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Abstract: Peptidligasen erweitern das genetisch kodierte Re-
pertoire der Proteinstrukturen und -funktionen. Unter Ver-
brauch von ATP oder NTP kn�pfen diese Ligasen nicht-ka-
nonische Peptidbindungen. Hier beschreiben wir die Entde-
ckung einer konzeptuell neuen Ligaseaktivit�t im humanen
Legumain (AEP). Legumain ist eine Cysteinprotease, die eine
wichtige Rolle f�r die Immunabwehr und im Tumorgeschehen
spielt. Diese Aufgaben wurden bis dato ihrer gut charakteri-
sierten Proteaseaktivit�t zugeschrieben. Vçllig unerwartet er-
weist sich der der Ligaseaktivit�t zugrunde liegende Mecha-
nismus unabh�ngig vom katalytischen Cystein. Stattdessen
wird bei der Ligation die Umwandlung eines energiereichen,
metastabilen Aspartimids zu Aspartat als endogenes Energie-
reservoir genutzt. W�hrend die Proteasefunktion bei saurem
pH dominiert, zeigt die Ligase bei neutralem pH ihr Aktivi-
t�tsoptimum. Diese pH-Abh�ngigkeit der beiden gegens�tzli-
chen Aktivit�ten legt nahe, dass die Lokalisierung des Enzyms
�ber seine Funktion bestimmt. Relevant wird diese duale
Wirkungsweise beispielsweise beim reversiblen Ein-/Aus-
schalten von Inhibitoren der Cystatin-Familie, bei der
(In-)Aktivierung von Enzymen, wie auch bei der Generierung
von 3D-Epitopen f�r die Beladung von MHCII-Rezeptoren.
Zudem stellt das hier verwendete Aspartat-Aspartimid-
(Succinimid)-Paar eine neue Mçglichkeit dar, endergonische
Reaktionen in ATP-armen Umgebungen durch Kupplung zu
realisieren.

Die Cysteinprotease Legumain wurde urspr�nglich in en-
dolysosomalen Zellkompartimenten entdeckt, in denen es als
Schl�sselenzym bei der Prozessierung von Fremdantigenen
f�r die anschließende Pr�sentation durch Immunrezeptoren
agiert.[1] Neben anderen Funktionen wird ihr auch eine
wichtige Rolle bei der Reifung von TLRs[2] bzw. bei der
Metastasierung von Tumoren zugeschrieben.[3] Auf einer
funktionellen Ebene kann Legumain, abh�ngig vom pH und
der zellul�ren Umgebung, sowohl Asparagin-spezifische En-
dopeptidase(AEP)- als auch Carboxypeptidaseaktivit�ten

(ACP) entwickeln.[4] Um Fehlschaltungen zu verhindern,
bedarf es daher einer komplexen Regulation dieser Pro-
teaseaktivit�ten. Die Typ 2 Cystatine C, F und, wegen seines
hohen inhibitorischen Potenzials, im speziellen Cystatin E/M
spielen hier von Natur aus eine wichtige Rolle.[5] Bei der
Untersuchung des Wirkungsmechanismus von Cystatin E/M
auf Legumain entdeckten wir eine Peptidligaseaktivit�t in
Legumain, die zur Katalyse keine exogene Energiequelle
(ATP) bençtigt. W�hrend bindungskonservierende Modifi-
kationen, wie man sie z. B. in Inteinen oder Sortasen findet,
energetisch ausgeglichen ablaufen (d.h. es werden nur Bin-
dungen verschoben),[6] brauchen professionelle Ligasen die
Kupplung an eine exogene Energiequelle.[7] Ligase- und
Zyklaseaktivit�ten wurden bereits f�r pflanzliche Legumaine
beschrieben, der zugrunde liegende Mechanismus war bis
jetzt allerdings g�nzlich unverstanden.[6b, 8] Diese teilweise
widerspr�chlichen Beobachtungen nahmen wir zum Anlass,
humanes Cystatin E (hCE) alleine sowie im Komplex mit
Legumain zu kristallisieren und strukturbiologisch zu unter-
suchen.

