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semisynthetisches frans-Proteinspleilen**
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Die Erzeugung von chemisch modifizierten Proteinen mit
definierter kovalenter Struktur triagt wesentlich zum Studium
von Proteinfunktionen auf molekularer Ebene bei. Einzigar-
tige biochemische, biophysikalische oder sogar auf lebenden
Zellen basierende Studien werden durch die exakte Einfiih-
rung z.B. von Fluorophoren, biophysikalischen Sonden,
nichtnatiirlichen Aminosduren mit verdnderten Seitenketten
und Riickgrat-Kompositionen oder posttranslationalen Mo-
difikationen moglich.! Es wurden bereits verschiedene
Techniken genutzt, um solche synthetischen Gruppen spezi-
fisch in Proteine einzubauen.”! Die zurzeit wohl am hiufigs-
ten verwendete Methode ist die native chemische Ligation
(NCL).”! NCL basiert auf der chemoselektiven Ligation
zweier Polypeptide (die entweder synthetisch oder rekombi-
nant generiert wurden), von denen eines eine C-terminale a-
Thioesterfunktion und das andere einen N-terminalen Cys-
teinrest enthélt. Das Ligationsprodukt einer solchen Reakti-
on liefert je nach verwendeten Reaktanten entweder ein
komplett synthetisches oder ein am N- bzw. C-Terminus
modifiziertes semisynthetisches Protein (Ubersicht siche
Lit. [3]).

Allerdings konnen die fiir eine erfolgreiche NCL beno-
tigten Reaktionsbedingungen sowie die FEinfiilhrung der
beiden essenziellen funktionellen Gruppen in die Reaktanten
problematisch sein und so die Anwendbarkeit und die prak-
tische Durchfithrung dieser Methode einschrinken. Durch
die bimolekulare Natur der Ligation werden hohe Reaktan-
tenkonzentrationen benotigt, um gute Ausbeuten zu erzielen.
Die Erzeugung von Proteinen oder Peptiden mit einem C-
terminalen a-Thioester kann technische Schwierigkeiten mit
sich bringen. Rekombinante Proteine mit o-Thioestergrup-
pen werden durch die Fusion des Zielproteins mit einem
modifizierten Intein und durch die anschlieBende Thiolyse

[*] C. Ludwig, M. Pfeiff, Dr. U. Linne, Dr. H. D. Mootz
Philipps-Universitit Marburg
Fachbereich Chemie/Biochemie
Hans-Meerwein-Strafle, 35032 Marburg (Deutschland)
Fax: (+49) 6421-282-2191
E-Mail: mootz@chemie.uni-marburg.de

[**] Wir danken Prof. Mohamed Marahiel fiir seine stetige Unterstiit-
zung. Unsere Arbeiten werden durch die Deutsche Forschungsge-
meinschaft (Emmy Noether-Stipendium) und den Fonds der Che-
mischen Industrie finanziell geférdert. C.L. dankt dem Fonds der
Chemischen Industrie fiir ein Promotionsstipendium.
Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

E)

Angew. Chem. 2006, 118, 53435347

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim ‘;:

Angewandﬁe _

des Konstruktes generiert.”*!! Chemoenzymatische Ansitze
zur Herstellung semisynthetischer Proteine umfassen die re-
verse Proteolyse,?™4 die ebenfalls die Synthese eines
Peptids mit aktivierter Esterfunktion voraussetzt, oder den
erst kiirzlich beschriebenen Gebrauch des Enzyms Sortase.[*!
Wir zeigen hier, dass das trans-Proteinspleien zur Herstel-
lung von N-terminal modifizierten semisynthetischen Pro-
teinen genutzt werden kann. Die Vorteile unseres Ansatzes
liegen darin, dass weder eine a-Thioestergruppe am synthe-
tischen Peptid noch hohe Reaktantenkonzentrationen beno-
tigt werden.

Das Proteinspleilen beschreibt ein autokatalytisches
Herausschneiden einer internen Proteindomine, des Inteins,
aus einem Vorlduferprotein, wobei gleichzeitig die flankie-
renden Sequenzen, die N- und C-Exteine, durch eine native
Peptidbindung miteinander verbunden werden.P! Beim trans-
Proteinspleif3en ist die Inteindoméne in zwei Hélften geteilt:
Int™ und Int. Beide Hilften miissen zunichst einen Komplex
bilden, um sich dann in die aktive Form des Inteins zu falten.[!

