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Zusammenfassung 

Obwohl eine Vielzahl an Prozessen, die während der Proteinbiosynthese ablaufen, bereits ausführlich 

untersucht wurden, sind deren zugrunde liegende molekulare Mechanismen oft nicht vollständig 

verstanden. Prominente Beispiele sind methylierungsabhängige Genregulationsmechanismen sowie die 

Fehlerreduktion beim Einbau von Aminosäuren unter kompetitiven Bedingungen. Da zellfreie 

Expressionssysteme im Vergleich zu in vivo Systemen eine genauere Kontrolle diverser biochemischer 

Parameter erlauben, eignen sich solche Systeme für die Untersuchung der zuvor genannten Prozesse.  

Im Rahmen dieser Dissertation wurden unter Verwendung eines auf E. coli basierenden, zellfreien 

Expressionssystems zunächst zwei verschiedene methylierungsabhängige Genregulationsmechanismen 

untersucht: die MeCP2-assoziierte Genregulation sowie die Regulation des Pap epigenetischen 

Schalters. Bei beiden Untersuchungsobjekten ergaben sich Hinweise, dass eine veränderte 

Sekundärstruktur der DNA ein essenzieller Bestandteil der methylierungsabhängigen Genregulation ist. 

Das gleiche in vitro System wurde auch für Untersuchungen der Konkurrenz zwischen der kanonischen 

Aminosäure Lysin und deren nicht-kanonischem Analogon Hydroxylysin beim Einbau in Proteine 

verwendet. In diesem Zusammenhang wurden neue Methoden entwickelt, die den vollständigen 

seitenkettenspezifischen Einbau von Hydroxylysin als Lysin-Ersatz unter den bestehenden kompetitiven 

Bedingungen ermöglichten. 
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Abstract 

Although a variety of processes involved in protein biosynthesis are well examined, often there is a lack 

of knowledge regarding underlying molecular mechanisms. Prominent examples are methylation 

dependent gene regulation mechanisms, or the error reduction of amino acid incorporation in 

competitive situations. Because cell-free gene expression systems allow to control various biochemical 

parameters more precisely compared to in vivo systems, they are well suited for the investigation of the 

earlier mentioned processes. 

In this dissertation, at first, two different methylation dependent gene regulation mechanisms were 

investigated using an E. coli based, cell-free gene expression system: the MeCP2-associated gene 

regulation as well as the regulation of the pap epigenetic switch. Both objects of investigation agree well 

with the idea of an altered secondary structure of the DNA being an essential part of methylation 

dependent gene regulation. 

The same in vitro system was also used for the investigation of the concurrence between the canonical 

amino acid lysine and its noncanonical analog hydroxylysine during their incorporation into proteins. In 

this context, new methods were developed to achieve the complete residue-specific incorporation of 

hydroxylysine as a lysine surrogate under such competitive situations. 
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1 Einleitung 

In die Proteinbiosynthese sind eine Vielzahl von verschiedenen Prozessen involviert, welche u. a. der 

Genregulation, der Fehlerreduktion oder der Proteinmodifikation dienen 1–4. Aufgrund dieser 

Komplexität ist es von besonderem Interesse, die einzelnen Prozesse und deren zugrunde liegende 

Mechanismen zu verstehen, um ein besseres Gesamtverständnis der Proteinbiosynthese zu generieren 

1,4,5. Dieses kann helfen, krankheitsassoziierte Veränderungen in der Proteinbiosynthese zu erkennen 

oder zu behandeln, die rekombinante Produktion von modifizierten Proteinen mit neuen Funktionen 

durchzuführen oder neue biotechnologisch wertvolle Genregulationsmechanismen zu etablieren 6–9. 

Zur Untersuchung der einzelnen Prozesse können in vivo oder in vitro Expressionssysteme verwendet 

werden 10,11. Expressionssysteme ermöglichen unter Verwendung eines geeigneten DNA-Konstruktes 

die kontrollierte Proteinbiosynthese eines bestimmten Proteins in Form einer Genexpressionsreaktion 

11–14. Das DNA-Konstrukt muss lediglich über das zu exprimierende Gen sowie zu dessen Expression 

benötigte regulatorische DNA-Elemente verfügen 15,16. Mittels einfacher molekularbiologischer 

Methoden kann ein solches DNA-Konstrukt leicht modifiziert werden 17. Dies ermöglicht das 

Einbringen von regulatorischen DNA-Elementen in nativer sowie in modifizierter Form. Deren 

Auswirkung auf die Genexpression kann anschließend in einer Genexpressionsreaktion untersucht 

werden. Zusätzlich können in das System Komponenten eingebracht werden, welche einen Effekt auf 

die Genexpression bzw. Proteinbiosynthese haben oder von denen dies vermutet wird 18,19. 

Diesbezüglich weisen in vivo Expressionssysteme Einschränkungen auf 11,12. So wird bei solchen 

Systemen die Aufnahme der Komponenten in die Zellen vorausgesetzt und zudem dürfen die 

Komponenten keine negativen Effekte auf den Organismus ausüben, die eine verminderte 

Überlebensfähigkeit zur Folge haben 19–22. Diese Einschränkungen gelten nicht für in vitro 

Expressionssysteme. Zusätzlich ermöglichen in vitro Systeme eine besser kontrollierbare biochemische 

Umgebung 23–25. Somit sind in vitro Expressionssysteme unter bestimmten Umständen zu bevorzugen 

23,26,27. Dies gilt auch für die innerhalb dieser Dissertation durchgeführten Studien, da die zu 

untersuchenden Prozesse zur genaueren Untersuchung definierte biochemische Parameter erforderten 

und die verwendeten Substanzen in einem Organismus toxisch wirken konnten. Aus diesen Gründen 

wurde für die durchgeführten Experimente stets ein auf E. coli basierendes, zellfreies Expressionssystem 

verwendet 28,29. 

Die Genregulation ist ein essenzieller Bestandteil der Proteinbiosynthese, da dadurch die Menge an 

synthetisiertem Protein reguliert werden kann 30–32. Die Regulation kann durch verschiedene 

Mechanismen auf genetischer oder auf epigenetischer Ebene stattfinden 33–36. Hierbei bezeichnet 

Epigenetik alle Mechanismen, die eine vererbbare Genregulation ohne Veränderung der DNA-Sequenz 

veranlassen 34,36,37. Eine Gruppe von epigenetischen Genregulationsmechanismen umfasst die 

methylierungsabhängigen Genregulationsmechanismen 37,38. Bei diesen wird die DNA an spezifischen 
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Stellen mit einer Methylgruppe versehen, was in Verbindung mit verschiedenen Transkriptions-

Regulatoren zu einer veränderten Genexpression führt 37,39,40. Obwohl eine Vielzahl an 

methylierungsabhängigen Genregulationsmechanismen bereits in der Literatur beschrieben wurden, 

sind die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen oft nur teilweise verstanden 33,41,42. Aus diesem 

Grund wurden im Rahmen der vorliegenden Dissertation zwei verschiedene methylierungsabhängige 

Genregulationsmechanismen näher untersucht. Erstes Untersuchungsobjekt war die durch den humanen 

Transkriptions-Regulator MeCP2 verursachte eukaryotische epigenetische Genregulation in 

Verbindung mit der methylierten „Brain-derived neurotrophic factor“ (BDNF)-Promotor-Sequenz 43–49 

(siehe Schenkelberger et al. (2017), Abschnitt 3.1). Hierbei wurde lediglich die Methyl-CpG 

Bindedomäne (MBD) von MeCP2 betrachtet und deren Einfluss auf die Genexpression eines unter 

Kontrolle des BDNF-Promotors befindlichen Gens in Abhängigkeit des BDNF-Methylierungszustandes 

untersucht. Das zweite Untersuchungsobjekt war der Phasenvariationsmechanismus des Pap 

epigenetischen Schalters 50–53 (siehe Worst et al. (2021), Abschnitt 3.2). Dieser kann in Abhängigkeit 

des Methylierungszustandes zwischen zwei möglichen Phasen „schalten“, in denen die pap-Gene 

exprimiert oder reprimiert werden 40,53. Auf Grundlage des Pap epigenetischen Schalters wurde eine 

synthetische Variante generiert, bei der je nach Methylierungszustand unterschiedliche Gene exprimiert 

werden. Dies ermöglichte eine bessere Untersuchung des Phasenvariationsmechanismus des Pap 

epigenetischen Schalters. 

Die Fehlerreduktion ist ein anderer essenzieller Bestandteil der Proteinbiosynthese 2,54,55. Diverse darin 

involvierte Prozesse gewährleisten, dass das synthetisierte Protein die genetisch vorgegebene 

Aminosäuresequenz aufweist 2,54,56. Ein Beispiel für einen solchen Prozess ist das so genannte „Kinetic 

Proofreading“, welches für eine starke Präferenz der „richtigen“ gegenüber „falschen“ Aminosäuren bei 

der Aminoacyl-tRNA-Synthetase vermittelten Beladung der tRNA verantwortlich ist 2,22,57,58. In diesem 

Zusammenhang kann „Kinetic Proofreading“ auch dem Einbau von nicht-kanonischen Aminosäuren in 

Proteine als Ersatz einer kanonischen Aminosäure entgegenwirken 59,60. Da solche Situationen in der 

klassischen Betrachtung des „Kinetic Proofreading“-Prozesses 54,58,61,62 nicht berücksichtigt werden, 

können entsprechende Experimente zu einer erweiterten Betrachtung führen. Dies kann wiederum in 

Zukunft den Einbau nicht-kanonischer Aminosäuren in Proteine erleichtern. Aus diesen Gründen wurde 

im Rahmen der vorliegenden Dissertation die Konkurrenz zwischen Lysin und dessen nicht-

kanonischem Analogon Hydroxylysin beim Einbau in Proteine untersucht. In der Literatur wurde bereits 

gezeigt, dass der vollständige seitenkettenspezifische Einbau von Hydroxylysin als Lysin-Ersatz durch 

geringe Mengen an im Expressionssystem befindlichem Lysin verhindert wurde 57. Folglich musste der 

Gehalt von Lysin auf eine vernachlässigbare Menge reduziert werden, um einen Einbau von 

Hydroxylysin zu ermöglichen. Zu diesem Zweck wurde zunächst eine Methode entwickelt, die eine 

räumlich und zeitlich begrenzte Genexpression erlaubte (siehe Finkler & Ott (2019), Abschnitt 3.3). Mit 

dieser Methode wurde die räumlich und zeitlich begrenzte Genexpression eines Dummy-Proteins mit 

hohem Lysin-Gehalt durchgeführt, um den Lysin-Gehalt zu reduzieren (siehe Finkler et al. (2020), 
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Abschnitt 3.4). Hierbei konnte zusätzlich festgestellt werden, dass eine effektive Lysin-Entfernung auch 

durch die elektrostatische Interaktion zwischen Lysin und DNA 63–65 erfolgen kann. Mit diesen neuen 

Erkenntnissen konnte ein Expressionssystem mit reduziertem Lysin-Gehalt generiert werden, mit dem 

Untersuchungen zum Einbau von Hydroxylysin unter kompetitiven Bedingungen ermöglicht wurden 

(siehe Finkler et al. (2021), Abschnitt 3.5). 

In Abschnitt 2 werden zunächst die wichtigsten Grundlagen erläutert, welche für ein tieferes Verständnis 

der vorliegenden Dissertation benötigt werden. Nach Betrachtung der Grundlagen, werden die fünf 

zuvor beschriebenen Studien aufgelistet (Abschnitt 3) und diskutiert (Abschnitt 4). Darauf aufbauend 

wurden im Rahmen dieser Dissertation weitere Experimente durchgeführt, welche in Abschnitt 5 näher 

beschrieben werden. Im Anschluss folgt eine Zusammenfassung der publizierten Studien und ein 

Ausblick, in dem deren zukünftiger Nutzen beschrieben wird (Abschnitt 6). 
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2 Grundlagen 

Dieser Abschnitt behandelt die notwendigen Grundlagen, welche für ein tieferes Verständnis der 

vorliegenden Dissertation benötigt werden. Hierbei erfolgt zunächst eine Betrachtung der 

Komponenten, welche in die Proteinbiosynthese involviert sind, sowie eine Betrachtung des 

eigentlichen Prozesses der Proteinbiosynthese. Anschließend werden verschiedene mögliche 

Expressionssysteme beschrieben und verglichen, gefolgt von einer Übersicht über die gängigen 

Methoden zur Genregulation. Im Anschluss erfolgt eine Betrachtung der möglichen Methoden für den 

Einbau von nicht-kanonischen Aminosäuren. Da in allen durchgeführten Experimenten fluoreszierende 

Proteine als Modellproteine verwendet wurden, deren Produktion durch Messung der Fluoreszenz-

Intensität visualisiert werden konnte, wird zudem der Begriff der Fluoreszenz näher beschrieben. Die 

Massenspektrometrie war eine essenzielle Methode für den Nachweis von synthetisiertem Protein mit 

eingebautem Hydroxylysin, weshalb diese Methode in einem Abschnitt gesondert beschrieben wird. 

 

2.1 Nukleinsäuren 

Da Nukleinsäuren eine wichtige Rolle in der Proteinbiosynthese spielen, soll an dieser Stelle zunächst 

der Aufbau der beiden Nukleinsäuren DNA und RNA beschrieben werden 3,66. Die Grundbausteine der 

DNA sind die Desoxyribonukleotide, die der RNA Ribonukleotide (siehe Abbildung 1) 67–69. 

 

Abbildung 1 Allgemeiner Aufbau eines Desoxyribonukleotids (links) und eines Ribonukleotids (rechts). Beide 
Nukleotide sind aus einem Triphosphat, einem Zucker (Desoxyribose bei Desoxyribonukleotiden und Ribose bei 
Ribonukleotiden) sowie einer von vier Basen (Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin nur bei Desoxyribonukleotiden, 
Uracil nur bei Ribonukleotiden) aufgebaut. Das Triphosphat am 5‘-C-Atom des Zuckers sowie die Hydroxygruppe 
am 3‘-C-Atom des Zuckers sind für die Polymerisation der (Desoxy)ribonukleotide entscheidend 70,71. 

 

Durch Polymerisation dieser (Desoxy)ribonukleotide entstehen Einzelstränge an DNA bzw. RNA (siehe 

Abbildung 2) 62,70,72,73. Die Abfolge der einzelnen (Desoxy)ribonukleotide wird als Primärstruktur 

bezeichnet 70. 
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Abbildung 2 Polymerisation von Desoxyribonukleotiden. Unter Pyrophosphat-Abspaltung entsteht zwischen 
zwei Desoxyribonukleotiden eine Phosphodiesterbindung 62,70,72,73. Polymerisieren mehrere Desoxyribonukleotide, 
so entsteht eine alternierende Abfolge aus Desoxyribose (mit anhängender Base B) und Phosphat. Diese wird als 
Zucker-Phosphat-Rückgrat bezeichnet, wobei die Phosphate der DNA ihre negative Ladung verleihen 74. Die 
Polymerisation von Ribonukleotiden verläuft analog. 

 

Während die RNA im Allgemeinen einzelsträngig vorliegt, formen zwei antiparallele, komplementäre 

DNA-Einzelstränge in der Regel eine rechtsgängige Doppelhelix mit einer Ganghöhe von 3,4 nm (10,4 

- 10,5 bp) und einem Durchmesser von ca. 2 nm (B-Konformation) 66,67,71,75. Hierbei entstehen eine 

große (2,2 nm) sowie eine kleine Furche (1,2 nm) 67. Neben der B-Konformation können auch andere 

Konformationen ausgebildet werden, wie z. B. die A- oder Z-Konformation 66,67. Für die Paarung beider 

Stränge sind Wasserstoffbrückenbindungen, welche sich zwischen den komplementären Basen 

ausbilden, verantwortlich 66,76. Hierbei werden zwischen Adenin und Thymin zwei und zwischen Guanin 

und Cytosin drei Wasserstoffbrücken ausgebildet (siehe Abbildung 3) 66,67,76. Des Weiteren 

wechselwirken benachbarte Basen durch so genannte „Stacking“-Interaktionen, wie z. B. sterische 

Abstoßungen oder π-π Wechselwirkungen, was eine Stabilisierung der helikalen Struktur bewirkt 76,77. 

 

Abbildung 3 Ausbildung der B-Konformation der DNA. Durch Wasserstoffbrückenbindungen paaren sich 
Cytosin und Guanin (drei Wasserstoffbrückenbindungen) sowie Thymin und Adenin (zwei 
Wasserstoffbrückenbindungen). Diese Wechselwirkungen bewirken zusammen mit „Stacking“-Interaktionen die 
Ausbildung einer DNA-Doppelhelix, welche über eine große und eine kleine Furche verfügt. 
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Durch die helikale Struktur der DNA sowie durch die stark negative Ladung des Zucker-Phosphat-

Rückgrats werden Interaktionen mit anderen Komponenten erleichtert bzw. ermöglicht 74,78,79.  

So spielt die helikale Struktur bzw. das Vorhandensein der großen und der kleinen Furche eine 

maßgebliche Rolle bei der Bindung diverser DNA-Bindeproteine an die DNA 79–82. Beispiele sind Helix-

Helix Interaktionen verschiedener Transkriptions-Regulatoren 79,80,82,83. Des Weiteren ermöglicht die 

negative Ladung der DNA Interaktionen mit Proteinen, welche über positiv geladene Areale (durch eine 

hohe Anzahl an den positiven Aminosäuren Arginin, Histidin oder Lysin) verfügen 63,64,78,84,85. Ein 

prominentes Beispiel sind Histone, welche über eine Vielzahl an positiven Aminosäuren verfügen und 

maßgeblich an der Kondensation der DNA beteiligt sind 78,86. 

Mittels spezifischer Enzyme können die DNA-ständigen Basen Adenin sowie Cytosin methyliert 

werden (siehe Abbildung 4), was eine Auswirkung auf die Proteinbiosynthese haben kann 30,42,87–91. 

 

Abbildung 4 Mögliche methylierte DNA-Basen. N6-Methyladenin kommt vornehmlich in Bakterien vor und ist 
in diesen in verschiedene Prozesse, wie z. B. DNA-Replikation, DNA-Reparatur, Transkriptionsregulation etc., 
involviert 41,92. Dennoch konnte die Präsenz dieser modifizierten Base auch in Eukaryoten nachgewiesen werden, 
wobei deren Funktion in diesen Organismen weitgehend unbekannt ist 41,90. Im Gegensatz dazu kommt 5-
Methylcytosin vermehrt in Eukaryoten vor und erfüllt dort Funktionen bzgl. der Genexpression, Zelldifferentiation 
etc. 88,89. In Prokaryoten ist diese methylierte Base eher selten vorhanden, wobei sie dennoch in die Genregulation 
involviert ist 42,92. N4-Methylcytosin ist eine weitere methylierte Base, welche nur in Bakterien vorhanden ist 88,90. 
Diese modifizierte Base erfüllt Funktionen bzgl. der DNA-Replikation, DNA-Reparatur, Genexpression etc. 88. 
Methylierte DNA-Basen sind somit in eine Vielzahl an Prozessen involviert und in einer nicht vernachlässigbaren 
Menge in den Genomen von Organismen vorhanden. So liegen ca. 1,5 % aller Adenine und ca. 0,75% aller 
Cytosine im E. coli Genom methyliert vor 92. 

 

Sowohl bei der DNA als auch bei der RNA können sich Sekundärstrukturen durch Wechselwirkungen 

der Basen innerhalb eines Stranges ausbilden 93–96. Hierbei paaren sich komplementäre Basen, weshalb 

die Ausbildung von Sekundärstrukturen z. B. durch palindromische Sequenzen gefördert wird 70,97. Dies 

ermöglicht die Ausbildung verschiedener Sekundärstrukturen, wie z. B. einer Haarnadelstruktur oder 

einer kreuzförmigen DNA-Konformation (siehe Abbildung 5) 95,96,98. 
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Abbildung 5 Mögliche Sekundärstrukturen von RNA (oben) und DNA (unten; zur besseren Überschaubarkeit 
wird die DNA nicht helikal dargestellt). Durch intramolekulare Basenpaarungen kann RNA so genannte 
Haarnadelstrukturen als Alternative zur linearen RNA-Konformation ausbilden. Hierfür erfordert es 
selbstkomplementäre Sequenzen. Bei Ausbildung einer Haarnadelstruktur paaren sich die selbstkomplementären 
Basen zu einem so genannten „Stem“. Liegt zwischen den beiden komplementären Teilsequenzen eine nicht 
selbstkomplementäre Sequenz, resultiert daraus ein ungepaarter Bereich, welcher als „Loop“ bezeichnet wird. 
Solche „Loops“ können bei anderen möglichen Sekundärstrukturen auch innerhalb eines „Stems“ liegen. 
Bezüglich der DNA können beide Einzelstränge analoge Sekundärstrukturen ausbilden. Daraus resultiert eine 
kreuzförmige DNA-Konformation als mögliche Alternative zur linearen DNA-Konformation 95–98. 

 

Sekundärstrukturen spielen eine wichtige Rolle in der Proteinbiosynthese 95,96. So ist die Ausbildung 

von Haarnadelstrukturen für die Funktionalität von tRNAs und Ribosomen essenziell 94,99,100. Des 

Weiteren können solche Strukturen die Stabilität der Nukleinsäure sowie deren Interaktion mit 

verschiedenen Proteinen beeinflussen und somit die Genexpression regulieren 95,96,98. 
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2.2 Proteine 

Das Produkt der Proteinbiosynthese sind Proteine 3. Deren Grundbausteine sind die L-Aminosäuren 

(siehe Abbildung 6) 101. Neben der L-Konfiguration können Aminosäuren auch in der D-Konfiguration 

vorliegen 101,102. Da solche aber in dieser Dissertation keine Rolle spielen, wird auf D-Aminosäuren nicht 

näher eingegangen und fortan der Begriff Aminosäuren als Synonym für L-Aminosäuren verwendet. 

 

Abbildung 6 Allgemeine Struktur der L-Aminosäuren (links oben). Diese bestehen aus einem zentralen 
Kohlenstoffatom, an welches eine Aminogruppe, eine Carboxygruppe, ein Wasserstoffatom sowie eine 
Restgruppe gebunden ist. Die Restgruppe bestimmt die chemischen Eigenschaften der Aminosäure und ist ein 
Unterscheidungsmerkmal für die Art der Aminosäure. Somit können die 20 kanonischen Aminosäuren in 
verschiedene Gruppen unterteilt werden (links unten und rechts) 102–105. 

 

Wie in Abbildung 6 zu sehen, besitzen alle Aminosäuren das gleiche Grundgerüst, wobei die Restgruppe 

die Art der Aminosäure und deren chemische Eigenschaften (Polarität, Ladung, pKs-Wert) bestimmt 

84,102,103,106.  

Während lediglich 20 Aminosäuren bei der natürlichen Proteinbiosynthese direkt in Proteine eingebaut 

werden, können weitere Aminosäuren in Proteinen vorhanden sein 57,102,107–109. Erstere werden als 

kanonische Aminosäuren bezeichnet 57,109. Die weiteren Aminosäuren, welche in Proteinen vorhanden 

sein können, entstehen prinzipiell durch posttranslationale Modifikationen der kanonischen 

Aminosäuren, wie z. B. Glykosylierung, Acetylierung, Phosphorylierung, Hydroxylierung etc. 59,102,110. 

Einen Sonderfall stellen die Aminosäuren Selenocystein und Pyrrolysin dar, welche von speziellen 

Organismen auch im Rahmen der natürlichen Proteinbiosynthese direkt in Proteine eingebaut werden 

und somit als spezielle kanonische Aminosäuren klassifiziert werden können 107–109. 
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Proteine entstehen durch die Verknüpfung von Aminosäuren unter Ausbildung einer Peptidbindung 

(siehe Abbildung 7) 111,112. Die Aminosäuresequenz eines Proteins wird als Primärstruktur bezeichnet 

105,112. 

 

Abbildung 7 Polymerisation von Aminosäuren. Unter Wasserabspaltung entsteht zwischen zwei Aminosäuren 
eine Peptidbindung (rot). Die endständige Carboxygruppe des entstandenen Dipeptids fungiert als Ansatzpunkt 
für die Polymerisation weiterer Aminosäuren 112,113. Diese Reaktion kann vielfach stattfinden, wobei 
Aminosäureketten entstehen, die in Abhängigkeit ihrer Länge als Peptide oder Proteine (n(Aminosäuren) >   ̴100) 
bezeichnet werden 114. 

 

Durch die unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der in Proteine eingebauten Aminosäuren sind 

diese maßgeblich an den chemischen Eigenschaften des gesamten Proteins beteiligt 84,85,104,106,109. Des 

Weiteren weisen bestimmte Aminosäuresequenzen hohe Bindungsaffinitäten für spezifische Enzyme 

bzw. Proteine oder Substanzen auf 115,116. Beispiele sind Streptavidin, welches hochspezifisch an Biotin 

binden kann und eine der stärksten nicht-kovalenten Bindungen ausbildet oder der Polyhistidin-Tag 

(His-Tag), welcher eine hohe Affinität zu verschiedenen Metallionen aufweist 116–119.  

Durch intramolekulare Wechselwirkungen der Aminosäuren in einem Peptid bzw. Protein können sich 

verschiedene Sekundärstrukturen (α-Helices und β-Faltblätter durch Wasserstoffbrückenbindungen) 

und Tertiärstrukturen (korrekte räumliche Faltung durch beispielsweise die Oxidation von zwei 

Cysteinen zu Cystin, woraus eine quervernetzende Disulfidbrücke resultiert) ausbilden 105,112,120,121. 

Lagern sich mehrere Proteine zu einem geordneten Proteinkomplex zusammen, wird dies als 

Quartärstruktur bezeichnet 105,112. 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 Grundlagen 

 

10  

2.3 Proteinbiosynthese 

Der Prozess, bei dem ein Protein in einem biologischen System synthetisiert wird, nennt sich 

Proteinbiosynthese. Die Aminosäuresequenz des zu synthetisierenden Proteins wird durch einen 

definierten Abschnitt auf der DNA (Gen) codiert, weshalb die Synthese auch als Genexpression 

bezeichnet werden kann 3,11. Dennoch benötigt die Synthese die Einbeziehung einer mRNA 3. Aus 

diesem Grund kann die Proteinbiosynthese in zwei essenzielle Schritte untergliedert werden: Die 

Transkription und die Translation 3,67.  

Zunächst erfolgt die Transkription. Bei diesem Prozess fungiert zunächst ein DNA-Konstrukt als 

Informationsträger, welcher das Gen des zu synthetisierenden Proteins enthält 67. Von diesem wird im 

Rahmen der Transkription eine mRNA-Kopie angefertigt 3. Damit eine Transkription des Gens 

stattfinden kann, werden weitere Elemente auf dem DNA-Konstrukt benötigt 122–124. Für die Initiation 

der Transkription ist ein so genannter Promotor essenziell 30,125. Ein Promotor fungiert als Bindestelle 

für die RNA-Polymerase und eine Vielzahl an Transkriptions-Regulatoren 125–127. Letztere können neben 

dem Promotor auch an Sequenzen in der Nähe des Promotors oder direkt an die RNA-Polymerase 

binden und somit die Bindung zwischen Promotor und RNA-Polymerase verstärken (Aktivator) oder 

abschwächen (Repressor) 30,128–130. Je nach Organismus existieren diverse Promotoren, RNA-

Polymerasen und Transkriptions-Regulatoren 125,129.  

