nicht gänzlich geklärt. Neuere Studien zeigen in 

diesem Zusammenhang einen alternativen Mechanismus zur Desensibilisierung und 

Internalisierung des Rezeptors390. Durch die Bindung des Agonisten wird normalerweise die 

aktive Konformation des Rezeptors stabilisiert, welche von GPCR-Kinasen erkannt wird und 

in der Phosphorylierung von gruppierten Serin- und Threonin-Resten resultiert. Der N-

Terminus von β-Arrestin 1 und 2 enthält einen Phosphat-Sensor, wodurch eine Bindung des 

Arrestins an den phosphorylierten Bereich erfolgt. Durch die Bindung wird der C-Terminus des 

Arrestins exponiert, wodurch Proteine der Clathrin-vermittelten Endozytose rekrutiert 

werden391. Dieser Vorgang scheint beim Adora2a darüber hinaus durch das gebundene α-

Actinin und durch die intrazelluläre Kalziumkonzentration beeinflusst zu werden. Bei einer 

geringen Kalziumkonzentration könnte der Adora2a über die Bindung des α-Actinins an den 

C-Terminus an das Aktin-Cytoskelett gekoppelt sein. Steigt die intrazelluläre 

Kalziumkonzentration könnte die Bindung des α-Actinin durch Calmodulin abgelöst werden, 

wodurch der Rezeptor vom Aktin-Cytoskelett entkoppelt wird. Durch diesen Vorgang könnte 

die Agonist-induzierte Internalisierung verhindert werden390. Die genaue Interaktion ist jedoch 

nicht bekannt, da die Internalisierung in vivo meistens nur begrenzt visualisiert werden kann186. 

Für diesen Zweck könnte ebenfalls ein FRET oder BRET-Assay etabliert werden, der die 

Interaktion der beteiligten Partner darstellt. So könnte über eine nkAs eine 

Fluoreszenzmarkierung in den C-Terminus des Adora2a integriert werden, der bei räumlicher 

Nähe einen zweiten Fluorophor, z. B. im α-Actinin, anregt oder durch eine Luziferase, z. B. 

fusioniert an das Calmodulin, angeregt wird. Aufgrund der Kalziumkonzentration-abhängigen 

Kompetition des α-Actinins und des Calmodulins sollte je nach Bindungspartner ein definiertes 

Signal detektiert werden können.  

4.5. Etablierung des PylRS-AF/tRNAPylCUA-Paares im zellfreien CHO-System 

Die größte Limitierung des EcTyrRS/EctRNA-Paares besteht in den möglichen 

Kopplungsreaktionen zu den eingebauten Alkin- bzw. Azid-Phenylalanin-Derivaten. Die 

Reaktion des Azides mit einer Phosphingruppe weist langsame Reaktionskinetiken auf und ist 

anfällig für eine Oxidierung392. Im Gegensatz dazu zeichnet sich die Reaktion des Alkins mit 

einem Azid durch eine 107-fach höhere Reaktionsgeschwindigkeit aus. Aufgrund des 

eingesetzten Kupfers als Katalysator kann diese Reaktion einen negativen Einfluss auf die 

Aktivität des Zielproteins ausüben227. Dies wurde ebenfalls bei der Fluoreszenzmarkierung des 

Adora2a-Nluc-Konstruktes beobachtet. Während eine minimale Kupferkonzentration von 50 

µM benötigt wurde, um eine Fluoreszenzbande des Adora2a-Nlucs detektieren zu können, 

wurde die Nluc-Aktivität bei dieser Kupferkonzentration bereits um 50 % reduziert (Daten nicht 

gezeigt). Aus diesem Grund wurde ein alternatives Markierungssystem auf Basis der 

Pyrrolysin-Synthetase etabliert, da für diese Synthetase bereits gezeigt werden konnte, dass 

mehr als 100 verschiedene nkAs als Substrate genutzt werden können 224. Zu diesen 

Substraten gehören zyklische Alkin-Verbindungen wie Cyclooctin-Lysin (SCO) oder 

Transcycloocten-Lysin (TCO), welche in einer kupferfreien Klickreaktion mit Aziden oder 

Tetrazine reagieren können393. Diese hohe Substratakzeptanz ist auf die Interaktion der 