Unser Ansatz bestand darin, das zu modifizierende Pro-
tein rekombinant als C-Extein in Fusion mit einem Int®-
Fragment herzustellen, wahrend ein Polypeptid, bestehend
aus dem N-Extein mit der gewiinschten Modifikation und
dem IntN-Fragment, durch Festphasensynthese generiert
werden sollte (siche Abbildung 1A). Eine Spleifreaktion
dieser beiden Reaktanten wiirde das gewiinschte N-terminal
modifizierte semisynthetische Zielprotein liefern. Allerdings
liegen die typischen Grofen von gespaltenen Inteinfrag-
menten bei 100-180 Aminoséuren fiir IntY und bei 36-50
Aminoséuren fiir Int®, sodass bisher nur letzteres Fragment
durch Festphasensynthese zuginglich war.["! Eine kiirzliche
genetische Studie von alternativen Spaltpositionen im Ssp-
DnaB-Intein ergab jedoch, dass ein Int™-Fragment aus le-
diglich 11 Aminosduren und sein aus 143 Aminosiduren be-
stehendes Gegenstiick Int® aktiv im trans-ProteinspleiBen
waren, wenn beide Hilften in E. coli co-exprimiert wurden.[®!

Die Schliisselfrage zu Beginn unserer Untersuchungen
war deshalb, ob das Intein auch in vitro aus den beiden
Fragmenten rekonstituiert werden konnte. Dies war durchaus
fragwiirdig, da die 11 Aminoséuren des IntN-Fragments zwei
kurze B-Faltblatt-Strukturen bilden, die einen Teil der aktiven
Tasche des Inteins ausmachen.”’ Somit sollte die Faltung des
aus den Aminosiuren 12-154 bestehenden Int“-Fragments in
die kompakte und der nativen Form &dhnliche Struktur ge-
hindert sein. Wahrend sowohl die Gegenwart von endogenen
Chaperonen als auch die Co-Expression der komplementiren
Fragmente zu einer korrekten Faltung in vivo beigetragen
haben konnten, wére bei den isolierten Fragmenten eine
groflere Wahrscheinlichkeit zur Missfaltung und Aggregation
zu erwarten, wie es bereits fiir verschiedene gespaltene Pro-
teine und Inteine beobachtet wurde.'

Daher haben wir in einem ersten Modellversuch die
Intein-Fusionsproteine Trx-IntN (1) und Int-Hiss (2) gene-
riert, die als N-Extein Thioredoxin (Trx) und als C-Extein
eine kurze Polypeptidsequenz mit einem Hexahistidin-Tag
(Hiss) enthielten (Abbildung 1B). Nach der separaten Ex-
pression von 1und 2 in E. coli konnten beide Proteine aus den
loslichen Fraktionen gereinigt werden, was zumindest eine
partielle Faltung des Int“-Fragments wahrscheinlich erschei-
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Abbildung 1. Prinzip unserer SpleiRmethode: A) Durch N- und C-terminale Inteinfragmente (Int" und Int) vermitteltes trans-ProteinspleifRen fiihrt
zur Ligation der beiden Exteinsequenzen durch eine native Peptidbindung. B) Die Gruppe R, die das N-Extein reprisentiert und chemische Modifi-
kationen enthalten kann, wurde an den N-Terminus des zu modifizierenden Proteins ligiert (POl = ,protein of interest"). Das Int"-Fusionskon-
strukt kann entweder ein synthetisches Peptid oder ein rekombinantes Protein sein. Die C-terminale Spaltungsreaktion ist eine friihzeitige Freiset-
zung des zu modifizierenden Proteins vom Int“-Fragment und trat als Nebenreaktion auf. Die berechneten molekularen Massen (in Da) sind: 1:
14798.9, 2: 18078.5, 3: 15035.0, 4: 1320.5, 5: 16539.0, 6: 2186.1, 7: 30212.6, 8: 14556.1, 9: 13690.0, 10: 47252.9, 11: 31596.7, 12: 30731.0.