Bindet die RNA-Polymerase an den Promotor, so wird die helikale Struktur der DNA stromabwärts des 

Promotors aufgelöst 122,124,131. Die DNA wird in zwei Stränge, den codogenen Strang sowie den 

nichtcodogenen Strang aufgeteilt, wobei letzterer die genetische Information der zu transkribierenden 

mRNA darstellt, während der codogene Strang als Template für die RNA-Polymerase fungiert 70,124. Die 

RNA-Polymerase wandert entlang des codogenen Strangs von 3‘- in 5‘-Richtung 70.  Hierbei wird eine 

mRNA des zu transkribierenden Gens durch Anhängen komplementärer Nukleotide von 5‘- in 3‘-

Richtung synthetisiert (Ribonukleotide, Uracil fungiert als RNA-spezifisches Analogon für Thymin) 

70,131. Nachdem das komplette Gen transkribiert wurde, erfordert es für die Transkriptions-Beendigung 

einen so genannten Terminator 124,132,133. Dieser veranlasst eine Beendigung der Transkription durch 

Dissoziation der RNA-Polymerase von der DNA und der Freisetzung der synthetisierten mRNA 133. 

Während bei Eukaryoten vielfältige Prozessierungsschritte der mRNA vor Durchführung der 

Translation notwendig sind, kann die synthetisierte mRNA bei Prokaryoten direkt als Template für die 

Translation fungieren 134–136. Da im Rahmen dieser Dissertation lediglich prokaryotische 

Expressionssysteme verwendet wurden, wird auf die eukaryotische mRNA-Prozessierung und die 

darauffolgende eukaryotische Translation nicht näher eingegangen. 

Im zweiten Schritt der Proteinbiosynthese, der Translation, fungiert die synthetisierte mRNA als 

Template für die Aminosäuresequenz des zu synthetisierenden Proteins 3,67. Im Rahmen der Translation 

findet eine Interaktion zwischen der synthetisierten mRNA und den Ribosomen bzw. deren 
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Untereinheiten statt 137–139. Prinzipiell bindet hierbei die 16S rRNA der 30S ribosomalen Untereinheit 

an die so genannte Shine-Dalgarno-Sequenz, einen Bereich in der 5‘-untranslatierten Region (5‘-UTR) 

der synthetisierten mRNA, wobei auch andere vergleichbare Interaktionen die Translation initiieren 

können 137–140. Des Weiteren interagiert Formylmethionyl-tRNA, welche durch Formylierung von 

Methionyl-tRNA gebildet wird, mit der 30S ribosomalen Untereinheit 137,141,142. Anschließend lagert sich 

die 50S ribosomale Untereinheit an die 30S ribosomale Untereinheit an und bildet somit das 70S 

Ribosom 137,142. Ribosomen verfügen über drei Bindestellen: Die A-Stelle (Aminoacyl-Stelle), die P-

Stelle (Peptidyl-Stelle) sowie die E-Stelle (Exit-Stelle) 143–147. Nach der Bildung des Ribosoms befindet 

sich die Formylmethionyl-tRNA in der P-Stelle 137,148. Da Formylmethionyl-tRNA über das Anticodon 

„CAU“ verfügt, paart sich diese prinzipiell mit dem mRNA-Basentriplett „AUG“ und initiiert die 

Translation, weshalb dieses Basentriplett auch als Startcodon bezeichnet wird 137,138,141. Das nach 

„AUG“ folgende Basentriplett befindet sich in der A-Stelle 144,148–150. Die Sequenz dieses Basentripletts 

bestimmt, welche tRNA bindet und somit welche Aminosäure als nächstes in die wachsende Peptidkette 

eingebaut wird 150. Welches Basentriplett bzw. Codon für welche Aminosäure codiert, ist durch den 

genetischen Code gegeben (siehe Abbildung 8) 59,109. 

 

Abbildung 8 Code-Sonne als mögliche Darstellungsform des genetischen Codes. Diese Darstellungsform wurde 
zunächst von Bresch und Hausmann vorgeschlagen und hat sich mittlerweile etabliert 150–152. Die Code-Sonne liest 
sich von innen nach außen und zeigt für jedes mögliche Basentriplett, wie dieses translatiert wird. Das Basentriplett 
„AUG“, welches für Methionin codiert, fungiert als Startcodon (grün markiert). Die roten Markierungen zeigen 
die drei Stopcodons „UAA“, „UAG“ und „UGA“. 

 

Der Eintritt von mit Aminosäuren beladenen tRNAs (Aminoacyl-tRNAs) in die A-Stelle der Ribosomen 

wird durch den Elongationsfaktor Tu (EF-Tu) gefördert 60,149,150,153. Nach der Bindung einer 

entsprechend beladenen tRNA an die A-Stelle wird das in der P-Stelle befindliche Formylmethionin an 
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die in der A-Stelle befindliche Aminosäure angeknüpft 143,144. Anschließend wird durch das Enzym 

Peptid-Deformylase die Formylgruppe vom Formylmethionin des entstandenen Dipeptids abgespalten 

3,154,155. Der Elongationsfaktor G (EF-G) bewirkt, dass das Ribosom entlang der mRNA weiterwandert, 

wodurch die „leere“ Formylmethionyl-tRNA an die E-Stelle gelangt und von der mRNA dissoziiert 

149,150. Die tRNA mit dem angehängten Dipeptid gelangt wiederum an die P-Stelle, was die Bindung 

einer weiteren, passend beladenen tRNA an die A-Stelle ermöglicht, an deren Aminosäure in einem 

nächsten Schritt das Dipeptid gebunden wird 149. Dieser Prozess wiederholt sich so lange, bis das 

Basentriplett in der A-Stelle durch die Sequenzen „UAA“, „UAG“ oder „UGA“ gegeben ist 150. Diese 

so genannten Stopcodons, für die keine passende tRNA vorhanden ist, fungieren als Bindestelle für 

Release-Faktoren (RF), welche eine Dissoziation des Ribosoms von der mRNA sowie des 

synthetisierten Proteins von der letzten an die mRNA gebundenen tRNA veranlassen 59,150,156. 

Abbildung 9 liefert ein Schema der zuvor beschriebenen Prozesse der Proteinbiosynthese. 

 

Abbildung 9 Graphische Darstellung der Proteinbiosynthese. Die Grundvoraussetzung ist das Vorhandensein 
einer geeigneten DNA-Sequenz, welche die Information eines zu exprimierenden Gens enthält (A). Im Rahmen 
der Transkription entsteht eine mRNA des Gens (B), welche die Synthese des codierten Proteins durch den Prozess 
der Translation veranlasst (C). 
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2.4 Expressionssysteme 

Neben der zuvor beschriebenen Proteinbiosynthese können Proteine auch chemisch hergestellt werden 

157–159. Die Synthese rekombinanter Proteine kann jedoch besser kontrolliert und durchgeführt werden 

158,160. Des Weiteren entstehen bei der chemischen Synthese unter Umständen ungewollte 

Nebenprodukte 158. Aus diesem Grund ist die Proteinbiosynthese zur Erzeugung rekombinanter Proteine 

in vielen Situationen die präferierte Methode 158,160,161. 

Soll eine Proteinbiosynthese in einem Experiment durchgeführt werden, geschieht dies im Rahmen einer 

Genexpressionsreaktion 11–14. Für die Durchführung einer Genexpressionsreaktion existiert eine 

Vielzahl an möglichen Expressionssystemen. Grob können diese Expressionssysteme in in vivo Systeme 

und in in vitro Systeme unterteilt werden 10,11. 

In vivo Expressionssysteme umfassen lebende Organismen. Klassische Modellorganismen sind z. B. die 

Prokaryoten Escherichia coli und Bacillus subtilis oder der Eukaryot Saccharomyces cerevisiae 14,162,163. 

Wird in diese Organismen DNA eingebracht, welche eine Genexpression durch die endogene 

Transkriptions-Translations-Maschinerie zulässt, veranlasst dies die Synthese rekombinanter Proteine 

16,59,164,165. Zu diesem Zweck werden meist Plasmide verwendet 166,167. Plasmide sind zirkuläre, autonom 

replizierende DNA-Konstrukte, welche durch verschiedene Methoden in Organismen eingebracht 

werden können 168,169. Neben einem Selektionsmarker, wie z. B. einer Antibiotika-Resistenz, mit dem 

die Präsenz des Plasmids im Organismus gewährleistet werden kann, enthält ein Plasmid einen 

Replikationsursprung (Ori), der dessen Replikation ermöglicht 166,167,169. Sofern das Plasmid für eine 

Genexpressionsreaktion verwendet werden soll, enthält dieses zusätzlich ein Gen und die für dessen 

Expression benötigten regulatorischen Elemente 163,170,171. Hierbei muss darauf geachtet werden, dass 

die endogene Transkriptions-Translations-Maschinerie diese regulatorischen Elemente erkennt 17,172. 

Abbildung 10 zeigt ein Beispiel für ein Plasmid 28, welches in dieser Dissertation eine wichtige Rolle 

einnimmt. 
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Abbildung 10 Plasmidstruktur des Plasmids „pBEST-p15A-OR2-OR1-Pr-UTR1-deGFP-His-Tag-T500“ 28. Die 
Grafik zeigt den zirkulären Aufbau des Plasmids mit allen vorhandenen Elementen*. Auf die einzelnen Elemente 
sowie deren Funktionen wird in der dargestellten Tabelle eingegangen. 

 

Dennoch unterliegen in vivo Expressionssysteme diversen Einschränkungen 11,12. So sind die 

Konzentrationen verschiedener biochemischer Komponenten sowie verschiedene biochemische 

Parameter in einem Organismus schwer zu bestimmen oder gar unbekannt 23–25,173. Des Weiteren können 

sich bestimmte Substanzen, welche für die Genexpression benötigt werden, negativ auf die 

Reproduktions- oder Lebensfähigkeit eines Organismus auswirken, wodurch eine 

Genexpressionsreaktion unter Umständen nicht erfolgreich durchgeführt werden kann 19–22. Ein Beispiel 

ist die nicht-kanonische Aminosäure Canavanin, deren Einbau in Proteine von besonderem Interesse ist 

57,174. In Organismen ist diese Substanz aber jedoch toxisch 19. 

Die Verwendung von in vitro Expressionssystemen ermöglicht eine höhere Flexibilität, da es sich 

hierbei um keinen lebenden Organismus handelt und somit einige der zuvor genannten Einschränkungen 

für solche Systeme nicht zutreffen. In vitro Expressionssysteme sind biochemische Gemische, in denen 

die Transkriptions-Translations-Maschinerie eines Organismus vorhanden ist und welche lediglich auf 

die Genexpression spezialisiert sind 22,175. Diverse Komponenten können dem in vitro 

Expressionssystem in definierten Konzentrationen hinzugegeben werden 24,29,176. Des Weiteren erlaubt 

ein solches System eine bessere Kontrolle diverser Parameter sowie die Präsenz bestimmter Substanzen, 

die für einen lebenden Organismus toxisch sind 13,23–25. 

Für eine Genexpressionsreaktion muss zu einem in vitro Expressionssystem zunächst ein geeignetes 

DNA-Konstrukt, welches von der Transkriptions-Translations-Maschinerie akzeptiert wird, 

hinzugegeben werden 29,177. Neben der zuvor erwähnten Form als Plasmid, erlauben in vitro 

 
* Für die Generierung der Grafik wurde der SnapGene Viewer (SnapGene software (von Insightful Science; 
verfügbar auf snapgene.com)) verwendet. 
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Expressionssysteme auch die Verwendung alternativer DNA-Konstrukte als DNA-Template für die 

Genexpression, wie z. B. linearisierte DNA 21,29,178,179. In in vivo Systemen würde eine solche DNA 

durch spezielle Desoxyribonukleasen als fremd erkannt und verdaut werden 180–182. Diese Enzyme 

können auch in einem in vitro Expressionssystem (auf Grund dessen Präparation) vorhanden sein 183,184. 

Somit verlangt die Verwendung linearer DNA als DNA-Template für eine in vitro 

Genexpressionsreaktion unter Umständen die Hinzugabe von speziellen Desoxyribonukleasen-

Inhibitoren, wie z. B. GamS, welches RecBCD hemmt und folglich die Degradation linearer DNA 

verhindert 12,178,179,185. Neben der DNA müssen dem Expressionssystem auch Aminosäuren, welche in 

Proteine eingebaut werden, und ggf. Pufferlösungen, die eine optimale Genexpression ermöglichen, 

hinzugefügt werden 29,177. Da die Zusammensetzung der Aminosäuren sowie deren Konzentrationen frei 

wählbar sind, bietet ein in vitro Expressionssystem eine optimale Voraussetzung für den Einbau nicht-

kanonischer Aminosäuren in rekombinante Proteine 57,174,186. 

Die beste Kontrolle einer Genexpressionsreaktion kann durch die Verwendung des so genannten 

„Protein synthesis using recombinant elements“ (PURE)-Systems erreicht werden 187,188. Dieses von 

Ueda et al. 187,188 entwickelte System enthält lediglich die für die Genexpression notwendigen 

Komponenten, welche zuvor einzeln rekombinant produziert und purifiziert wurden 22,187,189. Hieraus 

resultiert eine definierte biochemische Umgebung des Expressionssystems. Dennoch ist dieses System 

auf einer Transkription durch die RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 aufgebaut 187, was eine 

Einschränkung bzgl. der möglichen Regulationsmechanismen für die Transkription bedeutet 24,177. 

Zudem lassen sich aus dem PURE-System gewonnene Erkenntnisse nur begrenzt auf die in vivo 

Situation übertragen, da dieses ein minimalistisches System darstellt 22,189. Diverse in einem Organismus 

vorhandene Komponenten, welche die Genexpression beeinflussen können, sind in einem solchen 

System nicht präsent. Des Weiteren ist das PURE-System auf Grund der aufwendigen Präparation sehr 

kostenintensiv 22,189. 

Einen Lösungsansatz bieten in vitro Expressionssysteme, welche auf Zell-Lysaten basieren. Diese 

können als Bindeglied zwischen in vivo Expressionssystemen und dem PURE-System gesehen werden 

177. Neben einer kostengünstigeren Produktion 22,186,189 besitzen solche Systeme eine biochemische 

Umgebung, die der innerhalb der zugrunde liegenden Zellen entspricht 29,175,183. Somit lassen sich 

experimentelle Ergebnisse besser auf die in vivo Situation übertragen 175,183. Dies ermöglicht eine 

genauere Untersuchung natürlicher Genregulationsmechanismen innerhalb lebender Organismen. 

Dennoch muss berücksichtigt werden, dass in einem auf Zell-Lysat basierenden Expressionssystem 

auch Komponenten vorhanden sein können, welche die Genexpression nachteilig beeinflussen (wie z. B. 

RecBCD, was die Hinzugabe von GamS bei Verwendung linearer DNA als DNA-Template erfordert 

12,178,179,183–185). Abbildung 11 zeigt schematisch die Präparation eines auf E. coli basierenden, zellfreien 

Expressionssystems sowie dessen Verwendung für eine Genexpressionsreaktion 28,29. Das dargestellte, 

von Noireaux et al. 28,29 entwickelte in vitro Expressionssystem („all E. coli cell-free expression system“) 
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wurde in dieser Dissertation für alle durchgeführten Experimente verwendet, weshalb dieses System im 

Folgenden näher betrachtet wird. 

 

Abbildung 11 Präparation des „all E. coli cell-free expression system“ sowie dessen Verwendung für die 
Durchführung einer Genexpressionsreaktion 28,29. 

 

Für die Präparation des dargestellten „all E. coli cell-free expression system“ werden zunächst E. coli 

Zellen mechanisch aufgeschlossen, um ein E. coli Zell-Lysat zu erhalten. Da in diesem restliche 

Zellbestandteile vorhanden sind, wie z. B. genomische DNA, Lipide, Zellwandbruchstücke, diverse 

Proteine bzw. Enzyme etc., ist eine Purifikation erforderlich. Hierfür werden diverse 

Zentrifugationsschritte sowie eine Dialyse durchgeführt. Die erhaltene Lösung fungiert als „rohes“ E. 

coli zellfreies Extrakt. Werden diesem Puffer (enthält Energieträger, Nukleotide, Salze etc.), ein 

geeignetes DNA-Konstrukt mit dem zu exprimierenden Gen sowie Aminosäuren hinzugegeben, so kann 

eine Genexpressionsreaktion gestartet werden. Während der Genexpressionsreaktion, welche 

typischerweise über 16 h bei 29 °C abläuft 28,29, wird im E. coli zellfreien Extrakt Protein synthetisiert. 

Dem Extrakt können auch spezifische Substanzen vor dem Start der Genexpressionsreaktion 

hinzugefügt werden. Dadurch können diverse Substanzen auf mögliche Genexpressions-assoziierte 

Effekte untersucht werden. In diesem Zusammenhang kann die Genexpression auch gezielt, z. B. durch 

Transkriptionsfaktoren, beeinflusst werden. Transkriptionsfaktoren können direkt im Extrakt 

synthetisiert oder in rekombinanter Form hinzugefügt werden. Somit kann das „all E. coli cell-free 

expression system“ neben der Durchführung von Genexpressionen auch für die genauere Untersuchung 

von Genregulationsmechanismen verwendet werden. Dennoch ist eine direkte Übertragbarkeit auf die 

in vivo Situation wie bei allen in vitro Expressionssystemen nur bedingt möglich. Des Weiteren reagiert 

das „all E. coli cell-free expression system“ in Bezug auf die in vivo Situation sensibler auf veränderte 

Reaktionsbedingungen 28,29. 
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2.5 Regulation der Genexpression 

Da in einem Organismus eine Vielzahl an verschiedenen biochemischen Prozessen stattfinden, müssen 

diese diversen Regulationsmechanismen unterliegen 190,191. Dies gilt auch für die Genexpression. Je nach 

Situation müssen verschiedene Gene in einem Organismus exprimiert werden 33,40,122,192. Zu diesem 

Zweck existieren diverse Genregulationsmechanismen 193,194, welche grob in genetische und 

epigenetische Mechanismen untergliedert werden können 33–36. Bei genetischen Mechanismen bewirkt 

eine veränderte DNA-Sequenz in regulatorischen DNA-Bereichen eine vererbbare Änderung der 

Genexpression 36. Im Gegensatz dazu findet bei epigenetischen Mechanismen eine vererbbare Änderung 

der Genexpression als Folge von DNA-Modifikationen, wie z. B. durch DNA-Methylierung, jedoch 

ohne Veränderung der DNA-Sequenz statt 34,36,37. Im Folgenden sollen verschiedene Möglichkeiten zur 

Regulation der Genexpression näher beschrieben werden. Hierbei wird auf 

Genregulationsmechanismen, welche in einem Organismus stattfinden, sowie auf solche, welche in 

experimentellen Genexpressionsreaktion verwendet werden können, eingegangen. 

Die Regulation der Genexpression kann auf verschiedenen Ebenen stattfinden 193,194. Zunächst werden 

Regulationsmechanismen bzgl. der Transkriptionsinitiation betrachtet, wobei die involvierten Elemente 

je nach Expressionssystem unterschiedlich sein können 125,129. Bei der Initiation der Transkription ist die 

Bindung der RNA-Polymerase an den Promotor von entscheidender Bedeutung 122,125,195. Die Affinität 

zwischen RNA-Polymerase und Promotor wird neben der Promotor-Sequenz maßgeblich durch diverse 

Proteine, so genannte Transkriptions-Regulatoren, beeinflusst 82,196–199. Transkriptions-Regulatoren 

können direkt an die RNA-Polymerase oder den Promotor binden, oder aber an andere spezifische DNA-

Bereiche (Operatoren (Prokaryoten), „Silencer“ oder „Enhancer“ (Eukaryoten)) 30,82,123,128–130. Weitere 

Bindungsmöglichkeiten stellen andere, in die Transkription involvierte Proteine, spezielle 

Sekundärstrukturen der DNA oder methylierte DNA-Basen dar 95,128,200,201. Durch die Bindung von 

Transkriptions-Regulatoren können verschiedene Prozesse stattfinden, die die Veränderung der 

Affinität zwischen RNA-Polymerase und Promotor bewirken 82,196. Mögliche Ansatzpunkte dieser 

Prozesse sind die Zugänglichkeit des Promotors bzw. der gesamten DNA, sterische Hinderung der 

RNA-Polymerase oder aber die Veränderung der Anzahl an möglichen Interaktionen 30,52,53,201,202. So 

können Transkriptions-Regulatoren die Affinität zwischen der RNA-Polymerase und dem Promotor 

erhöhen (Aktivator) oder verringern (Repressor) und somit Gene verstärken oder abschwächen 30,128–130. 

Des Weiteren erlauben solche Regulatoren positive oder negative Rückkopplungen ihrer Gene (siehe 

Abbildung 12) 203–205. 
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Abbildung 12 Regulation der Genexpression durch Transkriptions-Regulatoren. Während diverse Gene ohne 
Einwirken von Transkriptions-Regulatoren exprimiert werden, können Aktivatoren die Expression verstärken oder 
Repressoren die Expression abschwächen (A) 30,128–130. Diesbezüglich existieren Regulationsmechanismen, bei 
denen die Expression eines Transkriptions-Regulator codierenden Gens durch Präsenz des Transkriptions-
Regulators verstärkt (positive Rückkopplung) oder abgeschwächt wird (negative Rückkopplung) (B) 203–205. 

 

Auch spezifische Substanzen (z. B. diverse Saccharide oder Hormone) oder Reize (z. B. Licht) können 

bei der Transkriptionsinitiation mitwirken 18,113,130,206–210. In diesen Fällen wird von induzierbaren 

Promotoren gesprochen 211,212. Im Gegensatz dazu werden Promotoren, die unabhängig von externen 

Signalen eine Genexpression zulassen, als konstitutive Promotoren bezeichnet 211,212. Ein Beispiel bzgl. 

der induzierbaren Genexpression ist das Lac-Operon 213,214. Dieses ist in E. coli Zellen für die 

Verstoffwechselung von vorhandener Lactose in Abwesenheit von Glucose als Energielieferant 

verantwortlich 129,214. Ist Lactose vorhanden, so wird diese zunächst in Allolactose umgewandelt, welche 

wiederum an den Lac-Repressor bindet, der die Genexpression Lactose-verwertender Proteine durch 

sterische Hinderung reprimiert 150,213,215. Durch die Interaktion zwischen Lac-Repressor und Allolactose 

ändert sich die Lac-Repressor-Konformation, wodurch eine Dissoziation des Lac-Repressors vom Lac-

Operator veranlasst wird 213,215,216. Hierdurch kann die RNA-Polymerase an den Lac-Promotor binden 

und eine Genexpression der Lactose-verwertenden Proteine veranlassen 150. Ist die Lactose 

verstoffwechselt, bindet der Lac-Repressor wieder an den Lac-Operator und reprimiert die 

Genexpression 215.  

Die Stabilität der transkribierten mRNA ist eine weitere Ebene, die an der Regulation der Genexpression 

beteiligt ist, da von dieser abhängt, wie lange die Translation stattfinden kann 217–219. Ribonukleasen 

veranlassen eine Degradation transkribierter mRNA 218–220. Die Zeit, welche für die Degradation 

benötigt wird, fungiert als charakteristische Größe für die Stabilität der mRNA, welche u. a. mit deren 

Sekundärstruktur korreliert 221,222. 
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Die Sekundärstruktur der mRNA spielt auch bei der Regulation der Genexpression auf Ebene der 

Translation eine wichtige Rolle 137,171,221,223. Diesbezüglich soll die zuvor erwähnte Shine-Dalgarno-

Sequenz betrachtet werden, welche in Prokaryoten für die Bindung der mRNA an die Ribosomen von 

entscheidender Bedeutung ist 137–140. Durch Konformationsänderungen der mRNA kann die 

Zugänglichkeit dieser Region und somit die Translationsrate verändert werden 140,224. Solche 

Konformationsänderungen können durch mRNA-Elemente mit regulatorischen Funktionen verursacht 

werden 140,224,225. Beispiele für regulatorische mRNA-Elemente sind Thermosensoren sowie 

„Riboswitches“. Während bei Thermosensoren eine Konformationsänderung der mRNA als Antwort 

auf eine Temperaturänderung erfolgt, werden Konformationsänderungen bei „Riboswitches“ durch 

Bindung spezifischer Substanzen an die Aptamer-Region des „Riboswitches“ induziert 140,224,225.  

In Experimenten existieren verschiedene Möglichkeiten für die gezielte Regulation der Genexpression 

226. So kann durch die Koexpression von spezifischen RNA-Polymerasen bzw. Transkriptions-

Regulatoren oder deren Hinzugabe in rekombinanter Form in einer Genexpressionsreaktion die 

Genexpression reguliert werden 21,24,29,176. Eine weitere Möglichkeit bietet die Verwendung 

induzierbarer Promotoren, welche durch externe Signale (spezifische Substanzen oder Reize) eine 

Genexpression veranlassen 18,113,130,206–210. Diesbezüglich findet das zuvor erwähnte Lac-Operon in der 

Molekularbiologie eine breite Anwendung. So ermöglicht die Verwendung von IPTG (Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranosid), welches als Analogon für Lactose fungiert aber nicht verstoffwechselt wird, eine 

dauerhafte Induktion der Genexpression 160,227. Dennoch kann die Genexpression bei Verwendung 

solcher Konstrukte nicht vollständig abgeschaltet werden, da eine basale Transkription auch in 

Abwesenheit von Transkriptions-Regulatoren oder in Abwesenheit externer Signale erfolgt 

30,160,206,209,228. 

Die Methode CRISPR/Cas („Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats/ CRISPR 

associated proteins“) bietet eine Möglichkeit zur effektiven An- und Abschaltung spezifischer Gene 

35,229–231. Zu diesem Zweck wird eine crRNA generiert, welche Cas9 zu einer gewünschten DNA-

Sequenz dirigiert 210,230,232. Dies kann die Inaktivierung eines Gens durch sterische Hinderung der 

Polymerase oder aber die Aktivierung eines Gens durch an Cas9 gebundene Transkriptions-Aktivatoren 

bewirken 35,230. Des Weiteren können mit CRISPR/Cas gezielt Doppelstrangbrüche eingeführt werden 

231,233. Wird zusätzlich ein DNA-Konstrukt mit homologen Enden zum Doppelstrangbruch hinzugefügt, 

kann dieses durch homologe Rekombination in die Bruchstelle eingebaut werden, was die Aktivierung 

eines Gens bewirken kann 233. Da die Verwendung von CRISPR/Cas eine Modifikation des 

Expressionssystems erfordert sowie unter Umständen schwer umsetzbar ist, eignet sich CRISPR/Cas 

nur bedingt zur Regulation der Genexpression 232,234–236. 

In vitro Expressionssysteme erlauben weitere Möglichkeiten für die Regulation der Genexpression 226. 

So kann eine Genexpression lediglich durch Hinzufügen eines geeigneten DNA-Konstrukts gestartet 

werden 29,177. Durch Hinzugabe von Desoxyribonukleasen kann das DNA-Konstrukt verdaut und somit 
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die Transkription gezielt beendet werden 237. Ein alternativer Ansatz ist die Transkriptions-Beendigung 

durch die Hemmung der RNA-Polymerase mit Hilfe spezifischer Substanzen (wie z. B. Tagetin™ oder 

Rifampicin) 177,221,238,239. Sofern direkt eine Translation im Expressionssystem durchgeführt werden soll, 

kann dem System auch eine geeignete mRNA hinzugefügt werden 240,241. Hierbei muss beachtet werden, 

dass unter Umständen Ribonukleasen im Expressionssystem vorhanden sein können, die die Translation 

nach einer bestimmten Zeit durch den Verdau der mRNA beenden 24,187,238. Die Translations-

Beendigung kann auch gezielt durch Hinzugabe von Ribonukleasen (wie z. B. MazF) erreicht werden 

177,221,238,239. Dennoch verhindern die genannten Methoden zur gezielten Beendigung der Transkription 

bzw. Translation die Durchführung weiterer Genexpressionsreaktionen im gleichen Expressionssystem, 

weshalb die Entwicklung neuer Methoden zur regulierten Genexpression von besonderem Interesse ist. 
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2.6 Einbau nicht-kanonischer Aminosäuren in Proteine 

Bei der natürlichen Proteinbiosynthese werden Proteine biologisch hergestellt. Als Grundbausteine 

solcher Proteine fungieren die 20 kanonischen Aminosäuren 57,102,107,108. Obwohl mit diesen eine 

Vielzahl an Proteinen mit verschiedensten Funktionen hergestellt werden kann, ist durch die begrenzte 

Anzahl an kanonischen Aminosäuren auch der funktionelle Umfang der herstellbaren Proteine limitiert 

57,59,109,189. Durch den Einbau von nicht-kanonischen Aminosäuren können Proteine mit neuen 

Funktionen hergestellt werden 22,106,174,186,242. 

