
Incorporazione in proteine di 
aminoacidi non naturali  

 

 



La catena laterale dei 20 amminoacidi naturali 
manca di gruppi elettrofili non permette 
reazioni chimiche precise  



Incorporazione di aminoacidi non naturali 

• Sonde fluorescenti 
•  modifiche post traduzionali 
•  crosslinker 
•  biotina  
• chelanti per metalli 

 



Metodi per incorporare aminoacidi 
non naturali 

Selettiva modifica 
 chimica  di un amminoacido  

aa* 





• Sintesi chimica dei peptidi di  30-50 residui 

•  

  

+ ligazione  



Metodi  per incorporare aminoacidi modificati in proteine 

 In vivo –  sostituzione   residuo specifica:  

crescita in un mezzo che contenga 

l’aminoacido  modificato che deve essere 

strutturalmente simile a quello naturale 

(selenometionina/metionina o aa marcati 

con 15N ) 

• In vitro e in vivo  –sostituzione sito specifica  

• mediante l’uso di tRNA soppressori non senso  

. 

.  



“Misacylation” del  tRNAs 

  

Chapeville, F.; Lipmann, F.; von Ehrenstein, G.; Weisblum, B.; Ray, W. J.; Benzer, S.  Proc. Natl. Acad. Sci. 1962, 48, 1086-1092. 

von Ehrenstein, G.; Weisblum, B.; Benzer, S. Proc. Natl. Acad. Sci. 1963, 49, 669-675.   

cysteine-tRNACys alanine-tRNACys 



Incorporazione di aminoacidi modificati mediante l’uso di 

tRNA soppressori nonsenso 
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“Codice genetico 



Traduzione  

GTP 

elongation  

factor Tu 

ATP 

aminoacyl tRNA 

synthetase 



Terminazione 

Amber (UAG), Opal(UGA), Ochre(UAA) 



tRNAs Soppressori 



Prima evidenza della possibilità di usare  soppressori  nonsenso per 

inserire in una catena polipeptidica aminoacidi modificati 

Shih, L. B.; Bayley, H. Anal. Biochem. 1985, 144, 132-141.   

Introduzione della diazirina in un sito che portava la mutazione amber  

Mediante modifica chimica  del  tRNA acilato 

CO2H

NH2
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Misacylation of Suppressor tRNAs 

in vivo 

suppressor tRNA 

aminoacyl tRNA  

synthetase 

amino acid 

chemical 

suppressor tRNA(-CA) 

pdCpA-amino acid 



Produzione di proteine con aa modificati in vitro e in vivo 

 con tRNA acilato chimicamente  

Bassa resa perchè il tRNA non può essere riacilato in vivo. 

translational 

mixture 

Xenopus 

oocyte 

in vitro in vivo 

+ 



In vitro  

P. G. Schultz et al. Science 1989, 244, 182 



Nonsense Mutation 

nonsense 

mutation 

•  proteina troncata e non funzionale 



Incorporazione di  aminoacidi nonnaturali  in 
vivo 

•  Efficient transporto o biosintesi dell’aminoacido  

unnatural amino acids  

• Unique codons (nonsense, four base, etc) 

• tRNA/aminoacyl-tRNA synthetase pair that is 

orthogonal to the endogenous system 

•  Evoluzione diretta di un  of the aminoacil-tRNA 

sintetasi to selectively charge the orthogonal 

tRNA with an unnatural amino acid 



 In Vivo Misacylation 

•  L’ aminoacido modificato non deve essere tossico  e deve  poter 

entrare nella cellula 

•  Il “Suppressor tRNA” deve essere  acilato solo dalla 

sintetasi  eterologa (orthogonal tRNA/synthetase pair) 

Saks, M. E. Proc. Natl. Acad. Sci. 2001, 98, 2125-2127. 



