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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG 1

1 Einleitung und Zielstellung
1.1 Einleitung

Modifizierte Proteine spielen fur das Studium biectscher und medizinischer Frage-
stellungen eine groBe Rolle. So werden beispietvedProteine modifiziert, um die
molekularen Grundlagen ihrer biologischen Aktivzatuntersuchen und Krankheiten, die mit
diesen Proteinen assoziiert sein kobnnen, zu eHersc Weiterhin dienen Enzym-
modifizierungen dazu, katalytische Eigenschaften vambessern, Strukturverdnderungen
vorzunehmen odefrags fir eine effiziente Proteinreinigung anzufligen.d&etend sind
ebenfalls Verdnderungen, die zur Aufklarung vorul8tir-Wirkungs-Beziehungen sowie zur
Untersuchung von Katalysemechanismen, Protein-iardiew. Protein-Ligand-Interaktionen
oder Faltungsvorgangen fuhren. Eine hohe medihfiristelevanz kommt dabei der Erhéhung
der Stabilitat und Bioverfligbarkeit von Proteinan die auf eine verbesserte therapeutische
Wirksamkeit abzielt.

Proteinmodifizierungen betreffen die Seitenkettafuriktioneller Aminosduren sowie das
Peptidriickgrat. AuRerdem kdnnen proteinogene Andines gegen unnatirliche Bausteine
substituiert werden. Die Modifizierung von Aminoséseitenketten wird zum Beispiel zur
Erzeugung therapeutisch wirksamer Acylenzyme, Erhghder Proteinstabilitat sowie
Identifizierung von Aminosaureresten durchgefulelche in funktionsrelevante Bereiche
involviert sind. Durch den Einsatz selektiver Mazigrungsreagenzien kénnen Proteine
denaturiert, in ihrer molekularen Dynamik beeinflo@er an katalytisch essentiellen Resten
blockiert werden, was zum vollstéandigen Verlust kigtalytischen Aktivitat fihren kann. So
wird beispielsweise der aktive Serinrest in Setgaisen und Esterasen durch Diisopropyl-
fluorphosphat oder &hnliche Reagenzien [Jansei,et%9; 1950], das aktive Histidin in
Serinproteasen durch Chlormethylketone [Schoellm@&rBhaw, 1963; Powers, 1977] oder
das aktive Histidin in pankreatischer Ribonukledselurch lodacetat bzw. verwandte
Halogenalkansduren [Crestfield et al.,, 1963; Hkson et al.,, 1965] inaktiviert. Von
biopharmazeutischem Interesse ist die reversiblelifideerung des aktiven Zentrums von
Serinproteasen, woraus therapeutische Acylenzysidtieren. Eine nachfolgende langsame
Deacylierung solcher Acylenzymintermediate fUhrtr Ztreisetzung des entsprechenden
Therapeutikums. Als Beispiel sei Anistreplase gehamein p-Anisoyl-Lys-Plasminogen-
Streptokinase-Aktivator-Komplex (Eminase®), welchach intravendser Injektion infolge
eines Herzinfarkts einer kontrollierten Deacyliggurdes katalytischen Zentrums der
Serinprotease unterliegt, woraufhin die Fibrinolysiegeleitet wird [Smith et al., 1981].

Dieses Konzept wurde ebenfalls von Wolf et al. H]98ur Herstellung eines im aktiven
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Zentrum acylierten Faktor Xa-Derivates eingeseEhe weitere Anwendung stellt die
Modifizierung der Lys-, Cys- oder Glu/Asp-Seitertkat von Proteinen mittels Polyethylen-
glykol (PEG) zur Reduktion der Antigenitat sowiehBnung der Halbwertszeit therapeutisch
aktiver Proteingn vivo dar [Ubersicht in Delgado et al., 1992; Hermaralgt 1995]. Zwei
PEG-modifizierte Enzymderivate sind in der klinisohTherapie von besonderer Relevanz:
die Adenosin-Deaminase [Hershfield et al., 198€ked Mangel eine der Ursachen flr ein
Immunschwache-Syndrom darstellt, und didsparaginase [Keating et al., 1993]. Letztere
wird zur Behandlung akuter lymphatischer Leukamie auch anderer maligner Tumore
eingesetzt. In Tab. 1 sind weitere Beispiele fuGHRRodifizierte Proteine mit therapeutischer
Bedeutung zusammengefaldt. Neben der Anheftung ek Rellt die Quervernetzung von
Proteinen eine gebrauchliche Methode zur ErhohwergPdoteinstabilitdt dar. Wahrend die
intermolekulare Quervernetzungn vivo Uber Kollagen und Fibrin erfolgt, werden
Formaldehyd und Glutaraldehyd vitro eingesetzt [Khor, 1997]. Besonders in der Trans-
plantationsmedizin kénnen derartige Modifikationdie Verweilzeit von Transplantaten

entscheidend verlangern.

Tab. 1: Ausgewéhlte Beispiele PEG-modifizierter Prigine.

Protein Bemerkung Referenz
Pepstatin PEG-Modifizierung zur Entwicklung einesBrygier et al.,
HIV-Proteaseinhibitors 1994
Interleukin-2 Klinische Prifung Wiernik et
al., 1994
Tumornekrose Faktax- PEG-Modifizierung erhoht die Bioverfug-Tsutsumi et
barkeit und reduziert Nebeneffekte, die mai., 1994,

dem unmodifizierten Protein beobachtd995
wurden. Die Untersuchungen wurden in Maus
durchgefuhrt.

AulBBer den Seitenketten trifunktioneller Aminosauresnn ebenfalls das Peptidrickgrat
modifiziert werden. Die Substitution einer Amid-gga: eine Esterbindung in Proteinen, zum
Beispiel durch Einbau eines Milchsadurebausteimagglicht Aussagen tber den Einfluf3 von
Wasserstoffbriickenbindungen unter Rickgratbeteifigauf die Stabilitat oder auch Aktivitat

eines Proteins [Jakubke, 1996]. Weiterhin sei enusche Synthese eines Thioester-HIV-1-
Protease-Analogons genannt [Baca & Kent, 1993]e [gegentiber dem Wildtyp verminderte
katalytische Aktivitdt des modifizierten Enzyms,ndeaufgrund des Austausches zweier
Amid- gegen zwei Thioesterbindungen Wasserstoffiibindungsdonatoren fehlen, liel3

vermuten, dal3 die Ausbildung von Wasserstoffbriaeischen Enzym und Substrat wichtig
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fur die katalytische Funktion der HIV-1-Proteasd. igusatzliche Mdoglichkeiten fir
Peptidrickgrat-Modifizierungen sind Deuterierungamd Thioxylierungen, wobei Thioxo-
peptidbindungen zur Charakterisierung von Einzelbngs-Konformationsanderungen in
Proteinen eingesetzt werden kénnen [Wildemann, R004

Der Einbau nicht-proteinogener Aminosauren in Rnetést eine gebrauchliche Methode, um
detaillierte Untersuchungen zur Konformation unthzkiatalysemechanismus eines Enzyms
vorzunehmen. Von besonderer pharmazeutischer Beupust dabei die Erhdhung der
metabolischen Stabilitdt von Proteinen durch demb&ii vonD-Aminosauren. Ein grol3es
analytisches Interesse besitzt die EinflUhrung votekularen Sonden wie isotopenmarkierter
Verbindungen, Fluorophoren oder Spinlabeln in Rmete woraufhin die modifizierten
Biomolekile der NMR-Spektroskopie, dem FluoreszBezonanz-Energie-Transfer (FRET),
der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) B&R-Spektroskopie zuganglich werden.
Folglich sind Untersuchungen zur Aufklarung von tBistrukturen sowie zur dynamischen
Eigenschaft und Faltung eines Proteins mittels Nin Katalysemechanismus sowie zur
Substratbindung von Proteinen mittels FCS bzw. FR&Iwie zu Protein-Ligand-
Interaktionen mittels ESR mdglich. Weiterhin findennattrliche Aminosauren wie zum
Beispiel a-Aminoisobuttersdure zur Modifikation der Protemgtur Anwendung [Jakubke,
1996].