Für die Synthese von Proteinen mit eingebauten nicht-kanonischen Aminosäuren existieren 

verschiedene Möglichkeiten. Wie bereits in Abschnitt 2.4 erwähnt, gestaltet sich die chemische 

Synthese von Proteinen als schwierig 157–159, weshalb die Proteinbiosynthese zur Erzeugung von 

rekombinanten Proteinen in vielen Situationen bevorzugt wird 158,160,161. Dies gilt auch für die Synthese 

von Proteinen mit eingebauten nicht-kanonischen Aminosäuren 189. 

Um den Einbau von nicht-kanonischen Aminosäuren in rekombinante Proteine durchzuführen, 

existieren zwei verschiedene Methoden 22,57,106. Die erste Methode ist der ortsspezifische Einbau, bei 

dem die nicht-kanonische Aminosäure z. B. durch Suppression eines Stopcodons während der 

Translation in die wachsende Aminosäurekette eingebaut wird (siehe Abschnitt 2.6.1) 109,243. Die zweite 

Methode ist der seitenkettenspezifische Einbau, bei dem die nicht-kanonische Aminosäure durch 

Abwesenheit der zugehörigen kanonischen Aminosäure anstelle dieser in die wachsende 

Aminosäurekette eingebaut wird (siehe Abschnitt 2.6.2) 106,109. Somit können mit der gleichen DNA 

bzw. deren transkribierter mRNA prinzipiell verschiedene Proteine synthetisiert werden (siehe 

Abbildung 13). 

 

Abbildung 13 Translation einer spezifischen mRNA in verschiedene Proteine. Während eine codierende mRNA 
unter normalen Bedingungen lediglich die Synthese eines Proteins veranlasst, können durch den ortsspezifischen 
oder den seitenkettenspezifischen Einbau nicht-kanonischer Aminosäuren (NkAA) andere Proteine aus der 
gleichen mRNA translatiert werden. Dargestellt ist die Suppression des amber-Stopcodons (ortsspezifischer 
Einbau) sowie der Einbau eines Aginin-Analogons als Arginin-Ersatz (seitenkettenspezifischer Einbau). 
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Unabhängig von der Methode zum Einbau von nicht-kanonischen Aminosäuren in Proteine müssen 

diese zunächst an eine geeignete tRNA gebunden werden 2,59,109. Dies geschieht über die so genannten 

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (AaRSs), welche spezifische Aminosäuren erkennen und an die zur 

AaRS zugehörige tRNA binden 2,59,244. Hierbei wird durch Prozesse, wie z. B. „Kinetic Proofreading“ 

(siehe Abschnitt 2.7), eine hohe Spezifität bei der Beladung der tRNA mit Aminosäuren erreicht 

54,56,58,61,62. Dennoch können nicht-kanonische Aminosäuren durch strukturelle Nähe zur zugehörigen 

kanonischen Aminosäure von den nativen AaRSs erkannt und an tRNA gebunden werden, was einen 

Einbau in Proteine ermöglicht (seitenkettenspezifischer Einbau) 22,57,189,245,246. Ist eine Erkennung der 

einzubauenden nicht-kanonischen Aminosäure durch die nativen AaRSs nicht gegeben, so erfordert 

deren Einbau in Proteine ein geeignetes zusätzliches, nicht-natives (orthogonales) Paar aus AaRS und 

tRNA (ortsspezifischer Einbau) 106,186,189. 

Eine weitere wichtige Rolle beim Einbau von nicht-kanonischen Aminosäuren in Proteine spielt der in 

Abschnitt 2.3 erwähnte EF-Tu 60,153,186. Dieser weist neben der Funktion der Förderung des Eintritts von 

Aminoacyl-tRNAs in die Ribosomen 60,153 auch „Proofreading“-Eigenschaften bzgl. des Einbaus von 

Aminosäuren in die wachsende Aminosäurekette auf, da falsch beladene tRNAs von EF-Tu prinzipiell 

nicht erkannt werden und folglich nicht in die Ribosomen eintreten können 60. Somit kann der Einbau 

von nicht-kanonischen Aminosäuren, welche bereits an eine tRNA gebunden wurden, durch EF-Tu, 

welcher die entsprechende Aminoacyl-tRNA unter Umständen nicht akzeptiert, verhindert werden 

60,153,186. 

 

2.6.1 Ortsspezifischer Einbau nicht-kanonischer Aminosäuren 

Der ortsspezifische Einbau nicht-kanonischer Aminosäuren in Proteine erfordert ein orthogonales Paar 

aus AaRS und tRNA und die Auswahl einer mRNA-Sequenz, welche von der tRNA erkannt werden 

soll (Codon) 22,57,247–249.  

Während die orthogonale tRNA so designt wird, dass diese über eine spezielle Anticodon-Sequenz 

verfügt, welche das ausgewählte zugehörige Codon erkennt, veranlasst die orthogonale AaRS die 

Bindung der einzubauenden nicht-kanonischen Aminosäure an diese tRNA 247. Mögliche Codons für 

orthogonale tRNAs sind Stopcodons oder vier-Basen-Codons 22,243,247,249. Hierbei gilt anzumerken, dass 

die Auswahl eines der drei möglichen Stopcodons (UAA, UAG, UGA) die Beendigung der Translation 

an diesem Stopcodon supprimiert (Stopcodon-Suppression) und somit eines der beiden anderen 

Stopcodons zur Translations-Beendigung verwendet werden muss 60,186,189. Wird ein vier-Basen-Codon 

ausgewählt, so führt dies zu einem so genannten „Frameshift“ auf DNA-Ebene, weshalb in diesem Fall 

die DNA-Sequenz des zu exprimierenden Gens modifiziert werden muss 106,189.  

Unabhängig von der Auswahl des Codons erlaubt der ortsspezifische Einbau die Einführung einer oder 

mehrerer (n) zusätzlicher nicht-kanonischer Aminosäuren zu dem kanonischen Set an Aminosäuren 
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109,250. Somit werden bei der Proteinbiosynthese 20 kanonische und n nicht-kanonische Aminosäure in 

Proteine eingebaut. Abbildung 14 zeigt eine mögliche modifizierte Version des genetischen Codes, 

welche beim ortsspezifischen Einbau nicht-kanonischer Aminosäuren vorliegen kann. Dargestellt ist das 

Beispiel der Suppression des amber-Stopcodons (UAG). 

 

Abbildung 14 Modifizierte Version der in Abbildung 8 dargestellten Code-Sonne. Die Abbildung zeigt den neuen 
genetischen Code, der bei der Suppression des amber-Stopcodons (UAG) vorliegt. Hierbei wird dieses Codon in 
eine nicht-kanonische Aminosäure codiert (blau markiert). 

 

Ein großer Nachteil des ortsspezifischen Einbaus nicht-kanonischer Aminosäuren in Proteine ist, dass 

sich das Design und die Produktion eines funktionellen orthogonalen Paares aus AaRS und tRNA für 

jede einzubauende nicht-kanonische Aminosäure als schwierig erweisen kann 57,106. Des Weiteren ist es 

schwierig, mit dieser Methode Proteine mit mehr als einer eingebauten nicht-kanonischen Aminosäure 

zu erhalten 106,109. 

Dennoch konnten durch den ortsspezifischen Einbau bereits eine Vielzahl an verschiedenen nicht-

kanonischen Aminosäuren, wie z. B. diverse Tyrosin- und Pyrrolysin-Analoga, in Proteine eingebaut 

werden 109,243,248. Dies ermöglichte u. a. die Synthese von Proteinen mit hochreaktiven bzw. 

funktionellen Gruppen 243,248. 
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2.6.2 Seitenkettenspezifischer Einbau nicht-kanonischer Aminosäuren 

Im Gegensatz zum ortsspezifischen Einbau verlangt der seitenkettenspezifische Einbau nicht-

kanonischer Aminosäuren in Proteine keine orthogonalen Komponenten 106. Beim 

seitenkettenspezifischen Einbau wird das Expressionssystem forciert, die einzubauende nicht-

kanonische Aminosäure als Ersatz für eine kanonische Aminosäure zu akzeptieren 57,245. Zu diesem 

Zweck wird eine Genexpressionsreaktion in Abwesenheit der zu ersetzenden kanonischen Aminosäure, 

aber in Präsenz der nicht-kanonischen Aminosäure, welche als Ersatz fungiert, durchgeführt 22,106,109. 

Die Grundvoraussetzung für den seitenkettenspezifischen Einbau ist, dass die nicht-kanonische 

Aminosäure von der endogenen Translations-Maschinerie des Expressionssystems akzeptiert wird 

22,57,189. Aus diesem Grund sind nur nicht-kanonische Aminosäuren für diese Methode geeignet, welche 

ein Analogon einer kanonischen Aminosäure mit nicht allzu großen Modifikationen sind, um eine 

Erkennung durch die zugehörige native AaRS zu gewährleisten 245,246. Abbildung 15 veranschaulicht 

dies anhand einer schematischen Darstellung. 

 

Abbildung 15 Erkennung verschiedener Aminosäuren durch eine AaRS. Eine AaRS kann spezifisch ihre 
zugehörige Aminosäure binden, während andere Aminosäuren prinzipiell nicht gebunden werden. Weist eine 
andere Aminosäure aber eine strukturelle Ähnlichkeit zur zugehörigen Aminosäure auf, so kann auch diese an die 
AaRS binden. 
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Somit ermöglicht der seitenkettenspezifische Einbau die Ersetzung einer oder mehrerer (n) spezifischer 

kanonischer Aminosäuren durch n nicht-kanonische Aminosäuren im kanonischen Set an Aminosäuren 

109,250. Bei der Proteinbiosynthese werden 20-n kanonische und n nicht-kanonische Aminosäuren als 

Ersatz für die fehlenden n kanonischen Aminosäuren in Proteine eingebaut. Eine mögliche modifizierte 

Version des genetischen Codes, welche beim seitenkettenspezifischen Einbau nicht-kanonischer 

Aminosäuren vorliegen kann, wird in Abbildung 16 gezeigt. Dargestellt ist das Beispiel des Einbaus 

eines Arginin-Analogons als Arginin-Ersatz. 

 

Abbildung 16 Modifizierte Version der in Abbildung 8 dargestellten Code-Sonne. Die Abbildung zeigt den neuen 
genetischen Code unter Berücksichtigung eines Arginin-Analogons, welches als Arginin-Ersatz fungieren kann. 
Hierbei fungieren die für Arginin codierenden Codons auch als Codons für das nicht-kanonische Arginin-
Analogon (blau markiert). 

 

Beim seitenkettenspezifischen Einbau nicht-kanonischer Aminosäuren in Proteine benötigt das 

Expressionssystem keine zusätzlichen Komponenten neben den endogenen 106. Dennoch wird eine 

effektive Erkennung der nicht-kanonischen Aminosäure durch eine native AaRS vorausgesetzt  und es 

kann unter Umständen notwendig sein, dass eine komplette Abwesenheit der zu ersetzenden 

kanonischen Aminosäure gewährleistet wird 22,57,106,189,245. Dies soll im Folgenden näher erläutert 

werden. 

In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass KM von Arginin und Ki von dessen nicht-kanonischen 

Analogon Canavanin bzgl. der Arginyl-tRNA-Synthetase in der gleichen Größenordnung liegen 174,251. 

Dies ermöglichte den seitenkettenspezifischen Einbau von Canavanin an allen Arginin-Positionen eines 

Proteins 57,174. Zu diesem Zweck wurden Canavanin und alle kanonischen Aminosäuren außer Arginin 

zu einem auf E. coli basierenden, zellfreien Expressionssystem hinzugegeben. In diesem konnten 
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Proteine mit eingebautem Canavanin aber ohne eingebautes Arginin synthetisiert werden, wobei geringe 

Mengen an „restlichem“ Arginin, welches aus der Präparation des Expressionssystems stammte, den 

Canavanin-Einbau nicht nachteilig beeinflussten 57,174. Dennoch waren die Ausbeuten an Protein mit 

eingebautem Canavanin an allen Arginin-Positionen viel geringer als die maximal mögliche 

Proteinausbeute, wenn dem Expressionssystem Arginin anstatt Canavanin hinzugefügt wurde 28,174. 

Im Gegensatz dazu erfordert der seitenkettenspezifische Einbau anderer nicht-kanonischer Aminosäuren 

unter Umständen vernachlässigbare Mengen der zugehörigen kanonischen Aminosäure 22,57,106,189,245. 

Selbst geringe Mengen der kanonischen Aminosäure, welche aus der Präparation des 

Expressionssystems stammen, können von der Translations-Maschinerie präferiert werden und wirken 

somit dem seitenkettenspezifischen Einbau zugehöriger nicht-kanonischer Analoga in Proteine entgegen 

22,57. In der Literatur wurde dies bereits für den seitenkettenspezifischen Einbau des Lysin-Derivates 

Hydroxylysin (L-5-Hydroxylysin) gezeigt 57. Ein vollständiger seitenkettenspezifischer Einbau von 

Hydroxylysin in Proteine konnte ohne Weiteres nicht erreicht werden, da „restliches“ Lysin, welches 

aus der Präparation des Expressionssystems stammte, für den Einbau stark präferiert wurde.  

Als wahrscheinlichster Grund für diese Diskriminierung der „falschen“ Aminosäure kann eine hohe 

Spezifität der Translations-Maschinerie gesehen werden 2,22,54,56–58,61,62. Diese wird u. a. durch den 

„Kinetic Proofreading“-Prozess, welcher im anschließenden Abschnitt näher beschrieben wird, 

gewährleistet 54,58,61,62. 
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2.7 Fehlerreduktion auf Translationsebene durch „Kinetic Proofreading“ 

Generell weisen viele Enzyme eine hohe Substratspezifität auf 61,72,252–254. Dennoch existieren 

Situationen, in denen solche Enzyme auch Substanzen, welche eine gewisse Ähnlichkeit zum 

eigentlichen Substrat aufweisen, akzeptieren 250,255. Beispiele sind nicht-kanonische Aminosäuren, 

welche im Rahmen des zuvor erwähnten seitenkettenspezifischen Einbaus nicht-kanonischer 

Aminosäuren in Proteine von den nativen AaRSs erkannt werden 22,57,189,245,246. Dennoch wird die 

zugehörige kanonische Aminosäure generell stark präferiert 22,57. Somit stellt sich die Frage, welcher 

Mechanismus für diese hohe Spezifität verantwortlich ist. 

Ein in der Literatur ausführlich beschriebener Mechanismus bzgl. der AaRS vermittelten Beladung der 

tRNA mit Aminosäuren ist das „Kinetic Proofreading“ 54,58,61,62. Dieser Prozess wurde zunächst in zwei 

unabhängigen Studien, einerseits von Hopfield und andererseits von Ninio, beschrieben 54,55,61, wobei in 

der vorliegenden Dissertation lediglich die Studie von Hopfield betrachtet wird. Dadurch, dass die 

geringen Fehlerraten bei der Beladung der tRNA mit deren zugehörigen Aminosäuren von 10-4 nicht 

durch die Differenz zwischen der freien Energie der korrekten und einer inkorrekten (aber ähnlichen) 

Aminosäure erklärt werden konnten, schlug Hopfield zunächst ein einfaches zweistufiges kinetisches 

Modell vor (siehe Abbildung 17 A und B, Schritte 1-4) 54,58,256. Hierbei wurde die Fehlerreduktion auf 

die Schritte bis zur tRNA-Bindung an die mit der Aminosäure beladene AaRS reduziert 54. Später 

wurden diesem Modell weitere Details hinzugefügt, die den gesamten Prozess bis zum Erhalt der mit 

einer Aminosäure beladenen tRNA in die Fehlerreduktion involvieren 58. Insgesamt sind in allen 

Modellen lediglich 3 Schritte für die Fehlerreduktion durch „Kinetic Proofreading“ essenziell: Die 

Ausbildung eines initialen Michaelis-Menten-Komplexes, ein durch Phosphat-Hydrolyse verursachter 

irreversibler Schritt und die Ausbildung eines hochenergetischen Intermediates 54,58,62. Während 

vergleichbare „On“-Raten für die Beladung der tRNA mit der korrekten oder einer inkorrekten 

Aminosäure angenommen werden, wird die Spezifität durch unterschiedliche „Off“-Raten gewährleistet 

54,55,62,252. Mehrere Reaktionsschritte implizieren multiplikative “Off”-Raten 257–259, was Fehlerraten bis 

zu 10-4 ermöglicht, selbst wenn die Diskriminierung der AaRS gegen die inkorrekte Aminosäure in den 

einzelnen Schritten nur bei 1:10 bis 1:100 liegt 2,54,55,58,256. 

Abbildung 17 zeigt ein Schema sowie ein Energiediagramm, anhand derer der „Kinetic Proofreading“-

Prozess veranschaulicht wird. 
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Abbildung 17 Beladung der tRNA mit der korrekten (A) und einer inkorrekten Aminosäure (B). Reaktion 1 zeigt 
die Bindung einer Aminosäure an einen AaRS-ATP-Komplex, welcher durch die Dissoziation von Pyrophosphat 
aktiviert wird (2). Während dieser aktivierte Komplex in Aminoacyl-AMP und AaRS dissoziieren kann (3), 
ermöglich dessen Interaktion mit tRNA eine Fortsetzung des Gesamtprozesses (4) 54. Nach der Dissoziation von 
AMP wird ein Komplex erhalten, in dem die mit der Aminosäure beladene tRNA an die AaRS gebunden ist (5). 
Dieser Komplex kann in  AaRS, Aminosäure und tRNA (6) oder in AaRS und Aminoacyl-tRNA dissoziieren (7) 
58. Letztere werden im Rahmen der Proteinbiosynthese weiter prozessiert, wobei auch eine Deacetylierung der 
Aminoacyl-tRNA erfolgen kann (8) 58. Zusätzlich zeigt die Abbildung ein Energiediagramm der AaRS 
vermittelten Beladung der tRNA mit Aminosäuren (C). 

 

Im dargestellten Schema ist der erste Schritt die Bindung einer Aminosäure an einen AaRS-ATP-

Komplex, welche eine reversible und spezifische Reaktion ist. Hopfield schlug vor, dass die Spezifität 

durch die „Off“-Raten verursacht wird (k’c = k’i; kc < ki) 54. Im Gegensatz dazu ist der zweite Schritt, 

die Aktivierung des Aminosäure-AaRS-ATP-Komplexes, für geringe Pyrophosphat-Konzentrationen, 

welche generell vorliegen, irreversibel (m’ >> m) und unspezifisch (m’c = m’i = m’) 54,58. Dieser 
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aktivierte Komplex kann entweder irreversibel und unspezifisch (Wc = Wi = W) die zugehörige tRNA 

binden oder reversibel und spezifisch in AaRS und Aminoacyl-AMP degradiert werden 54. Die Spezifität 

in letzterem Fall wird in Analogie zum ersten Schritt durch die „Off“-Raten verursacht (l’c = l’i; lc < li) 

54. Der erhaltene tRNA-Komplex kann durch Dissoziation von AMP erneut aktiviert werden 58. Dieser 

Schritt ist bei geringen AMP-Konzentrationen, welche prinzipiell vorliegen, irreversibel (n’ >> n) und 

unspezifisch (n’c = n’i = n’) 58,260. Der aktivierte Komplex kann entweder irreversibel und spezifisch in  

AaRS, Aminosäure und tRNA dissoziieren (pc < pi) oder irreversibel (o’ >> o) und unspezifisch (o’c = 

o’i = o’) in AaRS und Aminoacyl-tRNA 58. Die Irreversibilität in letzterem Fall resultiert daraus, dass 

die Aminoacyl-tRNA das Produkt der AaRS vermittelten Reaktion darstellt und somit deren erneute 

Bindung an die AaRS unwahrscheinlich ist. Neben der weiteren Prozessierung der AaRS sowie der 

Aminoacyl-tRNA im Rahmen der Proteinbiosynthese ist auch eine irreversible und spezifische 

Deacetylierung der Aminoacyl-tRNA möglich (qc < qi) 58. 

Die gesamte Spezifität des „Kinetic Proofreading“-Prozesses wird durch die Diskriminierungen kc < ki, 

lc < li, pc < pi und qc < qi verursacht 54,58. Selbst wenn diese Diskriminierungen lediglich im Bereich 1:10 

bis 1:100 liegen, so können durch die Multiplikation der einzelnen Raten die zuvor erwähnten geringen 

Fehlerraten von 10-4 erhalten werden 2,54,55,58,256. 

Aufgrund des vorgeschlagenen „Kinetic Proofreading“-Prozesses nahm Hopfield an, dass der Prozess 

der Fehlerreduktion bei der Beladung der tRNA mit Aminosäuren einen linearen Zusammenhang mit 

dem Verhältnis der Konzentrationen der inkorrekten und der korrekten Aminosäure aufweist 58,62.  
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2.8 Fluoreszenz 

Da der Prozess der Fluoreszenz eine wichtige Rolle im Rahmen der durchgeführten Messungen in der 

vorliegenden Dissertation spielt, sollen zunächst die Grundlagen dieses Phänomens erklärt werden. Des 

Weiteren wird das grün fluoreszierende Protein (GFP) genauer betrachtet, da dieses als Modellprotein 

verwendet wurde. 

 

2.8.1 Grundlagen 

Atome oder Moleküle können durch Energieaufnahme vom Grundzustand in einen angeregten Zustand 

übergehen 261–265. Stammt die aufgenommene Energie aus einem Photon, wird der Anregungsprozess als 

Lichtabsorption bezeichnet 261. Hierbei entspricht der maximal aufgenommene Energiebetrag der 

Energie eines Photons EPh, welche durch Gleichung (1) gegeben ist 266–268. 

 ��� = ℎ ∙ � = ℎ ∙ �	 (1) 

 

Hierbei ist h das Planck’sche Wirkungsquantum, ν die Frequenz des Photons, λ dessen Wellenlänge und 

c die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum 267–269. 

Der Anteil des eintreffenden Lichts, der absorbiert wird, hängt von der Wellenlänge sowie von dem 

Atom oder Molekül selbst ab 268,270,271. Somit ergeben sich unterschiedliche Absorptionsspektren für 

unterschiedliche Substanzen 268,270,271. 

Ausgehend vom angeregten Zustand können diverse Prozesse stattfinden, damit das Atom oder Molekül 

zurück in den Grundzustand gelangt. Abbildung 18 zeigt ein so genanntes Jabłoński-Diagramm, welches 

die möglichen Prozesse veranschaulicht 261,266,272–277. 
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Abbildung 18 Mögliche Darstellungsweise eines Jabłoński-Diagramms. In diesem sind strahlende Übergänge 
durch gerade Linien und nichtstrahlende Übergänge durch wellenförmige Linien gekennzeichnet. 

 

Wird ein Atom oder Molekül angeregt, so gelangt es vom Grundzustand S0 in einen angeregten 

Singulett-Zustand Sn (n = 1, 2, …), wobei bei diesem verschiedene Schwingungszustände (0, 1, 2, …) 

angenommen werden können 276,278–281. Innerhalb von ca. 10-12 s findet eine Energiedissipation statt, bei 

der der niedrigste Schwingungszustand von S1 erreicht wird 269,276,278. Dieser Prozess wird „Interne 

Konversion“ genannt 269,278. Ausgehend von diesem Zustand kann der Grundzustand durch Emission 

eines Photons (Fluoreszenz) oder durch strahlungslose Energiedissipation (Strahlungslose Relaxation 

oder Quenching) erreicht werden 261,269,272,277,278,282. Des Weiteren kann „Intersystem Crossing“ 

stattfinden, was einen Übergang vom Singulett-Zustand S1 in den Triplett-Zustand T1 bedeutet 269,272,278. 

Der anschließende Übergang von T1 in den Grundzustand kann durch Photonenemission 

(Phosphoreszenz) oder strahlungslos erfolgen 276,277. 

Substanzen, welche zur Fluoreszenz befähigt sind, werden als Fluorophore bezeichnet 103,276,278. Für 

Fluorophore lässt sich feststellen, dass deren Absorptions- und Emissionsspektrum meist 

spiegelverkehrt zueinander sind (siehe Abbildung 19 A am Beispiel von 6-Fam) 278,283–285. Wird ein 

Fluorophor angeregt, so findet eine Energiedissipation durch Interaktionen mit dem Lösungsmittel statt, 

wodurch ein „relaxierter“ angeregter Zustand S‘1 mit geringerer Energie als S1 vor der 

Photonenemission erreicht wird (siehe Abbildung 19 B) 266,278,286. Durch diese Energiedissipation findet 

eine Rotverschiebung des Emissionsspektrums statt, welche als Stokes-Verschiebung bezeichnet wird 

285,287,288. Die Stokes-Verschiebung ist der Abstand zwischen den 0-0-Übergängen der Absorption und 

der Emission 284,285. Hierbei repräsentieren die beiden Nullen den Zustand S0 im Schwingungszustand 0 

sowie S1 bzw. S‘1 im Schwingungszustand 0. Abbildung 19 veranschaulicht den Begriff der Stokes-

Verschiebung 283–285. 
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Abbildung 19 Schema zur Stokes-Verschiebung. Dargestellt ist das Absorptionsspektrum sowie das 
Emissionsspektrum (bei einer Anregungswellenlänge von λ = 480 nm) von 6-Fam. Mit diesen Spektren wird die 
Stokes-Verschiebung auf spektraler Ebene veranschaulicht (A). Des Weiteren enthält die Abbildung ein 
Energiediagramm, welches die Stokes-Verschiebung auf energetischer Ebene veranschaulicht (B). Pfeile gleicher 
Farbe gehören zu einem Anregungs-Emissions-Vorgang. 

 

Wie bereits zuvor erwähnt, kann ein Übergang vom angeregten Zustand in den Grundzustand auch 

strahlungslos durch Quenching erfolgen 282. Hierbei existieren verschiedene Formen. So kann zwischen 

dem angeregten Fluorophor und einem Quencher durch Stoßvorgänge eine Energieübertragung 

stattfinden (dynamisches Quenching) oder der Fluorophor mit einem Quencher einen nicht-

fluoreszierenden Komplex bilden (statisches Quenching) 278,289–291. 

Eine weitere Möglichkeit für einen Quenchingprozess stellt der Förster-Resonanzenergietransfer 

(FRET) dar 266,282,292. Die Grundvoraussetzung für diesen Prozess ist die Überlappung des 

Emissionsspektrums eines Moleküls (Donor) mit dem Absorptionsspektrum eines anderen Moleküls 

(Akzeptor) (siehe Abbildung 20 A am Beispiel von 6-Fam und BHQ1 293) 292,294,295. Diese Überlappung 

ermöglicht einen strahlungslosen Energietransfer vom angeregten Donor auf einen Akzeptor im 

Grundzustand 278,282,289. Hierdurch erreicht der Donor den Grundzustand und der Akzeptor den 
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angeregten Zustand. Der angeregte Akzeptor kann anschließend durch Emission eines Photons oder 

strahlungslos in den Grundzustand übergehen (siehe Abbildung 20 B) 266,282,296,297. 