 

Gli amminoacidi vengono attivati mediante adenilazione 

 La formazione dell’ amminoaciladenilato è catalizzata dall’amminoacil-tRNAsintetasi 

Amminoacil AMP  

(amminoaciladenilato) 

+ tRNA AMP + amminoacil-tRNA 

ATP+amminoacido+tRNA Amminoacil-tRNA+ AMP+ PPi 

PPi 2Pi 



Esistono due classi tRNA sintetasi che 

si differenziano per: 

•Riconoscimento dell’anticodone 

Enzimi di classe II non interagiscono 

con l’anticodone 

 

•Sito di amminoacilazione Enzimi di 

Classe I caricano l’amminoacido 

sull’OH 2’ 

•Struttura 



Le sintetasi riconoscono le anse 

dell’anticodon e gli steli accettori 

delle  molecole di tRNA 

 



Le due classi di tRNA sintetasi legano lati diversi del tRNA  



Alcune tRNA sintetasi hanno il sito per la correzione di bozze 





Nonsense Suppression Methodology 

Noren, C. J.; Anthony-Cahill, S. J.; Griffith, M. C.; Schultz, P. G. Science 1989, 244, 182-188. 

Site-directed 

mutagenesis 

transcription 

translation 

• mutazione  non senso in un tRNA 

specifico per un determinato aminoacido 

modificato 

  

•  aminoacil sintetasi in grado di 

riconoscere e  attivare l’ amminoacido 

modificato 

 

• inserimento del codone di stop nella 

posizione  in cui si vuole inserire 

l’aminoacido modifica 



Selezione  del tRNA Soppressore 
• Non deve essere  acilato da sintetasi  endogene 

Unnatural 

Amino acid 

Incorporated 

Into protein 

reacylation 

none 

Tentativi di produrre  coppie di  tRNA  soppressori  / sintetasi a partire da 

Glutamil tRNA /sintetasi di E coli non hanno portato a risultati positivi 



Ricerca di una coppia  tRNA /sintetasi  in grado incorporare aminoacidi modificati   

Le t-RNA sintetasi e tRNA  degli eucarioti e degli archea  sono simili tra loro e diverse da 

quelle di  E.coli  

  



Sintetasi e tRNA Metanococcus . jannaschii 

• M. jannaschii tRNATyr è ortogonale 

alla sintetasi di  E. coli  

 

• M. jannaschii TyrRS è ortogonale a 

E. coli tRNAs 

 

•  M. jannaschii TyrRS non ha 

interazione con l’anticodone 

 

• M. jannaschii TyrRS non ha attività 

di editing  
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Ricerca di una coppia  tRNA /sintetasi  in grado incorporare aminoacidi modificati   

 tRNA  degli eucarioti e degli archea  sono simili tra loro e diverse da quelle di  E.coli  

  
A 73 C1 G72  residui dello stelo accettore discriminanti 

Library di tRNA con mutazioni random su 11 residui 

 



 Selezione per  tRNA/tRNA sintetasi  

Wang, L.; Schultz, P. G. Chem. & Biol. 2001, 8, 883-890. 

• orthogonal tRNAs 

• non-functional tRNAs 

Toxic barnase tRNA library endogenous 

negative 

selection 

b-lactamase endogenous tRNA library 

synthetase positive 

selection 

 

ampicillin 
• orthogonal tRNA/ 

  synthetase pair 

M. jannaschii E. coli 

survivors 



Selezione di  sintetasi  specifiche per amminoacidi 

modificati: 

 Costruzione di library di  cDNA di tRNA sintetasi con 

mutazioni random su   5 residui  della tasca di legame  



Selezione  dei tRNA Suppressori 

Fersht, A. R.; Dingwall, C. Biochemistry 1979, 18, 2627-2631. 

•glycyl-tRNA sintetasi non ha attività di editing 

• Mutagenesi  nello stelo  accettore per eliminare il 

riconoscimento con la E. coli Gly sintetasi 

 

Bain, J. D.; Diala, E. S.; Glabe, C. G.; Wacker, D. A.; Lyttle, M. H.; Dix, T. A.; Chamberlin, A. R.  Biochemistry 1991, 30, 5411-5421 



Expanded Genetic Code in E. coli 
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Amminoacidi non naturali correlati strutturalmente alla tirosina 



tRNA/ tRNA sintetasi in lievito 

Il CUAtRNA Tyr  non si esprime con 

efficienza  
 



Incorporazione del fotocrosslinker 

  pbenzilfenilalanina (pBpa) 



Produzione di proteine glicosilate in E coli  

p-acetilfenilalanina 









 Cmn 4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl-cysteine  



 









 