Generell werden Proteine entweder wahrend oder maclul3 an ihre eigene Synthese
modifiziert, wobei der Einbau nicht-proteinogeneniiosauren sowie die Modifizierung des
Peptidrickgrates in der Regel im Zuge ihrer Ddrstgl bewerkstelligt werden und die
Modifizierung von Aminosaureseitenketten postsytisiod erfolgt. Zur Synthese von
modifizierten Proteinen kdnnen neben chemischeh aumekularbiologische Methoden wie
die ortsgerichtete Mutagenese oder eine Kombindbeider Strategien wie diExpressed
Protein Ligation(EPL, [Muir et al., 1998]) eingesetzt werden, welaine semisynthetische
Version derNative Chemical LigationfNCL, [Dawson et al., 1994]) darstellt und breite
Anwendung findet. Allerdings wirkt sich die Notwegkieit spezielleN-terminaler Amino-
saurereste wie Cystein bzw. Cystein-Analoga limetiel auf die beiden letztgenannten
Methoden aus. Da sich die Modifizierung der Pratequenz durch Standard-Mutagenese auf
die 20 codierten Aminosauren beschrankt, wurdentenesi Strategien zur Einfluhrung
ungewohnlicher bzw. unnattrlicher Aminosauren irot€ine wie die Erweiterung des
genetischen Codes durch Einsatz chemisch modizié&kminoacyl-tRNA's [Noren et al.,
1989] sowie dieselective Pressure Incorporati¢8Pl),[Budisa et al., 1999] etabliert. Jedoch
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sind diese Methoden nicht universell anwendbar aumch die chemische Synthese ist einer
Limitation ausgesetzt, die sich vor allem in degre@zten Anzahl von Aminosauren in dem
zu synthetisierenden Peptid dufRert. Neben den gwraiechniken stellt der Einsatz von
Proteasen als Biokatalysator zur Synthese von daptind Proteinen vor allem aufgrund der
Stereo- und Regiospezifitdt dieser Enzyme einalkdie methodische Alternative dar. Am
bisher eindrucksvollsten wurde dies durch die Sgs¢hselektiv modifizierter RNase A
mittels Subtiligase, einer optimierten Subtilisineate, gezeigt [Jackson et al., 1994].
Allerdings bedingt die Primarspezifitat dieser Bestevariante (Nomenklatur nach [Schechter
& Berger, 1967]) den entscheidenden Nachteil derthiblde, was sich in einer ein-
geschrankten Auswahl von Ligationsstellen widergglie Ein bahnbrechender Erfolg zur
Umgehung des Spezifitdtsproblems von Proteasent&alunch die Entwicklung sogenannter
Substratmimetika erzielt werden, deren Erkennumgtnivie bei herkdbmmlichen Substraten
Uber die individuelle Aminosdure im S1-Bindungsospndern Uber eine spezifitats-
vermittelnde Esterabgangsgruppe erfolgt (UbersicfBordusa, 2002a]). In Kombination mit
dem Einsatz modifizierter Proteasen, welche Ubee eerminderte proteolytische Aktivitat
verfuigen, reflektiert das Substratmimetika-Konzgipe neue, vielversprechende Mdglichkeit

zur enzymatischen Synthese modifizierter Proteine.

1.2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, eine neue Strategie 8ynthese modifizierter Proteine zu
entwickeln, da bis zum heutigen Zeitpunkt keinevarselle Methode zu deren Darstellung
existiert. Aufgrund der genannten Vorteile von Stdimmimetika in Enzym-katalysierten

Reaktionen sollte in Kombination mit dem Einsatzdifinierter Proteasen mit verminderter
proteolytischer Aktivitat, die generelle Mdglichketur enzymatischen Substratmimetika-
vermittelten Synthese modifizierter katalytischiadt Proteine demonstriert werden. Jedoch
erfordert dieses Ziel die Bereitstellung l&angeligett Substratmimetika, wobei in Anlehnung
an eine in Kooperation mit unserem Arbeitskreiszkéin erschienene Arbeit zur Synthese
eines Polypeptides [Machova et al., 2003] das $atibsimetikum durch Intein-vermittelte

Synthese in Form eines rekombinanten Peptid-Theogséiergestellt werden sollte. Dabei galt
es einerseits, das Spektrum generierbarer Thioestegrweitern, um geeignete Substrat-
mimetika mittels Intein-Strategie herzustellen. Arefseits war es Aufgabenstellung, die
Methode delin situ Generierung von Substratmimetika durch Umesterings Ausgangs-

esters auf rekombinante langkettige Substratmiraetikiibertragen.
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Zur Untersuchung der synthetischen Relevanz rekoamber Substratmimetika in
Peptidligase-katalysierten Reaktionen sollte diptidgl-Prolyl-cis/transisomerase (PPlase)
Parvulin 10 au&. coli synthetisiert werden, welche durch Rahfeld ef1®194a] entdeckt und
deren Struktur durch NMR-Spektroskopie aufgeklantde [Kuhlewein et al., 2004]. Dieses
Protein eignet sich als Untersuchungsgegenstartiiesveil es ein aus nur 92 Aminosauren
bestehendes, monomeres, biologisch aktives Bioribledt und damit vermutlich den
Prototyp der PPlase-Familie der Parvuline darstelissen Katalysemechanismus trotz
Herstellung zahlreicher Proteinvarianten bislangektért ist [Schelbert, 1998]. Aufgrund der
auffalligen Strukturhomologie zummPinl wird fUrE. coli Parvulin 10 eine putative Substrat-
bindungstasche vorgeschlagen, die einer Furcheltdbnd durch zwei antiparallel®&-
Faltblatter gebildet wird (Abb. 1). Fluoreszenzmarkngen in der unmittelbaren Umgebung
der putativen Substratbindungsstelle des Protei@enwvon besonderem Interesse, um in
Kombination mit ebenfalls fluoreszenzmarkiertenzsfigchen Liganden nicht nur ein rasches
Spezifitatsscreening mittels Fluoreszenzspektraskdprchzufiihren, sondern dartber hinaus
auch Ruckschlisse Uber die Art und Weise der Bigdum aktiven Zentrum ziehen zu
kénnen. Unter diesem Gesichtspunkt wurden flr Elnereszenzmarkierung von Parvulin 10
die Aminosaurereste Glutamin 80 und Tyrosin 90,chel sich am Rand der putativen
Substratbindungstasche befinden, ausgewahlt (Abb.Dies sollte Bindungsstudien mit

fluoreszenzmarkierten Liganden ermdglichen, oheeditalyse zu beeintrachtigen.

hPinl E. coliPar10

Abb. 1: Rontgenkristall- und NMR-Struktur von hPinl1 bzw. E. coli Parl0. Aufgrund der Struktur-
homologie zunmhPinl wird fur Parvulin 10 eine Substratbindungdt@seorgeschlagen, die einer Furche &hnelt
und durch zwei antiparallel verlaufendieFaltblatter gebildet wird [Kuhlewein et al., 2004Die fur eine
Fluoreszenzmarkierung ausgewahlten Aminosauren GGin&d Tyr90 befinden sich jeweils am Rand der
putativen Substratbindungstasche und sind rot gededchnet. Die Darstellung erfolgte mit dem Program
Pymol.hPinl: 1PIN.pdbE. coliParl10: 1JNT.pdb.
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Prinzipiell galt es, die Anwendbarkeit der vorgdtsta Synthesestrategie mittels initialer
Modellreaktionen zu tberprifen und im Anschluf dagen in der unmittelbaren Umgebung
der putativen Substratbindungstasche fluoreszerkzengas Parvulin herzustellen. Mit diesem
Ziel sollte das Substratmimetikum rekombinant nstténteinstrategie und ein weiteres
Fragment durch Festphasenpeptidsynthese (SPP¥gbstellt werden. Zur Ligation beider

Fragmente sollten die in unserem Arbeitskreis eiaggen bzw. erzeugten Enzyme V8-
Protease (in Kombination mit Thioglykolsdure) undypsin D189K/K60E aufgrund ihrer

signifikant verminderten proteolytischen Aktiviis Katalysatoren eingesetzt werden.
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2 Theoretischer Teill
2.1 Synthese modifizierter Proteine