MmPylRS mit ihrem endogenen Substrat, dem Pyrrolysin zurückzuführen. Die Erkennung des 

Pyrrolysins erfolgt über eine stark hydrophobe Bindungstasche im Enzym, welche im Vergleich 

zu anderen Synthetasen sehr stark ausgedehnt ist, da ebenfalls die lange Seitenkette des 

Pyrrolysins in das aktive Zentrum der Synthetase integriert wird225. Die Seitenkette des 

Pyrrolysins bildet weiterhin zwei Wasserstoffbrückenbindungen zum Asparagin 346 und zum 

Tyrosin 384 aus. Besonders das Tyrosin an Position 384 ist von Interesse, da diese 
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Aminosäure in Abwesenheit von Pyrrolysin in einem unstrukturierten Bereich vorliegt, welcher 

sich in Gegenwart des Pyrrolysins zu einer Art Deckel umstrukturiert225. Da das Tyrosin 384 

nicht für die katalytische Aktivität der Synthetase essentiell ist, konnte durch den Austausch 

dieser Aminosäure zu Phenylalanin eine erhöhte Aminoacylierungseffizienz erreicht 

werden394. Ein ähnlicher Effekt ist für das Tyrosin an Position 306 beschrieben, welches 

ebenfalls in der Erkennung der Seitenkette des Pyrrolysins involviert ist394. Durch den 

Austausch von Alanin bzw. Phenylalanin an den beiden erwähnten Aminosäuren, konnte eine 

Pyrrolysin-Synthetase generiert werden, welche eine hohe katalytische Aktivität ausweist, 

größere Seitenketten am Lysin akzeptiert und deshalb für die Etablierung eines orthogonalen 

Systems im zellfreien CHO-System ausgewählt wurde20. Im Allgemeinen lässt sich die 

Pyrrolysin-Synthetase in eine N-terminale (NTD) und eine C-terminale Domäne (CTD) 

unterteilen, welche über einen variablen Linker miteinander verbunden sind. Während die CTD 

die Aminoacylierung der tRNAPylCUA katalysiert, wirkt die NTD unterstützend in der tRNA-

Bindung. In vitro konnte gezeigt werden, dass die CTD unabhängig von der NTD eine 

Aminoacylierung ermöglicht. Im lebenden Organismus ist dies jedoch nicht möglich395. 

Zusätzlich ist bekannt, dass die NTD leicht aggregiert, wodurch das gesamte Enzym als 

unlösliches Aggregat vorliegen kann396. Dies spiegelt sich ebenfalls in der zellfreien Synthese 

der PylRS-AF im zellfreien CHO- und E. coli- System wieder (Abb. 27). In diesen Systemen 

liegt der lösliche Anteil unter 30 %. Zusätzlich ist besonders im E. coli-System eine Bande 

unterhalb der 49 kDa Markerbande zu erkennen. Bei dieser Bande könnte es sich um die CTD 

handeln, welche ein geschätztes Molekulargewicht von ca. 40 kDa haben sollte. Für manche 

Bakterien und Archaeen ist zum Beispiel bekannt, dass die Expression der PylRS-

Untereinheiten durch zwei verschiedene Gene erfolgt, wodurch die Untereinheiten separiert 

vorliegen395,397. Zusätzlich scheinen im Linker zwischen der NTD und CTD verschiedene 

Terminationspunkte vorzuliegen, wodurch ebenfalls eine Spaltung des Enzyms in beide 

Untereinheiten erfolgen kann398. Durch die erwähnte Aggregation der MmPylRS wurde die 

Kristallstruktur der NTD erst im vergangenen Jahr gelöst398. Die Kristallstruktur zeigt, dass die 

NTD in eine kompakte Proteinkugel faltet und durch ein Zink-Ion stabilisiert wird, eine Struktur, 

die einzigartig unter den Synthetasen ist. Außerdem bildet die NTD intensive Kontakte zur 

Wölbung des T-Loops und dem variablen Loop der tRNA aus. Da die tRNAPylCUA im 

Vergleich zu anderen tRNAs einen minimierten variablen Loop besitzt, ist diese Interaktion 

nicht mit anderen endogenen tRNAs möglich, wodurch die Spezifität zu tRNAPylCUA 

gewährleistet wird398. Aufgrund des offenen Charakters eines zellfreien Systems könnte die 