Cystatin E weist die klassische Cystatin-Faltung auf, die
durch ein 5-str�ngiges antiparalleles b-Faltblatt, das sich um
eine zentrale a-Helix schmiegt, gekennzeichnet ist. Die Cy-
statin-Faltung wird zus�tzlich durch zwei Disulfide zwischen
den Str�ngen b4 und b5 sowie der hCE-spezifischen Appen-
dixstruktur stabilisiert. Letztere ist zwischen den Str�ngen b3
und b4 inseriert (Abbildung 1 a sowie Abbildung S1 und Ta-
belle S1 in den Hintergrundinformationen). Teile der Ap-
pendixstruktur (Thr76-His82) waren nicht durch die Elek-
tronendichtekarte definiert, d.h. flexibel in ihrer Konforma-
tion.

Die Wechselwirkung von papainartigen Proteasen mit
Cystatinen wurde mit dem sogenannten „Elefantenr�ssel“-
Modell beschrieben.[9] Wichtige Interaktionsparter auf Cy-
statin-Seite sind in diesem Modell der N-Terminus (der
„R�ssel“) und zwei charakteristische Schleifen (L1 und L2,
die „Elefantenf�ße“). Wir beobachteten, dass die Konfor-
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mation der L2-Schleife im Detail von jener in Cystatin C
(hCC) und Cystatin F (hCF) abweicht (PDB Eintr�ge 3gax
und 2ch9; Abbildung 1b). Diese Abweichung konzentrierte
sich auf die N-Glykosylierungsstelle glyco-Asn108I und hatte
eine Verschiebung der Aminos�uren Pro105I-Met110I relativ
zu den in hCC und hCF beobachteten Konformationen zur
Folge (die Nummerierung der Cystatinsequenzen basiert auf
Cystatin C und wird mit einem Index I gekennzeichnet). In
der Folge verglichen wir die inihibitorische Affinit�t von
glykosyliertem und nicht glykosyliertem (in E. coli produ-
ziertem) hCE gegen Cathepsin B. Es zeigte sich, dass Cat-
hepsin B mit doppelter Affinit�t an glykosyliertes hCE
(IC50 = 5.7� 1.3 nm) im Vergleich zu E.coli produziertem
hCE (IC50 = 9.3� 2.4 nm) bindet.

Asn39I wird als kritischer Rest f�r die Wechselwirkung
mit dem katalytischen Zentrum (P1-S1) von Legumain ge-
handelt. In der Kristallstruktur von hCE befand sich Asn39I

in einer Orientierung �hnlich jener in hCC und hCF auf dem
Legumain Reactive Center Loop (RCL) (Abbildung 1 a und
Abbildung S1c). Die konservierte Konformation des RCL
legte nahe, dass Familie 2 Cystatine hçchstwahrscheinlich
substratartig (kanonisch) an ihr Ziel (Legumain) binden.[5a]

Demgem�ß sollten sich Unterschiede in der Bindest�rke
einzelner Cystatine (hCC/E/F) durch die jeweiligen Exosite-
Interaktionen erkl�ren lassen. Aufgrund ihrer sterischen
N�he zum RCL zogen wir Cys73I-Cys83I als eine potentiell
spezifit�tsbestimmende Exosite-Region in Erw�gung, die im
Folgenden als Legumain Exosite Loop (LEL) bezeichnet
wird. Der LEL ist �ber geladene/ionische Interaktionen von
Lys75I zu den P2(Ser38I)- und P1’(Ser40I)-Carbonylen relativ
zum RCL stabilisiert (Abbildung 1 a und Abbildung S1c).

Tats�chlich zeigte die Kokristallstruktur von Legumain
mit hCE, dass sowohl der RCL als auch der LEL zur Bindung
an Legumain wesentlich beitragen. Besonders interessant ist,
dass beide Elemente an jene Oberfl�chenbereiche des Le-
gumains binden, die im Prolegumain durch die Prodom�ne
abgedeckt werden (Abbildung 1b und Abbildung S2a,e).[4] In
weiterer Folge stellte sich die Frage, ob diese sterische �hn-