 

Abbildung 20 Schema zum Förster-Resonanzenergietransfer. Dargestellt ist die Überlappung (rote Fläche) des 
Emissionsspektrums (bei einer Anregungswellenlänge von λ = 480 nm) von 6-Fam (Donor; schwarze Linie) mit 
dem Absorptionsspektrum von BHQ1 (Akzeptor; blaue Linie). Diese ist essenziell für das Auftreten von FRET 
(A). Zusätzlich zeigt die Abbildung ein Energiediagramm, welches FRET auf energetischer Ebene veranschaulicht 
(B). 

 

Die Effizienz des Energietransfers EFRET ist durch Gleichung (2) gegeben 289,298. 

 �
�� = ������ � �� (2) 

 

Aus Gleichung (2) folgt, dass der Abstand zwischen Donor und Akzeptor r für die Effizienz von FRET 

entscheidend ist. Als charakteristische Größe fungiert der Förster-Radius R0, bei dem die FRET-

Effizienz 50 % beträgt und welcher durch Gleichung (3) gegeben ist 278,289,296,299. 
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 �� = �9000 ln 10 ����128� !"#�$ %&	'(
)�
 (3) 

 

Hierbei ist κ der Orientierungsfaktor der Dipolmomente von Donor und Akzeptor, QD die 

Quantenausbeute des Donors, NA die Avogadro-Konstante, n0 der Brechungsindex des Lösungsmittels 

und J(λ) das Überlappungsintegral des Emissionsspektrums des Donors mit dem Absorptionsspektrum 

des Akzeptors 278,289,296,299. 

 

2.8.2 Grün fluoreszierendes Protein 

An dieser Stelle wird näher auf das grün fluoreszierende Protein (GFP) eingegangen, da eine mutierte 

Version dieses Proteins in allen im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten Experimenten als 

Modellprotein verwendet wurde. Durch Messung der Fluoreszenz war es somit möglich, die 

Genexpression zu visualisieren. 

Die verwendete GFP-Variante ist eGFP-Del6-229 (deGFP), welches eine verkürzte Version der GFP-

Mutante „Enhanced GFP“ (EGFP) darstellt 28,238. Im Gegensatz zum Wildtyp-GFP, bei dem der 

Fluorophor aus den Aminosäuren Ser-Tyr-Gly gebildet wird, bildet sich der Fluorophor bei EGFP und 

somit auch bei deGFP aus den Aminosäuren Thr-Tyr-Gly (Strukturformeln der Fluorophore, siehe 

Abbildung 21) 294,295,300,301. 

 

Abbildung 21 Strukturformel des Fluorophors von Wildtyp-GFP (ohne rot markierte Methylgruppe) bzw. deGFP 
(mit rot markierter Methylgruppe). 

 

Die Bildung des Fluorophors geschieht autokatalytisch durch eine Zyklisierung mit anschließender 

Wasserabspaltung und eine darauffolgende Oxidation 57,294,295,300. Das im Fluorophor vorhandene Tyr 

kann deprotoniert werden, wodurch der Fluorophor in einer neutralen oder in einer anionischen Form 

vorliegen kann 294,302. Wird der Fluorophor in der neutralen Form angeregt, so geschieht in den meisten 

Fällen ein „Excited state proton transfer“ (ESPT), durch den der Fluorophor in die anionische Form 

übergeht 302. Somit wird in der Regel nur ein Emissionsmaximum beobachtet, während die 
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Absorptionsmaxima der neutralen und anionischen Form beide im Absorptionsspektrum sichtbar sind 

295,302. 

Im Falle von Wildtyp-GFP liegt das Verhältnis zwischen neutraler und anionischer Form im 

Grundzustand bei 6:1 294,295. Durch die Substitution von Serin durch Threonin (GFPS65T) erhöht sich 

die Säurestärke des Fluorophors 294,303. Dadurch liegt der Fluorophor überwiegend in der anionischen 

Form vor, wodurch sich dessen Absorptionsspektrum ändert 303. Dies hat u. a. einen ca. 5,5-fach 

erhöhten Extinktionskoeffizienten (GFPS65T: 39200 M-1cm-1 bei 490nm; Wildtyp-GFP: 7150 M-1cm-1 

bei 475 nm) zur Folge 294,304. Somit kann der Fluorophor mit den erwähnten Wellenlängen effizienter 

angeregt werden, woraus eine erhöhte Fluoreszenz-Intensität resultiert 294,304,305.  

Durch andere oder zusätzliche Modifikationen in der Aminosäuresequenz können sich die 

Fluoreszenzeigenschaften ändern (siehe Tabelle 1) 294,301,306. 

 

Tabelle 1 Absorptions- und Emissionsmaxima verschiedener GFP-Varianten. 

GFP-Variante Mutation(en) Absorptionsmaximum 

[nm] 

Emissionsmaximum 

[nm] 

Referenz 

Wildtyp-GFP 

(neutral) 

/ 395 510 295 

Wildtyp-GFP 

(anionisch) 

/ 475 510 295 

GFPS65T S65T 489 511 294 

EGFP S65T, F64L 488 507 294,307 

 

Dennoch wurde durch die N- und C-terminale Verkürzung von EGFP zur Generierung von deGFP 

lediglich dessen Produktionsrate in einem zellfreien Expressionssystem erhöht 28. Die 

Fluoreszenzeigenschaften blieben gleich 28. Abbildung 22 zeigt das Absorptions- und 

Emissionsspektrum von deGFP. 
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Abbildung 22 Absorptionsspektrum und Emissionsspektrum (bei einer Anregungswellenlänge von λ = 488 nm) 
von deGFP. Die Maxima der Absorption sowie der Emission entsprechen denen von EGFP. 

 

Alle GFP-Varianten weisen eine analoge Struktur auf. 11 β-Faltblattstrukturen bilden ein 

zylinderförmiges Konstrukt, in dessen Mitte sich der Fluorophor befindet 295,308. Dieser ist über eine 

zentrale α-Helix mit dem Zylinder verbunden (siehe Abbildung 23, Bändermodell von EGFP 303,309,310). 

 

Abbildung 23 Bändermodell von EGFP (PDB ID 2Y0G 303,309, bereitgestellt von RCSB PDB. Für die Generierung 
der Abbildung wurde der Mol* Viewer 310 verwendet). Im Bändermodell sind die β-Faltblätter blau, die α-Helix 
rot, der Fluorophor gelb und die restliche Polypeptidkette grün gefärbt. 
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2.9 Massenspektrometrie 

Neben der Messung der Fluoreszenz-Intensität von deGFP sowie der Verwendung der Methode 

Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde die Massenspektrometrie 

als weitere analytische Methode zum Nachweis von deGFP verwendet. Letztere soll im Folgenden näher 

beschrieben werden. 

Mit Hilfe der Massenspektrometrie können diverse Stoffe qualitativ und mit geeigneten Methoden auch 

quantitativ nachgewiesen werden 311–313. Die Grundvoraussetzung ist, dass diese Stoffe ionisiert werden 

können 314–316. Nach der Ionisation können verschiedene Stoffe durch deren unterschiedliches Verhältnis 

zwischen Masse und Ladung (m/z) separiert werden 314–316. 

Komplexe Stoff-Gemische erfordern unter Umständen zunächst eine Auftrennung der einzelnen Stoffe 

vor der Durchführung einer massenspektrometrischen Untersuchung 317–319. Dies kann durch geeignete 

Purifikationsmethoden oder Chromatographieverfahren erfolgen, z. B. durch einen dem 

Massenspektrometer vorgeschalteten Chromatograph 314,317,320–326. Ein solcher verfügt über eine 

stationäre Phase, welche die Auftrennung verschiedener Stoffe nach unterschiedlichen Parametern, wie 

z. B. Größe, Ladung, Polarität etc., veranlasst 317,323,324,327,328. Dies führt zu unterschiedlichen 

Retentionszeiten für verschiedene Stoffe 322–324,329. Je nachdem, welche mobile Phase für die 

Chromatographie mit anschließender Massenspektrometrie verwendet wird, nennt sich dies LC-MS 

(Flüssigkeiten) oder GC-MS (flüchtige Flüssigkeiten oder Gase) 323,324,327,330.  

Zur Durchführung einer massenspektrometrischen Untersuchung muss der zu untersuchende Stoff, der 

so genannte Analyt 313,317,319, zunächst in der Ionenquelle ionisiert werden 313,314,316. Zu diesem Zweck 

können verschiedene Ionisierungsmethoden verwendet werden, welche grob in harte und weiche 

Ionisierungsmethoden untergliedert werden können 331,332. Während bei den weichen 

Ionisierungsmethoden (z. B. Elektronenspray-Ionisation (ESI), Matrix-unterstützte Laser-

Desorption/Ionisation (MALDI)) Moleküle so gut wie keine Fragmentierung erfahren, werden bei 

harten Ionisierungsmethoden (z. B. Elektronenstoßionisation (EI)) die Moleküle fragmentiert 314,316,333–

335. Durch eine Fragmentierung werden für jede Substanz spezifische Fragment-Ionen erhalten, die als 

einzigartiger „Fingerabdruck“ fungieren, der mit geeigneten Datenbanken (z. B. NIST) abgeglichen 

werden kann 314,325,336. Da große Moleküle, wie z. B. Proteine, mit harten Ionisierungsmethoden nur 

schwer zu ionisieren sind, ist bei solchen Molekülen eine weiche Ionisierungsmethode von Vorteil 319,333–

335,337,338. Bei weichen Methoden tritt fast keine Fragmentierung des Analyten (M) auf und es werden 

fast ausschließlich so genannte Quasi-Molekülionen (Analyt als positiv geladenes Addukt [M+nX]n+ (X 

= H, NH4, Na, …) oder deprotonierter Analyt [M-nH]n-, wobei n = 1, 2, …) erhalten 316,333,337,339. Somit 

entstehen lediglich ein- oder mehrfach geladene Moleküle 335,338. Anhand der zugehörigen Mess-Signale 

kann der Analyt direkt oder nach einer so genannten Dekonvolution durch einen Massenabgleich mit 

der Literatur nachgewiesen werden 333–335,340. Bei der Dekonvolution wird durch einen Algorithmus 
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bestimmt, welche gemessenen m/z-Signale zu dem Analyt gehören und wie viele Ladungen vorhanden 

sind (n) 333,335,340. Aus den Signalen des Analyten mit unterschiedlich vielen Ladungen (m/z)n kann die 

Masse des Analyten MM bestimmt werden (siehe Gleichung (4)) 338. 

 *+, -. = /0 1 # ∙ /2#  (4) 

  

Hierbei ist MX die Molekülmasse der angehängten Kationen bzw. Protonen (+) oder der abstrahierten 

Protonen (-). 

Abbildung 24 zeigt, wie ein Massenspektrum eines Proteins vor und nach der Dekonvolution aussieht. 

Des Weiteren liefert die Abbildung eine Tabelle, welche veranschaulicht, wie aus den einzelnen m/z-

Signalen die Molekülmasse des Analyten bestimmt werden kann. 

 

Abbildung 24 Massenspektrum von deGFP. Abgebildet ist das Spektrum, welches zunächst vom 
Massenspektrometer generiert wird. Dieses zeigt Peaks von verschiedenen Ladungszuständen von deGFP, welche 
durch das Anhängen von Protonen verursacht werden (z = 19-37) (links oben). Mit diesen kann die Molekülmasse 
von deGFP unter Verwendung von Gleichung (4) errechnet werden. Die errechneten Werte können der Tabelle 
entnommen werden (rechts). Ein Massenspektrum kann auch weitere Peaks, wie z. B. Isotopenpeaks, enthalten, 
die eine solche manuelle Berechnung erschweren 340. Im Rahmen einer Dekonvolution wird durch einen 
Algorithmus bestimmt, welche Peaks dem Analyten angehören und welcher Ladungszustand vorliegt 333,335,340. 
Anschließend wird ein dekonvolutioniertes Spektrum generiert, in dem die Molekülmasse abgelesen werden kann 
(links unten). 
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Im Rahmen einer massenspektrometrischen Untersuchung werden die in der Ionenquelle erzeugten 

Ionen mit Hilfe eines Analysators nach deren Verhältnis aus Masse und Ladung (m/z) separiert 313,314,316. 

Hierfür existieren verschiedene Methoden, die mit unterschiedlichen Analysatoren realisiert werden 

können 313,314,316. Beispiele sind Quadrupol-, Time-of-Flight-, magnetische bzw. elektrostatische 

Sektorfeld- oder Ionenfallen-Analysatoren 313,314,316,319,341,342. Diese können einzeln oder in Kombination 

(Tandem-Massenspektrometer) verwendet werden 313,314,316,341. 

Nach deren Erzeugung erhalten die Ionen durch eine Beschleunigungsspannung U zunächst eine von 

m/z abhängige Geschwindigkeit v (m/z), welche durch Gleichung (5) gegeben ist 314,316,317,343. 

 3 *+, - = 42,56+ = 4&256' ∙ *+, -
7)

 (5) 

 

Hierbei ist e die Elementarladung 343. 

Anschließend durchlaufen die Ionen mit der Geschwindigkeit v den Analysator und wechselwirken 

abhängig von Geschwindigkeit und folglich von m/z mit einem magnetischen oder elektrischen Feld 313. 

Bei den wechselwirkenden Feldern kann es sich um einem elektrischen Quadrupol (Quadrupol-

Analysator) oder um ein statisches magnetisches bzw. elektrisches Feld (magnetischer bzw. 

elektrostatischer Sektorfeld-Analysator) handeln 313,319,344. Durch die m/z-abhängige Wechselwirkung 

gelangen Ionen mit unterschiedlichen m/z auf verschiedene Trajektorien, was eine Separation 

ermöglicht 313,315,330. Eine weitere Möglichkeit zur Separation von Ionen mit unterschiedlichen 

Geschwindigkeiten v ist die Bestimmung der Zeit, welche die Ionen benötigen, um eine definierte 

Strecke zurückzulegen (Time-of-Flight-Analysatoren) 314,345–348. 

Bei Ionenfallen-Analysatoren, wie z. B. einem Fourier-Transformations-Ionenzyklotronresonanz (FT-

ICR)-Analysator, werden Ionen zunächst durch Wechselwirkung mit einem elektrischen Quadrupol 

oder mit einem statischen magnetischen bzw. elektrischen Feld gespeichert 317,342,349,350. Die 

gespeicherten Ionen können durch Änderung der wechselwirkenden Felder oder durch Zuschaltung 

weiterer Felder aus der Falle gelangen 349–353. Je nach Änderung gelangen lediglich Ionen mit einem 

spezifischen m/z aus der Falle, was eine Separation ermöglicht 354. Dies soll beispielhaft für einen FT-

ICR-Analysator näher beschrieben werden, da ein solcher im Rahmen dieser Dissertation für diverse 

Proteinmessungen verwendet wurde. 

Bei einem FT-ICR-Analysator werden die Ionen zunächst gespeichert, indem diese durch ein 

Magnetfeld B auf Kreisbahnen mit geringen Zyklotronradien gezwungen werden, wobei die 

Umlauffrequenz durch die Zyklotronfrequenz fZyk gegeben ist (siehe Gleichung (6)) 349. 

 89:; *+, - = ,5<2�+ = 5<2� ∙ *+, -
7)

 (6) 
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Durch kurzzeitige Zuschaltung eines breitbandigen elektrischen Wechselfeldes (Chirp) finden 

Resonanzphänomene bei den gespeicherten Ionen statt, da dieses Anregungssignal auch die 

Zyklotronfrequenzen der Ionen umfasst 350–352. Hierbei wird erreicht, dass sich die angeregten Ionen 

synchron auf einer Kreisbahn mit einem größeren Zyklotronradius bewegen 349,350,353. Wird das 

Anregungssignal abgeschaltet, so bewegen sich die Ionen auf dieser Kreisbahn in Phase weiter, wobei 

die Umlauffrequenz der einzelnen Ionen durch deren Zyklotronfrequenz gegeben ist 349,352,353. Da die 

Zyklotronfrequenz von m/z abhängt (siehe Gleichung (6)), erfolgt hierdurch eine Separation von Ionen 

mit unterschiedlichen m/z. 

Nach der Separation der Ionen im Analysator müssen diese detektiert werden. Dies geschieht mit Hilfe 

eines Detektors 313,320,346. Hierbei existieren verschiedene Bauweisen, wie z. B. Faraday-Auffänger oder 

Sekundärelektronenvervielfacher (SEV) 314,316,355,356. Letztere werden in Photomultipliern und 

Mikrokanalplatten (MCP) verwendet 314,316,356. Treffen Ionen auf solche Detektoren, so werden zunächst 

Sekundärelektronen emittiert 317,357,358. Diese können direkt weitere Sekundärelektronen erzeugen, 

wodurch eine Amplifikation des ursprünglichen Signals verursacht wird (MCP-Detektor) oder durch 

Auftreffen auf einen Szintillator Photonen erzeugen, welche in einem Photomultiplier ein verstärktes 

Signal auslösen (Daly-Detektor) 278,344,356–359.  

In Massenspektrometern, welche einen FT-ICR-Analysator aufweisen, fungieren Elektroden als 

Detektoren 349,353. Dadurch, dass die Ionen durch deren Anregung auf einen größeren Zyklotronradius 

gelangen, kommen diese in die Nähe der radial angeordneten Detektorplatten und lösen dadurch bei 

jedem Umlauf ein Signal aus 350,352. Aufgrund der unterschiedlichen Zyklotronfrequenzen der Ionen 

entsteht somit ein kumuliertes Mess-Signal, welches als Superposition der einzelnen Ionenbewegungen 

angesehen werden kann 349,353. Durch eine Fourier-Transformation können daraus die verschiedenen m/z 

der Ionen hergeleitet werden 349,351,353. 
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4 Diskussion 

In diesem Abschnitt werden die Originalpublikationen, auf denen die vorliegende Dissertation basiert, 

diskutiert. Hierbei wird zunächst der wissenschaftliche Hintergrund der jeweiligen Publikation erörtert, 

bevor die erhaltenen Ergebnisse betrachtet werden. Anschließend folgen eine kurze Zusammenfassung 

und ein Ausblick. 

 

4.1 Schenkelberger et al. (2017) 

4.1.1 Hintergrund 

In Schenkelberger et al. (2017) wurde die Rolle der Cytosin-Methylierung in der eukaryotischen 

epigenetischen Genregulation näher untersucht. Diese kann in Säugetieren an Cytosinen in der DNA-

Sequenz „CpG“ stattfinden (5-Methylcytosin) 33,90,360,361. Die so genannte Methyl-CpG Bindedomäne 

(MBD) ist in diversen eukaryotischen Transkriptions-Regulatoren für deren Bindung an methylierte 

CpGs verantwortlich 200,362–365. So verfügt auch der humane Transkriptions-Regulator MeCP2 über diese 

Bindedomäne 200,362–365. Der Promotor III des „Brain-derived neurotrophic factor“ (BDNF), welcher 

fortan als BDNF-Promotor bezeichnet wird, verfügt über ein einzelnes zentrales CpG-Motiv und weist 

dadurch im methylierten Zustand von CpG eine hohe Affinität zu MeCP2 auf 43–46,366. Die Bindung von 

MeCP2 an den BDNF-Promotor geschieht über eine Interaktion zwischen MBD und der Methylgruppe 

des CpG-Motivs, welche einen „Fußabdruck“ von 12 Basen (CpG in der Mitte) auf der DNA hinterlässt 

367. 

Da MBD eine maßgebliche Rolle bei der Interaktion zwischen MeCP2 und dem BDNF-Promotor spielt 

44,362,365,367, sollte MBD auf transkriptions-regulatorische Eigenschaften in Verbindung mit dem BDNF-

Promotor untersucht werden. Um zu untersuchen, ob diese Regulation Organismus-spezifisch ist, 

wurden die entsprechenden Untersuchungen in einem auf E. coli basierenden, zellfreien 

Expressionssystem durchgeführt. 

 

4.1.2 Ergebnisse 

In den Experimenten wurde ein Plasmid verwendet, mit dem eine Expression von degfp unter der 

Kontrolle des BDNF-Promotors im zuvor erwähnten prokaryotischen, zellfreien Expressionssystem 

durchgeführt werden konnte. Dies wurde ermöglicht, indem der BDNF-Promotor im verwendeten 

Plasmid zwischen die Sigma-Faktor σ70 spezifischen Konsensussequenzen (−35- und −10-Element) von 

E. coli Promotoren, die mit Haushaltsgenen assoziiert sind, inseriert wurde 49. In Verbindung mit der 

RNA-Polymerase initiiert σ70 als Holoenzym die Transkription 50,368,369. Das verwendete Plasmid konnte 
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mit methyliertem oder mit unmethyliertem BDNF-Promotor dem Expressionssystem hinzugefügt 

werden. Durch eine zusätzliche Hinzugabe von MBD konnte dessen Einfluss auf die Expression von 

degfp durch Messung der Fluoreszenz-Intensität von deGFP untersucht werden (siehe Schenkelberger 

et al. (2017), Abbildung 1). 

MBD wurde in den Experimenten nicht direkt in rekombinanter Form hinzugefügt, sondern im Rahmen 

einer Koexpression synthetisiert. Während die Konzentration des deGFP-codierenden Plasmids (mit 

methyliertem oder unmethyliertem BDNF-Promotor) im Expressionssystem konstant war (5 nM), 

wurde die Konzentration des hinzugegebenen MBD-codierenden Plasmids variiert (0 nM - 1 nM). Nach 

der Hinzugabe aller benötigten Komponenten wurde eine Genexpressionsreaktion über 16 h bei 29 °C 

durchgeführt und anschließend die Fluoreszenz-Intensität des synthetisierten deGFP gemessen. 

Anhand der Messungen konnte gezeigt werden, dass lediglich im Falle eines methylierten BDNF-

Promotors die Expression von degfp effektiv durch MBD reprimiert wurde. Erhöhte Konzentrationen 

an synthetisiertem MBD, welche durch erhöhte Konzentrationen am MBD-codierenden Plasmid erreicht 

werden konnten (28 zeigt die Korrelation zwischen Plasmid-Konzentration und synthetisiertem Protein), 

hatten eine stärkere Repression zur Folge (siehe Schenkelberger et al. (2017), Abbildung 2). Somit 

konnte gezeigt werden, dass MBD in Verbindung mit dem BDNF-Promotor als Transkriptions-

Regulator fungieren kann. Des Weiteren wurde gezeigt, dass diese Regulation nicht Organismus-

spezifisch ist. Nach Gewinnung dieser neuen Erkenntnisse wurde der Genregulationsmechanismus 

weiter untersucht. 

Da an der Interaktion zwischen MBD und dem BDNF-Promotor maßgeblich das zentrale, am Cytosin 

methylierte CpG-Motiv beteiligt ist, stellte sich die Frage, ob die benachbarten DNA-Sequenzen einen 

Einfluss auf diese Interaktion haben, wie dies für MeCP2 der Fall ist 44,45,362,365,367,370,371. In in vitro 

DNase-Fußabdruck-Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass durch die Bindung von MBD 

an ein am Cytosin methyliertes CpG-Motiv die jeweils 5 benachbarten Basen „blockiert“ werden 367. 

Somit können auch diese Basen mit MBD interagieren. Um dies genauer zu untersuchen, wurden 

verschiedene Mutanten des nativen BDNF-Promotors generiert, welche mutierte Basen in unmittelbarer 

Nähe des zentralen CpGs besitzen (siehe Schenkelberger et al. (2017), Tabelle 1). Diese wurden als 

alternative Promotoren für die Expression von degfp in analogen Experimenten verwendet. 

Dabei konnte festgestellt werden, dass die Mutationen die absolute Expression von degfp beeinflussten. 

Dennoch konnte bei allen Mutanten, in Analogie zum nativen BDNF-Promotor, eine effektive 

Repression der degfp-Expression nur im Falle einer Methylierung des Promotors und erhöhten MBD-

Konzentrationen erreicht werden (siehe Schenkelberger et al. (2017), Abbildung 3). In diesem 

Zusammenhang wurde die Fluoreszenz-Intensität von synthetisiertem deGFP bei verschiedenen MBD-

Konzentrationen auf die Fluoreszenz-Intensität von synthetisiertem deGFP in Abwesenheit von MBD 

normiert. Anhand der normierten Werte konnte für alle Mutanten und den nativen BDNF-Promotor 

gezeigt werden, dass die durch MBD verursachte Repression der degfp-Expression in allen Fällen 
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vergleichbar war (siehe Schenkelberger et al. (2017), Abbildung 4). Somit konnte durch Mutationen der 

von CpG benachbarten Basen die absolute Genexpression beeinflusst werden, nicht jedoch die relative 

Repression in Abhängigkeit der MBD-Konzentration. 

Im Anschluss sollte gezeigt werden, ob das beobachtete Verhalten durch ein einfaches kinetisches 

Modell für das Binden von MBD und/oder den Sigma-Faktor σ70 an den methylierten BDNF-Promotor 

beschrieben werden konnte.  

Diesbezüglich wurde ein Modell entwickelt, welches davon ausgeht, dass zunächst MBD und/oder σ70 

mit unterschiedlichen Raten an den BDNF-Promotor binden können. Hierbei bindet MBD mit der Rate 

kM
on an den BDNF-Promotor. Diese ist für alle Mutanten gleich, da die Bindung maßgeblich zwischen 

dem zentralen methylierten CpG und MBD erfolgt 44,362,365,367. Im Gegensatz dazu ist die Rate kσ
on, mit 

der σ70 an den BDNF-Promotor bindet, von der gesamten Sequenz des Promotors abhängig und somit 

für unterschiedliche absolute Genexpressionslevels der verschiedenen Mutanten verantwortlich. Der 

Einfluss der Promotor-Sequenz auf die Affinität zwischen Promotor und RNA-Polymerase wurde 

bereits in der Literatur beschrieben und lässt eine analoge Annahme bzgl. σ70 zu 197–199,368. Des Weiteren 

hängt kσ
on davon ab, ob am BDNF-Promotor bereits MBD gebunden wurde. Ist dies der Fall, so 

verringert sich kσ
on durch sterische Hinderungen (kσ,-MBD

on >> kσ,+MBD
on). Die Ergebnisse der zuvor 

erwähnten in vitro DNase-Fußabdruck-Untersuchungen 367 unterstützen diese Vermutung. Dadurch, 

dass MBD und/oder σ70 an den BDNF-Promotor binden können, existieren für diesen vier mögliche 

Zustände: BDNF ohne Bindeelemente (1), BDNF mit MBD (2), BDNF mit σ70 (3) und BDNF mit MBD 

und σ70 (4) (siehe Schenkelberger et al. (2017), Abbildung 5).  

Eine Expression von degfp erfolgt lediglich in den Zuständen (3) und (4), in denen σ70 gebunden ist. 

Hierbei kann die Gesamtexpression E als Superposition der Expression aus Zustand (3) (kein MBD 

gebunden) E- und der Expression aus Zustand (4) (MBD gebunden) E+ geschrieben werden, wobei E− > 

E+ (siehe Gleichung (7)). 

 � = =&3'?=&3'? � =&4'? �7 � =&4'?=&3'? � =&4'? �A (7) 

 

In der Gleichung repräsentiert [(x)] die Konzentration des Promotors im Zustand x. 

Wird berücksichtigt, dass ein Übergang zwischen den Zuständen (3) und (4) durch Assoziation bzw. 

Dissoziation von MBD erfolgen kann, lässt sich die Dissoziationskonstante von MBD KD,M als weitere 

Größe einführen (siehe Gleichung (8)). 