Synthese der PylRS-AF in Gegenwart der tRNAPylCUA durchgeführt werden, um eine 

Stabilisierung der NTD zu erreichen, die aufgrund der optimierten Bindung zur tRNAPylCUA 

in einem aktivieren und löslicheren Enzym resultieren könnte. Eine direkte Zugabe von Zink-

Ionen während der zellfreien Herstellung der PylRS-AF könnte in einem Einbruch der 

Synthese resultieren, da die Zink-Ionen von, im Lysat vorhandenen, EGTA komplexiert werden 

könnten. Dies hätte den Effekt, dass ein Teil der ursprünglich komplexierten Kalzium-Ionen 

frei werden, wodurch eine Aktivierung der S7 Micrococcal Nuklease resultierten könnte und in 

einem Verdau der PylRS-AF mRNA enden würde. Als Alternative wäre eine Inkubation mit 

Zink nach der zellfreien Synthese der PylRS-AF denkbar. Dies könnte besonders für eine 

Synthese der PylRS-AF im zellfreien CHO-System interessant sein. Die PylRSCHO zeigt die 

höchste Aktivität, aber leider auch den höchsten Anteil an aggregierter Synthetase (Abb. 27 

und 28). Durch die Erhöhung der Löslichkeit könnte eine höhere Konzentration als die 

eingesetzten 0,23 µM aktiver Synthetase erzielt werden, wodurch die Einbaueffizienz 

gesteigert werden könnte. Im Zusammenhang mit der Stabilitätserhöhung der NTD könnten in 

diesem Bereich ebenfalls Mutationen eingeführt werden. Eine aktuelle Publikation zeigt, dass 
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die Einführung von drei Mutationen (R19H/H29R/T122S) in die NTD der MmPylRS eine 

erhöhte Bindung der tRNAPylCUA bewirkt399. Da die Bindung der tRNA durch die NTD 

unabhängig von der Aminoacylierung durch die CTD erfolgt, könnten diese Mutationen in 

sämtliche PylRS-Varianten eingeführt werden, so auch in der in dieser Arbeit verwendeten 

PylRS-AF. Alternativ könnte eine kürzlich entdeckte PylRS aus Methanomethylophilus alvus 

verwendet werden. Das Besondere an dieser Synthetase ist die fehlende NTD, während die 

katalytische Domäne homolog zur MmPylRS ist, so dass die bekannten Mutation auf die neu 

entdeckte Synthetase übertragen werden können400. Die Übertragbarkeit des Einbaus von 

großen Aminosäuren, wie SCO und TCO muss jedoch für diese Synthetasevariante gezeigt 

werden. Weitere Möglichkeiten zur Erhöhung der Suppressionseffizienz sind bereits in 

Abschnitt 4.3 ausführlich beschrieben worden, weshalb in diesem Abschnitt nur auf besondere 

Mechanismen des tRNAPylCUA/PylRS-AF-Paares eingegangen wird. Die Sekundärstruktur 

der tRNAPylCUA unterscheidet sich stark im Vergleich zu kanonischen tRNAs. Eine ähnliche 

Struktur ist nur von der mitochondrialen tRNASerUGA bekannt401. Da sich die mitochondriale 

Translationsmaschinerie von der zytosolischen unterscheidet402, kann nicht ausgeschlossen 

werden, dass diese Art von tRNA nicht vollständig kompatibel zu der zytosolischen 

Translationsmaschinerie ist. Zusätzlich könnte eine erhöhte Instabilität der tRNA im Zytosol 

auftreten403. Darüber hinaus zeigt ein Vergleich zwischen der bakteriellen aminoacyl-tRNAPhe 

und der Aminoacyl-tRNAPyl aus Archaeen, dass der bakterielle Elongationsfaktor Tu eine 

25fach höhere Affinität zur endogenen tRNA besitzt404. Aus diesem Grund wurde eine 

optimierte, an die humane Translationsmaschinerie angepasste, tRNAPylCUA erstellt. 