lichkeit der beiden Bindungsmodi im Prolegumain und im
AEP-hCE-Komplex sich auch in funktionelle Analogien
�bertragen l�sst. Eine charakteristische Eigenschaft von
Prolegumain im Vergleich zu aktivem AEP ist seine Stabilit�t
bei neutralem pH. Wird Prolegumain einmal �ber pH-Ab-
senkung zu AEP aktiviert, verliert dieses seine Stabilit�t bei
pH> 6 und wird irreversibel denaturiert.[10] In der Tat konn-
ten wir zeigen, dass die Komplexbildung mit hCC und hCE zu
einer Erhçhung der thermischen Stabilit�t im Vergleich zu
isoliertem AEP f�hrte (Abbildung S2b). Diese konformatio-
nelle Stabilisierung zeigte sich auch in einer – vordergr�ndig
paradoxen – Aktivit�tssteigerung durch den Inhibitor hCC
bei n�herungsweise neutralem pH: W�hrend die Inkubation
von isoliertem AEP bei pH 6.5 eine irreversible Inaktivierung
zur Folge hatte, konnte durch Vorinkubation von AEP mit
hCC eine basale Restaktivit�t gemessen werden (Abbil-
dung S2c). Die Cystatin-induzierte Aktivit�t l�sst sich durch
kontinuierliches Abdissoziieren des Inhibitors (hCC) vom
AEP-hCC-Komplex und die damit einhergehende Freiset-
zung von tempor�r stabilem/aktivem Enzym erkl�ren. Cy-
statin C wirkt demnach nicht nur als AEP-Inhibitor, sondern
auch als apparenter Agonist bei neutralem pH. Absenkung
des pH-Wertes des AEP-hCC-Komplexes von pH 6.5 auf
pH� 4 hatte die quantitative Freisetzung und Regenerierung
von ca. 80 % der urspr�nglich eingesetzten Aktivit�t zur
Folge (Abbildung S2c). Dieses Verhalten ist hCC-spezifisch
(Abbildung 2a) und l�sst sich durch Unterschiede in der
Aminos�urezusammensetzung des LEL in hCE und hCC
verstehen.

W�hrend der hCE LEL prim�r aus hydrophoben Ami-
nos�uren zusammengesetzt ist, enth�lt der hCC LEL gela-
dene Reste, wie z.B. Arg70I und Arg93I, die Salzbr�cken mit
Glu190 ausbilden kçnnen. Diese Schlussfolgerung best�tigte
sich ferner dadurch, dass die Einf�hrung der E190K-Punkt-
mutation kompatibel mit der Ausbildung des AEP-hCE-
Komplexes war, jedoch nicht mit der Bindung von hCC an
AEP vereinbar war (Abbildung S2d).

Abbildung 1. Kristallstruktur von isoliertem humanen Cystatin E (hCE) und im Komplex mit Legumain. a) Papain- und Legumain(AEP)-Bindestel-
len sind mit einem roten bzw. gr�nen Kreis angedeutet. Die Papain-inhibitorische Bindestelle setzt sich aus dem N-Terminus und den Schleifen
L1 und L2 zusammen, die Legumain-Bindestelle aus dem Reactive Center Loop (RCL), der das konservierte Asn39I tr�gt, und dem Legumain
Exosite Loop (LEL). b) Die Wechselwirkung von Cystatin E (hCE, orange) mit Legumain (AEP, gr�n) erfolgt �ber den RCL (dunkelblau) und den
LEL (lila). Oberfl�chenbereiche am AEP, die an der Bindung von hCE beteiligt sind, sind hellblau dargestellt. c) Detailansicht auf das AEP-katalyti-
sche Zentrum. Der hCE RCL bindet substratartig an Legumain. Katalytische Reste sind als gr�ne St�bchen dargestellt, Asn39I in blau.
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Die Struktur des AEP-hCE-Komplexes offenbarte au-
ßerdem, dass der RCL substratartig („kanonisch“) in das
aktive Zentrum von Legumain bindet. Insbesondere inse-
rierte Asn39I (P1) in die S1-Spezifit�tstasche, wobei die zu
spaltende Peptidbindung (P1–P1’) intakt und durch die
Elektronendichtekarte definiert war (Abbildung 1c und Ab-
bildung S2e). Der sterische Aufbau des aktiven Zentrums
und des RCL war im Komplex und in den Strukturen der
einzelnen Komponenten weitgehend ident. Lediglich die
Orientierung der Seitenketten des katalytischen Nukleophils
Cys189 und des benachbarten Glu190 waren ver�ndert. Das
Thiol des Cys189 war um 1808 gedreht und bildete ein zwit-
terionisches Paar mit dem Carboxylat des Glu190. Diese
Konformation stellt einen „schlafenden“ Proteasezustand dar
(Abbildung 1c).