BLac=f-Lactamase, Hisg=Hexahistidin-Tag, Trx=Thioredoxin.

nen lieB. Inkubation von 1 und 2 in dquimolaren Mengen (je
12 um) bei pH 7.0 und 25 °C fiihrte tatsédchlich zum erwarteten
SpleiBprodukt, das mit SDS-PAGE und ESI-TOF-MS nach-
gewiesen wurde (siche Hintergrundinformationen). Eine ki-
netische Untersuchung der Reaktion zeigte, dass eine
SpleiBausbeute von ca. 25% nach 40 h Inkubation erreicht
werden konnte. Dieses Ergebnis machte zum einen eine er-
staunliche Robustheit der Inteinfragmente Int™ und Int®
deutlich, zum anderen lieferte es den Beweis, dass die Re-
konstitution der rekombinanten Fragmente zum aktiven
Intein auch in vitro ohne die Notwendigkeit weiterer Rena-
turierungsschritte stattfinden kann.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen ersetzten wir im
nichsten Schritt das rekombinante Konstrukt 1 durch das
synthetische Peptid 5(6)-Carboxyfluorescein-SEFSGCIS-
GDSLISLASR (Konstrukt 6, Abbildung 1B, die Sequenzm
Int" ist unterstrichen). 5(6)-Carboxyfluorescein-SEFSG (ab-
gekiirzt Fl) reprisentiert das N-Extein, wobei die beiden
kursiv dargestellten Aminosduren den nativen flankierenden
Resten des Inteins entsprechen. Die beiden C-terminalen
Aminosduren wurden dem Peptid in Analogie zur Sequenz
von 1 zugefiigt. Nach der Inkubation von 6 und Int®-His, (2)
konnte erneut die spontane Bildung des aktiven Inteins be-
obachtet werden. Das semisynthetische Spleiprodukt FI-
SIEGSRSHHHHHH wurde unter UV-Licht auf einem 20-
proz. Acrylamid-SDS-PAGE-Gel und mit ESI-TOF-MS de-
tektiert (Daten nicht gezeigt; M, =2423.3, M., =
2423.8 Da). In allen Int“-Konstrukten sind drei native Ami-
nosduren im C-Extein iibernommen worden (kursiv darge-
stellt).

Um das Potenzial unserer Methode zur Semisynthese von
Proteinen zu testen, wurden im néchsten Schritt grofere
Proteine als C-Exteine eingesetzt. Das Konstrukt Int®-Trx-
Hisg (7), in welchem das 12 kDa groBe Protein Trx das C-
Extein reprisentiert (Abbildung 1B), wurde in E. coli expri-
miert und aus der loslichen Fraktion gereinigt. Nach der
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Reaktion von 7 mit dem synthetischen Peptid 6 konnten
sowohl das gewiinschte semisynthetische Protein F1-Trx-His,
(8) als auch die beiden anderen Produkte der Spleifireaktion,
Int™ (4) and Int® (5), identifiziert werden (Abbildung 2 A-C).

Eine generelle Annahme beim trans-Proteinspleif3en ist,
dass die Komplexbildung der Inteinfragmente sehr schnell
ablauft, wihrend die folgende pseudo-monomolekulare Re-
aktion des Inteinfaltens und Proteinspleiflens geschwindig-
keitsbestimmend ist.""! In Ubereinkunft mit diesem Modell
konnten die kinetischen Daten der Spleifireaktionen von 6
und 7 mit einer Kinetik erster Ordnung angeglichen werden.
Die ermittelte Geschwindigkeitskonstante von k=(4.1+
0.2) x 107 s ' liegt in der gleichen GroBenordnung wie die des
nativ gespaltenen Ssp-DnaFE-Inteins," ist allerdings um das
17fache kleiner als die Geschwindigkeitskonstante fiir das
artifiziell erzeugte Ssp-DnaB-Intein, das an der bereits als
tolerant bekannten Insertionsposition der Endonuklease ge-
spalten wurde.'” Eine mogliche Erklirung hierfiir konnte
sein, dass die Spaltposition, die in unserer Studie verwendet
wurde, die Assoziation und Faltung der Inteinfragmente un-
giinstig beeinflusst. Neben diesen kinetischen Unterschieden
ist aber die erzielte Ausbeute an SpleiSprodukt mit Werten
zwischen 40 und 45% fiir beide Spaltpositionen identisch!'?
und liegt im Rahmen dessen, was fiir andere gespaltene In-
teine beschrieben wurde. 710 11-14]