Obwohl die Totalsynthese kleinerer Proteine erfldr demonstriert werden konnte [Sieber
et al., 1978; Akaji et al., 1985; Schneider & Kel®88; Woo et al., 1989; Zawadzke & Berg,
1993; Inui et al., 1996], stellt eine Langenlimibat von gegenwartig etwa 50 Aminosauren
den entscheidenden Nachteil der chemischen Peptigsse sowohl in Losung als auch an
der festen Phase dar [Kent, 1988]. Fur die SyntHasgerer Proteine eignet sich die
ortsgerichtete Mutagenese, die sich jedoch im Htkbauf einfihrbare Modifizierungen
naturgemal auf den Einbau proteinogener Aminosabeschrankt. Fir die rekombinante
Einfihrung nicht-proteinogener Aminosauren steheeiaMethoden zur Verfigung: (i) die
Neuordnung von Codons und (ii) die Erweiterung gesetischen Codes durch den Einsatz
strukturell veranderter tRNA’s (Suppressor tRNAje etztgenannte Methode basiert auf der
Entdeckung von Organismen, welche die seltenenrlicdiéin Aminoséuren Selenocystein
oder Pyrrolysin in Proteine einbauen, indem monsenseCodon zweckentfremdet wird
[Chambers et al., 1986; Zinoni et al., 1986; Sasan et al., 2002]. Ein Durchbruch auf
diesem Gebiet gelang Noren et al. [1989] mit Einfilly der Nonsense Suppression
MutagenesisErfolgreich wurden durch Einsatz chemisch amigbexter Suppressor tRNA'’s
unnaturliche Aminosauren mit neuen sterischen umgsigochemischen Eigenschaften als
Antwort auf einnonsenseCodon mittelsin vitro Translation ortsgerichtet in das Enzyn
Lactamase eingefugt. Einen bemerkenswerten Fotttserzielten Wang et al. [2001] durch
Einsatz manipuliertefe. coli Stamme, welche die Inkorporation neuer Aminosauren
Proteine direkt in lebenden Zellen erlauben. Daszhfigen neuer Aminosauren zum
genetischen Repertoirm vivo erfordert zusatzliche Komponenten zum Proteinggeh
apparat. Es besteht die Notwendigkeit zur Konsioakieiner neuen tRNA (orthogonale
tRNA), die nicht von Aminoacyl-tRNA-Synthetasen vancoli erkannt wird und welche die
unnaturliche Aminosaure als Antwort auf emnsenseCodon, welches fur keine der 20
proteinogenen Aminosauren codiert, tragt. Ebensod weine neue tRNA-Synthetase
(orthogonale Synthetase) bendtigt, welche aus$tildie die orthogonale tRNA
aminoacyliert. Ein solches orthogonales tRNA/Sytabe-Paar wurde irE. coli durch
Einfihren des Tyrosyl-tRNA/Synthetase-Paares Mathanococcus jannaschérzeugt und
fuhrte zurin vivo Inkorporation der synthetischen Aminosa@-évethyl-L-tyrosin [Wang et
al., 2001]. Weiterhin wurden mittels dieser Methatie synthetischen Aminosauréh(2-
Naphthyl)+-alanin [Wang et al., 2002p-Acetyl-L-phenylalanin [Wang et al., 2003a] sowie
verschiedene Tyrosin-Analoga [Zhang et al., 200anW/et al., 2003b] in Proteine eingefihrt.
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Eine weitere eindrucksvolle Synthese demonstrieMehl et al.[2003] mit der Erzeugung
eines Bakteriums, welches die zuséatzliche AminasguAminophenylalanin genetisch
codiert und diese effizient in Proteine einfligt.r€uden Einbau neuer, genetisch codierter
Aminosauren ist es moglich, mafl3geschneiderte Verangen in Proteinen und damit deren
Struktur und Funktion direkin vivo zu untersuchen. Kirzlich konnte auch der genegisch
Code fur Eukaryoten erweitert werden [Chin et 2003a, b]. Ein grundsatzlicher Nachteil
dieser Methode besteht jedoch darin, dal3 fir jedeatirliche Aminosaure eine neue
Synthetase selektiert werden muf3, welche ausstibhe@ie Suppressor-tRNA und die
unnatirliche Aminoséure erkennt [Zhang et al., 2008eiterhin sind der Import des
Aminosaure-Analogons in den Organismus sowie de8éatichkeit in GroRRe und Struktur
zur ,normalen“ Aminosdure von Nachteil. Aufgrundesier Limitationen folgten weitere
Anwendungen, welche keine orthogonale AminoacylARBy/nthetase bendtigen und die die
Basis zur Einfihrung eines breiteren Spektrums Yoninosaure-Analoga in Proteine
darstellen, indem die aminoacylierte SuppressorARN lebende Zellen eingefuhrt wird
[Nowak et al., 1998; Kohrer et al., 2001].

Eine zusatzliche Mdglichkeit zur Inkorporation rtightoteinogener Aminosauren in Proteine
bietet die bereits genannte Methode der Neuordnuomg Codonsin vivo, woraus ein
erweitertes Aminosaurerepertoire resultiert. Dieseiente man durch den Einsatz von
Aminoséaure-Analoga, welche ihre natiirlichen Gegihepimitieren [Ubersicht in Budisa et
al., 1999]. Praktisch bedient man sich dabei dgesannterselective Pressure Incorporation
(SPI1), welche fur den Einbau unnattrlicher Amingséuauxotrophde. coli Stdmme nutzt,
die einem Selektionsdruck ausgesetzt werden. Ddirlichen Aminosauren strukturell und
chemisch ahnliche Substrat-Analoga kdonnen aufgderderweiterten Substratspezifitdt der
entsprechenden Aminoacyl-tRNA-Synthetasen der vedetn auxotropheB. coli Stamme
aktiviert werden. Infolge des starken Selektionskles wird eine neue Codonzuordnung
ermdglicht, was zu Verdnderungen in der Interpi@taties genetischen Codes fuhrt (Tab. 2).
So wurden zum Beispiel die Codierungsmaoglichkettea Tryptophan-Tripletts UGG um die
synthetischen Aminoséauren 4-, 5- und 6-Fluortryptop 7-Azatryptophan und 5-Hydroxy-
tryptophan erweitert, wenn ein Tryptophan-auxotepBk. coli Stamm als Expressions-
wirtszelle dient. Mittels dieser Methode wurde Kiafz eine neue Klasse mal3geschneiderter
GFP Proteine hergestellt [Bae et al., 2003].
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Tab. 2: Engineering des genetischen Codes durch Erweiterung der Codigngsmdoglichkeit unter
experimentell ausgelibtem selektiven Druck nach Busa et al. [1999].

Codon Aminosaure
proteinogen nicht-proteinogen
AUG Methionin Selenomethionin, Telluromethionin, Ethionin, Nodeu
UGG Tryptophan 4-, 5- und 6-Fluortryptophan, 7-Azatryptophan, 5drbxy-
tryptophan
UuU(U/C) Phenylalanin o-, m undp-Fluorphenylalanin, Thienylalanin
UA(U/C) Tyrosin m-Fluortyrosin
CC(U/C/AIG) Prolin Thioprolin
UG(U/C) Cystein Selenocystein

Die chemische Synthese von Peptiden wird vorzugsvedurch schrittweise Festphasen-
peptidsynthese (SPPS) realisiert [Merrifield, 1988|lerdings fiilhren nicht-quantitativ
verlaufende Kupplungsreaktionen besonders bei ténge&Sequenzen zur Bildung von
Nebenprodukten, deren Akkumulation die L&nge denttmtisierbaren Polypeptidkette
einschrankt. Diese Langenlimitation fihrte zur Ehrung chemischer Ligationsverfahren,
wobei die gangigsten im Folgenden beschrieben werdgewdhnlich entsteht durch
chemoselektive Ligation der reaktiven Funktionédith am C- bzw. N-Terminus zweier
Peptidfragmente eine Ligationsstelle nicht-peptidés) Charakters (Tab. 3). Schnolzer und
Kent synthetisierten 1992 erfolgreich ein Analogier HIV-1-Protease. Dazu wurden die
Peptidsegmente HIV-1-PR(1-51) mit einem zusatzhcldycin-a-thiocarbonsaure-Rest am
C-Terminus und HIV-1-PR(53-99) mit Acetylbromid aNiTerminus mittels schrittweiser
Festphasenpeptidsynthese hergestellt. Durch ddeaptilen Angriff des Schwefelatoms des
N-terminalen Fragmentes am Alkylbromid dé€sterminalen Fragmentes wurden beide
Segmente Uber einen Peptidbindungs-analogen Thioketzalent miteinander verbunden.
Eine deutliche Limitation dieser Methode bestetiemeder artifiziellen Verknipfung beider
Fragmente in der Hydrolyseanfélligkeit des syn#ietien Proteins. Chemisch robuster sind
im Gegensatz dazu Thioetherverbindungen, dererh8gatdurch Englebretsen et al. [1995]
am Beispiel eines enzymatisch aktiven HIV-1-Prage@dsalogons erfolgreich demonstriert
wurde. Baca et alzeigten im selben Jahr mit der Synthese nativerdaommerer HIV-1-
Protease, dal3 die Disulfidligationsstrategie eirakiikable Anwendung fiir die chemische
Proteinsynthese darstellt. Eine weitere Moglichkaédr Verknipfung zweier Fragmente
besteht in der Ausbildung einer Oximbindung an Werkntpfungsstelle durch Reaktion
eines Aldehyds mit einem Aminooxyacetyl-Rest [Ro$894]. Durch den Einsatz von
Polyaldehyd-Polypeptid-Templaten wurden homogerzweigte Polypeptide in Form von

Polyoximen bis zu 195 Aminoséuren Lange und 20 ldlekularer Masse synthetisiert.
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Tab. 3: Etablierte chemische Strategien zur Ligatia von Peptidfragmenten.

Ligationsstrategie Bindungsmotiv Refer

Thioesterligation ‘ ‘475 . Schnolzer & Kent, 1992

W S—CW Englebretsen et al., 1995
Disulfidligation —s—{(Pepticd) Baca et al., 1995

Thioetherligation

Oximligation g:N—o Rose, 1994

o}
o I

Orthogonale Ligation -Peptid- c—N—-Peptid- Tam et al., 1999;

NCL!, EPL? Staudinger O H O Dawson et al., 1994; Muir et

Ligation al., 1998; Evans et al., 1998;

Nilsson et al., 2000; 2003

INCL: Native Chemical LigatiarfEPL: Expressed Protein Ligation

Ein entscheidender Fortschritt in Richtung Fragmgation tUber Knupfung einer Amid-
bindung gelang Tam et ahit Einfuhrung der orthogonalen Ligationsstratediam & Yu,

1998; Tam & Lu, 1998; Tam et al., 1999]. Hierbet ter eigentlichen Bildung der
Peptidbindung mittels intramolekularem Acyltransfeine chemoselektive Reaktion der
beiden Peptidsegmente vorgelagert, wodurch eingéildeming de€-Terminus des einen und

desN-Terminus des anderen Peptidsegmentes erreichi{(ial 2).