Kanonisch bindende Inhibitoren ahmen oft Substrate
nach, die sehr langsam umgesetzt werden.[11] Um zu testen, ob
dieser Umstand auch auf den AEP-hCE-Komplex zutrifft,
inkubierten wir AEP mit einem doppelten molaren �ber-
schuss hCE bzw. hCC bei pH 4.0/5.0 f�r 2 h und analysierten
die Proben mittels Gelfiltrationschromatographie (Abbil-
dung 2b und Abbildung S3a). Das Elutionsprofil zeigte zwei
Peaks: Der grçßere AEP-hCE-Komplex, gefolgt von �ber-
sch�ssigem, monomerem hCE. Interessanterweise eluierte
gespaltenes hCE in beiden Peaks (Abbildung 2b). Mittels
Massenspektrometrie konnten wir außerdem best�tigen, dass
die Spaltung C-terminal von Asn39I erfolgte. Beide Ergeb-

nisse sind konsistent mit dem pos-
tulierten kanonischen Bindungsmo-
dus.

Bei substratartiger Bindung
eines Liganden an ein Enzym ist
davon auszugehen, dass die gespal-
tene Spezies �ber die Zeit akkumu-
liert. Diese Beobachtung konnten
wir nicht machen. Im Gegenteil, das
Verh�ltnis von gespaltenem zu in-
taktem Cystatin blieb �ber die Zeit
konstant. Um diesem Ph�nomen
nachzugehen, untersuchten wir die
pH-Abh�ngigkeit der Prozessierung
von hCE durch AEP (Abbil-
dung 2c). Das intrinsische pH-Opti-
mum von AEP f�r Peptidsubstrate
liegt bei pH 5.5.[10] Umso �berra-
schender war es, dass die Spaltung
von hCE nach Asn39I bei pH� 4 am
effizientesten war. Dar�ber hinaus
konnten wir zeigen, dass dieses
Prozessierungsverhalten spezifisch
f�r Familie-2-Cystatine ist. Stefin A
und B (Familie-1-Cystatine) wurden
von Legumain nach Asn107I und
Asn61I (nur Stefin B) gespalten und
schon nach kurzer Zeit vollst�ndig
umgesetzt (Abbildung S3b).

Auf der Suche nach einer Er-
kl�rung f�r die beobachteten
scheinbaren Widerspr�che stellte

sich die Frage, ob die Proteaseaktivit�t mçglicherweise in
Konkurrenz mit einer �berlagerten Ligaseaktivit�t steht. In
diesem Fall w�rde sich die unvollst�ndige Spaltung von hCC/
E (Abbildung 2 b,c und Abbildung S3a) durch ein pH-ab-
h�ngiges Gleichgewicht dieser beiden gegens�tzlichen Re-
aktionen erkl�ren lassen, wobei die Protease bei saurem pH
(pH 4) und die Ligase bei neutralem pH (pH 6) dominiert.

Um diese Hypothese zu �berpr�fen, inkubierten wir hCE/
C mit AEP bei pH 4.0/5.0, um eine vollst�ndige Spaltung der
Inhibitoren zu erzielen. Inkubierte man nun diesen Komplex
aus AEP mit gespaltenem Cystatin (hCE†/hCC†) bei ver-
schiedenen pH-Werten, so stellten sich die jeweiligen
Gleichgewichte aus gespaltenem und religiertem Cystatin
wieder ein. Die Religation von hCE† zu intaktem hCE
funktionierte am effizientesten bei pH� 6 (Abbildung 3a und
Abbildung S4a,b).

Der Komplex von AEP und hCE wurde bei pH 6.5 kris-
tallisiert und spiegelt daher den Ligasezustand von AEP
wider. In dieser Struktur ist das Thiol (SH) des katalytischen
Cys189 von der zu spaltenden Peptidbindung abgewandt
(Abbildung 1c). Diese Beobachtung legt nahe, dass das f�r
die Proteasereaktion essentielle katalytische Cys189 f�r die
Ligasereaktion keine katalytische Funktion erf�llen kann.
Um diese Hypothese zu �berpr�fen, oxidierten wir Cys189
durch Zugabe on S-Methylmethanthiosulfonat (MMTS).
MMTS f�hrt zur kovalenten Anlagerung einer SCH3-Gruppe