Interessanterweise wurden weitere 40 bis 45% des Re-
aktanten Int“Trx-Hiss (7) in das zusitzliche Produkt 9 um-
gesetzt, das durch ESI-TOF-MS als das C-Extein Trx-His,
identifiziert wurde (Abbildung 2 A, C). Die Bildung von 9 lie3
sich als Reaktion erster Ordnung mit einer Geschwindig-
keitskonstanten von k=(2.1£0.9)x107s™" ausdriicken
(Abbildung 2D). Zwar ist diese C-terminale Spaltung eine
unerwiinschte Nebenreaktion, sie ist aber nicht problema-
tisch, solange es gelingt, SpleiBprodukt und Spaltungsprodukt
in einem anschlieBenden Reinigungsschritt voneinander zu
trennen.!"!
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Abbildung 2. Semisynthetisches trans-Proteinspleifen. Analyse der Reaktion des synthetischen Peptides 6
(80 um) mit dem rekombinanten Protein Int“Trx-Hisg (7) (40 um) bei 25°C zum semisynthetischen SpleiR-
produkt FI-Trx-Hisg (8). A, B) Reaktionsfortschritt, verfolgt mit SDS-PAGE und Coomassie-Anfirbung (A) oder
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Peptid 6 mit Protein 10 bei
25°C (Konzentration je-
weils 12 um, ~1.7 mg Pro-
tein 10) fiir 42 h entstand
das Splei3produkt Fl-BLac-
His, (11) mit einem Umsatz
von 35%. Das C-terminale
Spaltungsprodukt 12 trat
auch hier wieder in &dhnli-
chen Mengen auf (Abbil-
dung 4 A,B). Nach Anio-
nenaustausch- und Ni-NTA-
Chromatographie =~ wurde
Produkt 11 in guter Rein-
heit und mit einer Ge-
samtausbeute von 30%
(~0.3 mg) erhalten (Abbil-

dung 4C).
Die Enzymaktivitat
dieses  semisynthetischen

Proteins wurde photome-

unter UV-Licht (B) (= Verunreinigung). C) ESI-TOF-MS des Reaktionsgemisches nach 48 h Inkubation
(#=Massesignal einer Verunreinigung). D) Zeitabhingigkeit der Proteinspleifreaktion und der C-terminalen

Spaltung.

Weiterhin stellten wir fest, dass ein molarer Uberschuss an
synthetischem Peptid 6 gegeniiber Protein 7 die Produkt-
ausbeute nicht erhoht (Daten nicht gezeigt). Die besten Er-
gebnisse wurden vielmehr bei einem Molverhiéltnis von 1:1
erzielt, was unter Kostenaspekten vorteilhaft ist, da nur re-
lativ kleine Mengen des synthetischen Peptids verbraucht
werden. In Kontrollreaktionen mit Inteinfragmenten, bei
denen fiir die Katalyse essenzielle Aminosduren mutiert
waren, konnten wir bestitigen, dass die Reaktion gemifl dem
etablierten Mechanismus des Proteinspleilens ablief (siche
Hintergrundinformationen).

Um die Praxistauglichkeit unserer Methode zu demon-
strieren, wurden Synthese, Reinigung und biochemische
Charakterisierung zweier Fluorescein-markierter Proteine im
groBeren MafBstab durchgefiihrt. Zur Semisynthese von Fl-

trisch durch die Hydrolyse
von Nitrocefin bestimmt
(Abbildung 4 D). Dabei
konnte kein Unterschied
zwischen dem Spleiprodukt 11 und einer unabhingig pra-
parierten rekombinanten Positivkontrolle, fLac-Hisg, festge-
stellt werden (Kyygr.pra) = (119.7 £4.2) uM, Kypra = (112.7 £
3.3) UM, Kiaq(rpLac) = (212 £30) s, KiatpLac) = (204 £ 42) s7).

Trx-Hiss (8) wurden die bereits erwidhnten Reaktanten 6 und ) D)

7 in dquimolaren Konzentrationen von je 62 uMm und in einem 10 f20{ —=—38
Reaktionsvolumen von 1.5 mL gemischt (entspricht 0.2 mg ng Spleifprodukt 8 £

Peptid und 2.8 mg Protein). Nach 22 h Inkubation bei 25°C 8 60 1450%.rba é“’
waren ca. 40 % von 7 in das gewiinschte Produkt 8 umgesetzt. § - 7 1.0]
Reines FI-Trx-His, (8) wurde durch Anionenaustausch- und ‘é éor}
Ni-NTA-Chromatographie in einer Gesamtausbeute von £ g ’

30% (~0.4mg) erhalten (Abbildung3A-C). In Abbil- 0 I1‘;')(10;41.&;(10'41.‘5)‘(16“11.'?;?6“‘1?9)(\10‘ ﬁﬂ.%

dung 3D ist gezeigt, dass 8 in einem Insulin-Prézipitations-
test!!! eine etwas hohere Aktivitit als ein rekombinant ge-
neriertes Thioredoxin (1) als Positivkontrolle aufwies.