X
NT-Fragment Y
0] H2N CT-Fragment

l chemoselektive Reaktion

NT- Fragment
H2N CT Fragment

l intramolekularer Acyltransfer

Abb. 2: Allgemeines Konzept der orthogonalen

H Ligationsstrateg.ie. NT, N—.termi_nal; CT,C-terminal;
X und Y: reaktive Funktionalititen am- bzw. C-
0 R Terminus beider Fragmente, deren Reaktion zur
Ausbildung von Z fiihrt. R, Seitenkette.
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Auf diesem allgemeinen Prinzip der sogenannten gWidlkklammer” basiert auch die
Staudinger Ligation, bei der die Amidbindung ausgeh von einem Azid und einem
funktionalisierten Phosphin gebildet wird [Nilsseh al., 2000; Saxon & Bertozzi, 2000].
Chemische Grundlage hierfir ist die Reaktion vokykziden mit Triarylphosphinen zu
Azayliden. Die nachfolgende intramolekulare Acyiisgerreaktion erfolgt effizient und eine
Amidbindung wird gebildet, vorausgesetzt das Azhyikt einem Ester oder Thioester
benachbart. Eine sich anschlieende Hydrolyse sadst ligierte Produkt sowie das
Phosphinoxid frei (Abb. 3). In Kombination mit dblative Chemical Ligatiorgelang mit
dieser Methode unter anderem die Einfihrung eisesopen-markierten Prolinrestes in
RNase A [Nilsson et al., 2003].

xAﬁLA

Peptid PPh, Peptid S Pth

N5-Peptid Peptid Abb. 3: Reakf[ionsme_cha}nis-
mus der Staudinger Ligation.
0 t Ein Peptid mit einem C-
O terminalen  Phosphinothioester
)J\ . _-Peptid reagiert mit einem Peptid,
Peptid N/Pepnd ~——— Peptid N welches einN-terminales Azid
H *PPh enthalt. Als erstes Intermediat
\ entsteht ein Iminophosphoran,
H,0 welches sich zu einem Amido-
S phosphoniumsalz umlagert. Eine
anschlieende Hydrolyse fuhrt
zu einem Amid.

N

Eine bemerkenswerte Erweiterung der chemischentibiganittels Thioesterbindung gelang
Dawson et al. [1994] mit der Optimierung der bergijenanntemMative Chemical Ligation
welche urspringlich von Wieland und Brenner enteickvurde [Wieland et al., 1953;
Brenner et al., 1957]. Bei dieser Methode findetsziven einem synthetischen Pepiid-
Thioester (kurz Peptid-Thioester) und einem weitd?eptidsegment, welchékterminal ein
Cystein tragt, eine chemoselektive Ligationsreakstatt (Abb. 4). Durch den nukleophilen
Angriff der Seitenkette des Cysteins déderminalen Peptides 2 auf das Carbo@yitom
des Peptid-Thioesters entsteht dabei in einer rerR@aktion ein intermediéarer Thioester,
welcher sich durch eine spontane und schnelle Reaktachfolgend in eine native
Peptidbindung umlagert. Neben Cysteinen kdnnen andere Reste wie Homocystein [Tam
& Lu, 1998], Selenocystein [Gieselman et al., 20@bndal et al., 2001; Hondal & Raines,
2002], Selenohomocystein [Roelfes & Hilvert, 2008 Histidin [Zhang & Tam, 1997] die
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chemische Ligation vermitteln. Eine gréRere Auswabh Ligationsstellen erreicht man
durch Reduktion der C-S- [Yan & Dawson, 2001] o@eBe-Bindung [Quaderer & Hilvert,

2002], nachdem die Amidbindung gebildet wurde, oderch den Einsatz abltsbarer
schwefelenthaltender Hilfsgruppen [Botti et al.020Low et al., 2001; Offer et al., 2002].
Ein Vorteil der Native Chemical Ligationbesteht in der moglichen Einfuhrung von
Modifizierungen innerhalb der gesamten Priméarseg@émes Proteins. Allerdings bleibt trotz
der Erweiterungen die dennoch restriktive Ligatetakle Nachteil der Methode.

O (@]
[Pe@T sk + HZN—H

CH,

SH

RSH“ Umesterung

O/ﬁ\ N o}
2
CPoei o o

Cs—¢

2

ls-NAcypUmmgerung Abb. 4: Reaktionsmechanismus der
Native Chemical Ligation.Aufgrund der
(|)| (|T Reaktion zwischen der Thioester-Funktion
H H des einen sowie der Cystein-Seitenkette
C_N_C_C eines weiteren Peptidfragmentes entsteht
| zundchst ein intermediarer Thioester,
(|:H2 welcher sich nachfolgend in einer raschen
SH Reaktion spontan zu einer Peptidbindung
umlagert [Dawson et al., 1994].

Die NCL bedarf der Bereitstellung peptidischer Hster, welche chemisch oder rekombinant
hergestellt werden kénnen. Mittels Festphasenpapiitiese werderC-terminale Peptid-
Thioester sowohl mittels Boc- als auch Fmoc-Chesysthetisiert. Aufgrund der Basen-
labilitdt von Thioestern werden diese vorzugsweisiels Boc-Chemie hergestellt [Dawson
et al., 1994; Tam et al., 1995], obwohl auch madifte Fmoc-Syntheserouten entwickelt
wurden [Li et al., 1998; Clippingdale et al., 20@3marero et al., 2004]. Es werden etablierte
Linker, wie 4-HydroxymethylphenylacetamidomethyRafm) bzw.p-Alkoxybenzylalkohol-
Linker (Wang) [Swinnen & Hilvert, 2000] oder neuenge backbone amidéinker (BAL)
[Alsina et al., 1999] und Sulfonamghfety catchLinker [Ingenito et al., 1999; Shin et al.,
1999; Quaderer & Hilvert, 2001] eingesetzt, wolieilinfuhrung dewn-Thioester-Gruppe im
Anschlu3 an die Kettenverlangerung erfolgt. Da eliddethoden wiederum der fir die

Festphasenpeptidsynthese typischen Langenlimitabonetwa 50 Aminosauren unterliegen,
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wurden weitere Anstrengungen zur Synthese peplidis€hioestersubstrate unternommen.
Ein bemerkenswerter Fortschritt in diese Richtungrde durch dieExpressed Protein
Ligation erzielt, bei welcher der Peptid-Thioester rekorahin mittels Inteinstrategie
hergestellt wird [Muir et al., 1998; Severinov & Mul998; Evans et al., 1998].

Inteine sind natdrlich vorkommende, interne Praegmente, die ihr eigenes Heraus-
schneiden aus einem inaktiven Prakursorprotein maithfolgender Ligation der beiden
flankierenden Abschnitte, Exteine genannt, katalgsi [Perler et al., 1994; Xu & Perler,
1996; Perler et al., 1997; Gimble, 1998]. Diesestpanslationale Prozel3 wird als Protein-
SpleiRen bezeichnet und ist dem RNA-Splei3en, leen e¢tine interne Sequenz (Intron)
entfernt und die flankierenden Regionen (Exons)tatsit 3', 5-Phosphodiesterbindung
verknupft werden, formal analog. Wie bei den Zynmmgewird auch beim Protein-Spleil3en
ein inaktiver Prakursor aktiviert. Derartige pogtislationale Prozessierungsreaktionen
kbénnen von anderen Proteinen katalysiert werdem, imi Fall der Zymogene oder Blut-
gerinnungsfaktoren durch hochselektive Proteaseter odurch autokatalytische Um-
lagerungen der Peptidbindung vonstatten gehen. iNdbm Protein-Spleil3en wurde fir die
Prozessierung vokledgehogProteinen, Pyrovoylenzymen sowie Glykosylaspai@ggn ein
solcher autokatalytischer Prozel3 beschrieben [Petlal., 1997]. All diesen Reaktionen ist
eine N-S bzw. N-O Acyl-Umlagerung an einem konservierten CysteirrjirSeder Threonin
als Initiationspunkt fir die Autokatalyse gemeinsafrotein-Spleil3elemente und die
autoprozessierende Doméane vdldedgehogProteinen verfigen Uber signifikante Struktur-
und Sequenzhomologien, was eine evolutionare Veattgahaft vermuten lafl3t [Koonin et al.,
1995]. RNA- und Protein-Spleil3en kdnnen als altéveaMethoden zur Expression unter-
brochener Gene angesehen werden, wobei das Hdraagten der internen Region fir das
Uberleben des Organismus essentiell ist.