Abbildung 2. Cystatine sind sowohl Legumain-Inhibitoren als auch Legumain-Substrate. a) Die Bin-
dung von Cystatin C (hCC) an Legumain ist pH-abh�ngig und reversibel bei pH 4.0. Sowohl hCE als
auch hCC sind effiziente Legumain-Inhibitoren bei pH 5.5. W�hrend weitere Inkubation bei pH 4.0
keinen offensichtlichen Effekt auf die hCE-AEP-Wechselwirkung hatte, konnte im Falle von hCC ca.
80% der Enzymaktivit�t regeneriert werden, verursacht durch Abdissoziation des hCC. b) Sowohl
gespaltenes als auch intaktes hCE binden an Legumain. In Gelfiltrationsexperimenten konnten wir
zeigen, dass intaktes und gespaltenes hCE mit AEP im gleichen Peak koeluieren, sowie auch in
einem separaten Peak. c) Die Spaltung von hCE durch AEP ist pH-abh�ngig. Ein �berschuss hCE
kann bei pH 4.0 umgesetzt werden, jedoch nicht bei pH 5.5.
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an Cys189 (Cys189-S-CH3) und somit zur Bildung eines ge-
mischten Disulfids.

Solch modifiziertes AEP wird im Weiteren als AEPox

bezeichnet. Die Modifikation wurde in einer Kristallstruktur
best�tigt (Abbildung S5a) und blockierte außerdem erwar-
tungsgem�ß die AEP-Proteaseaktivit�t. Inkubierten wir
AEPox mit gespaltenem hCE†, so beobachteten wir die Re-
synthese von intaktem, ungespaltenem hCE bei pH 4.0 bis 6.0
(Abbildung 3a und Abbildung S4a,b). Mit diesem Experi-
ment konnten wir best�tigen, dass 1) Protease- und Ligase-
aktivit�t voneinander getrennte Aktivit�ten sind, die jedoch
im Gleichgewicht stehen. Außerdem verwendet 2) die Liga-
seaktivit�t einen katalytischen Mechanismus, der unabh�ngig
von Cys189 ist. In Konsequenz ist 3) die Ligasereaktion also
nicht die Umkehrung der Proteasereaktion (mit einem
Thioester-Intermediat), sondern sie verwendet einen unter-
schiedlichen Reaktionsmechanismus.[12] Daraus ergibt sich in
weiterer Folge insbesondere, dass AEPox keinen Intein- oder
Sortase-�hnlichen Mechanismus f�r die Ligasereaktion ver-
wendet, wobei Bindungen und Energie erhalten blieben.

Echte Peptidsynthese, also nicht
bloßes Verschieben von Bindungen,
erfordert typischerweise eine Akti-
vierung der Carboxyls�ure am C-
Terminus (P1) durch Kupplung an
eine energiereiche Gruppe.[13] Inter-
essanterweise fanden wir ein As-
partimid (Succinimid) auf Position
147 (vor dem katalytischen His148)
(Abbildung 3b). Asparagins�uren
kçnnen �ber eine Kondensationsre-
aktion einen Ringschluss durchf�h-
ren. Obwohl dieser Ring (Succini-
mid) einen energiereichen, metasta-
bilen Zustand darstellt, war Asp147
im AEP-hCE-Komplex vollst�ndig
in Succinimid umgewandelt und
durch die strukturelle Umgebung
stabilisiert (best�tigt durch Kristal-
lographie und Massenspektrome-
trie) (Tabelle S2). Massenspektro-
metrische Messungen zeigten zu-
s�tzlich, dass Asp147 zwar im Pro-
legumain zu finden ist, die autoka-
talytische Aktivierung bei saurem
pH jedoch in nahezu vollst�ndiger
Umwandlung zu Suc147 resultierte.