 B�,0 = =&3'?=/<D?=&4'?  (8) 
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Mit Gleichung (7) und Gleichung (8) kann somit ein neuer Ausdruck für die Gesamtexpression gefunden 

werden, bei dem die Konzentration des Promotors im Zustand x nicht benötigt wird und der eine 

Abhängigkeit von der MBD-Konzentration [MBD] aufweist (siehe Gleichung (9)). 

 � = �A � &�7 − �A' ∙ B�,0B�,0 � =/<D?  (9) 

 

Die erhaltene Gleichung (9) wurde für die Anpassung der experimentellen Daten verwendet. Hierbei 

konnte festgestellt werden, dass die experimentellen Daten für alle untersuchten BDNF-Varianten (nativ 

und mutiert) mit Gleichung (9) angepasst werden konnten (siehe Schenkelberger et al. (2017), 

Abbildung 6 und Abbildung S8). Somit konnte das vorgeschlagene einfache kinetische Modell bestätigt 

werden. 

Für eine weitere Untersuchung des Genregulationsmechanismus von MBD in Verbindung mit dem 

BDNF-Promotor wurden Molekulardynamik-Simulationen durchgeführt (siehe Schenkelberger et al. 

(2017), Abbildung 7 - 10). Hierbei konnte gezeigt werden, dass durch die Bindung von MBD an die 

methylierte BDNF-Promotor-DNA deren große Furche im Bereich der Bindestelle von ca. 15 Å auf ca. 

20 Å vergrößert wird. Liegt der BDNF-Promotor in der unmethylierten Form vor, so fällt diese 

Vergrößerung geringer aus. Somit konnte gezeigt werden, dass Konformationsänderungen der DNA in 

den Genregulationsmechanismus von MBD (und vermutlich auch MeCP2) in Verbindung mit dem 

BDNF-Promotor involviert sind. Da die maßgebliche Interaktion zwischen MBD und dem BDNF-

Promotor lediglich am zentralen CpG-Motiv stattfindet, die Konformationsänderungen sich aber über 

mehrere Basenpaare erstrecken, ist dies ein Indiz für kooperative Effekte. Eine solche Kooperativität 

kann eine mögliche Erklärung für die hohe Spezifität von MBD gegenüber dem BDNF-Promotor 

darstellen. 

 

4.1.3 Zusammenfassung und Ausblick 

In Schenkelberger et al. (2017) wurde eine durch MBD verursachte Genregulation in Verbindung mit 

dem BDNF-Promotor in einem auf E. coli basierenden, zellfreien Expressionssystem beschrieben. 

Daraus resultierte der experimentelle Nachweis, dass MBD, welches Bestandteil diverser eukaryotischer 

Transkriptions-Regulatoren ist 200,362–365, auch alleine als Transkriptions-Regulator fungieren kann. Des 

Weiteren konnte dadurch, dass ein prokaryotisches, zellfreies Expressionssystem für die durchgeführten 

Experimente verwendet wurde, erstmals ein eukaryotischer epigenetischer Genregulationsmechanismus 

in einem solchen System realisiert werden. Dies zeigte, dass der zugrunde liegende 

Regulationsmechanismus nicht Organismus-spezifisch ist. Des Weiteren konnten Hinweise gefunden 

werden, dass die durch MBD verursachte Genregulation auf DNA-Konformationsänderungen des 

BDNF-Promotors zurückzuführen ist. 



4 Diskussion 

 

130  

Diese Erkenntnisse könnten in zukünftigen Experimenten eine wichtige Rolle spielen, da hiermit die 

Generierung neuer universeller Genregulationsmechanismen ermöglicht wird, die nicht an einen 

Organismus gebunden sind 29,372–375. Der Nachweis, dass MBD transkriptions-regulatorische 

Eigenschaften aufweist, könnte eine neue Betrachtungsweise der Genregulationsmechanismen von 

MBD-assoziierten Transkriptions-Regulatoren, wie z. B. MeCP2, zur Folge haben.  

Die Transkriptionsregulation durch MeCP2, welches über MBD verfügt, steht in Verbindung mit vielen 

neuropsychiatrischen Erkrankungen, wie z. B. dem Rett-Syndrom 46,48,376. In Untersuchungen dieser 

Krankheit wurde lediglich MeCP2 als verantwortlicher Transkriptions-Regulator betrachtet 46,48,376,377, 

wobei 20 % aller Rett-Syndrom-Fälle durch Mutationen in der MBD-Region von MeCP2 verursacht 

werden 376. Aus diesem Grund können die in Schenkelberger et al. (2017) präsentierten Erkenntnisse 

der MBD vermittelten Transkriptionsregulation eine neue Betrachtung ermöglichen. Da 

Punktmutationen in MBD dessen Funktionalität beeinflussen und folglich das Rett-Syndrom auslösen 

können 376, kann angenommen werden, dass diese Anfälligkeit von MBD gegenüber Punktmutationen 

aus kooperativen Effekten bei der Bindung von MBD an die DNA resultiert. 
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4.2 Worst et al. (2021) 

4.2.1 Hintergrund 

In Worst et al. (2021) wurde der methylierungsabhängige Regulationsmechanismus der Gene für 

Pyelonephritis-assoziierte Pili (Pap), welche in uropathogenen E. coli (UPEC) als Virulenzfaktoren 

fungieren 50–53, näher untersucht. Das zugrunde liegende native DNA-Konstrukt ist der so genannte Pap 

epigenetische Schalter, welcher aus der pap-regulatorischen Region und den pap-Genen papI, papB und 

papA besteht (siehe Abbildung 25) 40,52,92,378–380. Da es sich bei papA, im Gegensatz zu den 

Regulatorgenen papI und papB, um ein Strukturgen handelt, ist dieses nicht direkt in den 

Regulationsmechanismus involviert 50,378,379. Aus diesem Grund wurde papA in der vorliegenden Studie 

nicht betrachtet. 

 

Abbildung 25 Schematische Darstellung des Pap epigenetischen Schalters. 

 

Die pap-regulatorische Region beinhaltet 6 Bindestellen (BS) für den Transkriptions-Regulator 

„Leucine-responsive regulatory protein“ (Lrp), wobei in den Bindestellen 5 und 2 das DNA-Motiv 

„GATC“ vorhanden ist 52,380. Dieses ermöglicht eine durch die DNA-Adenin-Methyltransferase (Dam) 

vermittelte DNA-Methylierung des Adenins zu N6-Methyladenin 52,380–382. 

Je nachdem, ob die GATC-Sequenz in Lrp-BS 5 (GATCdist) oder in Lrp-BS 2 (GATCprox) methyliert 

vorliegt, wird von der OFF-Phase (GATCdist methyliert) oder der ON-Phase (GATCprox methyliert) des 

Pap epigenetischen Schalters gesprochen 40,53. Während in der OFF-Phase die Expression der pap-Gene 

reprimiert wird, werden in der ON-Phase die pap-Gene exprimiert 40,53 (siehe Worst et al. (2021), 

Abbildung 1). 

Bei diesem Regulationsmechanismus spielt der Transkriptions-Regulator Lrp eine entscheidende Rolle 

40,52,383. Liegt der Pap epigenetische Schalter in der OFF-Phase vor, so wird die Bindung von Lrp an die 

Lrp-Bindestellen 4-6 durch die Methylierung von Lrp-BS 5 unterbunden und Lrp bindet kooperativ an 

die Lrp-Bindestellen 1-3 40,52,383. Dadurch wird der papBA-Promotor sterisch blockiert und folglich kein 

PapB produziert, welches wiederum für die papI-Expression als Aktivator benötigt wird 52,379,384,385. 

Somit findet auch keine papI-Expression statt 379,384. Im Gegensatz dazu wird in der ON-Phase des Pap 

epigenetischen Schalters die Bindung von Lrp an die Bindestellen 1-3 durch die Methylierung von Lrp-



4 Diskussion 

 

132  

BS 2 unterbunden und Lrp bindet kooperativ an die Lrp-Bindestellen 4-6 40,52,383. Somit sind der papBA- 

sowie der papI-Promotor für die RNA-Polymerase zugänglich und es wird zunächst papB exprimiert 52. 

Das gebildete PapB kann anschließend durch Bindung an PapB-BS 1 die Expression von papI aktivieren 

40,50,379,384. PapI erhöht wiederum die Bindeaffinität von Lrp gegenüber den Lrp-BS 2 und 5, wobei ein 

kooperatives Binden an Lrp-BS 2 durch die Methylgruppe verhindert wird 40,52,383. Daraus resultiert eine 

Stabilisierung der ON-Phase 40. Des Weiteren ist die Bindung des Transkriptions-Regulators „Catabolite 

activator protein“ (CAP) an die CAP-BS essenziell für die Expression der pap-Gene 384,386. 

Bezüglich der kooperativen Bindung von Lrp an je drei Lrp-Bindestellen wurde vorgeschlagen, dass 

sich durch einen Zusammenschluss von vier Lrp-Dimeren ringförmige Lrp-Oktamere ausbilden, bei 

denen drei Dimere mit drei Lrp-Bindestellen wechselwirken können 387–389. Dies kann die Konformation 

der DNA beeinflussen, was wiederum essenziell für den methylierungsabhängigen 

Regulationsmechanismus sein kann (siehe Abbildung 26) 52,383. 

 

Abbildung 26 Mögliche Lrp vermittelte Konformationsänderungen der pap-regulatorischen Region†. 
Vorgeschlagen von Peterson & Reich 383. 

 

Der Pap epigenetische Schalter kann durch einen Phasenvariationsmechanismus zwischen den beiden 

Phasen „schalten“ 40,50,383,390. Hierbei müssen für einen Übergang zwei DNA-Replikationszyklen 

durchlaufen werden, damit sich der Methylierungszustand ändert 40,50,383,390. 

Für eine bessere Untersuchung des mit dem Phasenvariationsmechanismus des Pap epigenetischen 

Schalters assoziierten methylierungsabhängigen Genregulationsmechanismus wurde ein modifizierter, 

synthetischer Pap epigenetischer Schalter designt 50 (siehe Worst et al. (2021), Abbildung 2) und in 

anschließenden Experimenten charakterisiert.  

 
† Die dargestellte Abbildung basiert auf einer Grafik, welche von Emanuel Worst im Rahmen seiner Dissertation 
am Lehrstuhl für Biologische Experimentalphysik an der Universität des Saarlandes angefertigt wurde. 
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4.2.2 Ergebnisse 

Im synthetischen Pap epigenetischen Schalter wurden die pap-Gene durch die codierenden Gene für die 

Fluoreszenzproteine mCherry (Ersatz für papI) und deGFP (Ersatz für papB und papA) ersetzt. Dadurch 

kann die Genexpression stromauf- und stromabwärts der pap-regulatorischen Region visualisiert 

werden. In der pap-regulatorischen Region (native Sequenz: GenBank: X14471.1, basierend auf 51; 

DNA-Sequenzen der 6 Lrp-Bindestellen basierend auf 40) wurden sowohl das −35- als auch das −10-

Element des papBA-Promotors, welche die Lrp-BS 3 umschließen, gegen die entsprechenden Elemente 

des Or2-Or1-Pr-Promotors (Sequenzen der Elemente basierend auf 28,49,50) ausgetauscht. Des Weiteren 

wurde der papI-Promotor entfernt und stattdessen das −35- und das −10-Element des Or2-Or1-Pr-

Promotors so eingefügt, dass diese Elemente die Lrp-BS 4 flankieren. Das −35- und das −10-Element 

des Or2-Or1-Pr-Promotors wurden verwendet, um eine effektive Transkription im verwendeten auf E. 

coli basierenden, zellfreien Expressionssystem zu erreichen. Zwischen der modifizierten pap-

regulatorischen Region und den beiden endständigen Genen mcherry und degfp wurde jeweils die 

Sequenz der untranslatierten Region UTR1 (Sequenz basierend auf 28) eingefügt.  

Im Gegensatz zum nativen Pap epigenetischen Schalter soll beim synthetischen Pap epigenetischen 

Schalter in beiden Phasen eine Genexpression stattfinden. Durch unterschiedliche Reportergene kann 

somit das Vorliegen der jeweiligen Phase visualisiert werden. In der OFF-Phase soll mcherry exprimiert 

werden, in der ON-Phase degfp. Um die verschiedenen Methylierungszustände der beiden Phasen zu 

erreichen, wurde entweder GATCdist oder GATCprox zur Sequenz „GCTC“ mutiert, wobei diese Mutation 

die Bindeaffinität von Lrp gegenüber der Lrp-BS nicht verändert 53. Anschließend wurde eine 

Methylierung mit Dam durchgeführt. Während die verbleibende GATC-Sequenz dabei methyliert 

wurde, blieb die GCTC-Sequenz unmethyliert. Zusätzlich wurde ein weiterer Methylierungszustand 

generiert, bei dem sowohl GATCdist als auch GATCprox methyliert wurde. In den durchgeführten 

Experimenten wurde der designte synthetische Pap epigenetische Schalter in den 

Methylierungszuständen (0,1), (1,0) und (1,1) verwendet. Hierbei steht die erste Zahl des 2-Tupels für 

den Methylierungsstatus (1 = methyliert; 0 = unmethyliert) der Lrp-BS 5 und die zweite Zahl für den 

Methylierungsstatus der Lrp-BS 2. Die korrekte und effiziente Methylierung der generierten Konstrukte 

wurde mittels DpnI-Restriktionsverdau (schneidet nur an methylierten GATC-Sequenzen 41,391,392) und 

anschließender Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen (siehe Worst et al. (2021), Abbildung 10 i. V. 

m. Tabelle 2). 

Die generierten Konstrukte wurden in ein auf E. coli basierendes, zellfreies Expressionssystem gegeben 

und die Expression von mcherry bzw. degfp durch Messung der Fluoreszenz-Intensität der 

korrespondierenden Fluoreszenzproteine visualisiert. Hierbei konnte die höchste deGFP Fluoreszenz-

Intensität im Methylierungszustand (0,1) und die höchste mCherry Fluoreszenz-Intensität im 

Methylierungszustand (1,0) gemessen werden. Die geringste Fluoreszenz-Intensität beider 
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Fluoreszenzproteine wurde im Methylierungszustand (1,1) gemessen (siehe Worst et al. (2021), 

Abbildung 3). 

Da die Transkriptions-Regulatoren Lrp und PapI einen entscheidenden Einfluss auf den 

Phasenvariationsmechanismus des nativen Pap epigenetischen Schalters haben 40,50,52,380,383,393, sollte 

gezeigt werden, ob dies auch für den synthetischen Pap epigenetischen Schalter zutrifft. Zu diesem 

Zweck wurden Genexpressionsreaktionen mit dem synthetischen Pap epigenetischen Schalter in den 

verschiedenen Methylierungszuständen durchgeführt, bei denen eine Koexpression von lrp bzw. papI 

stattfand. Hierbei wurden Plasmide mit den codierenden Genen dem Expressionssystem in 

verschiedenen Konzentrationen hinzugefügt, um unterschiedliche Mengen des jeweiligen 

Transkriptions-Regulators zu synthetisieren (28 zeigt die Korrelation zwischen Plasmid-Konzentration 

und synthetisiertem Protein) (siehe Worst et al. (2021), Abbildung 4 und S5).  

In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Erhöhung der Lrp-Konzentration in allen 

Methylierungszuständen und unterschiedlichen PapI-Konzentrationen zu einer Verminderung der 

Genexpression führte. Dennoch war für alle Lrp-Konzentrationen die deGFP Fluoreszenz-Intensität im 

Methylierungszustand (0,1) und die mCherry Fluoreszenz-Intensität im Methylierungszustand (1,0) am 

höchsten. Dies zeigte, dass durch die Erhöhung der Lrp-Konzentration die Wahrscheinlichkeit der 

Bindung von Lrp and alle Lrp-Bindestellen erhöht wurde, was eine gleichzeitige Repression beider 

Reportergene zur Folge hatte. Auch ohne Koexpression von papI konnte dieses Verhalten beobachtet 

werden. Da für die Präparation des Expressionssystems ein Bakterienstamm verwendet wurde, der kein 

PapI synthetisiert, ist im Expressionssystem generell kein PapI vorhanden (das Genom von E. coli 

Stamm BL21 enthält kein Gen für PapI; Sequenz: GenBank: CP010816.1 394). Erst durch die 

rekombinante Expression von papI wird PapI synthetisiert. Somit konnte Lrp in unseren Experimenten 

auch in Abwesenheit von PapI eine methylierungsabhängige Genregulation bewirken, während für die 

methylierungsabhängige Genregulation des nativen Pap epigenetischen Schalters beide Transkriptions-

Regulatoren benötigt wurden 40,52,383. 

Eine Erhöhung der PapI-Konzentration konnte nur im Methylierungszustand (0,1) ohne Koexpression 

von lrp die deGFP Fluoreszenz-Intensität erhöhen, während die mCherry Fluoreszenz-Intensität 

verringert wurde. Da PapI für die Interaktion mit der pap-regulatorischen Region Lrp benötigt 395, zeigte 

dies, dass im verwendeten Expressionssystem geringe Mengen von Lrp aufgrund dessen Präparation 

vorhanden sein mussten, was auch bereits in der Literatur bestätigt wurde (siehe Anhang von 183). Die 

erhaltenen Messergebnisse können dadurch erklärt werden, dass die Erhöhung der PapI-Konzentration 

zu einer erhöhten Bindeaffinität von Lrp gegenüber der Lrp-BS 5 führte, da Vergleichbares bereits für 

das native System gezeigt wurde 40,52,53,383. Hierbei gilt anzumerken, dass auch im Methylierungszustand 

(1,1) ohne Koexpression von lrp, die mCherry Fluoreszenz-Intensität durch Erhöhung der PapI-

Konzentration verringert wurde, wobei dieses Verhalten weniger ausgeprägt war als im 

Methylierungszustand (0,1). 
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In Analogie zum nativen Pap epigenetischen Schalter 40,52,383,396 wurde angenommen, dass die 

Methylierung von Lrp-BS 5 oder Lrp-BS 2 des synthetischen Pap epigenetischen Schalters eine 

kooperative Bindung von Lrp an diese Lrp-BS verhindert. Vielmehr kann davon ausgegangen werden, 

dass Lrp kooperativ an die verbleibende, unmethylierte Lrp-BS bindet, dadurch eine Bindung der RNA-

Polymerase verhindert und somit die Expression des benachbarten Gens reprimiert. Daraus resultiert 

lediglich die Expression des Gens, welches sich in der Nähe der methylierten Lrp-BS befindet. Wird 

Lrp-BS 5 methyliert (1,0), findet die Expression von mcherry statt. Wird Lrp-BS 2 methyliert (0,1), 

findet die Expression von degfp statt. Somit sollte im Methylierungszustand (1,1) die Expression beider 

Reportergene stattfinden, da kein Lrp kooperativ binden kann (siehe Worst et al. (2021), Abbildung 5). 

In Analogie zum nativen System 52,383 wurde auch für den synthetischen Pap epigenetischen Schalter 

angenommen, dass ringförmige Lrp-Oktamere die Konformation der DNA verändern können 

(vergleiche Abbildung 26 mit Worst et al. (2021), Abbildung 6). 

Während die Methylierungszustände (1,0) und (0,1) in den durchgeführten Experimenten die erwarteten 

Ergebnisse lieferten, konnte festgestellt werden, dass im Methylierungszustand (1,1) eine Repression 

beider Reportergene stattfand (siehe Worst et al. (2021), Abbildung 3, 4 und S5). Somit konnten die 

erhaltenen Ergebnisse nicht durch den von Peterson & Reich vorgeschlagenen Regulationsmechanismus 

383 erklärt werden.  

Im Rahmen des Designs des synthetischen Pap epigenetischen Schalters konnte bereits festgestellt 

werden, dass sich dessen Synthese als schwierig gestaltete 50. Diesbezüglich wurde vermutet, dass 

selbstkomplementäre Bereiche innerhalb der DNA-Sequenz der pap-regulatorischen Region 

Sekundärstrukturen zur Folge haben, welche die Synthese erschweren. Da Sekundärstrukturen einen 

Einfluss auf die Genexpression haben können 95, wurde folglich angenommen, dass diese 

Sekundärstrukturen in den methylierungsabhängigen Genregulationsmechanismus des synthetischen 

Pap epigenetischen Schalters involviert sind.  

In diesem Zusammenhang wurden die DNA-Einzelstränge der synthetischen pap-regulatorischen 

Region mit dem „mfold web server” 397 auf mögliche Sekundärstrukturen untersucht. Hierbei konnte 

festgestellt werden, dass diese durch selbstkomplementäre Sequenzen Sekundärstrukturen ausbilden 

können, bei denen Lrp-BS 5 und 2 fast vollständig und Lrp-BS 1 und 6 sowie Lrp-BS 3 und 4 zumindest 

teilweise gepaart vorliegen. Somit kann die doppelsträngige synthetische pap-regulatorische Region 

neben der linearen DNA-Konformation auch kreuzförmige DNA-Konformationen ausbilden (siehe 

Worst et al. (2021), Abbildung 7). 

Um die Ausbildung solcher kreuzförmiger DNA-Konformationen nachzuweisen, wurden für die drei 

Methylierungszustände je zwei unterschiedliche, doppelt-gelabelte lineare DNA-Konstrukte mit der 

DNA-Sequenz der synthetischen pap-regulatorischen Region generiert. Als Labels wurden der 

Fluoreszenzfarbstoff 6-Fam sowie dessen Quencher BHQ1 293 verwendet. Da eine direkte Synthese der 

DNA-Konstrukte nicht möglich war, wurden zunächst einzelsträngige DNA-Oligos synthetisiert 
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(Metabion international AG, Planegg/Steinkirchen, Deutschland; DNA-Sequenzen, siehe Worst et al. 

(2021), Abbildung S7) und anschließend hybridisiert und ligiert, um die beiden Konstrukte in den drei 

möglichen Methylierungszuständen zu erhalten. Bei einem Konstrukt („LinearQuenchDNA“) wurden 

die beiden Labels so angeordnet, dass ein Quenching der Fluoreszenz-Intensität von 6-Fam bei 

Vorliegen einer linearen DNA-Konformation stattfindet. Bei dem anderen Konstrukt 

(„CruciformQuenchDNA“) erfolgte die Anordnung so, dass bei Vorliegen einer vermuteten 

kreuzförmigen DNA-Konformation Quenching auftritt (siehe Worst et al. (2021), Abbildung 11). 

Unter Verwendung der generierten Konstrukte wurde kontinuierlich die 6-Fam Fluoreszenz-Intensität 

in einer gepufferten sowie einer bakteriellen („all E. coli cell-free expression system“ 28,29; Lrp 

vorhanden, siehe Anhang von 183) Umgebung gemessen (siehe Worst et al. (2021), Abbildung 8 und 

S8). Hierbei konnte festgestellt werden, dass in der gepufferten Umgebung das Konstrukt 

„LinearQuenchDNA“ eine konstante, stark gequenchte 6-Fam Fluoreszenz-Intensität aufwies, während 

für das Konstrukt „CruciformQuenchDNA“ eine konstante, ungequenchte 6-Fam Fluoreszenz-Intensität 

erhalten wurde. Folglich wurde die lineare DNA-Konformation der synthetischen pap-regulatorischen 

Region in der gepufferten Umgebung beibehalten. 

In der bakteriellen Umgebung, in der auch Lrp vorhanden war, wurde hingegen ein anderes Verhalten 

beobachtet. Wurde das Konstrukt „LinearQuenchDNA“ in die bakterielle Umgebung eingeführt, konnte 

festgestellt werden, dass die anfänglich gequenchte 6-Fam Fluoreszenz-Intensität innerhalb kürzester 

Zeit stark anstieg und anschließend einen konstanten Wert erreichte. Dies kann mit der „Öffnung“ der 

linearen DNA-Konformation erklärt werden. Bei Einführung des Konstruktes „CruciformQuenchDNA“ 

erfolgte über die gesamte Messdauer eine Abnahme der anfänglich ungequenchten 6-Fam Fluoreszenz-

Intensität. Dies zeigt die Ausbildung der vermuteten kreuzförmigen DNA-Konformation. Die 

Ergebnisse beider Konstrukte lieferten den Nachweis, dass die anfänglich lineare DNA-Konformation 

der synthetischen pap-regulatorischen Region in der bakteriellen Umgebung aufgelöst und tatsächlich 

die vermutete kreuzförmige DNA-Konformation ausgebildet wurde.  

Während die „Öffnung“ der DNA schnell über ein kurzes Zeitintervall von mehreren Minuten erfolgte, 

geschah die Ausbildung der vermuteten kreuzförmigen DNA-Konformation verhältnismäßig langsam 

über ein langes Zeitintervall von mehreren Stunden. Des Weiteren war die finale gemessene 6-Fam 

Fluoreszenz-Intensität des Konstruktes „LinearQuenchDNA“ geringer als die maximal mögliche, 

welche in Abwesenheit des Quenchers bestimmt wurde. Zusätzlich war die finale gemessene 6-Fam 

Fluoreszenz-Intensität des Konstruktes „CruciformQuenchDNA“ zu hoch, um von einem kompletten 

Quenching auszugehen. Zusammenfassend lassen sich diese Beobachtungen dadurch erklären, dass die 

„Öffnung“ der DNA den Übergang von einer definierten Konformation in eine Vielzahl anderer 

möglicher Konformationen darstellt und die vermutete kreuzförmige DNA-Konformation nur eine von 

diesen ist. Da auch andere Konformationen ausgebildet werden können, geschieht die „Öffnung“ 

schneller als die Ausbildung einer neuen definierten Konformation. Des Weiteren erfolgte keine 
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komplette „Öffnung“ der linearen DNA-Konformation, was die Vermutung nahelegt, dass ein geringer 

Anteil des Konstruktes in der linearen oder einer vergleichbaren Konformation verweilte. Somit kann 

die synthetische pap-regulatorische Region gleichzeitig in einer Vielzahl von verschieden 

Konformationen vorliegen, wobei der Anteil der nicht linearen Konformationen stark überwiegt. Diese 

Annahme wird dadurch verstärkt, dass die simultane Präsenz verschiedener DNA-Konformationen für 

gleiche DNA-Konstrukte bereits in der Literatur beschrieben wurde 95,96,98. 

Mit dem Nachweis der vermuteten kreuzförmigen DNA-Konformation der synthetischen pap-

regulatorischen Region konnte ein neuer Ansatz bezüglich des methylierungsabhängigen 

Genregulationsmechanismus des synthetischen Pap epigenetischen Schalters gemacht werden (siehe 

Worst et al. (2021), Abbildung 9). Dieser besagt, dass in den drei möglichen Methylierungszuständen 

eine kreuzförmige DNA-Konformation ausgebildet werden kann. Hierbei stellt die vorgeschlagene 

kreuzförmige DNA-Konformation nur eine unter vielen möglichen dar, welche sich u. a. durch die 

Länge der Haarnadelstrukturen unterscheiden. Je nach Länge der Haarnadelstrukturen kann eine 

Genexpression der Reportergene erfolgen oder nicht. Vergleichbare Beispiele aus der Literatur lassen 

eine solche Vermutung zu 95,98.  

Somit kann für den Methylierungszustand (1,1) angenommen werden, dass gleichzeitig kreuzförmige 

DNA-Konformationen vorliegen, in denen eine Expression von mcherry und degfp stattfindet, sowie 

kreuzförmige DNA-Konformationen, in denen eine Genexpression beider Reportergene reprimiert wird.  

Für die Methylierungszustände (1,0) und (0,1) gestaltet sich eine andere Situation. Dadurch, dass Lrp 

kooperativ an die unmethylierte Lrp-BS 2 bzw. 5 bindet, wird die Expression von degfp bzw. mcherry 

unabhängig von der DNA-Konformation reprimiert, während mcherry bzw. degfp exprimiert wird. 