Inteine wurden in Eukaryoten sowie Eu- und Arch&edréen identifiziert [Ubersicht in
Perler, 2002].Bis zum heutigen Zeitpunkt sind mehr als 100 Irgeimekannt, deren
Sequenzen unter anderem die in Abb. 5 dargestelkmmservierten Aminosaurereste
beinhalten. Der Austausch der konservierten Aminesé Cystein bzw. Serin an dék
terminalen sowie Asparagin an deE-terminalen Splei3stelle des Inteins mittels
ortsgerichteter Mutagenese fihrte zum vollstandigerust der Splei3aktivitdt des Inteins
[Xu und Perler, 1996; Chong et al., 1996]. Diesetdtsuchungen und die Existenz von
konservierten Aminosaureresten Cys, Ser oder ThiNaherminus desC-Exteins flhrten

zum Standard-Mechanismus des Protein-Spleil3ens. @blwvelcher durch vier aufeinander-
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host NT Splei3stell CT Splei3stell host
Protein Protein

N-Extein C-Extein

+1

I
Q

Abb. 5: Schematischer Aufbau eines Prakursorproteisa und dessen konservierte Aminosaurerest®ie
konservierten Aminosaurereste wurden mit dem Eihbtabencode dargestellt. Eingerahmte Aminosaureh si
am Standard-ProteinspleiR-Mechanismus beteiligl. (#pb. 6). Nicht eingerahmte Aminosauren nehmen
vermutlich an alternativen Splei3-Mechanismen tdil,, N-terminal; CT,C-terminal. Die InteinN-terminale
Aminosaure stellt die Position 1 dar und dieterminale Aminosdure de€-Exteins représentiert die +1
Position.

konservierte
Reste:

>M|—\

folgende nukleophile Reaktionen gekennzeichnetnftlge des Angriffes einer nukleophilen
Seitenkette von Cysder Serim ersten Reaktionsschritt auf das vorangehendeotgl-C-
Atom kommt es zur Acyl-Umlagerung désExteins an die Seitenkette dErterminalen
Aminosaure des Inteins. Das gebildete lineare (JElsterintermediat wird im Folgenden von
der Seitenkette von Cys Sek; oder Thg; am N-Terminus desC-Exteins angegriffen. Bei
dieser Umesterungsreaktion wird diisExtein zur C-terminalen Splei3stelle des Inteins
Ubertragen. In einer dritten Reaktion wird die Réphdung am InteirG-Terminus infolge
einer Asn-Zyklisierung gespalten, was zur Freisegzdes Inteins fuhrt. Im letzten Schritt
erfolgt die spontane Umlagerung der (Thio)estennigd zwischen den Exteinen zur
thermodynamisch stabileren Peptidbindung.

Fur Inteine mit einem Alaninrest (Ala an der N-terminalen Splei3stelle existiert ein
alternativer Proteinspleil3-Mechanismus, bei welctdan erste Schritt, die intramolekulare
Acyl-Umlagerung, entfallt [Paulus, 2000; Noren &t 2000]. Dieser Mechanismus beginnt
demzufolge mit dem Angriff einer nukleophilen Sekette von Sef, Cys; bzw. Thr; am
N-Terminus de<-Exteins auf das Carbong@-Atom der Peptidbindung an dikterminalen

Splei3stelle und folgt in allen weiteren Schrittesm Standard-Spleil3mechanismus.

Zur rekombinanten Herstellung von Peptid-Thioestertzt man das sogenannte IMPA®T
CN-System Iptein Mediated Purification with an Affinity Chitbinding Tag, welches
ursprunglich zur einfachen und schnellen Reinigumg Proteinen entwickelt wurde [Chong
et al., 1997, 1998a]. Es hat gegeniiber anderemifffs-Reinigungssystemen (Ubersicht in
[LaVallie & McCoy, 1995]) wieEscherichia coliMaltose-bindendes Proteigchistosoma

japonicum Glutathion-S-Transferase, His-Tag, Chitin-bindendeméane und Antikoérper
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HS Cy Cys.y

HN
\H/ | C-Extein

“ 1) N-S Acyl- Umlagerung

YS

O
C Extei

lineares
Thioesterintermediat

“ 2) Umesterung

HoN Inteln
C Extein|

verzweigtes
Esterintermediat

HS 3) Asn-ZyKlisierung
(0]
- O
NH S
Zwischenprodukte
S HN
4) SN Acyl-Umlagerung und
HS Succinimid-Hydrolyse
HoN Inteln

gespleilRte Exteine

C Extei

Intein

Epitop-Tags den Vortell,

Abb. 6: Standard-Mechanismus
des Protein-SpleiBens.Dargestellt
ist der Mechanismus des Protein-
spleiBens mit Cystein an beiden
Spleistellen. Ebenso gilt dieser
Mechanismus fiir die konservierten
Aminosaurereste Ser am Inteih-
Terminus (Se) und Ser bzw. Thr
am N-Terminus des C-Exteins
(Sety, Thr,). Die autokatalysierte
Reaktion verlauft Gber folgende 4
Schritte: 1) Bildung eines linearen
Thioesterintermediates infolge einer
N-S Acyl-Umlagerung durch den
nukleophilen Angriff der Cys
Seitenkette auf das Carbor@i-
Atom am C-Terminus des N-
Exteins. 2) Bildung eines
verzweigten Thioesterintermediates
durch Angriff der Cys-Seitenkette
des N-Terminus desC-Exteins. 3)
Zyklisierung des Asparaginrestes
am C-Terminus des Inteins und
Spaltung der Peptidbindung. Als
Zwischenprodukte entstehen das
herausgeschnittene Intein mit einem
C-terminalen Aminosuccinimidrest
und beide Exteine, die Uber eine
Thioesterbindung verknipft sind. 4)
Umlagerung der Thioesterbindung
zwischen den Exteinen zu einer
stabileren Amidbindung und
Hydrolyse des Succinimids.

keine Proteasen zur Spaltung desinkfasionsproteins zu

bendtigen. Das Konzept der Reinigungsmethode lasigrUntersuchungen zum Protein-

SpleiBmechanismus. Grundlage ist, daf’ aufgrund\dstusches des AsparaginrestesGm

Terminus des Inteins gegen Alanin @iderminale Spaltung des Inteins blockiert ist, wohi

gegen die Spaltaktivitat déd-terminalen Spleil3stelle erhalten bleibt [Chongakt 1996].

Befindet sich das modifizierte Intein zwischen @mneu synthetisierenden Protein und einem

Affinitatsmarker (Chitin-bindende Domane, CBD), &gsiert es eind-S Acyl-Umlagerung

am N-terminalen Cys (Abb. 7). Die zwischen dem Protein und Cgebildete Thioester-

bindung kann anschliel3end von Nukleophilen wie EBmaf3-Mercaptoethanol, 1,4-Dithio-
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threitol oder der Seitenkette eines Cysteinrestad)Hydroxylamin angegriffen werden, was

zur Bindungsspaltung und Freisetzung des Protéihg {Chong et al., 1997]. Der Vorteil

dieser Reinigungsstrategie besteht darin, daf} rek@mte Proteine in nur einem Schritt

mittels Affinitatschromatographie gereinigt werdgmnen. Da der Intein-CBDagaufgrund

der induzierbaren Spaltaktivitat von Inteinen ndeln Reinigung nicht am Protein gebunden

bleibt, kann weiterhin auf eine Spaltung mit Pregaverzichtet werden. Die Tatsache, daf}

im Fall einer Thiol-induzierten Spaltung das Peftidtein in Form eineL-terminalen

Thioesters final eluiert wird (Abb. 7), fuhrte 1998r Entwicklung einer neuen Ligations-

strategie zur Semisynthese von Proteifidair et al., 1998; Severinov & Muir 1998; Evans

et al., 1998]. Bei dieser sogenanntexpressed Protein Ligatiowird ein Proteinfragment

rekombinant alsC-terminaler Thioester mittels Intein-Strategie lestgllt. Die eigentliche

Ligationsreaktion bei der EPL Methode unterliegmd®Mechanismus delative Chemical

Ligation, wobei in analoger Weise die Seitenkette Ne®rminalen Cysteins von Peptid-2

denC-terminalen Thioester von Peptid-1 nukleophil arfgend als Ergebnis beide Peptide
durch eine native Peptidbindung miteinander verknigl. Abb. 4). Die EPL Strategie stellt

somit eine erweiterte semisynthetische Version\lek. dar.