Basierend auf den Tatsachen,
dass Succinimide g�ngige Kupp-
lungsreagentien bei der Synthese
von Peptidbindungen sind[13] und
dass Asp147 in allen bekannten Le-
gumainsequenzen streng konserviert
ist, jedoch in Caspasen h�ufig durch
ein Serin ersetzt ist (Abbil-
dung S5b),[14] kamen wir zu dem
Schluss, dass Suc147 eine katalyti-
sche Rolle f�r die Ligaseaktivit�t
spielen kçnnte. W�hrend die D147S-

und D147G-AEP-Varianten (verminderte) Proteaseaktivit�t
und somit korrekte Faltung aufwiesen, zeigten sie keine Li-
gaseaktivit�t (Abbildung 3c). Dieses Experiment best�tigte,
dass das Asp147-Suc147-Paar eine kritische Rolle f�r die
Ligaseaktivit�t spielt. Analog zu ATP treibt Suc147 die end-
ergonische Peptidbindungssynthese energetisch an.[7, 15] Ba-
sierend darauf schlagen wir einen Mechanismus vor, bei dem
das O� des negativ geladenen Carboxylats des P1-Restes
(Asn39I) den elektrophilen Kohlenstoff im nahen Keton von
Suc147 angreift. Daraus resultiert ein tetraedrischer �ber-
gangszustand, der mit der Ringçffnung einhergeht (Abbil-
dung 4a,b). Der so aktivierte C-Terminus von P1 kçnnte nun
von einem nahen N-Terminus �ber nukleophile Substitution
angegriffen werden, wobei His148 als katalytische Base fun-
gieren w�rde. Im konkreten Fall ist der aktivierte C-Terminus
jedoch sterisch zu weit vom P1’-Nukleophil entfernt.

Deshalb hielten wir es f�r wahrscheinlicher, dass die Asn-
Seitenkette von P1 den elektrophilen Kohlenstoff am S�ure-
anhydrid angreift und so ein offenes (Iso)Asp147 freisetzt.
Diese nukleophile Substitutionsreaktion generiert ein weite-

Abbildung 3. Die Ligaseaktivit�t von Legumain. a) Legumain (AEP) zeigt Ligaseaktivit�t bei neutra-
lem pH, unabh�ngig vom katalytischen Cys189. Inkubation von hCE mit AEP bei pH 4.0 f�hrte zur
vollst�ndigen Umsetzung in die Asn39I-prozessierte Form. Wurde dieser Komplex aus gespaltenem
hCE und AEP nun bei ansteigenden pH-Werten inkubiert, so tauchte bei pH�6.0 jene Bande wieder
auf, die intaktem (ungespaltenem) hCE entspricht. Diese Beobachtung legt nahe, dass die Asn39I-
Ser40I-Peptidbindung religiert wurde. Wurde das katalytische Cys189 durch Zugabe von MMTS kova-
lent modifiziert, so beobachteten wir eine pH-unabh�ngige Resynthese des intakten Inhibitors.
b) Asp147 liegt im AEP-hCE-Komplex als Succinimid vor. Detailansicht auf das AEP(gr�n)-katalyti-
sche Zentrum im Komplex mit hCE (orange). Katalytische Reste sind als gr�ne St�bchen dargestellt,
der hCE RCL (mit Asn39I) in blau. Die Elektronendichtekarte (2Fobs�Fcalc), die das Succinimid 147
(Suc147) beschreibt, ist mit einem Konturlevel von 1s �ber dem Mittelwert dargestellt. c) Asp147
spielt eine kritische Rolle bei der Ligation. Das Experiment, das in (a) beschrieben wurde, wurde mit
einer Kombination aus D147S-AEP und Wildtyp-hCE wiederholt. D147S-AEP konnte hCE spalten,
was best�tigte, dass es korrekt gefalten ist und den Inhibitor korrekt bindet. Gleichzeitig konnte
jedoch weder �ber pH-Erhçhung, noch Zugabe von MMTS eine Resynthese des intakten Inhibitors
erzielt werden. Diese Beobachtung best�tigt die kritische Rolle von Asp147 f�r die Ligaseaktivit�t.
Selbiges Experiment wurde auch f�r eine D147G-AEP-Mutante durchgef�hrt, mit dem gleichen Er-
gebnis.
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res Succinimid-Intermediat am P1-Asn39I (Suc39I), �hnlich
wie bei Inteinen und Asparagin-Peptidlyasen.[16] Suc39I ist
nun sterisch und energetisch optimal geeignet, um vom P1’-
Nukleophil angegriffen zu werden. Dadurch kommt es zur
(Wieder-)Ausbildung einer Peptidbindung und zur (Wieder-)
Freisetzung der P1-Asn-Seitenkette (Abbildung 4c,d). Um
diesen zweiten Teil der Reaktion zu �berpr�fen, generierten
wir eine N39ID-hCE-Variante. Diese Mutante inhibierte die
AEP-Proteaseaktivit�t und wurde auch C-terminal vom
Asp39I hydrolysiert, vergleichbar mit Wildtyp-hCE, wodurch
die korrekte Faltung dieser Cystatin-Mutante best�tigt wurde
(Abbildung S5c). Entscheidend ist jedoch, dass diese Muta-
tion die Ligaseaktivit�t unterdr�ckte und somit die Relevanz
des P1-Asn f�r die Peptidsynthese (Abbildung S5d) best�-
tigte. Zudem konnten wir massenspektrometrisch eine parti-
elle Deamidierung des Asn39I nachweisen, wodurch das
postulierte P1-Succinimid-Intermediat indirekt best�tigt wird
(Tabelle S2).