Prinzipiell kann aber auch für diese Methylierungszustände davon ausgegangen werden, dass 

verschiedene kreuzförmige DNA-Konformationen möglich sind, die die Expression des zu 

exprimierenden Gens fördern oder unterbinden. Hierbei gilt anzumerken, dass die 

Methylierungszustände (1,0) und (0,1) die Besonderheit aufweisen, dass bei der Ausbildung 

kreuzförmiger DNA-Konformationen hemimethylierte GATC-Sequenzen entstehen. In der Literatur 

wurde bereits beschrieben, dass solche Hemimethylierungen eine veränderte DNA-Struktur mit einer 

verengten großen Furche bewirken, was das Bindungsverhalten diverser Proteine an diese Stellen 

beeinflussen kann 398,399. Diesbezüglich konnte für die Transkriptions-Regulatoren Lrp und PapI 

nachgewiesen werden, dass deren Bindungsverhalten gegenüber dem Pap epigenetischen Schalter durch 

das Vorliegen von hemimethylierten GATC-Sequenzen innerhalb der pap-regulatorischen Region und 

zusätzlich durch die Art der Hemimethylierung beeinflusst wird 40. In Analogie zur Literatur 

(Betrachtung von vollständig methylierten GATC-Sequenzen) 383 kann auch für hemimethylierte 

GATC-Sequenzen angenommen werden, dass die kooperative Bindung von Lrp spezifische DNA-

Konformationen stabilisieren kann. Aufgrund der in Worst et al. (2021) präsentierten experimentellen 

Ergebnisse für die Methylierungszustände (1,0) und (0,1) wird vermutet, dass durch die kooperative 
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Bindung von Lrp die Expressions-fördernden kreuzförmigen DNA-Konformationen in diesen 

Methylierungszuständen stabilisiert werden. 

Abbildung 27 zeigt, wie die aus den Fluoreszenz-Quenching-Experimenten gewonnenen Ergebnisse mit 

dem neuen Ansatz bezüglich des methylierungsabhängigen Genregulationsmechanismus des 

synthetischen Pap epigenetischen Schalters in Einklang gebracht werden können. 

 

Abbildung 27 Mögliche DNA-Konformationen von zwei unterschiedlich gelabelten Versionen des synthetischen 
Pap epigenetischen Schalters in Abhängigkeit des Methylierungszustandes‡. Diese können eine gequenchte (6-
Fam und BHQ1 in unmittelbarer Nähe) oder eine ungequenchte (6-Fam und BHQ1 nicht in unmittelbarer Nähe) 
6-Fam Fluoreszenz aufweisen, was einen indirekten Nachweis der vorliegenden DNA-Konformation ermöglicht. 
Zur besseren Überschaubarkeit sind die Methylgruppen in der Abbildung nicht abgebildet. 

 
‡ Die dargestellte Abbildung beinhaltet Grafiken von DNA-Konformationen, welche von Emanuel Worst im 
Rahmen seiner Dissertation am Lehrstuhl für Biologische Experimentalphysik an der Universität des Saarlandes 
angefertigt wurden. 
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4.2.3 Zusammenfassung und Ausblick 

Worst et al. (2021) beschreibt das Design eines synthetischen Pap epigenetischen Schalters, bei dem in 

den beiden möglichen Phasen unterschiedliche Fluoreszenzprotein-Gene exprimiert werden. Mit diesem 

Konstrukt konnte in einem auf E. coli basierenden, zellfreien Expressionssystem eine genauere Analyse 

des zugrundeliegenden Regulationsmechanismus erfolgen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass neben 

Lrp auch die Sekundärstruktur der pap-regulatorischen Region einen entscheidenden Einfluss auf die 

betrachtete methylierungsabhängige Genregulation hat. 

Obwohl die Ausbildung von kreuzförmigen DNA-Konformationen lediglich für den synthetischen Pap 

epigenetischen Schalter experimentell nachgewiesen werden konnte, ist dies auch für den nativen Pap 

epigenetischen Schalter wahrscheinlich (siehe Abbildung 28). 

 

Abbildung 28 Aus Worst et al. (2021) abgeleitete mögliche Lrp vermittelte Konformationsänderungen der pap-
regulatorischen Region§. Die Abbildung zeigt eine neue Betrachtung der in Abbildung 26 dargestellten, von 
Peterson & Reich vorgeschlagenen 383, Lrp vermittelten Konformationsänderungen. 

 

 
§ Die dargestellte Abbildung basiert auf einer Grafik, welche von Emanuel Worst im Rahmen seiner Dissertation 
am Lehrstuhl für Biologische Experimentalphysik an der Universität des Saarlandes angefertigt wurde. 
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Somit kann angenommen werden, dass die Sekundärstruktur der pap-regulatorischen Region auch einen 

entscheidenden Einfluss auf den Phasenvariationsmechanismus des nativen Pap epigenetischen 

Schalters hat. Mit dieser neuen Erkenntnis konnte ein besseres Verständnis des molekularen 

Mechanismus der methylierungsabhängigen Genregulation des Pap epigenetischen Schalters gewonnen 

werden. 

Der neu designte synthetische Pap epigenetische Schalter eignet sich zur genaueren Untersuchung des 

Phasenvariationsmechanismus des Pap epigenetischen Schalters. Des Weiteren stellt er ein DNA-

Konstrukt dar, welches für verschiedene Anwendungen verwendet werden könnte. Neben der möglichen 

Verwendung als Sensor für Lrp-Präsenz oder Methylase-Aktivität kann der synthetische Pap 

epigenetische Schalter als mögliches Grundkonstrukt für die Generierung von genetischen Schaltern 

fungieren, welche durch Kraft-induzierte Konformationsänderungen die Genexpression regulieren 

können 95,400,401 (siehe Abbildung 29). 

 

Abbildung 29 Kraft-induzierte Genexpression unter Verwendung der synthetischen pap-regulatorischen Region**. 
Das dargestellte Konstrukt (pap-regulatorische Region im Methylierungszustand (0,1); nur 1 Gen, stromaufwärts 
der pap-regulatorischen Region) bildet in Anwesenheit von Lrp eine kreuzförmige DNA-Konformation aus, 
welche die Genexpression unterbindet. Durch Anlegen einer äußeren Kraft F an beide Enden des Konstrukts kann 
eine lineare DNA-Konformation ausgebildet werden, die eine Genexpression ermöglicht. Wird die äußere Kraft 
entfernt, geht das Konstrukt wieder in die kreuzförmige DNA-Konformation über und die Genexpression wird 
gestoppt. Somit kann das Konstrukt als genetischer Schalter betrachtet werden. 

 

Worst et al. (2021) zeigt eine mögliche Versuchsanordnung unter Verwendung einer magnetischen 

Pinzette, die ein solches Experiment realisieren kann (siehe Worst et al. (2021), Abbildung S9). 

 
** Die dargestellte Abbildung beinhaltet Grafiken von DNA-Konformationen, welche von Emanuel Worst im 
Rahmen seiner Dissertation am Lehrstuhl für Biologische Experimentalphysik an der Universität des Saarlandes 
angefertigt wurden. 
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4.3 Finkler & Ott (2019) 

4.3.1 Hintergrund 

Für zahlreiche in vitro Expressionsexperimente wird eine Regulation der Genexpression benötigt. Eine 

solche erfolgt prinzipiell durch klassische biologische Methoden, wie z. B. durch die Verwendung von 

induzierbaren Promotoren oder von Aktivatoren bzw. Repressoren (siehe Abschnitt 2.5)  

18,24,29,113,130,206,226. Entsprechende Regulationsmechanismen benötigen DNA-Modifikationen in Form 

von Mutationen, Klonierungen oder Methylierungen 160,206,209,228. Des Weiteren ist es mit den aktuellen 

Methoden schwierig, die Genexpression vollständig in einem kurzen Zeitraum an- oder abzuschalten 

30,160,206,209,228. Da dies jedoch in diversen Experimenten von Nutzen sein kann, sollte in Finkler & Ott 

(2019) eine neue Methode entwickelt werden, welche eine räumlich und zeitlich begrenzte 

Genexpression ohne größere DNA-Modifikationen ermöglicht. 

 

4.3.2 Ergebnisse 

Zunächst erforderte die neue Methode ein geeignetes DNA-Template. Zu diesem Zweck wurde 

ausgehend von dem in Abschnitt 2.4 beschriebenen Plasmid pBest-p15a-Or2-Or1-Pr-UTR1-deGFP-

6xHis-Tag-T500 (siehe Abbildung 10) das linearisierte, am 5`-Ende biotinylierte DNA-Konstrukt 

„Biotin-Seq1-Or2-Or1-Pr-UTR1-deGFP-6xHis-Tag-T500-Seq4“ (DNAdeGFP) mittels einer Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) hergestellt. Hierbei bezeichnet Biotin-Seq1 den für die PCR verwendeten, am 5‘-

Ende biotinylierten, vorwärts gerichteten Primer und Seq4 den für die PCR verwendeten rückwärts 

gerichteten Primer. Essenziell für die präsentierte neue Methode zur räumlich und zeitlich begrenzten 

Genexpression war die Biotinylierung der DNA, da hierdurch eine Bindung der DNA an Streptavidin-

beschichtete Oberflächen ermöglicht wurde 116,118,119. 

In diesem Zusammenhang wurde DNAdeGFP an Streptavidin-beschichtete magnetische Beads (T1) 

(Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin T1, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

Massachusetts, USA) gebunden (Bindung gemäß Hersteller-Protokoll 402). Die so erhaltenen DNA-

beschichteten Beads („Bead-gebundene DNAdeGFP“) wurden dem Expressionssystem als DNA-

Template für die Expression von degfp hinzugegeben. Des Weiteren musste dem System gleichzeitig 

der Desoxyribonuklease-Inhibitor GamS hinzugegeben werden, da dieser die Degradation linearer DNA 

im Expressionssystem durch die darin enthaltene Desoxyribonuklease RecBCD verhindert 177,178,183,185. 

Experimentell konnte die Funktionalität von Bead-gebundener DNAdeGFP als DNA-Template für eine 

Genexpressionsreaktion im verwendeten Expressionssystem bestätigt werden, auch wenn die 5-fache 

DNA-Konzentration von Bead-gebundener DNAdeGFP gegenüber ungebundener DNAdeGFP für eine 

vergleichbare Genexpressionsrate benötigt wurde (siehe Abbildung 30). Die Verwendung von Bead-
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gebundener DNA als DNA-Template wurde bereits in der Literatur für ein anderes Expressionssystem 

beschrieben 403. 

 

Abbildung 30 Vergleich der gemessenen Fluoreszenz-Intensitäten bei Verwendung von 10 nM ungebundener 
DNAdeGFP oder von 50 nM Bead-gebundener DNAdeGFP als DNA-Template in einer zellfreien 
Genexpressionsreaktion. 

 

Eine Erklärung für die höhere Konzentration an benötigter DNA kann darin liegen, dass durch die 

Bindung der DNA an die Beads deren Zugänglichkeit für die Polymerase beeinträchtigt wird und sich 

dies nachteilig auf die Genexpressionsrate auswirkt. 

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die Art der Beads, an die DNAdeGFP gebunden wird, einen 

entscheidenden Einfluss auf die Genexpressionsrate hat. Während analoge Experimente mit vier 

verschiedenen Arten von Streptavidin-beschichteten Beads (M-270, M-280, C1 und T1) (Dynabeads™ 

Streptavidin Trial Kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) 

(Charakteristika in 404) durchgeführt wurden, so lieferten nur die Beads T1 eine optimale 

Genexpressionsrate (siehe Abbildung 31). 
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Abbildung 31 Vergleich der gemessenen Fluoreszenz-Intensitäten bei Verwendung verschiedener Arten von 
Streptavidin-beschichteten Beads (M-270, M-280, C1 und T1), an die DNAdeGFP gebunden wurde, als DNA-Template 
(c = 50 nM) in einer zellfreien Genexpressionsreaktion. 

 

Diese Beobachtung kann durch unterschiedliche Beschaffenheiten der verschiedenen Bead-Arten erklärt 

werden. So weisen diese unterschiedliche Bindungskapazitäten, Größen, Sedimentationsraten etc. auf 

404.  

Da im ersten Schritt der Publikation die Funktionalität von Bead-gebundener DNA als DNA-Template 

für eine Genexpressionsreaktion bestätigt wurde, ermöglichte dies eine räumlich und zeitlich 

kontrollierbare DNA-Exposition im Expressionssystem. Für die DNA-Entfernung musste lediglich ein 

Magnet verwendet werden. Hierbei konnte festgestellt werden, dass in einer Genexpressionsreaktion 

mit einer Dauer von 16 h eine anfängliche DNA-Exposition im Expressionssystem über 30 Minuten die 

gleiche deGFP-Produktionsrate mit sich führte wie eine DNA-Exposition über die gesamte 

Reaktionsdauer von 16 h (siehe Finkler & Ott (2019), Abbildung 1).  

Durch kontinuierliche Messung der Fluoreszenz-Intensität, welche mit der Menge des im 

Expressionssystem synthetisiertem deGFP korreliert, konnte gezeigt werden, dass selbst nach 

Entfernung der deGFP-codierenden DNA weiteres deGFP gebildet wird. Die Freisetzung von Bead-

gebundener DNA ist durch die starke Interaktion zwischen Biotin und Streptavidin unwahrscheinlich 

118,119 und konnte experimentell widerlegt werden (siehe Finkler & Ott (2019), Abbildung S 1). Dies 

zeigte die Präsenz einer im Expressionssystem stabilen, von degfp transkribierten mRNA (Seq1-Or2-

Or1-Pr-UTR1-deGFP-6xHis-Tag-T500-Seq4-mRNA), welche eine kontinuierliche Translation 

ermöglichte. Während eine Entfernung von Bead-gebundenem degfp nur die Transkription beenden 

konnte, benötigte ein vollständiger Genexpressionsstopp die zusätzliche Entfernung der gebildeten 

mRNA und die daraus resultierende Beendigung der Translation.  
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Eine mRNA-Entfernung sollte über deren Hybridisierung mit einzelsträngiger Bead-gebundener DNA 

21,239,405 erfolgen. Zu diesem Zweck wurde einzelsträngige DNA (ssDNA) verwendet, welche eine 

komplementäre Sequenz zu Bereichen der Seq1-Or2-Or1-Pr-UTR1-deGFP-6xHis-Tag-T500-Seq4-

mRNA aufwies. Neben einzelsträngiger DNA komplementär zum 3‘-Ende der transkribierten mRNA 

(3‘-ssDNA) wurde auch einzelsträngige DNA komplementär zum darauffolgenden poly-A-Schwanz 239 

(poly-T-ssDNA) verwendet. Erstere wurde als biotinyliertes DNA-Oligo erworben (Metabion 

international AG, Planegg/Steinkirchen, Deutschland) und an magnetische Beads mit Streptavidin-

Beschichtung (T1) (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin T1, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, Massachusetts, USA) gebunden (Bindung gemäß Hersteller-Protokoll 402). Letztere konnte 

bereits in Bead-gebundener Form kommerziell erworben werden (Dynabeads™ Oligo (dT)25, 

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA). 

Experimentell konnte gezeigt werden, dass eine Mixtur aus 250 µg Beads mit 3‘-ssDNA-Oberfläche 

und 250 µg Beads mit poly-T-ssDNA-Oberfläche in einem Reaktionsvolumen von 12 µl einer zellfreien 

Genexpressionsreaktion zuvor transkribierte mRNA optimal binden konnte (Bindung gemäß 

Dynabeads® Oligo (dT)25-Hersteller-Protokoll 406). Nach magnetischer Separation der einzelsträngigen 

Bead-gebundenen DNA und somit auch der hybridisierten mRNA konnte die Translation der mRNA 

und folglich auch die deGFP-Produktion beendet werden. Die Hinzugabe neuer codierender DNA zu 

einem so behandeltem Expressionssystem führte zu einer neuen Genexpression, womit gezeigt werden 

konnte, dass bei Verwendung der präsentierten Methode zur mRNA-Entfernung die Funktionalität des 

Expressionssystems erhalten bleibt (siehe Finkler & Ott (2019), Abbildung 2). Dennoch war die 

Expressionsrate der zweiten Genexpression verringert. Dies kann daran liegen, dass die vorangegangene 

degfp-Expression bereits Ressourcen verbrauchte. Zusätzlich besteht prinzipiell die Möglichkeit, dass 

durch die Entfernung der mRNA auch daran gebundene Ribosomen entfernt werden und daraus eine 

verringerte Expressionsrate resultiert. 

Insgesamt kann die präsentierte Methode zur Genregulation somit in zwei Einzelschritte untergliedert 

werden kann (siehe Finkler & Ott (2019), Abbildung 3). Hierbei reguliert der erste Schritt die 

Transkription und der zweite Schritt die darauffolgende Translation. 

 

4.3.3 Zusammenfassung und Ausblick 

In Finkler & Ott (2019) wurde eine Methode erarbeitet, die eine räumlich und zeitlich kontrollierbare 

Genexpression in einem auf E. coli basierenden, zellfreien Expressionssystem ermöglicht. Zunächst 

wurde codierende DNA an magnetische Beads gebunden und dieses Konstrukt als DNA-Template für 

die zellfreie Genexpression verwendet. Hierbei wurde festgestellt, dass die Genexpression durch 

magnetische Separation der Bead-gebundenen DNA nicht beendet werden konnte, da die transkribierte 

mRNA im Expressionssystem stabil war und somit eine kontinuierliche Translation veranlasste. Die 
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Beendigung der Genexpression erforderte somit die zusätzliche Entfernung der mRNA. In diesem 

Zusammenhang wurden magnetische Beads mit gebundener einzelsträngiger DNA verwendet, welche 

unter der Ausbildung von DNA/mRNA-Hybriden die transkribierte mRNA zunächst binden konnten. 

Durch eine anschließende magnetische Separation der Beads konnte die mRNA aus dem 

Expressionssystem entfernt und folglich die Genexpression beendet werden. Somit konnte die 

Genexpression durch magnetische Separation der DNA und mRNA räumlich und zeitlich reguliert 

werden. 

Die neu entwickelte Methode könnte in zukünftigen Experimenten verwendet werden, in denen mehrere 

Gene nacheinander im selben Expressionssystem exprimiert werden sollen. Dadurch wird eine 

Koexpression der verschiedenen Gene vermieden und Ressourcen werden lediglich für die erwünschte 

Genexpression verbraucht. Dies könnte z. B. bei der Realisierung von Reaktionskaskaden in zellfreien 

Expressionssystemen von Nutzen sein. 
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4.4 Finkler et al. (2020) 

4.4.1 Hintergrund 

Lysin ist eine Aminosäure, die in zellfreien Expressionssystemen aufgrund deren Präparation in 

geringen Konzentrationen vorhanden sein und somit die Genexpression beeinflussen kann 57. In 

vorangegangenen Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass diese geringen Konzentrationen z. 

B. dem seitenkettenspezifischen Einbau von nicht-kanonischen Lysin-Analoga in Proteine 

entgegenwirken können 57. Folglich erfordern diverse Experimente die Entfernung des „restlichen“ 

Lysins vor Durchführung einer Genexpression. 

Selbst die Verwendung von Lysin-auxotrophen Bakterienstämmen für die Präparation von 

Expressionssystemen gewährt keine komplette Abwesenheit von Lysin, da dieses für das 

vorangegangene Wachstum der Bakterien hinzugegeben werden muss 22,109,189,250. Eine verlängerte 

Dialyse bei der Präparation des Expressionssystems zur Verringerung der Konzentration des 

„restlichen“ Lysins führte zu Expressionssystemen mit verminderten Genexpressionsraten. Da 

klassische Trennverfahren keine Separation einzelner spezifischer Substanzen ermöglichen 27,189 und 

somit auch für das Expressionssystem essenzielle Substanzen entfernen können, sind solche Methoden 

nicht für die Entfernung des „restlichen“ Lysins geeignet. Die Verwendung von Antikörpern sowie von 

Aptameren zur Lysin-Entfernung gestaltet sich als schwierig, da deren Bindungseigenschaften stark 

durch die chemische Umgebung beeinflusst werden können 407–410. In diesem Zusammenhang sollte in 

Finkler et al. (2020) eine neue Methode entwickelt werden, die eine effektive Lysin-Entfernung aus 

einem zellfreien Expressionssystem ermöglicht, ohne dessen Genexpressionseigenschaften nachteilig 

zu beeinflussen. 

 

4.4.2 Ergebnisse 

Die ursprüngliche Idee war, „restliches“ Lysin in ein Protein mit einem hohen Lysin-Gehalt (High-

Lysine-Dummy-Protein, (HLDP)) im Rahmen einer Genexpressionsreaktion einzubauen. Tabelle 2 

zeigt die Aminosäuresequenzen verschiedener designter HLDPs, deren „High-Lysin“-codierende 

Genabschnitte synthetisiert (GeneArt, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA; 

DNA-Sequenzen im Anhang, Abbildung A1) und jeweils in pBest-p15a-Or2-Or1-Pr-UTR1-deGFP-

6xHis-Tag-T500 (siehe Abbildung 10) inseriert wurden, um pBest-p15a-Or2-Or1-Pr-UTR1-HLDP-

T500 zu erhalten. Dieses Plasmid wurde dem Expressionssystem als DNA-Template für eine 

Genexpressionsreaktion hinzugegeben. Nach Beendigung der Reaktion wurde mittels verschiedener 

Methoden überprüft, ob eine HLDP-Synthese stattfand. 
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Tabelle 2 Designte Proteine mit hohem Lysin (K)-Gehalt. Dargestellt sind die theoretisch gebildeten Proteine 
(Gelb: Purifikations-Tags; grün: deGFP-Tag; X: beliebige Aminosäure, außer Lysin und Histidin; X*: beliebige 
Aminosäure, außer Lysin und Methionin), deren codierende DNA synthetisiert und in einer 
Genexpressionsreaktion verwendet wurde. Anschließend wurde die Bildung des Proteins mittels verschiedener 
Methoden überprüft (-: nicht nachweisbar; +: nachweisbar). 

Nummer Theoretisch gebildetes Protein Nachweisverfahren Nachweis 

1 M(K)18 SDS-PAGE - 

2 ME(K)40-His-Tag SDS-PAGE - 

3 MA-Strep-Tag II-SA(K)30GS SDS-PAGE - 

4 MA-Strep-Tag II-SA(K)30GS-deGFP Fluoreszenzmessung - 

5 deGFP-LY(K)30-His-Tag Fluoreszenzmessung - 

6 deGFP-LYTM(X*K)18 Fluoreszenzmessung + 

7 deGFP-LYTM(XK)53-His-Tag Fluoreszenzmessung + 

 

Die designten HLDPs, welche über Polylysin-Abschnitte (K)n verfügten, konnten nicht im 

Expressionssystem synthetisiert werden. Dies kann dadurch erklärt werden, dass Lysin lediglich durch 

die Condons AAA und AAG codiert wird (siehe Abbildung 8). Folglich besitzt ein Polylysin-

codierendes Gen Wiederholungen von zumindest 5 Adeninen. In der Literatur wurde bereits gezeigt, 

dass solche Adenin-Wiederholungen zu einer verminderten Translation führen können, da durch diese 

Sequenzen ein „Rutschen“ der Ribosomen auftreten kann 411,412.  

Dieses Problem konnte dadurch umgangen werden, ein HLDP zu designen, welches lediglich an jeder 

zweiten Position ein Lysin aufweist. Alle anderen Aminosäuren wurden gleichmäßig über die 

verbleibenden Positionen verteilt. Diesbezüglich wurden zwei Konstrukte M(X*K)18 und M(XK)53H6 

designt. Das Konstrukt M(X*K)18 enthält 18 Lysine, während alle anderen Aminosäuren nur jeweils 

einmal vertreten sind. X* entspricht allen Aminosäuren außer Lysin und Methionin. Da das Konstrukt 

M(XK)53H6 über einen His-Tag verfügt, enthält dieses Protein 53 Lysine und 6 Histidine, während alle 

anderen Aminosäuren dreimal vertreten sind. Somit steht X für alle Aminosäuren außer Lysin und 

Histidin, wobei aufgrund des Startmethionins nur zwei Methionine an die Positionen für X eingebaut 

werden. Beide Konstrukte konnten als Fusionsprotein mit deGFP (LYT fungiert als „Linker“) in einer 

zellfreien Genexpressionsreaktion synthetisiert werden, was anhand einer Fluoreszenzmessung 

nachgewiesen werden konnte. Hierbei ließ sich feststellen, dass die bei beiden Konstrukten gemessene 

Fluoreszenz-Intensität und die damit korrelierende Proteinmenge vergleichbar war (siehe Abbildung 

32). 
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Abbildung 32 Vergleich der gemessenen Fluoreszenz-Intensitäten bei Verwendung der codierenden DNA von 
deGFP-LYTM(X*K)18 oder von deGFP-LYTM(XK)53H6 als DNA-Template (c = 10 nM) in einer zellfreien 
Genexpressionsreaktion. 

 

Da in das Konstrukt M(XK)53H6 mehr Lysine eingebaut werden können als in M(X*K)18 und beide 

Protein-Produktionsraten vergleichbar sind, ermöglicht M(XK)53H6 eine effektivere Entfernung 

„restlichen“ Lysins durch dessen Einbau in ein HLDP. Folglich wurde M(XK)53H6 für die 

durchzuführenden Experimente ausgewählt. In diesen wurde stets M(XK)53H6 als Fusionsprotein mit 

deGFP (GHLDP) synthetisiert, um einen visuellen Nachweis der Synthese zu ermöglichen. Das 

zugrundeliegende Plasmid für die rekombinante Produktion von GHLDP war pBest-p15a-Or2-Or1-Pr-

UTR1-deGFP-LYTM(XK)53H6-T500 bzw. pBest-p15a-Or2-Or1-Pr-UTR1-GHLDP-T500. 

Um ein Expressionssystem mit vernachlässigbarem Lysin-Gehalt zu erhalten, mit dem weitere 

Genexpressionen möglich sind, war es für optimale Expressionsbedingungen notwendig, die 

rekombinante Produktion von GHLDP zeitlich zu begrenzen. 

Für die zeitlich begrenzte Expression von ghldp wurde die in Finkler & Ott (2019) beschriebene 

Methode verwendet. Diese Methode hatte den positiven Nebeneffekt, dass die verwendete, Bead-

gebundene DNA eine zusätzliche Lysin-Entfernung ermöglichte. Der zugrunde liegende Mechanismus 

sind elektrostatische Interaktionen zwischen Lysin und DNA 63–65. Neben dem Einbau in GHLDP konnte 

„restliches“ Lysin somit auch durch Interaktion mit Bead-gebundener DNA und deren anschließender 

magnetischer Separation entfernt werden. Nach Beendigung der ghldp-Expression wurde dem 

Expressionssystem mit stark verringertem Lysin-Gehalt deGFP-codierende DNA hinzugegeben. Dessen 

Expression konnte nur durch die zusätzliche Hinzugabe von Lysin veranlasst werden (siehe Finkler et 

al. (2020), Abbildung 1). 
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In einem weiteren Experiment wurde untersucht, wie viel des „restlichen“ Lysins indirekt durch den 

Einbau in GHLDP und direkt durch Interaktion mit Bead-gebundener DNA entfernt wird. Hierzu wurde 

kontinuierlich die Fluoreszenz-Intensität in unterschiedlich präparierten zellfreien 

Genexpressionsreaktionen bei Expression von degfp gemessen (siehe Finkler et al. (2020), Abbildung 

2). In allen Fällen wurden dem Expressionssystem alle Aminosäuren außer Lysin hinzugegeben, sodass 

lediglich „restliches“ Lysin als Lysin-Quelle fungieren konnte. Da Lysin der limitierende Faktor der 

Proteinproduktion war (durch Sättigung der kontinuierlich gemessenen Fluoreszenz-Intensität 

erkennbar), konnten durch Bestimmung der gebildeten Proteinmenge Rückschlüsse über die Menge an 

„restlichem“ Lysin gewonnen werden. In den durchgeführten Experimenten wurde die Konzentration 

an synthetisiertem deGFP aus der Messung der Fluoreszenz-Intensität abgeleitet. Der 

Umrechnungsfaktor wurde aus der Fluoreszenz-Intensität der maximalen deGFP-Produktion erhalten 

(cmax = 0,65 mg/ml 28). Wenn davon ausgegangen wird, dass annährend das komplette „restliche“ Lysin 

in deGFP eingebaut wurde, lässt sich aus der finalen deGFP-Konzentration die Konzentration an 

„restlichem“ Lysin bestimmen, welche zu Beginn der degfp-Expression im Expressionssystem 

vorhanden war. 