Besonders durch den Austausch von Watson-Crick-Paarungen zwischen Adenin und Uracil 

zu konservierten Cytosin-Guanin-Paarungen an den Positionen 11:24 und 19:56, sowie an 

Position 15, konnte ein positiver Einfluss auf die Einbaueffizienz der nkAs beobachtet werden. 

Durch die Implementation der Guanin-Cytosin-Paarung (19:56) zwischen dem D- und T-Loop 

der tRNA wird wahrscheinlich eine erhöhte Stabilität der tRNA hervorgerufen. Zusätzlich 

scheint sich eine Veränderung in der Paarung des Akzeptor-Stamms und des T-Arm (C7:G66) 

auf die Interaktion mit den humanen Elongationsfaktoren auszuwirken. Da diese Interaktion 

darüber hinaus von der aminoacylierten Aminosäure abhängig ist, muss die C7:G66-Paarung 

individuell an die nkAs angepasst werden403,405.  

Die in dieser Arbeit erhaltene Suppressionseffizienz von 24 % ist vergleichbar mit den 

Suppressionseffizienzen aus einer Studie aus dem vergangenen Jahr347. In dieser Studie 

wurde die Einbaueffizienz von verschiedenen nkAs durch die MmPylRS in vivo analysiert. Je 

nach eingesetzter nkAs variierten die Einbaueffizienzen zwischen 4 und 22,5 %. Die maximale 

Einbaueffizienz von 22,5 % wurde durch den Einsatz eines Bicyclo[6.1.0]-nonyn-Lysins (BCN) 

erreicht. Bei diesem Lysin-Derivat handelt es sich ebenfalls um eine Acht-Ring-Struktur, die 

ähnlich zu dem hier verwendeten SCO ist. Der Einsatz der MmPylRS in zellfreien Systemen 

ist bisher nur in E. coli-basierten Reaktionen beschrieben. Cui et al. versuchten ebenfalls 

komplexe nkAs wie SCO, BCN und TCO mit Hilfe von verschiedenen PylRS-Varianten in ihr 

Zielprotein zu integrieren, konnten eine Suppressionseffizienz von 5 % jedoch nicht 

überschreiten406. Um das Problem der Herstellung und besonders der Isolierung der relativ 

instabilen und unlöslichen PylRS zu umgehen, integrierten Chemla et al. bereits 2015 die 

genetische Information für die tRNA und die Synthese in verschiedene E. coli-Stämme. Die 

hergestellten Lysate enthielten daraufhin die funktionelle Methanocaldococcus jannaschii 

PylRS und die zugehörige tRNA407. Durch das zusätzliche Entfernen des RF1, sowie durch 

den Austausch sämtlicher endogen vorkommender Amber-Stopcodons wurde eine beinahe 

100%ige Suppressionseffizienz erreicht. Weiterhin kann die problematische Herstellung der 

PylRS durch eine Co-Expression des Zielproteins und der PylRS umgangen werden. Dies 
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wurde erstmalig in diesem Jahr in einem zellfreien E. coli-System im Dialysemodus gezeigt408. 

In dieser Studie konnten zehn verschiedene nkAs, darunter ebenfalls komplexe Acht-Ring-

Lysin-Derivate mit Hilfe der PylRS-AF in ein Fettsäure-bindendes Protein integriert werden. 

Das angesprochene System enthielt ebenfalls ein RF1-abgereichertes Lysat. Die erfolgreiche 

Co-Expression von aktiver PylRS-AF mit dem SCO-modifizierten Adora2a-Nluc in einem 

eukaryotischen zellfreien System wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt 

(Abb. 30). Im Gegensatz zu Gerrits et al wurde ein zeitversetzter Zusatz der Plasmide für die 

Co-Expression der PylRS-AF und des Adora2a-Nluc gewählt. Eine optimale Synthese des 

Volllängenproteins wurde durch eine spätere Zugabe des Adora2a-Nluc-Plasmides nach 

30 min (Batch-System) bzw. 120 min (Dialyse-System) beobachtet. In Gerrits et al. wurden 

beide Plasmide zeitgleich eingesetzt und das PylRS-Plasmid lag in einer geringeren 