HS
HNj\{ Intein(\N>= A)-CBD)
Cys,

0

Intein-Fusionsprotein

N-S Acyl-Umlagerung

Peptid- s
@) -
HZNj\{ Intein(N-> A)-CBT}

Thioesterintermediat

s M
+
0] HoN Intein(N> A)-CBE1

rekombinanter
Peptid-Thioester

RSH
Thiol-induzierte Spaltung

Abb. 7: Intein-vermittelte Synthese von
rekombinanten Peptid-Thioestern. Das zu
synthetisierende Peptid ist dem Intein, welches
N-terminal ein Cystein tragt, direkt benachbart.
Infolge einer intramolekularenN-S Acyl-
Umlagerung entsteht zunachst ein intermediarer
Thioester, welcher durch Zugabe von Thiolen
gespalten werden kann. DieC-terminale
Spleil3stelle des Inteins wurde durch Austausch
des C-terminalen Asparaginrestes gegen einen
Alaninrest blockiert (N>A). Zur Protein-
reinigung dient eine Chitin-bindende Doméne
(CBD). Infolge der Thiol-induzierten Spaltung
des Intein-Fusionsproteins kann das Peptid
leicht als C-terminaler Thioester von einer
Chitinsaule eluiert werden, wahrend gespaltenes
Intein-Tag auf dem Saulenmaterial zuriickbleibt.
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Tabelle 4 demonstriert Beispiele fur biologischeveinte Proteine, die mittels EPL hergestellt
wurden [vgl. Hofmann & Muir, 2002]. Die ortsgerieit¢ Einfihrung unnatirlicher
Aminosauren, molekularer Sonden und posttranslaleorModifizierungen ermoéglichte neue
Einblicke in deren Enzymmechanismen, Proteinfaltustyuktur und -funktion, Translation
und Signaltransduktion (vgl. Referenzen in TabT40tz dieser enormen Vorteile, welche die

EPL mit sich bringt, wirkt sich nachteilig aus, ddi@ Ligationsstelle auf Cystein beschrankt

ist und die Thiol-induzierte Spaltung des Inteirsieasproteins von def-terminalen

Aminosaure an der Spaltstelle abhangt (vgl. Tab. 5)

Tab. 4: Anwendungen derExpressed Protein Ligatiomach Hofmann & Muir [2002].

Protein Untersuchungsgegenstand Referenz
AP-1 Fe-EDTA Probe Erlanson et al., 1996
c-Abl Isotopenmarkierung, Fluoreszenz-Sonde Xu et al., 1999
Calcitonin C-terminale Amidierung Cottingham et al., 2001
c-Crk Fluoreszenz-Sonde, Hofmann et al., 2001
backbonezyklisierung Camarero & Muir, 1999
Csk Fluoreszenz-Sonde Muir et al., 1998
GlyCAM-1 Glykoprotein Macmillan & Bertozzi, 2000
Hedgehog lipophile Modifizierung Porter et al., 1996
Hpal Semisynthese Evans et al., 1998
KcsA Semisynthese Valiyaveetil et al., 2002
>-Lactamase backbonezyklisierung Iwai & Pluckthun, 1999
MBP C-terminale Modifizierungen Chong et al., 1997
(Glykosylierung) Tolbert & Wong, 2000
McbA nicht-proteinogene Aminosaure Roy et al., 1999
P21Max Phosphorylierung Kawakami et al., 2001
Rab Fluoreszenz-Sonde lakovenko et al., 2000
RNAP 3’ Fluoreszenz-Sonde Mukhopadhyay et al., 2001
RNase A Semisynthese und Selenocystein Ligation Hondal et al., 2001
Evans et al., 1998
SHP-2 Phosphorylierung Lu et al., 2001
c’° Semisynthese Severinov & Muir, 1998
" Isotopenmarkierung Camarero et al., 2002
Smad?2 Phosphorylierung Huse et al., 2001
Src Tyrosin-Analoga Wang & Cole, 2001
TRR-I Phosphorylierung Huse et al., 2000
Flavell et al., 2002
T4 Semisynthese Evans et al., 1999a
T7 RNAP C-terminale Modifizierungen Lykke-Andersen &
Christiansen, 1998
Thioredoxin backbonezyklisierung, Polymerisierung Evans et al., 1999b
ThiS Semisynthese Kinsland et al., 1998

AP-1: Aktivator Protein-1; c-Abl: Abelson-Proteinssinkinase; c-Crk: CT10 Regulator der Kinase;GWM-

1. Glykosylierungsabhangiges ZelladhasionsmolekiilHpal: Restriktionsendonuklease voHaemophilus
parainfluenzagKscA: Kaliumkanal vorStreptomyces lividan$1BP: Maltose-bindendes Protein; RNAP: RNA-
Polymerase; SHP-2: Src-Homologie2-Protein-Tyrodiedgphatase; Smad: Sma/Mad- verwandtes Protein; Src:
Rous-Sarkomavirus-Kinase; TRR-I: Typl-TGRezeptor; ThiS: Proteine in For@terminaler Thiocarboxylate

fur Untersuchungen zur Thiamin Biosynthese; T4.0OMA-Ligase.
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Da alle vorgestellten chemischen und biologischesthidden zur Herstellung modifizierter
Proteine aufgrund ihrer jeweiligen Limitationen mtiainiversell einsetzbar sind, besteht ein
Bedarf an attraktiven Alternativen. Der Einsatz yenatischer Techniken zur Synthese
modifizierter Proteine erscheint aufgrund der hoRe&mgio- und Stereospezifitat, den hohen
Reaktionsgeschwindigkeiten sowie milden Reaktiodsigringen von Enzymen sehr
vielversprechend. Da allerdings das ribosomale Esygtem eine Reihe von Faktoren zur
Entfaltung der enzymatischen Aktivitdt bendtigt ueblenso die nicht-ribosomale Peptid-
synthese auf spezielle Anwendungen limitiert igibleibt nur noch das reverse Hydrolyse-
potential von Proteasen, um durch Knipfung eingatifleindung modifizierte Proteine zu

erzeugen.

2.2 Protease-katalysierte Peptidsynthese

Neben den unter 2.1 genannten chemischen und tEolemn Methoden zur Synthese
modifizierter Proteine sind insbesondere Proteagndie Peptidsynthese von grofRem
Interesse. Gemal ihrer vivo Funktion als Hydrolasen spalten sie zwar die Eepidung
nach einem spezifischen Aminosaurerest, kénnen aesprechend der Reversibilitat
chemischer Reaktionen, die schon 1898 durch vawff ldostuliert wurde, ebenso die
Umkehrung dieses Hydrolyseprozesses katalysierendiBser sogenannten gleichgewichts-
kontrollierten Peptidsynthese liegt das Gleichgéivimter nativen Bedingungen jedoch weit
auf der Seite der Spaltprodukte. Allerdings kanesds zum Beispiel durch Zugabe
organischer Losungsmittel in Richtung Synthesepkbslarschoben werden [Homandberg et
al., 1978].

Fur Serin- und Cysteinproteasen ergibt sich darbipgaius die Mdglichkeit einer kinetisch
kontrollierten Reaktionsfiihrung, wobei die Hydra@ysatirlicher Peptid- oder herkdmmlicher
Estersubstrate Uber ein Acylenzymintermediat vérlgdbb. 8). Enzym und Substrat
assoziieren zunachst zu einem nicht-kovalenten mEr2ybstrat-Komplex (ES). Das
CarbonylC-Atom der zu spaltenden Bindung wird von der Séitte des aktiven Serins
oder Cysteins nukleophil angegriffen, woraufhin daste tetrahedrale Intermediat )Tl
entsteht. Dieses zerfallt in das Acylenzym EA uad Amin bzw. den Alkohol (Peptid oder
synthetischer Ester als Substrat). Die Deacylierdl®y Acylenzyms wird durch den
nukleophilen Angriff von Wasser initiiert und veuf Uber ein zweites tetrahedrales

Intermediat (T4), welches in den Enzym-Produkt-Komplex (EP) tUbktge
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Abb. 8: Reaktionsmechanismus von Serin- und Cystemoteasen am Beispiel des ChymotrypsinsES,
Enzym-Substrat-Komplex; Tl erstes tetrahedrales Intermediat; EA, Acylenzyiity, zweites tetrahedrales
Intermediat; EP, Enzym-Produkt-Komplex [Fersht, 9]99

Die Nutzung der kinetisch kontrollierten Reaktiaitgfung zur Synthese von Peptiden basiert
auf der Tatsache, dald ein Acylenzym nicht ausdgidie von Wasser, sondern alternativ von
peptidischen Nukleophilen (HN) angegriffen werdesnik, welche in der enzymatischen
Peptidsynthese als Aminokomponenten fungieren (Aipgereaktion, Abb. 9). Aufgrund der
signifikanten Verlagerung der Esterase- zur AmidkBeitat solcher Acylenzym-bildenden
Proteasen werden fur die Knupfung der Peptidbindudigere Reaktionsgeschwindigkeiten
erhalten als fir deren Spaltung, die konsequentseweur temporaren Akkumulation des
Peptidproduktes fihren.