Zunächst wurde die Konzentration an „restlichem“ Lysin in einem unbehandelten Expressionssystem 

als Referenz bestimmt. Hierbei konnte eine Konzentration von 0,025 mg/ml ermittelt werden. Während 

der Einbau von „restlichem“ Lysin in GHLDP dessen Konzentration um 14 % reduzierte, verursachte 

die Interaktion von „restlichem“ Lysin mit Bead-gebundener DNA eine Reduktion um 64 %. Wurden 

beide Möglichkeiten zur Entfernung von „restlichem“ Lysin verwendet, verringerte sich dessen 

Konzentration um 80 %.  

Um zu zeigen, dass die vorgestellte Methode zur Entfernung von „restlichem“ Lysin durch Einbau in 

GHLDP und durch Interaktion mit Bead-gebundener DNA keinen nachteiligen Effekt auf die 

Genexpressionseigenschaften des Expressionssystems hat, wurde ein mit dieser Methode behandeltes 

Expressionssystem verwendet. Während in einem solchem System nur eine vernachlässigbare Menge 

an deGFP nach Zugabe der codierenden DNA synthetisiert werden konnte, bewirkte die zusätzliche 

Hinzugabe von „frischem“ Lysin eine hohe deGFP-Produktion. Somit kann die vorgestellte Methode 

als effektive Methode zur Entfernung von „restlichem“ Lysin aus einem zellfreien Expressionssystem 

betrachtet werden. 

Zur genaueren Untersuchung des Einbaus von „restlichem“ Lysin musste die kontinuierliche Messung 

der Fluoreszenz-Intensität in allen Genexpressionsreaktionen, in denen Lysin der limitierende Faktor 

der deGFP-Produktion war, betrachtet werden. Hierbei wurde festgestellt, dass die erhaltenen Kurven 

einen vergleichbaren Verlauf hatten, aber unterschiedlich skalierten und somit einen selbstähnlichen 

Charakter aufwiesen. 

Diese Selbstähnlichkeit konnte durch Reskalierung der Zeit mit einer charakteristischen Zeit τ sowie der 

Fluoreszenz-Intensität mit einer charakteristischen Amplitude A gezeigt werden (siehe Finkler et al. 
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(2020), Tabelle 1 und Abbildung 3). Folglich wurde ein Potenzgesetz der Form A  ̴  τγ vorgeschlagen. 

Durch Anpassen der für A und τ bestimmten Werte (siehe Finkler et al. (2020), Tabelle 1) mit diesem 

Gesetz konnte für den Fitparameter γ ein Wert von γ = - 0,64 ± 0,06 erhalten werden. Während ein Wert 

von -1 einen einfachen diffusionslimitierten Prozess widerspiegelt 413–416, lieferte der erhaltene Wert 

Hinweise für weitere Prozesse, welche in den Einbau von „restlichem“ Lysin in deGFP involviert sind. 

Da eine Freisetzung von Lysin durch Proteolyse widerlegt werden konnte, wurde angenommen, dass 

eine mit fortschreitender Genexpressionsdauer zunehmende Erschöpfung des Expressionssystems 24 den 

von -1 abweichenden Exponenten bewirkte.  

 

4.4.3 Zusammenfassung und Ausblick 

In Finkler et al. (2020) wurde eine neue Methode präsentiert, mit der es möglich ist, in einem auf E. coli 

basierenden, zellfreien Expressionssystem vorhandenes „restliches“ Lysin effektiv zu entfernen, ohne 

dessen Genexpressionseigenschaften nachteilig zu verändern. Diesbezüglich entstand zunächst die Idee, 

„restliches“ Lysin in ein Dummy-Protein mit einem hohen Lysin-Gehalt (HLDP) im Rahmen einer 

Genexpression einzubauen. Hieraus sollte ein Expressionssystem mit annähernd vernachlässigbarem 

Lysin-Gehalt resultieren, welches für eine weitere Genexpression verwendet werden kann. Zu diesem 

Zweck musste die HLDP-codierende DNA jedoch vor Durchführung der zweiten Genexpression 

entfernt werden, um eine verminderte Genexpressionsrate aufgrund von Koexpression zu vermeiden. In 

diesem Zusammenhang wurde die in Finkler & Ott (2019) beschriebene Methode verwendet, um eine 

räumlich und zeitlich begrenzte Expression von hldp durchzuführen. Dadurch konnte die Menge des 

„restlichen“ Lysins im zellfreien Expressionssystem um 80 % reduziert wurde. Hierbei wurde 

festgestellt, dass die Produktion von HLDP nur einen geringen Anteil an der Lysin-Entfernung 

ausmachte. Der größte Anteil an „restlichem“ Lysin wurde durch dessen Interaktion mit an den Beads 

gebundener DNA und anschließender magnetischer Separation entfernt. Durch Hinzugabe einer neuen 

codierenden DNA sowie von Lysin konnte eine weitere Genexpression veranlasst werden. Somit 

wurden die Genexpressionseigenschaften des Expressionssystems nicht nachteilig verändert. 

Die neu entwickelte Methode ermöglicht die Produktion zellfreier Expressionssysteme mit 

vernachlässigbarem Lysin-Gehalt und könnte somit in Experimenten, in denen die Lysin-Konzentration 

ein wichtiger Faktor ist, eine entscheidende Rolle spielen. Ein Beispiel ist der vollständige 

seitenkettenspezifische Einbau von Lysin-Analoga, welcher in Präsenz von Lysin unter Umständen 

nicht durchgeführt werden kann 57. 
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4.5 Finkler et al. (2021) 

4.5.1 Hintergrund 

Das Lysin-Derivat Hydroxylysin (L-5-Hydroxylysin) ist eine wichtige Komponente von Kollagenfasern 

und fungiert in diesen als Ausgangspunkt für die Ausbildung von Quervernetzungen 417–419. Da in der 

Natur kein direkter Einbau von Hydroxylysin in die naszierenden Polypeptidketten von Kollagen erfolgt 

418,420, resultiert Hydroxylysin aus der posttranslationalen Modifikation von Lysin 418,421,422. Dennoch ist 

der direkte Einbau von besonderem Interesse, da dadurch die rekombinante Produktion von 

modifizierten Kollagenen oder von quervernetzenden Proteinen ermöglicht wird 417–419,423–426. 

In der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass der vollständige seitenkettenspezifische Einbau von 

Hydroxylysin aufgrund geringer Mengen an Lysin, welche im Allgemeinen in Expressionssystemen 

vorhanden sind, nicht ohne Weiteres durchgeführt werden konnte 57. Somit wurde in Finkler et al. (2021) 

nach einer Möglichkeit gesucht, diesen Einbau dennoch durchzuführen. In diesem Zusammenhang 

wurde auch das Einbauverhalten von im Expressionssystem vorhandenen („restlichem“) und dem 

Expressionssystem hinzugefügten („frischem“) Lysin näher betrachtet. 

 

4.5.2 Ergebnisse 

In einem ersten Schritt wurde zunächst untersucht, ob „restliches“ und „frisches“ Lysin im zellfreien 

Expressionssystem unterschiedliche Charakteristika beim Einbau in Proteine aufwiesen. Als 

Modellprotein wurde deGFP verwendet, da dessen Konzentration und somit die Menge an eingebautem 

Lysin, in Analogie zu Finkler et al. (2020), durch Messung der Fluoreszenz-Intensität bestimmt werden 

kann. In den durchgeführten Experimenten wurden zu einem unbehandelten Expressionssystem sowie 

zu einem Expressionssystem, dessen „restliches“ Lysin durch Interaktion mit Bead-gebundener DNA 

größtenteils entfernt wurde (siehe Finkler et al. (2020)), unterschiedliche Mengen an „frischem“ Lysin 

hinzugegeben. Im Gegensatz zu der in Finkler et al. (2020) beschriebenen Methode wurde auf eine 

Entfernung von „restlichem“ Lysin durch den Einbau in GHLDP verzichtet, da die Entfernung durch 

Interaktion mit Bead-gebundener DNA ausreichte und somit keine für die Genexpression benötigten 

Ressourcen zur Lysin-Entfernung verbraucht wurden. Alle anderen Aminosäuren wurden den 

Expressionssystemen in ausreichender Menge (c = 1 mM bzw. c = 0,83 mM für Leucin) hinzugegeben, 

sodass Lysin der limitierende Faktor der Genexpression war. Anschließend wurde die Fluoreszenz-

Intensität kontinuierlich über die gesamte Dauer der Genexpressionsreaktion gemessen (siehe Finkler et 

al. (2021), Abbildung 1).  

Hierbei konnte festgestellt werden, dass sich die aus der kontinuierlichen Messung der Fluoreszenz-

Intensität erhaltenen Kurven bei geringen Konzentrationen an „frischem“ Lysin aus 2 Regimen 
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zusammensetzten. Während eine anfängliche deGFP-Produktion nach wenigen Stunden bereits eine 

Sättigung erreichte, startete später eine erneute deGFP-Produktion, welche nach mehreren Stunden auch 

gesättigt war. Für die Höhe der ersten Sättigung konnte eine Abhängigkeit zur Konzentration an 

„frischem“ Lysin festgestellt werden. Der Zeitpunkt, an dem die deGFP-Produktion wieder 

aufgenommen wurde, sowie die Menge des ab dann gebildeten deGFP, unterschied sich je nach Menge 

an „restlichem“ Lysin im Expressionssystem. Eine Abhängigkeit zur Konzentration an „frischem“ Lysin 

konnte jedoch nicht festgestellt werden. Lediglich für hohe Konzentrationen an „frischem“ Lysin 

verschwand das 2. Regime, da keine anfängliche Sättigung erreicht wurde. 

Diese Beobachtungen legten es nahe, dass im Expressionssystem zunächst „frisches“ Lysin in deGFP 

eingebaut wird. Nach dessen Erschöpfung erreicht die deGFP-Produktion eine Sättigung. Die 

Wiederaufnahme der deGFP-Produktion wird durch den Einbau des „restlichen“ Lysins bewirkt. Ist 

„frisches“ Lysin im Überschuss vorhanden, so kann der Einbau von „restlichem“ Lysin supprimiert 

werden. 

In einem Expressionssystem mit vernachlässigbarem Gehalt an „restlichem“ Lysin sollte somit die 

finale Sättigung der deGFP-Produktion mit der ersten Sättigung der deGFP-Produktion in einem 

unbehandelten Expressionssystem bei gleicher Konzentration an „frischem“ Lysin übereinstimmen. 

Dies konnte durch Betrachtung der kontinuierlichen Messung der Fluoreszenz-Intensität bestätigt 

werden (siehe Finkler et al. (2021), Abbildung 2). 

Während die zuvor erwähnten Experimente Hinweise auf ein unterschiedliches Einbauverhalten von 

„restlichem“ und „frischem“ Lysin lieferten, musste der Einbau der verschiedenen Spezies zu 

verschiedenen Zeitpunkten auch experimentell bestätigt werden. Zu diesem Zweck wurde einem 

unbehandelten Expressionssystem isotopenmarkiertes Lysin hinzugegeben. Diese Isotopenmarkierung 

hat keine Auswirkungen auf den Einbau von Lysin in Proteine 427–429 und ermöglicht die Unterscheidung 

von deGFP mit eingebautem „restlichen“ und deGFP mit eingebautem „frischen“ Lysin mittels 

Massenspektrometrie. 

Zu diesem Zweck musste zunächst eine massenspektrometrische Methode entwickelt werden, welche 

eine möglichst sensitive Detektion von deGFP ermöglichte. Neben den Einstellungen des für die 

Messung verwendeten Massenspektrometers (SolariX FTICR-ESI, Bruker Corporation, Billerica, 

Massachusetts, USA) hat auch die Wahl des Lösungsmittels einen entscheidenden Einfluss auf die 

Messung  430–434 (siehe Abbildung 33 am Beispiel für EGFP). Die optimierten, bei den Messungen 

verwendeten Einstellungen können Tabelle A1 im Anhang entnommen werden. 
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Abbildung 33 Massenspektrum von EGFP bei Verwendung von verschiedenen Lösungsmitteln. Während bei 50 
% ACN (Acetonitril) + 0,5 % FA (Ameisensäure) fast keine Signale detektierbar sind, können die Signale bei 70 
% ACN + 0,5 % FA keinem Protein und somit auch nicht EGFP zugeordnet werden. Lediglich die Verwendung 
von 20 % ACN + 0,5 % FA führt zu einem Massenspektrum, in dem verschiedene Ladungszustände von EGFP 
zu erkennen sind. 

 

Wie aus Abbildung 33 ersichtlich, eignet sich 20%iges Acetonitril, versetzt mit 0,5 % Ameisensäure, 

sehr gut als Lösungsmittel für EGFP. Somit wurde dieses Lösungsmittel auch für deGFP verwendet.  

Für alle in dieser Arbeit durchgeführten massenspektrometrischen Messungen von deGFP wurden die 

folgenden Schritte durchgeführt. Zunächst wurde zellfrei synthetisiertes deGFP, welches über einen His-

Tag verfügt, mittels immobilisierter-Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC) (His-Spin Protein 

Miniprep, Zymo Research Europe GmbH, Freiburg im Breisgau, Deutschland) purifiziert (Purifikation 

gemäß Hersteller-Protokoll 435). Anschließend wurde das purifizierte deGFP entsalzt und 

aufkonzentriert. Zu diesem Zweck wurden Mikrozentrifugierröhrchen verwendet, die eine Separation 

und Aufkonzentrierung von Molekülen mit einer Masse größer als 10 kDa ermöglichen (Pierce™ 

Protein Concentrators PES, 10 K MWCO, 0.5 mL, Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, Massachusetts, USA). Mit diesen wurde das purifizierte deGFP zweimal mit Reinstwasser 

und anschließend zweimal mit 20%igem Acetonitril, versetzt mit 0,5 % Ameisensäure, gewaschen 

(Durchführung gemäß Hersteller-Protokoll 436). Der Überstand bestand somit aus aufgereinigtem, 

hochkonzentriertem deGFP in 20%igem Acetonitril, versetzt mit 0,5 % Ameisensäure. Aufgrund des 

geringen Volumens dieser Probe (ca. 20 µl) war eine direkte Injektion in das Massenspektrometer 
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schwierig durchzuführen, weshalb für die Injektion ein konstanter Fluss (0,08 ml/min) von 50 % 

Methanol verwendet wurde. 

Ein Schema der entwickelten massenspektrometrischen Methode kann Abbildung 34 entnommen 

werden. 

 

Abbildung 34 Schematische Darstellung der entwickelten massenspektrometrischen Methode zum Nachweis von 
deGFP. Die Abbildung zeigt die Purifikation und Aufkonzentrierung von in einer zellfreien 
Genexpressionsreaktion synthetisiertem deGFP (A). Die purifizierte und aufkonzentrierte deGFP-Lösung wird 
aufgrund des geringen Volumens indirekt über einen Flüssigkeitsstrom in das Massenspektrometer injiziert (B). 

 

Anschließend wurde die Probe mittels des Massenspektrometers analysiert. In diesem Zusammenhang 

wurde mit Hilfe der Software „Compass DataAnalysis“ (Bruker Compass DataAnalysis Version 5.0, 
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Bruker Corporation, Billerica, Massachusetts, USA) zunächst ein Massenspektrum generiert. Die 

zugehörigen Daten wurden daraufhin mit dem in Compass DataAnalysis integrierten „Maximum 

entropy“-Algorithmus prozessiert, um ein dekonvolutioniertes Massenspektrum zu erhalten. 

Für die durchzuführenden Experimente bzgl. des Einbaus von isotopenmarkiertem Lysin wurden einem 

unbehandelten Expressionssystem verschiedene Mengen an isotopenmarkiertem Lysin hinzugegeben 

und die Genexpression nach verschiedenen Zeitpunkten gestoppt. Im Anschluss wurde das zellfrei 

synthetisierte deGFP aufgereinigt und massenspektrometrisch untersucht (siehe Finkler et al. (2021), 

Abbildung 3). Wurde kein isotopenmarkiertes Lysin hinzugefügt, so wurde lediglich „restliches“ Lysin 

in deGFP eingebaut. Bei einer Konzentration von 0,1 mM an isotopenmarkiertem Lysin konnte 

festgestellt werden, dass nach einer Genexpressionsdauer von 2 h (Zeitpunkt der ersten Sättigung der 

deGFP-Produktion in einem unbehandelten Expressionssystem bei geringen Konzentrationen an 

„frischem“ Lysin) kein Einbau von „restlichem“ Lysin nachweisbar war, sondern nur deGFP mit 

isotopenmarkiertem Lysin gebildet wurde. Bei einer Verlängerung der Genexpressionsdauer auf 16 h 

(Zeitpunkt der finalen Sättigung der deGFP-Produktion) wurde neben deGFP mit eingebautem 

isotopenmarkierten Lysin auch deGFP mit eingebautem „restlichen“ Lysin nachgewiesen. Wurde dem 

Expressionssystem eine erhöhte Konzentration an isotopenmarkiertem Lysin (0,6 mM) zur Verfügung 

gestellt, so wurde lediglich dieses in deGFP eingebaut und der Einbau von „restlichem“ Lysin 

unterbunden. Somit konnte die Vermutung, dass „restliches“ und „frisches“ Lysin zu verschiedenen 

Zeitpunkten vom zellfreien Expressionssystem in Proteine eingebaut wird, experimentell verifiziert 

werden. Zunächst verwendet das System zu Beginn einer Genexpression „frisches“ Lysin für die 

Proteinbiosynthese. Erst wenn dieses erschöpft ist, wird zu einem späteren Zeitpunkt „restliches“ Lysin 

eingebaut. 

Aufgrund dieser neuen Erkenntnis wurde zunächst versucht, den Einbau von Hydroxylysin 

(Strukturformel-Vergleich mit Lysin, siehe Finker et al. (2021), Abbildung 4) in Proteine innerhalb eines 

Expressionssystems mit „restlichem“ Lysin durch einen Überschuss an Hydroxylysin zu forcieren. 

Hierfür wurden einem unbehandelten Expressionssystem verschiedene Mengen an Hydroxylysin 

hinzugegeben. Alle kanonischen Aminosäuren außer Lysin waren in einer Konzentration von 1 mM 

(bzw. 0,83 mM für Leucin) vorhanden. Nach einer Genexpressionsdauer von 16 h wurde das 

synthetisierte deGFP purifiziert und massenspektrometrisch untersucht (siehe Finker et al. (2021), 

Abbildung 5).  

Hierbei konnte festgestellt werden, dass selbst bei einer erhöhten Hydroxylysin-Konzentration kein 

vollständiger Einbau von Hydroxylysin in deGFP erreicht werden konnte. Vielmehr wurden alle 

möglichen deGFP-Mischspezies mit verschiedenen Verhältnissen an eingebautem „restlichen“ Lysin 

und Hydroxylysin gebildet. Eine Erhöhung der Hydroxylysin-Konzentration hatte lediglich eine 

verstärkte Bildung der Hydroxylysin-reichen Spezies zur Folge. Des Weiteren konnte festgestellt 
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werden, dass hohe Konzentrationen an Hydroxylysin (c > 50 mM) die Proteinproduktion inhibierten 

(siehe Finker et al. (2021), Abbildung 7 und Abbildung S 2). 

Da somit die Konzentration an Hydroxylysin nicht beliebig erhöht werden konnte, aber ein großes 

Verhältnis zwischen Hydroxylysin und „restlichem“ Lysin (c(Hydroxylysin)/c(„restliches“ Lysin) > 

458) elementar für den effektiven vollständigen Einbau von Hydroxylysin in deGFP ist, konnte eine 

Reduktion des „restlichen“ Lysins eine Vergrößerung dieses Verhältnisses bewirken. 

Zu diesem Zweck wurde „restliches“ Lysin durch Interaktion mit Bead-gebundener DNA, wie in Finkler 

et al. (2020) beschrieben, aus einem zellfreien Expressionssystem entfernt. Auch hier wurde im 

Gegensatz zu der in Finkler et al. (2020) beschriebenen Methode auf eine Entfernung von „restlichem“ 

Lysin durch den Einbau in GHLDP wegen der zuvor genannten Gründe verzichtet. 

Mit einem solchen System wurde eine Genexpressionsreaktion bei einem Verhältnis zwischen 

Hydroxylysin und „restlichem“ Lysin von c(Hydroxylysin)/c(„restliches“ Lysin) ≈ 665 durchgeführt. In 

dieser Reaktion konnte der vollständige seitenkettenspezifische Einbau von Hydroxylysin in deGFP 

realisiert werden, während der Einbau von „restlichem“ Lysin supprimiert wurde. Dies konnte durch 

Massenspektrometrie und SDS-PAGE verifiziert werden (siehe Finker et al. (2021), Abbildung 6 und 

Abbildung 7). 

 

4.5.3 Zusammenfassung und Ausblick 

In Finkler et al. (2021) konnte der vollständige seitenkettenspezifische Einbau von Hydroxylysin in 

Proteine in einem auf E. coli basierenden, zellfreien Expressionssystem erreicht werden. Da dieser in 

bisherigen Experimenten durch „restliches“ Lysin verhindert wurde 57, erfolgte zunächst eine 

Untersuchung von dessen Einbauverhalten. Hierbei konnte gezeigt werden, dass „restliches“ und 

„frisches“ Lysin im zellfreien Expressionssystem zu unterschiedlichen Zeitpunkten in Proteine 

eingebaut werden. Des Weiteren hatte eine Erhöhung der Konzentration an „frischem“ Lysin die 

Suppression des Einbaus von „restlichem“ Lysin zur Folge. Diese Erkenntnisse sollten anschließend 

dafür verwendet werden, den Einbau von Hydroxylysin zu realisieren.  

Bei der Verwendung von Hydroxylysin als „frische“ Aminosäure konnte festgestellt werden, dass das 

Verhältnis zwischen Hydroxylysin und „restlichem“ Lysin das entscheidende Kriterium für den 

vollständigen seitenkettenspezifischen Einbau von Hydroxylysin ist. Dennoch konnte die Hydroxylysin-

Konzentration nicht beliebig erhöht werden, da dadurch die Genexpression supprimiert wurde. Dies 

erforderte die Entfernung von „restlichem“ Lysin aus dem Expressionssystem. Zu diesem Zweck wurde 

eine gering modifizierte Version der in Finkler et al. (2020) beschriebenen Methode verwendet, bei der 

„restliches“ Lysin lediglich durch Interaktion mit Bead-gebundener DNA entfernt wurde. Durch die 

stark reduzierte Lysin-Konzentration und eine hohe Hydroxylysin-Konzentration konnte das 
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Expressionssystem zum vollständigen seitenkettenspezifischen Einbau von Hydroxylysin als Lysin-

Ersatz forciert werden. Hierbei konnten Proteine produziert werden, welche Hydroxylysin an allen 

Lysin-Positionen aufwiesen. 

Mit dieser neuen Methode konnte somit der direkte Einbau von Hydroxylysin im Rahmen einer 

Genexpressionsreaktion realisiert werden. Dies könnte in Zukunft eine Vielzahl an möglichen 

Anwendungen mit sich ziehen, welche im Folgenden näher erläutert werden. 

Der direkte Einbau von Hydroxylysin erlaubt die rekombinante Produktion von Proteinen, welche an 

spezifischen Positionen Hydroxylysin besitzen und durch Ausbildung von Quervernetzungen spezielle 

Strukturen ausbilden können 419,425. Zusätzlich können rekombinant produzierte, Hydroxylysin 

enthaltende Proteine für neue Untersuchungen bzgl. Hydroxylysin-assoziierter Krankheiten verwendet 

werden 421,425,437. 

Des Weiteren ermöglicht der direkte Einbau von Hydroxylysin die Proteinbiosynthese von modifizierten 

Kollagenen, welche z. B. in der Medizin für die Entwicklung neuer Haut- oder Knochengewebs-

Transplantate verwendet werden können 423,424.  

Die rekombinante Produktion von Kollagen ermöglicht auch die rekombinante Produktion von Gelatine, 

einem Kollagen-Derivat 438. Da beides aktuell nur aus tierischen Quellen oder aus Zellkulturen mit 

tierischem Ursprung gewonnen werden kann 426,438, ermöglicht deren rekombinante Produktion eine 

Alternative, bei der keine Tiere geschädigt werden. Dies könnte in Zukunft eine wichtige Rolle in der 

Industrie spielen. 

Die präsentierte Methode zum vollständigen seitenkettenspezifischen Einbau von Hydroxylysin in 

Proteine kann auch für andere Lysin-Analoga benutzt werden. Die einzige Voraussetzung ist, dass diese 

von der endogenen Translations-Maschinerie akzeptiert werden 22,57,189.  

In Finkler et al. (2021) wurde bereits gezeigt, dass mit der verwendeten Methode zur Entfernung von 

„restlichem“ Lysin auch „restliches“ Arginin aus einem zellfreien Expressionssystem entfernt werden 

kann (siehe Finkler et al. (2021), Abbildung S 1). Auch wenn das „restliche“ Arginin den vollständigen 

Einbau von beispielsweise Canavanin in Proteine nicht negativ beeinflusste 57,174, lässt sich dies nicht 

auf andere Arginin-Analoga übertragen, da jede nicht-kanonische Aminosäure individuelle 

Eigenschaften bzgl. des Einbaus aufweist 22,57,106,189,245. Somit könnte die in Finkler et al. (2021) 

präsentierte Methode auch für den vollständigen seitenkettenspezifischen Einbau von Arginin-Analoga 

in Proteine hilfreich sein. 

Zwei nicht-kanonische Aminosäuren, deren vollständiger Einbau in Proteine von besonderem Interesse 

ist, sind das Arginin-Derivat Argpyrimidin und das Lysin-Derivat Carboxy-Methyl-Lysin (CML) (siehe 

Abbildung 35). 
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Abbildung 35 Strukturformeln von L-Argpyrimidin (links) und L-Carboxy-Methyl-Lysin (CML) (rechts). 

 

Da es sich bei diesen beiden nicht-kanonischen Aminosäuren um „Advanced glycation end products“ 

(AGEs) handelt, könnte sich deren vollständiger Einbau in rekombinante Proteine als ein wichtiger 

Bestandteil in der Untersuchung degenerativer Erkrankungen erweisen 439–445. Um diesen Einbau zu 

bewerkstelligen, kann die in Finkler et al. (2021) präsentierte Methode ein essenzieller Faktor sein. 

Zumindest für CML konnte bereits experimentell bestätigt werden, dass „restliches“ Lysin den 

vollständigen Einbau von CML in Proteine verhindert (siehe Abbildung 36). 