Konzentration (3 nM) als der jeweilige Reportervektor (5 nM) vor. Dies könnte auf ein 

unterschiedliches Translationsverhalten zwischen prokaryotischen und eukaryotischen 

Organismen zurückzuführen sein. Während in Eukaryoten die Elongationsgeschwindigkeit 

während der Translation bei drei bis acht Aminosäuren pro Sekunde liegt, ist diese mit 10 bis 

20 Aminosäuren pro Sekunde in E. coli wesentlich höher96. Zusätzlich wird im CHO-

Dialysesystem in der Reaktionskammer eine erhöhte Magnesiumkonzentration 

supplementiert, wodurch die Transkriptionsreaktion bevorzugt abläuft14,163. Die Translation 

wird erst nach der Diffusion der Magnesium-Ionen in die Versorgungskammer bevorzugt. Das 

bedeutet, dass die Syntheserate der PylRS-AF im E. coli-basierten zellfreien System früher 

einen steigenden Verlauf annimmt, als im eukaryotischen zellfreien System und somit im CHO-

System eine längere Anfangszeit benötigt wird, um die aktive PylRS-AF zu synthetisieren. 

Nichtsdestotrotz zeigt die PylRSCHO im zellfreien CHO-System eine höhere Aktivität als die 

isolierte PylRSE. coli (Abb. 29). Dies wird besonders deutlich in der Fluoreszenzmarkierung mit 

Tetrazin-Cy5. Da die Reaktion zwischen dem Tetrazin und dem Cyclooctin zum einen 

kupferfrei und zum anderen mit einer hohen Reaktionsgeschwindigkeit abläuft, ist die Strain-

Promoted Alkyne-Azide Cycloaddition (SPAAC) heutzutage ein der bevorzugtesten 

Klickreaktion für bioorthogonale Markierungen in vivo409, welche in der vorliegenden Arbeit 

durch die Etablierung des tRNAPylCUA/PylRS-AF-Paares nun auch in einem eukaryotischen 

zellfreien System angewandt werden kann. Zusätzlich wird durch die direkte Zugabe des 

Überstandes einer vorgehenden Synthese der PylRS-AF sowie durch die Co-Expression eine 

aufwendige Isolation des Enzyms mit einem möglichen Aktivitätsverlust umgangen, sodass 

das hier vorgestellte System ebenfalls für ungeübte Anwender geeignet ist. Durch die 

Flexibilität der PylRS können weiterhin nicht nur Einzel-Markierungen, sondern auch 

Mehrfach-Markierungen in das Zielprotein integriert werden. Durch die einzigartige Interaktion 

der MmPylRS mit ihrer kognitiven tRNA, in welcher das tRNA-Anticodon nicht involviert ist410, 

kann das Anticodon so verändert werden, dass ein zweites Stopcodon adressiert werden kann 

(Wan Russell Liu 2010). Durch den parallelen Einsatz der hier dargestellten orthogonalen 

EcTyrRS/EctRNA- und tRNAPylCUA/PylRS-AF-Paare, könnten zwei nkAs mit 

unterschiedlichen Reaktivitäten sowohl am Amber-Stopcodon als auch am Ochre- oder Opal-

Stopcodon simultan in einem Protein integriert werden. Durch die positionsspezifische duale 

Fluoreszenzmarkierung wird der Grundstein für die Entwicklung von neuen Systemen für die 

Durchführung von Interaktionsstudien zum Beispiel mit Hilfe des beschrieben BRET-Assays 

gelegt. Dies ist besonders Interessant in Bezug auf das anfangs erwähnte 

Hochdurchsatzverfahren. Ähnlich zu dem in der Arbeit konstruierten, fluoreszenzmarkierten 

Adora2a-Nluc könnten weitere Biosensoren auf Basis von therapeutisch relevanten Proteinen 

erstellt werden, mit denen neue Interaktionspartner und Wirkstoffe hochparallelisiert 

identifiziert werden könnten. Wie in der Arbeit aufgezeigt, sind besonders zellfreie 
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Proteinsynthesesysteme für die Erstellung solcher Biosensoren prädestiniert, da aufgrund des 

offenen Charakters eine gezielte Modifikation des zu untersuchenden Proteins in wenigen 