Die Protease-katalysierte Bildung der Peptidbindstellt eine Zweisubstratreaktion dar.
Wahrend der Acyldonor (Ac-X) an die S-Bindungsoréiehe des Enzyms bindet (Priméar-
spezifitdt, Nomenklatur nach [Schechter & Berg&d67]), wechselwirkt der Acylakzeptor
(HN) mit den Protease-S’-Bindungsorten (Sekundaifipi). Im Gegensatz zur restriktiven
Primarspezifitat besitzen Proteasen in der Regeé evesentlich variablere Sekundéar-
spezifitdt, was sich in einer breiten Anwendung lietgr Acylakzeptoren widerspiegelt. So
werden neben klassischen Peptidderivaten sogat-megtidische Aminoalkohole, Amine,
Diamine und Aminozucker durch einige Proteaserziefiit acyliert [GlUnther et al., 2000a;
Pohimann, 2000; Wehofsky et al., 2002].
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Abb. 9: Kinetisches Modell Protease-katalysierter ktdrolyse- und Aminolysereaktionen.Das Acylenzym-
intermediat kann sowohl von Wasser als auch vonleapkilen Aminokomponenten angegriffen werden.
Daraus resultiert neben der Hydrolyse des Substidite Bildung eines Aminolyseproduktes, in welchéas
Substrat und das Nukleophil Uber eine Peptidbinduitginander verbunden sind. EH, freies Enzym; Ac-X
Substrat; [E..Ac-X], Enzym-Substrat-Komplex; HX, @dngsgruppe; Ac-E, Acylenzymintermediat; Ac-OH,
Hydrolyseprodukt; HN, Acylakzeptor; Ac-N, Aminolysedukt.

Fur die Protease-katalysierte Peptidsynthese esestineben den schon genannten Vorteilen,
die sich aus dem Einsatz von Enzymen ergeben, sigriifikante Nachteile: (i) die
konkurrierende Hydrolyse des Acylenzyms, (ii) diegeschrankte Priméarspezifitat sowie (iii)
die Amidaseaktivitdt der Protease. Durch Methodes medium substrateund enzyme
engineeringist es moglich, diese Nachteile zu umgehen [Ubktsin Bordusa, 2002b]. Da
Proteasen sowohl den Acyltransfer auf Aminokomptereals auch auf Wasser katalysieren,
stellen sie keine perfekten Acyltransferasen daamD steht der Deacylierung durch
alternative Nukleophile die Hydrolyse des Acylenaytermediates gegentber, welche in
Konkurrenz mit der Aminolyse tritt. Durch Zugabe ganischer Ldsungsmittel oder
Reaktionen im gefrorenen wélrigen Systenmedium engineeringkann zwar der Wasser-
gehalt und damit die Hydrolysereaktion vermindegtaen, allerdings wirken sich veranderte
Reaktionsmedien oft nachteilig auf die Enzymstgdiilund -aktivitat aus [Wong et al., 1990;
Jakubke, 1994; Hansler & Jakubke, 1996]. Alterngimen chemisch modifizierte Enzyme
wie Thiosubtilisin [Nakatsuka et al., 1987] und &wsubtilisin [Wu & Hilvert, 1989] zum
Einsatz, die eine bevorzugte Aminolyse aufweisgtzyme engineerihg

Ein weiterer Nachteil fur Protease-katalysierte tRsgnthesereaktionen stellt die bereits
genannte restriktive Primarspezifitdt der Protedee was die synthetische Anwendung als
universelle Peptidligasper seausschliel3t. Die strukturelle Anforderung an emot@ase-
Substrat besteht in dem Vorhandensein einer spezén Aminosdure im Acylrest, im
speziellen Fall Arg/Lys fur Trypsin, Tyr/Phe fur @hotrypsin und Asp/Glu fir V8-Protease,
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obgleich auch die Esterabgangsgruppe die Aktidgit Protease beeinflul3t. Obwohl durch
die Einfihrung von Substratestern mit S1’-hochdtien Abgangsgruppen eine gewisse
Akzeptanz wenig spezifischer Acylreste erzielt vaufbinperiali & Abeles, 1987], gelang der
Durchbruch in Richtung universelle Peptidsynthesiedar Entwicklung einer neuen Klasse
mal3geschneiderter Substrate, die sich durch eimaafe Verschiebung der spezifitats-
determinierenden Gruppierung aus deiterminalen Aminosaure in die Abgangsgruppe
auszeichnen (Abb. 10). Aufgrund der Fahigkeit dieSebstrate, den spezifischen Amino-
saurerest durch die Esterabgangsgruppe nachzuakmeten sie Substratmimetika genannt
[Bordusa et al., 1997]. Da es sich um die Knupfungpezifischer Acylreste handelt, ist die

neu gebildete Peptidbindung nicht Gegenstand &akundarhydrolyse.

herkommlicher Acyldonor :;«:. @ Abgangsgruppe
o () Acylrest
i i (= = =
Substratmimetikum o 75:‘ @ Spezifititszentrum

Abb. 10: Schematischer Aufbau eines herkdmmlichen &ldonors im Vergleich zu einem Substrat-
mimetikum. Die spezifitatsdeterminierende Gruppierung ist @&sC-terminalen Aminoséaure in die Abgangs-
gruppe des Estersubstrates verlagert.

Der Entwicklung von Substratmimetika gingen Studzem Inhibierung Arginin-spezifischer
Proteasen voraus, wobei sogenannte ,inverse* Bigereitabhangige irreversible Inhibitoren
ihre Anwendung fanden [Wagner & Horn, 1973; Taniaat al., 1977]. Die ersten Beispiele
fur Substratmimetika waren die Acyl-4-amidino- uddguanidinophenylester, deren basische
Amidino- bzw. Guanidino-Funktion die Basis der Hrkang durch die Arginin-spezifischen
Proteasen Trypsin, Thrombin und Clostripain daestelSchellenberger et al., 1991; Sekizaki
et al., 1996; 1997; 1998; Bordusa et al., 1997)wéiteren Studien erfolgte die Ubertragung
des Substratmimetika-Konzeptes auf die Glu/Aspifipekzen Proteasen V8 und BL-GSE
(Substratmimetika des SCm und SCe-Typs, [Wehofskigasdusa, 1999; Wehofsky et al.,
2000]) sowie auf die Tyr/Phe-spezifischen Proteagénymotrypsin und Subtilisin
(Substratmimetika des OGp und SPhOH-Typs, [Gurghat., 2000b; P6himann, 2000]), was
die Universalitat dieser Methode dssbstrate engineeringiselegt (Abb. 11, Ubersicht in
[Bordusa, 2000; 2002a, b]).
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Abb. 11: Strukturen von Substraten und Substratmiméika fir Arg- und Glu-spezifische Proteasen sowie
fur Proteasen, die fiur aromatische und hydrophobe finosduren spezifisch sind.(1) Arginin, (2)

Glutaminséaure, (3) Tyrosin, (4) 4-Guanidinophenylester (OGp)5) 4-Amidinophenylester (OAmM),(6)

Carboxymethylthioester (SCmJy) Carboxyethylthioester (SCe}8) 4-Guanidinophenylester (OGp{9) 4-

Hydroxyphenylthioester (SPhOH), R, Sequenz in RigbtC-Terminus; Y, Sequenz in RichtumgTerminus;
Xaa, Aminosaure.

Auf der Basis von Hydrolyse- und Aminolysestudienig mittels Methoden degolecular
Modeling und der Molekildynamik gelang es Thormann et[#999] am Beispiel von
Trypsin, ein erweitertes kinetisches Modell fur @ebstratmimetika-vermittelte Protease-
katalyse aufzustellen (Abb. 12). Demnach bindetAbgangsgruppe im S1-Bindungsort der
Protease, wahrend der Acylrest mit dem S’-Berentéragiert. Diese reverse Einbindung des
Substratmimetikums sollte folglich zur Bildung esne,umgekehrten* Acylenzym-
intermediates fuhren, bei dem sich der Acylrest $hBereich (E-Ac) befindet. Der
Deacylierung des Acylenzyms durch Wasser oder ede@s Nukleophil ist notwendiger-
weise eine Umlagerung des Acylrestes aus dem Sdeim S-Bereich vorgelagert, da die
nukleophile Deacylierung einen unbesetzten S’-Bérdienttigt (Ac-E). Dieser zusatzliche

Umlagerungsschritt zwischen den beiden AcylenzyntetAc und Ac-E ist durch
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Abb. 12: Erweitertes kinetisches Modell der Proteass-katalysierten Hydrolyse von Substratmimetika nach
Thormann et al. [1999].Dargestellt ist die reverse Einbindung des Substraetikums sowie die Umlagerung
des Acylrestes beschrieben durch die Gleichgevkohstante K. EH, freies Enzym; Ac-X,
Substratmimetikum; [E..Ac-X], Enzym-Substrat-Komyld4X, Abgangsgruppe; E-Ac, Acylenzymintermediat
mit Acylrest im S’-Bereich; Ac-E, Acylenzymintermiedd mit Acylrest im S-Bereich, Ac-OH,
Hydrolyseprodukt.

die Gleichgewichtskonstanterkcharakterisiert. Dieses Modell liefert neben Agssauiber
die Erkennung und Einbindung der Substratmimetikacld das Enzym ebenfalls eine
maogliche Erklarung ihrer Eignung fur die enzymaiscPeptidsynthese. Grundlage fur
letztgenannte ist die Annahme, dal3 peptidische edykile aufgrund ihrer S’-spezifischen
Bindung die Umlagerung des Acylrestes aus dem %&iBle starker begunstigen als Wasser.
Experimentell konnte diese Hypothese aufgrund badketer hoherer Reaktions-
geschwindigkeiten fiir die Aminolyse als fir die Hylse des Acylenzyms bestatigt werden
[Thormann et al., 1999].