 

Abbildung 36 Dekonvolutioniertes Massenspektrum von deGFP, welches in einem unbehandelten zellfreien 
Expressionssystem bei Präsenz von 1 mM CML ohne Lysin-Hinzugabe synthetisiert wurde. Dieses zeigt, dass das 
Expressionssystem „restliches“ Lysin stark präferierte (hoher Peak von nativem deGFP; MdeGFP = 26,193 kDa) 
und somit ein vollständiger Einbau von CML verhindert wurde. Peaks, welche deGFP (18 Lysin-Positionen) mit 
mindestens einem eingebauten CML repräsentieren (MCML – MLys = 58 Da; MdeGFPnCML = MdeGFP + n⋅58 Da, n = 1, 
…, 18) sind nur sehr schwach bis gar nicht vertreten (Die Nummern über den Peaks stehen für die Anzahl an CML 
im deGFP). Die Daten wurden auf das Maximum des Massenspektrums normiert. Für die Generierung des 
Massenspektrums wurde ein ESI-TOF-Massenspektrometer verwendet††. 

 
†† Die präsentierten Daten wurden im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Dr. Nediljko Budisa am Institut für 
Chemie an der technischen Universität Berlin generiert. 
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Die in Finkler et al. (2021) beobachtete Diskriminierung von Hydroxylysin wurde u. a. durch den 

„Kinetic Proofreading“-Prozess 54,58,61,62 (siehe Abschnitt 2.7) verursacht. In der klassischen Betrachtung 

dieses Prozesses wurden jedoch keine kompetitiven Bedingungen berücksichtigt 58, welche in den 

Experimenten vorlagen. Somit könnten die erhaltenen Ergebnisse als Ausgangspunkt für eine neue 

Betrachtung des „Kinetic Proofreading“-Prozesses angesehen werden. Zukünftige Experimente 

erfordern jedoch die Kenntnis, welche Mengen der konkurrierenden Aminosäuren in Proteine eingebaut 

werden. In diesem Zusammenhang wurden bereits weitere Experimente durchgeführt, welche in 

Abschnitt 5 näher beschrieben werden. 
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5 Weitere Ergebnisse 

Herkömmliche Methoden zur Bestimmung der Konzentration eines spezifischen Proteins unterliegen 

diversen Einschränkungen 446–448. Somit eignen sich diese nur bedingt für die quantitative Bestimmung 

von Proteinen mit eingebauten kanonischen und Proteinen mit eingebauten nicht-kanonischen 

Aminosäuren. Aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer quantitativer Methoden erforderlich, die 

eine solche Bestimmung erlauben. In den Abschnitten 5.1 und 5.2 werden zwei mögliche Methoden 

vorgestellt. 

 

5.1 Spektroskopische Methode zur Untersuchung des Aminosäure-Einbaus 

In Analogie zu Finkler et al. (2020) und Finkler et al. (2021) kann aus der gemessenen Fluoreszenz-

Intensität die Konzentration von deGFP mit eingebauten nicht-kanonischen Aminosäuren abgeleitet 

werden. Hierbei muss vorausgesetzt sein, dass der Einbau von diesen nicht-kanonischen Aminosäuren 

in deGFP dessen Fluoreszenzeigenschaften nicht beeinflusst. Zu diesem Zweck muss zunächst überprüft 

werden, ob die zu ersetzende kanonische Aminosäure im nativen deGFP eine Interaktion mit dessen 

Fluorophor aufweist. 

In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass deGFP mit eingebautem Canavanin andere 

Fluoreszenzeigenschaften aufweist als natives deGFP 174. Die Interaktion eines Arginins mit dem 

Fluorophor wird als Grund für diese veränderten Fluoreszenzeigenschaften vermutet 174. 

Für Hydroxylysin gestaltet sich die Situation anders, da keines der 18 Lysine in deGFP einen Kontakt 

mit dem Fluorophor aufweist (siehe Abbildung 37, Bändermodell von EGFP, einer verlängerten Form 

von deGFP 303,309,310). 
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Abbildung 37 Bändermodell von EGFP (PDB ID 2Y0G 303,309, bereitgestellt von RCSB PDB. Für die Generierung 
der Abbildung wurde der Mol* Viewer 310 verwendet) (A: Seitenansicht, B: Querschnitt auf Ebene des 
Fluorophors). Anhand beider Ansichten kann gezeigt werden, dass keine Interaktionen zwischen dem Fluorophor 
(grün) und den im EGFP vorhandenen Lysinen (rot) auftreten. 

 

Aus diesem Grund kann angenommen werden, dass deGFP mit eingebautem Hydroxylysin und natives 

deGFP gleiche Fluoreszenzeigenschaften aufweisen. Dies muss jedoch in zukünftigen Experimenten 

validiert werden.  

Unter der Annahme gleicher Fluoreszenzeigenschaften kann durch Messung der Fluoreszenz-Intensität, 

in Analogie zu Finkler et al. (2020) und Finkler et al. (2021), die Konzentration von deGFP mit 

eingebautem Hydroxylysin bestimmt werden. Eine quantitative Bestimmung von Proteinen mit 

eingebautem „restlichen“ Lysin und Proteinen mit eingebautem Hydroxylysin ist jedoch nicht direkt 

möglich. Diese erfordert zusätzliche Betrachtungen. 

In Finkler et al. (2021) konnte gezeigt werden, dass „frisches“ und „restliches“ Lysin in zellfreien 

Expressionssystemen zu unterschiedlichen Zeitpunkten in Proteine eingebaut wird. Ausgehend von 

dieser Beobachtung kann angenommen werden, dass gleiches für „frisches“ Hydroxylysin und 

„restliches“ Lysin gilt. Aus diesem Grund wurde in Analogie zu Finkler et al. (2021) folgendes 

Experiment durchgeführt: Einem zellfreien Expressionssystem, dessen „restliches“ Lysin durch 

Interaktion mit Bead-gebundener DNA größtenteils entfernt wurde, wurden unterschiedliche Mengen 

an „frischem“ Hydroxylysin hinzugegeben. Anschließend wurde degfp exprimiert und kontinuierlich 

die Fluoreszenz-Intensität gemessen. Die Entfernung des „restlichen“ Lysins war notwendig, da ein zu 

hoher Gehalt von „restlichem“ Lysin keinen vollständigen Einbau von Hydroxylysin erlaubte. 
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Die Ergebnisse des durchgeführten Experimentes können Abbildung 38 entnommen werden (siehe 

Abbildung 38 B). Als Referenz enthält die Abbildung die Ergebnisse des ursprünglichen Experimentes 

(siehe Finkler et al. (2021), Abbildung 1 A), bei dem einem unbehandelten Expressionssystem 

unterschiedliche Mengen an „frischem“ Lysin hinzugegeben wurden (siehe Abbildung 38 A). 

 

Abbildung 38 Kontinuierliche Messung der Fluoreszenz-Intensität für verschiedene Konzentrationen an Lysin 
bzw. Hydroxylysin, welches zu unterschiedlich behandelten zellfreien Genexpressionsreaktionen hinzugefügt 
wurde. Die Abbildung zeigt die Messungen für ein unbehandeltes Expressionssystem, in dem verschiedene 
Konzentrationen an hinzugefügtem Lysin vorhanden waren (A), sowie für ein Lysin-armes Expressionssystem, in 
dem verschiedene Konzentrationen an hinzugefügtem Hydroxylysin vorhanden waren (B). 

 

Abbildung 38 zeigt analoge Ergebnisse für die beiden präsentierten Experimente. Bei geringen 

Konzentrationen der „frischen“ Aminosäure setzten sich die aus der kontinuierlichen Messung der 

Fluoreszenz-Intensität erhaltenen Kurven aus zwei unterschiedlichen Regimen zusammen. Der 

Übergang vom ersten in das zweite Regime ist durch einen Wendepunkt gekennzeichnet. Im Gegensatz 

dazu verschwand das zweite Regime für hohe Konzentrationen der „frischen“ Aminosäure. 

Somit kann in Analogie zu Finkler et al. (2021) angenommen werden, dass zunächst Hydroxylysin in 

Proteine eingebaut wird (erstes Regime), bevor ein Einbau von „restlichem“ Lysin zu einem späteren 

Zeitpunkt stattfindet (zweites Regime). Für hohe Konzentrationen an „frischem“ Hydroxylysin war 

lediglich ein einzelnes Regime erkennbar, was eine Suppression des Einbaus von „restlichem“ Lysin 

naheliegt. Dies konnte experimentell für eine Konzentration von 16,8 mM an „frischem“ Hydroxylysin 

in Kombination mit einem Verhältnis zwischen Hydroxylysin und „restlichem“ Lysin von 

c(Hydroxylysin)/c(„restliches“ Lysin) ≈ 665 bestätigt werden (siehe Finkler et al. (2021), Abbildung 6 

und Abbildung 7). 
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Anhand der in Abbildung 38 dargestellten, durch kontinuierliche Messung der Fluoreszenz-Intensität 

erhaltenen Kurven kann der Zeitpunkt bestimmt werden, an dem der Einbau von „restlichem“ Lysin 

begann (durch einen Wendepunkt repräsentiert). Folglich kann bis zu diesem Zeitpunkt die 

Konzentration von deGFP mit eingebauten „frischen“ Aminosäuren (Lysin oder Hydroxylysin) aus der 

Fluoreszenz-Intensität abgeleitet werden (Berechnung gemäß Finkler et al. (2020) und Finkler et al. 

(2021)). In diesem Zusammenhang kann auch für verschiedene Konzentrationen der „frischen“ 

Aminosäure gezeigt werden, wie viel von dieser in deGFP eingebaut wird. Dies erlaubt die Bestimmung 

der Effektivität des Einbaus in Abhängigkeit von der Konzentration (siehe Tabelle 3). 

 

Tabelle 3 Vergleich der Konzentration an „frischem“ Lysin bzw. Hydroxylysin, das in deGFP eingebaut wurde 
(nach 2, 6 oder 16 h: Zeitpunkt vor dem Einbau von „restlichem“ Lysin, repräsentiert durch einen Wendepunkt in 
Abbildung 38) und der Konzentration an „frischem“ Lysin bzw. Hydroxylysin, welches zu Beginn der zellfreien 
Genexpressionsreaktion im Expressionssystem vorhanden war. Das Verhältnis zwischen eingebautem und 
vorhandenem „frischen“ Lysin bzw. Hydroxylysin spiegelt die Effektivität des Einbaus wider. 

Einbau von „frischem” Lysin 

c(eingebautes Lys) [mg/ml] c(„frisches“ Lys) [mg/ml] Verhältnis 

0,0029 (2 h) 0,0015 1,933 

0,0085 (2 h) 0,0073 1,164 

0,0154 (2 h) 0,0146 1,055 

0,0269 (2 h) 0,0292 0,921 

0,0572 (16 h) 0,0438 1,306 

0,0653 (16 h) 0,0877 0,745 

   

Einbau von „frischem” Hydroxylysin (Hyl) 

c(eingebautes Hyl) [mg/ml] c(„frisches“ Hyl) [mg/ml] Verhältnis 

0,0004 (6 h) 0,0081 0,049 

0,001 (6 h) 0,0324 0,031 

0,0019 (6 h) 0,0487 0,039 

0,0021 (6 h) 0,0973 0,022 

0,0052 (16 h) 0,2271 0,023 

0,0042 (16 h) 2,725 0,0015 

 

Tabelle 3 zeigt, dass in den zellfreien Genexpressionsreaktionen, in denen zunächst die „frische“ 

Aminosäure der limitierende Faktor der deGFP-Produktion war (2 h und 6 h Werte), die Effektivität des 

Einbaus unabhängig von der Konzentration der „frischen“ Aminosäure war (repräsentiert durch 

vergleichbare Verhältnisse). Im Falle von Lysin wurden ca. 100 % des im Expressionssystem 

vorhandenen „frischen“ Lysins innerhalb von 2 h in deGFP eingebaut (repräsentiert durch ein Verhältnis 

von ca. 1). Im Gegensatz dazu wurden im Falle von Hydroxylysin lediglich ca. 3 % des vorhanden 
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„frischen“ Hydroxylysins innerhalb von 6 h in deGFP eingebaut (repräsentiert durch ein Verhältnis von 

ca. 0,03). Hieraus ergibt sich eine 100-fach reduzierte Einbaurate von Hydroxylysin verglichen mit 

Lysin.  

Dadurch, dass im Falle von Hydroxylysin 97 % des vorhanden „frischen“ Hydroxylysins dem 

Expressionssystem auch nach Start des Einbaus von „restlichem“ Lysin zur Verfügung standen, wird 

angenommen, dass nach diesem Zeitpunkt „restliches“ Lysin und „frisches“ Hydroxylysin simultan in 

deGFP eingebaut wurde. Diese Vermutung wird dadurch verstärkt, dass in Abbildung 38 B keine 

vollständige Sättigung vor dem Wendepunkt erkennbar ist. Folglich kann angenommen werden, dass 

daraus die in Finkler et al. (2021), Abbildung 5, beobachteten Mischspezies von deGFP mit 

verschiedenen Verhältnissen an eingebautem Lysin und Hydroxylysin resultierten. 

Des Weiteren konnte in Finkler et al. (2021) gezeigt werden, dass bei einer Hydroxylysin-Konzentration 

von 16,8 mM (2,725 mg/ml) in Kombination mit einem Verhältnis zwischen Hydroxylysin und 

„restlichem“ Lysin von c(Hydroxylysin)/c(„restliches“ Lysin) ≈ 665 ein vollständiger Einbau von 

Hydroxylysin in Proteine möglich war. Da diese Bedingungen auch bei Generierung der in Tabelle 3 

aufgelisteten Werte für eine Konzentration von 2,725 mg/ml an „frischem“ Hydroxylysin vorlagen, sind 

diese Werte von besonderem Interesse. Bei dieser Konzentration an „frischem“ Hydroxylysin wurden 

lediglich 0,15 % (1/667) des vorhandenen Hydroxylysins in deGFP eingebaut. Zusammengefasst 

werden 665 Hydroxylysine pro einem „restlichem“ Lysin benötigt, um den Einbau von letzterem zu 

supprimieren während von den vorhandenen 665 Hydroxylysinen lediglich ca. eines in deGFP eingebaut 

wird. 

Die in diesem Abschnitt beschriebene Methode zur quantitativen Analyse des Einbaus von 

Hydroxylysin in deGFP liefert erste Hinweise für einen nicht linearen Zusammenhang zwischen dem 

Prozess der Fehlerreduktion beim Beladen der tRNA mit der „falschen“ Aminosäure und dem Verhältnis 

der Konzentrationen von „falscher“ und „richtiger“ Aminosäure. Diese Nichtlinearität ist ein Indiz für 

das Vorhandensein kooperativer Effekte 449. Da bei der klassischen Betrachtung des „Kinetic 

Proofreading“-Prozesses jedoch ein linearer Zusammenhang vermutet wurde 58,62, können die in diesem 

Abschnitt präsentierten Ergebnisse zu einer Erweiterung der klassischen Betrachtung des „Kinetic 

Proofreading“-Prozesses führen. Dennoch müssen weitere Experimente dieser Art durchgeführt werden, 

um die aufgestellte Hypothese zu bestätigen. 
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5.2 Massenspektrometrische Methode zur Untersuchung des Aminosäure-

Einbaus 

Eine quantitative Analyse von Proteinen ist auch mittels Massenspektrometrie möglich 447,448,450,451. 

Diesbezüglich existieren verschiedene Methoden für eine relative oder absolute Quantifizierung 448,450. 

Welche Methode sich für ein Experiment am besten eignet, hängt von der jeweiligen Problemstellung 

ab 450.  

Eine mögliche massenspektrometrische Methode für eine quantitative Bestimmung von Proteinen mit 

eingebauten kanonischen und Proteinen mit eingebauten nicht-kanonischen Aminosäuren ist die so 

genannte „Absolute quantification“ (AQUA)-Methode 452–455. 

Im Folgenden soll die AQUA-Methode für ein besseres Verständnis kurz zusammengefasst werden, 

wobei eine genauere Beschreibung in der Literatur eingesehen werden kann 452–455. 

Bei der AQUA-Methode muss zunächst ein geeignetes Peptid ausgesucht werden, welches durch einen 

proteolytischen Verdau des zu untersuchenden Proteins erhalten wird. Anschließend muss das 

ausgesuchte Peptid als isotopenmarkierte Variante synthetisiert werden. Da die Menge des 

synthetisierten Peptides nach dessen Produktion bekannt ist, kann dieses als interner Standard verwendet 

werden. Mit diesem internen Standard kann eine Eichgerade angefertigt werden. 

Für die Quantifizierung des zu untersuchenden Proteins muss dieses zunächst proteolytisch verdaut 

werden. Diesem Ansatz wird das synthetische isotopenmarkierte Peptid in einer bekannten 

Konzentration hinzugegeben. Im Anschluss wird eine massenspektrometrische Messung durchgeführt. 

Durch die Isotopenmarkierung (*) haben das synthetische und das aus dem Verdau erhaltene Peptid 

unterschiedliche Massen, was zu unterschiedlichen Peaks im Massenspektrum führt. Durch den 

Vergleich der Flächen beider Peaks kann in Verbindung mit der Eichgerade die Konzentration des durch 

den Verdau erhaltenen Peptides und somit des zu untersuchenden Proteins erhalten werden. 

Abbildung 39 liefert ein Schema der zuvor beschrieben AQUA-Methode. 
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Abbildung 39 Schema zur AQUA-Methode. Die Abbildung zeigt die Präparation und Verwendung geeigneter 
Peptid-Proben (A) sowie die eigentliche analytische Methode (B). 

 

Soll die AQUA-Methode zur quantitativen Bestimmung von Proteinen mit eingebauten kanonischen 

und Proteinen mit eingebauten nicht-kanonischen Aminosäuren verwendet werden, muss zunächst ein 

Peptid ausgewählt werden, welches die zu ersetzende kanonische Aminosäure enthält. Die AQUA-

Methode benötigt in diesem Falle zwei synthetische Peptide: ein isotopenmarkiertes Peptid mit der 

kanonischen Aminosäure und ein isotopenmarkiertes Peptid mit der nicht-kanonischen Aminosäure. Mit 

diesen beiden internen Standards werden zwei Eichgeraden angefertigt. Wird ein Gemisch des zu 

untersuchenden Proteins mit eingebauten kanonischen und mit eingebauten nicht-kanonischen 

Aminosäuren proteolytisch verdaut, so können mit der AQUA-Methode die Konzentrationen beider 

Spezies bestimmt werden. Des Weiteren ist es mit dieser Methode möglich, alle Positionen im Protein, 

an denen die kanonische Aminosäure durch die nicht-kanonische ersetzt werden kann, einzeln zu 

untersuchen (sofern lediglich eine zu ersetzende Aminosäure zwischen zwei Schnittstellen vorhanden 

ist). 

Im Falle des Einbaus von Canavanin (Can) in Proteine kann eine modifizierte Version der klassischen 

AQUA-Methode verwendet werden. Hierbei muss das zu untersuchende Protein zunächst auf das 

Aminosäure-Motiv „…KX...R…K…“ überprüft werden, wobei zwischen den beiden Lysinen kein 

weiteres Lysin und lediglich ein Arginin vorhanden sein darf (X entspricht einer beliebigen Aminosäure 

außer Lysin oder Arginin). Ist ein solches Motiv im zu untersuchenden Protein vorhanden, so müssen 
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die isotopenmarkierten Peptide „X…R*“ und „X…Can*…K“ synthetisiert werden, welche als interne 

Standards fungieren. Wird ein Gemisch des zu untersuchenden Proteins mit eingebautem Arginin und 

eingebautem Canavanin mit Trypsin behandelt, so ergeben sich die Peptide „X…R“ und „X…Can…K“, 

da Trypsin an Lysin und Arginin, nicht aber an Canavanin schneidet 251,456. Mit diesem Ansatz kann die 

modifizierte AQUA-Methode durchgeführt werden (siehe Abbildung 40). 

 

Abbildung 40 Modifizierte Version der AQUA-Methode zur gleichzeitigen Quantifizierung von eingebautem 
Canavanin und eingebautem Arginin in Proteinen. 

 

In ersten Experimenten zur Etablierung der modifizierten AQUA-Methode‡‡ konnten auch hier 

Hinweise für einen nicht linearen Zusammenhang zwischen dem Prozess der Fehlerreduktion beim 

Beladen der tRNA mit der „falschen“ Aminosäure und dem Verhältnis der Konzentrationen von 

„falscher“ und „richtiger“ Aminosäure gefunden werden (siehe Abbildung 41).  

 

 

 

 

 
‡‡ Die Experimente wurden von Pirkko Wenzel im Rahmen ihrer Master-Thesis am Lehrstuhl für Biologische 
Experimentalphysik an der Universität des Saarlandes durchgeführt. 
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Abbildung 41 Massenspektrum eines tryptischen Verdaus von deGFP, welches in einer zellfreien 
Genexpressionsreaktion bei verschiedenen Verhältnissen von Canavanin und Arginin synthetisiert wurde§§. 
Dargestellt ist der Massenbereich für das Peptid „FEGDTLVNXIELK“, wobei X entweder Arg (MPeptid = 1533,8 
Da) oder Can (MPeptid = 1535,8 Da) repräsentiert. Falls Arginin in deGFP eingebaut wurde, ist dieses Peptid nicht 
vorhanden, da durch den tryptischen Verdau am Arginin geschnitten wird. Wurde anstatt Arginin Canavanin 
eingebaut, ist dieses Peptid vorhanden, da am Canavanin nicht geschnitten wird 251,456. Aus diesem Grund sind im 
Massenspektrum nur die Peaks von „FEGDTLVNCanIELK“ vorhanden (Molekül- und Isotopenpeaks). Während 
bei einem Verhältnis von 1:1 (Can:Arg) kein Canavanin in deGFP eingebaut wurde, resultierten aus den 
Verhältnissen 10:1 und 100:1 vergleichbare Mengen an eingebautem Canavanin. Die Daten wurden auf das 
Maximum des Massenspektrums normiert. Für die Generierung des Massenspektrums wurde ein MALDI-TOF-
Massenspektrometer verwendet. 

 

Dennoch befindet sich die modifizierte AQUA-Methode in einem Anfangsstadium, weshalb weitere 

Experimente zur Validierung der aufgestellten Vermutung benötigt werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
§§ Die präsentierten Daten wurden von Pirkko Wenzel im Rahmen ihrer Master-Thesis am Lehrstuhl für 
Biologische Experimentalphysik an der Universität des Saarlandes generiert. 
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6 Zusammenfassung und Ausblick 

Die Publikationen, auf denen diese Dissertation basiert, lieferten neue Erkenntnisse über die Regulation 

der zellfreien Genexpression durch DNA-Methylierung sowie über die Konkurrenz zwischen 

kanonischen und nicht-kanonischen Aminosäuren beim seitenkettenspezifischen Einbau in Proteine. 

Basierend auf den Ergebnissen aus Schenkelberger et al. (2017) und Worst et al. (2021) konnten DNA-

Konformationsänderungen zumindest in den betrachteten Fällen als ein wichtiger Faktor für die durch 

DNA-Methylierung verursachte Genregulation identifiziert werden. Somit war es möglich, einen 

Organismus-übergreifenden Genregulationsmechanismus zu realisieren. Des Weiteren konnte ein 

Genschalter synthetisiert werden, dessen Gene durch unterschiedliche Methylierungszustände und 

daraus resultierende unterschiedliche DNA-Konformationen reguliert werden konnten. Solche 

Regulationsmechanismen könnten in naher Zukunft als werkvolle Werkzeuge in der synthetischen 

Biologie angesehen werden, da sie die Konstruktion synthetischer DNA-Konstrukte ermöglichen, deren 

Genexpression Organismus-unabhängig 29,372–375 bzw. durch eine variable DNA-Konformation steuerbar 

ist 95,400,401. In diesem Zusammenhang könnten auch kraftabhängige Genschalter generiert werden. 

Mit den Ergebnissen aus Finkler & Ott (2019), Finkler et al. (2020) und Finkler et al. (2021) konnte der 

vollständige seitenkettenspezifische Einbau der nicht-kanonischen Aminosäure Hydroxylysin in 

Proteine realisiert werden, welcher bisher durch die Konkurrenz zwischen Hydroxylysin und im 

Expressionssystem befindlichem „restlichen“ Lysin verhindert wurde 57. Solche rekombinant 

produzierten, Hydroxylysin enthaltenden Proteine könnten in Zukunft u. a. in der Medizin eine wichtige 

Rolle spielen 421,423–425,437. Eine genauere Analyse des Einbauverhaltens von „restlichem“ und „frischem“ 

Lysin war ein essenzieller Bestandteil für die Realisierung des vollständigen seitenkettenspezifischen 

Einbaus von Hydroxylysin. Des Weiteren konnten neue Erkenntnisse über den Einfluss des 

Verhältnisses zwischen Hydroxylysin und „restlichem“ Lysin auf den Einbau von Hydroxylysin 

gewonnen werden. Diese Ergebnisse können als der Startpunkt für neue Untersuchungen von 

Nichtlinearitäten durch kompetitives Binden bei der Fehlerreduktion durch den „Kinetic Proofreading“-

Prozesses gesehen werden. Des Weiteren kann die vorgestellte Methode zum seitenkettenspezifischen 

Einbau von Hydroxylysin in Proteine unter kompetitiven Bedingungen prinzipiell auch für den Einbau 

anderer nicht-kanonischer Aminosäuren verwendet werden. 
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Anhang 

 „High-Lysin“-codierende Genabschnitte der designten HLDPs 
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Abbildung A1 DNA-Sequenzen der synthetisierten „High-Lysin“-codierenden Gene und die daraus abgeleiteten 
Aminosäuresequenzen***. Ein weiteres „High-Lysin“-codierendes Gen (codiert für LY(K)30-His-Tag) wurde 
mittels PCR aus dem Gen von MA-Strep-Tag II-SA(K)30GS generiert. 

 

 

 

 

 

 

 
*** Die einzelnen Abbildungen stammen aus den vom Hersteller (GeneArt, Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, Massachusetts, USA) bereitgestellten Analyse-Berichten. 
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Massenspektrometer-Einstellungen 

 

Tabelle A1 Optimierte Einstellungen des verwendeten Massenspektrometers (SolariX FTICR-ESI, Bruker 
Corporation, Billerica, Massachusetts, USA) zum Nachweis von deGFP. 

Kategorie Parameter Wert/Einstellung 

General Settings Size 1M 

 Low m/z 688,10 

 High m/z 1400,00 

 Avg Scans 1 

 Accum (s) 0,25 

General Settings – Polarity Polarity Pos 

 API High Voltage  

 Source Quench  

General Settings – Chromatography Serial Mode  

API Source – API Source Capillary 4500 V 

 End Plate Offset -500 V 

API Source – Source Gas Tune Nebulizer 2,5 bar 

 Dry Gas 6,0 L/min 

 Dry Temp 240 °C 

Ion Transfer – Source Optics Capillary Exit 200,0 V 

 Deflector Plate 220,0 V 

 Funnel 1 150,0 V 

 Skimmer 1 15,0 V 

 Funnel RF Amplitude 150,0 Vpp 

Ion Transfer – Octopole Frequency 5 MHz 

 RF Amplitude 300,0 Vpp 

Ion Transfer – Quadrupole Q1 Mass 600,00 m/z 

Ion Transfer – Collision Cell Collision Voltage -2.0 V 

 DC Extract Bias 0,5 V 

 RF Frequency 2 MHz 

 Collision RF Amplitude 1800,0 Vpp 

Ion Transfer – Transfer Optics Time of Flight 1,200 ms 

 Frequency 2 MHz 

 RF Amplitude 350,0 Vpp 

Ion Transfer – Gas Control Flow 32,0 % 

 Enable  

Analyzer – Infinity Cell Transfer Exit Lens -14,0 V 
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 Analyzer Entrance -7,0 V 

 Side Kick 0,0 V 

 Side Kick Offset -1,5 V 

  Front Trap Plate 0,650 V 

 Back Trap Plate 0,550 V 

 Sweep Excitation Power 14,0 % 

Analyzer – Multiple Cell Accumulations ICR Cell Fills 1 
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