Stunden erreicht werden kann.  
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5. Fazit 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Etablierung von Fluoreszenzmarkierungen und 

Modifizierungen von komplexen Proteinen in zellfreien Sf21- und CHO-Systemen. Als offenes 

System können während der Translation exogene Komponenten integriert, sowie 

Syntheseparameter individuell auf jedes Protein angepasst werden. Durch die Implementation 

von fluoreszenzmarkierten Aptamern in zellfreien Systemen können die grundlegenden 

Prozesse der Transkription und Translation visualisiert werden, wodurch an das Protein 

optimal adaptierte Reaktionsbedingungen geschaffen werden könnten. Zusätzlich kann dieses 

Prinzip genutzt werden, um kontrollierbare Parameter während der zellfreien Proteinsynthese 

zu generieren, wodurch eine standardisierbare Proteinproduktion im Hochdurchsatzverfahren 

etabliert werden könnte. Die prinzipielle Funktionalität eines ATP-bindenden Aptamers im 

zellfreien Sf21-System wurde in dieser Arbeit gezeigt. Die spezifische Bindung des Aptamers 

an ATP konnte trotz der Anwesenheit von verschiedensten Komponenten im zellfreien System 

wie Translationsfaktoren, tRNAs, Synthetasen, Ribosomen oder lipidische Bestandteile 

detektiert werden.  

Neben der Visualisierung von spezifischen Parametern können Fluoreszenz-basierte 

Analysen alternativ zum Einsatz von radioaktivmarkierten Aminosäuren, Liganden oder 

allgemein Interaktionspartnern genutzt werden. In diesem Zusammenhang konnte der 

Endothelin-B-Rezeptor mit Hilfe einer vorgeladenen tRNA, welche chemisch an eine 

fluoreszenzmarkierte Aminosäure gekoppelt ist, statistisch modifiziert werden. Der Vergleich 

aus Autoradiographie und In-Gel-Fluoreszenz zeigt deutlich eine höhere Sensitivität bei der 

fluoreszenzmarkierten Probe.  

Aufgrund der höheren Sensitivität eignen sich fluoreszenzmarkierte Proben besonders für die 

Durchführung von Interaktionsstudien. Für diesen Zweck wird im Gegensatz zu der bisher 

statistisch eingeführten Markierung eine positionsspezifische benötigt. Durch die Nutzung der 

Amber-Stopcodon-Suppressions-Technologie konnte dieses Vorhaben realisiert werden. In 

die Gensequenz des Adenosin-Rezeptors A2a wurde an der codierenden Position für Prolin 

215 ein Amber-Stopcodon eingeführt, welches in Gegenwart eines orthogonalen 

tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Paares zur Weiterführung der Polypeptidkette mit einer 

nicht-kanonischen Aminosäure führt. Durch den Einbau von reaktiven Phenylalanin-Derivaten 

konnte der Adenosin-Rezeptor A2a spezifisch an einer ausgewählten Position 

fluoreszenzmarkiert werden. Dieser Erfolg kann zukünftig die Grundlage für den Ausbau von 

Fluoreszenz-basierten Assays genutzt werden, wie es bereits exemplarisch in der 

vorliegenden Arbeit durch den ligandabhängigen Biolumineszenz-Resonanzenergietransfer 

der C-terminalen Nluc zur positionsspezifischen Markierung im Adenosin-Rezeptor A2a 

dargestellt wurde. Die Kombination eines kleinen Probenvolumens mit einer sensitiven 

Detektion eignet sich für ein Screening von potenziellen pharmazeutisch relevanten Liganden 

im Hochdurchsatzverfahren. Hinzu kommt in zellfreien System die Entkopplung von 

intrazellulären Signaltransduktionswegen, wodurch eine spezifische Analyse von 

Interaktionen, wie zum Beispiel einer Ligandbindung ohne äußere Einflüsse wie 

Internalisierung oder feedback-Regulation ermöglicht wird.  