Ein weiteres wichtiges Ergebnis war, dass die Ligaseak-
tivit�t nicht auf Cystatine limitiert ist. Wir konnten Peptidli-
gaseaktivit�t auch bei gespaltenem Prolegumain feststellen.
Durch Inkubation von (D303E-D309E)-Prolegumain bei
pH 5.0 erh�lt man die charakteristische autokatalytische In-
trans-Spaltung der Asn323-Asp324-Peptidbindung.[10] Erhç-
hung des pH-Wertes auf 6.0 f�hrte zur Resynthese der
Asn323-Asp324-Peptidbindung und somit (Re-)Zymogeni-
sierung in inaktives Prolegumain (Abbildung S4c). Dieses
Ergebnis deckt sich auch mit Beobachtungen am Maus-Le-
gumain.[17] Die katalytische Effizienz (Geschwindigkeit) der
Ligaseaktivit�t liegt bei mindestens 1 min�1, basierend auf
SDS-PAGE-Experimenten (Abbildung S4d).

In dieser Arbeit besch�ftigten wir uns mit der Untersu-
chung der Wechselwirkung von Cystatin E mit Legumain.
Erwartungsgem�ß erfolgt die Bindung der Cystatine an Le-
gumain �ber einen Cystatin-Bindebereich, der sich von dem
f�r die Inhibition von Papain/Cathepsinen verwendeten Be-
reich unterscheidet. In-silico-Interaktionsstudien best�tigten,
dass Cystatine der Familie 2 gleichzeitig Cathepsine und Le-
gumain �ber zwei sterisch getrennte Bindestellen binden
kçnnen.[5a] So kçnnen diese wichtigen endolysosomalen En-
zymfamilien kolokalisiert werden (Abbildung S6 und S7).

Legumain kann im extrazellul�ren oder zytosolischen
Milieu als Ligase arbeiten und so mçglicherweise bereits
aktivierte Proteasen wieder in einen inaktiven, Zymogen-ar-
tigen Zustand zur�ckf�hren.[7] Ausgestattet mit sowohl Pro-
tease- als auch Ligasefunktion kann Legumain auch bei In-
cis- und In-trans-Proteinsplicing eine tragende Rolle spielen:
Einzelne oder mehrere Proteine werden an mehreren Stellen
gespalten und zu einem neuen Protein mit neuer Funktion
rekombiniert.[18] Der Umstand, dass Legumain als Protease/
Ligasepaket vorliegt, und seine endolysosomale Lokalisation
machen Legumain zu einem kritischen Faktor in der Anti-
genprozessierung, im Speziellen bei der Beladung von
MHCII-Komplexen (MHC = Hauptkompatibilit�tskomplex)
mit Antigenfragmenten. W�hrend die Proteaseaktivit�t von
Legumain daf�r bekannt ist, lineare Peptidepitope f�r die
MHCII-Pr�sentation zu generieren,[19] kçnnte seine Ligase-
aktivit�t sequentiell entfernte Epitope verbinden und so die
Pr�sentation von 3D-Epitopen ermçglichen. Außerdem
kçnnte Legumain bereits aktivierte MHCII-Komplexe durch
Religation der invarianten Kette (Ii) wieder inaktivieren und
so die Beladung mit Peptiden verhindern. Schließlich zeigt
die Entdeckung des konjugierten Asparagins�ure-Succini-
mid-Paares eine neue Mçglichkeit eines intrinsischen Ener-
giereservoirs, um in ATP-armen Umgebungen (z. B. extra-
zellul�r) endergone Reaktionen zu katalysieren.
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ver�nderte Fassung am 4. November 2014
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