Als zweites Beispiel diente die f-Lactamase (fLac) mit
einem Molekulargewicht von 30.7 kDa. Das Fusionsprotein
Int“-BLac-His, (10, Abbildung 1B) befand sich nach der Ex-
pression in E. coli in der unloslichen Fraktion, konnte aller-
dings nach der Aufnahme in 8 Harnstoff durch Ni-NTA-
Chromatographie unter denaturierenden Bedingungen ge-
reinigt werden. Losliches Protein wurde durch Riickfaltung
nach einem Dialyseschritt erhalten. Durch Inkubation von
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Abbildung 3. Préiparation und Charakterisierung des semisynthetischen
FI-Trx-Hisg (8). A, B) Reaktion und Reinigung, verfolgt mit SDS-PAGE
und Coomassie-Anfirbung (A) oder unter UV-Licht (B). Spur 1: Peptid
6; Spur 2: Protein 7; Spur 3: Reaktion von 6 und 7 bei 25°C und Kon-
zentrationen von je 62 um bei t=0h; Spur 4: Protein 7 alleine unter
den gleichen Bedingungen nach 22 h Inkubation; Spur 5: wie in Spur
3, aber t=22 h; Spur 6: gereinigtes semisynthetisches Produkt 8.

C) ESI-TOF-MS des gereinigten Produktes 8. D) Enzymaktivititstest
von 8 durch Insulin-Prazipitation im Vergleich zu einem Trx-Kontroll-
konstrukt (1). In zwei Negativkontrollen wurden entweder das Trx-
Enzym oder das Substrat DTT dem Reaktionsgemisch nicht zugefiigt.
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Abbildung 4. Praparation und Charakterisierung des semisyntheti-
schen Fl-BLac-Hisg (11). A, B) Analyse der Reaktion und Reinigung mit-
hilfe eines SDS-PAGE-Gels und einer Coomassie-Anfirbung (A) oder
unter UV-Licht (B). Spur 1: Peptid 6; Spur 2: Protein 10; Spur 3: 6 und
10 mit jeweils 12 pm und t=0 h; Spur 4: Reaktion von 6 und 10 bei
25°C und t=42 h; Spur 5: gereinigtes semisynthetisches Fl-BLac-Hisg
(11). C) ESI-TOF-MS von reinem 11 (M, =31596.7 Da). D) Enzymak-
tivitdtstest von 11 basierend auf der Hydrolyse von Nitrocefin. Als eine
Positivkontrolle diente das Konstrukt 3-Lactamase-Hisg, als Negativ-
kontrolle wurde das Konstrukt 7 genutzt.

Somit konnten zwei semisynthetische Proteine in guter
Reinheit und Ausbeute erhalten werden. Thre enzymatische
Aktivitdt war durch die Expression als Inteinfusion und die
folgende Reaktion des Proteinsplei3ens nicht beeintréchtigt.

Zusammenfassend wurde eine leicht anzuwendende Me-
thode basierend auf trans-Proteinspleilen zur Herstellung
von N-terminal modifizierten Proteinen entwickelt. Einer der
Hauptvorteile gegeniiber der nativen chemischen Ligation
besteht darin, dass keine Synthese von Peptiden mit a-Thio-
estern oder anderen aktiven Estergruppen notig ist. Auch die
Erzeugung von N-terminalen Cysteingruppen an rekombi-
nanten Proteinen, z. B. durch Behandlung mit einer Protease,
die wiederum einen Reinigungsschritt mit sich bringt, ist nicht
erforderlich. Effiziente Umsetzungen werden aufgrund der
Affinitdt der Inteinhilften bereits bei niedrigen Reaktan-
tenkonzentrationen im Bereich von 10 bis 60 um erreicht. Die
Aminoséure, die nach der Spleiireaktion an der Verkniip-
fungsstelle im Produkt enthalten bleibt, ist im Fall des Ssp-
DnaB-Inteins ein Serin, das in der Regel besser toleriert
werden sollte als der Cysteinrest, der bei einer nativen che-
mischen Ligation vorhanden sein muss. Unser Ansatz hat das
Potenzial, allgemein anwendbar zu sein, da Inteine vielfiltige
Exteinsequenzen tolerieren.
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