Eine weitere Anwendung, für die positionsspezifische Modifizierung von Proteinen mittels 

Amber-Suppression besteht in der Generation von erwünschten Charakteristika. So können 

neben der Kopplung eines Fluoreszenzfarbstoffes, posttranslationale Modifikationen, 

hydrophobe, polare oder sogar Spin-markierte Komponenten für eine Strukturaufklärung an 

das Zielprotein fusioniert werden. Die erfolgreiche Kopplung eines vergleichsweise großen 
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Polymers wie das Polyethylenglykol zur Erhöhung der Stabilität des Hormons Erythropoetin 

konnte in dieser Arbeit gezeigt werden.  

Zu guter Letzt konnte erstmalig gezeigt werden, dass das die modifizierte Pyrrolysin-

Synthetase aus Methanosarcina mazei für die Etablierung eines orthogonalen Systems in 

zellfreien Sf21- und CHO-Systemen geeignet ist. Mit Hilfe des orthogonalen Systems konnten 

komplexe Lysin-Cyclooctin-Derivate in den Adenosin-Rezeptor A2a an einer ausgewählten 

Position integriert werden. Durch die eingebauten Cyclooctine werden Reaktionen mit hohen 

Umsetzungskinetiken und einer hohen Biokompatibilität erschlossen. Zusätzlich ist für dieses 

orthogonale System bekannt, dass mehr als 100 verschiedene nicht-kanonische Aminosäuren 

in ein Zielprotein eingebaut werden können, wodurch sich das Pyrrolysin-basierte System 

durch eine sehr hohe Flexibilität auszeichnet und die nicht-kanonische Aminosäure abhängig 

von der nachgeschalteten Anwendung ausgewählt werden kann.  

Zusammenfassend werden durch die in der vorliegenden Arbeit entwickelten Methoden zur 

Regulation des Translationsprozesses, sowie der Fluoreszenzmarkierung und Modifizierung 

von schwer-herstellbaren Proteinen mit verschiedenen orthogonalen Systemen die Potenziale 

von eukaryotischen zellfreien Systemen erweitert. Die erzielten Ergebnisse können besonders 

für kontrollierte, reproduzierbare Synthesen von komplexen Proteinen im kleinen und großen 

Maßstab sowie für Fluoreszenz-basierte Hochdurchsatz-Screenings von therapeutischen 

Liganden angewandt werden.  
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7. Anhang 

 

Abbildung S1. Schematische Darstellung der eingesetzten nkAs mit den jeweiligen Reaktionspartnern und Reaktionen. Es 
wurden fünf verschiedene nkAs (AzF, AzL, pPa, SCO und TCO) auf Basis von Phenylalanin (Phe) und Lysin (Lys) in die jeweiligen 
Zielproteine eingebaut und durch vier verschiedene Reaktionen modifiziert. Die Farbe der Pfeile indiziert die Reaktionskinetik 
der Click-Reaktion (orange: langsame Umsetzungsgeschwindigkeit, gelb: schnelle Umsetzungsgeschwindigkeit, grün: sehr 
schnelle Umsetzungsgeschwindigkeit, gestrichelte rote Linie: Edukte reagieren nicht mit einander). 
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Abbildung S2. Analyse von verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen auf ihre Eignung für mikroskopische Untersuchungen 
und In-Gel Fluoreszenz. Die integrierten nkAs pPa oder AzF in den Adora2a wurden im Anschluss an die Synthese mit 
verschiedenen reaktiven Fluoreszenzfarbstoffen mit variierenden Reaktivitäten gekoppelt. grün = Bande des markierten 
Adora2a in der In-Gel Fluoreszenz sichtbar bzw. Mikroskopie zeigte einen Unterschied zu den unspezifisch markierten 
Mikrosomen, rot = keine Bande des des markierten Adora2a in der In-Gel Fluoreszenz sichtbar bzw. Mikroskopie zeigte 
keinen Unterschied zu den unspezifisch markierten Mikrosomen. 

Abbildung S3. Einfluss des Überstanden der Synthese der PylRS aus verschiedenen zellfreien Systemen auf den Adora2a-
Nluc.Es wurde das maximal mögliche Volumen des Überstandes der synthetisierten PylRS aus den verschiedenen Systemen E. 
coli, Weizenkeim, CHO und Insekt zu einer Synthese des Adora2a-Nluc gegeben und der Einfluss mittels Lumineszenzmessung 
(A) und Autoradiographie (B) detektiert.  
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Veröffentlichung.  
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