Der kombinierte Einsatz von SPPS und Substratmikadtonzept ermdoglichte nunmehr die
Durchfuhrung Protease-katalysierter Fragmentligetiounabhéngig von der Primarspezifitat
des Enzyms. Mit Hilfe der Oximharz-Strategie wurdemzkettige Peptidester synthetisiert,
die als Acyldonoren in Trypsin-, Chymotrypsin- un@-Protease-katalysierten Reaktionen
eingesetzt wurden [Cerovsky & Bordusa, 2000]. Whitekonnte mit der Synthese der aus
24 Aminosauren bestehenden funktionalen Domane Hi@4 Proteins der Erfolg der
Protease-katalysierten Fragmentligation demonstrierden [Cerovsky et al., 2000]. Ein
groRer Nachteil dieser Methode besteht allerdingsind da fir jede Protease in
Abhangigkeit von ihrer individuellen Priméarspezfitein daran angepaldter Peptidester
synthetisiert werden muss. Einen gro3en FortschuittUmgehung dieser Limitation gelang
Wehofsky et al. [2003] mit den situ Generierung unterschiedlicher Substratmimetikaehyp
durch Einsatz eines Methylthioesters als univezselAusgangsester. Mittels Safety-Catch-
Linker-basierter Festphasenpeptidsynthese wurde aei®t 10 Aminosduren bestehender
Methylthioester synthetisiert und fur nachfolgendmesterungsreaktionen mit Mercapto-
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propionsaure, 4-Guanidinomercaptophenol und Berzydaptan eingesetzt (Substrat-
mimetika fir V8-Protease, Trypsin und Chymotrypsloter Anwendung der letztgenannten
Strategie ware zwar die Darstellung langerketti§abstratmimetika als Voraussetzung fur
die Protease-katalysierte Synthese modifiziertetdire denkbar, allerdings wirkt sich bei
dieser Methode die schon mehrfach genannte Lamgiation chemisch synthetisierbarer
Polypeptide nachteilig aus. Eine alternative Methadirde kirzlich mit der rekombinanten
Synthese langerkettiger Substratmimetika vorgedtdihchova et al., 2003]. Hier diente ein
aus 40 Aminosauren bestehender Thioester als &tbstietikum fur die V8-Protease-
katalysierte Synthese eines Carboxyfluoreszein-raden proNPY-Analogons.

Der dritte Nachteil der Nutzung von Proteasen &ptid- und Proteinsynthese besteht in der
bereits genannten unerwiinschten Spaltung sensRetidbindungen wahrend der Synthese
sowohl in den Edukten als auch im Peptidprodukt. Deterdriickung dieser sogenannten
Amidaseaktivitat von Proteasen kommt demnach einernee Bedeutung zu, da eine
Uberwindung dieser Limitation generell die enzysetie Synthese von Proteinen ermdglicht.
Eine grol3e Leistung gelang diesbezuglich Abrahneteal.[1991] mit der Erzeugung einer
Doppelvariante von Subtilisin, der so genanntentifigdse. Diese Variante, in der das
katalytisch aktive Ser221 gegen Cys und Pro225rgédg durch ortsgerichtete Mutagenese
ausgetauscht wurde, konnte erfolgreich zur Tot#l@se von nativer und modifizierter
RNase A eingesetzt werden [Jackson et al., 199d.Niachteil dieses Biokatalysators ist in
der Notwendigkeit begriindet, mdgliche Ligationdstel aufgrund der eingeschrankten
Enzymspezifitdt sorgfaltig auszuwahlen. Diese Lammin war Motivation fur die
Entwicklung von Peptidligasen, die ausgehend vonbsBatmimetika selektiv und
unspezifisch Peptidbindungen knipfen kdnnen, jedachlog zur Subtiligase diese nicht
mehr zu spalten vermoégen (Abb. 13). Aus diesem éGmuarde in unserer Arbeitsgruppe
mittels ortsgerichteter Mutagenese eine Vielzahh vbrypsinvarianten hergestellt und
hinsichtlich ihrer synthetischen Eigenschaften fidie Substratmimetika-vermittelte
irreversible Peptidsynthese untersucht [Rall, 20@4jrch den Austausch von Asp189 und
Serl90 gegen Ala resultiert eine Variante, welchakipsch keine Spaltaktivitéat gegentber
den ursprunglichen Trypsin-sensitiven Peptidbindungeigt, dafir aber nach Tyrosin
moderat spaltet [Grinberg et al., 2000]. Der Austhuvon Aspl89 gegen Glu fuhrte zur
ersten Substratmimetika-spezifischen Peptidligase, eine erhdhte relative Spezifitat far
Acyl-4-guanidinophenylester im Vergleich zu Lysylhd Arginylbindungen aufweist [Xu et
al., 2001]. Die bisher besten Ergebnisse wurdeoncjeddurch den Austausch von Aspl89
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Abb. 13: Substratmimetika-vermittelte Ligation eines Protease-sensitiven Substrates mittels Wildtyp-
Enzym bzw. einer optimierten Proteasevariante.

gegen Lys und Lys60 gegen Glu erhalten [Rall, 2084ifgrund des Austausches des Asp

189, welches sich am Rand der S1-Bindungstaschade¢fund fur die Einbindung der

spezifischen basischen Aminosaurereste Lys undvArgntwortlich ist, gegen Lys resultiert

ein Enzym mit einer deutlich verringerten protesigthen Aktivitdt gegeniber urspringlich

Trypsin-spezifischen Substraten. Der AustauschAaemosaurerestes Lys60, welcher sich in

der S1'-Bindungstasche befindet, gegen einen sa@tetaminsaurerest (Abb. 14) setzt die

Amidaseaktivitat des Katalysators im Vergleich z2ypgin D189K weiter herab und erhéht

die Spezifitat des Enzyms gegeniuber Substratmimelgls OGp-Typs [Rall, 2004]. Ebenfalls

werden Substratmimetika mit 4-Hydroxyphenylthioestenktion ahnlich effizient umgesetzt
(Bz-Gly-OGp: keatKnm =1,25 x 16 M's™: Bz-Gly-SPhOHka/Ku = 5,53 x 16 Ms™).

Abb. 14: Rontgenkristallstruktur des
anionischen Trypsin Il aus Rattus
norvegicus. Die rot dargestellten
Aminosaurereste Aspl89 und Lys60
wurden gegen Lys bzw. Glu
ausgetauscht. Die gelben
Aminosaurereste  kennzeichnen  die
katalytische Triade von Trypsin. Die
Darstellung erfolgte mit dem Programm
Pymol (1ANE.pdb).
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Der Einsatz dieser Trypsinvariante in Fragmentiayen sowie zur selektii-terminalen
Einfuhrung von Markergruppen in Proteine (RNaserd &. coli Parvulin 10) belegen das
hohe Synthesepotential des Enzyms [Rall, 2004]. t&kenh diente die Trypsinvariante
D189K/K60E als Ausgangspunkt zur Erzeugung vonidistspezifischem Trypsin mit dem
Ziel, His-getaggte Proteine selekbvterminal zu modifizieren [Morawietz, 2003].

Neben der Erzeugung von Trypsinvarianten wurde neeter Arbeitsgruppe ein weiteres
Enzym, die Glu/Asp-spezifische V8-Protease &itaphylococcus aureusals potentielle
Peptidligase identifiziert, da deren Amidaseakdivdurch Inkubation des Enzyms mit einem
UberschuB an Thioglykolsaure reduziert wird [Wekgf<2000]. Dies erlaubte den Einsatz
des nativen Enzyms in der sogenanriEgpressed Enzymatic LigatigBEL, [Machova et al.,
2003]). Mit dieser Methode wurde kurzlich ein rekombinantezigtes Substratmimetikum
mit einem synthetischen Peptid V8-Protease-katysierkntpft und fihrte zur Synthese
eines selektiv modifizierten Analogons des 69 Amsduoren langen Prohormons des

Neuropeptides Y.

2.3 Peptidyl-Prolyl-cis/translsomerasen

Die raumliche Struktur von Proteinen wird durch diminosauresequenz festgelegt, deren
kovalente Verknipfung durch Peptidbindungen realigst [Anfinsen, 1973]. Aufgrund des
partiellen Doppelbindungscharakters von Peptidbmgen sind zwei stabile Konformationen
existent,cis (o = 0°) undtrans (o = 180°). Bedingt durch einen hochenergetischenrUbe
gangszustand ist die Rotation um eine Peptidbinduaiiginer Aktivierungsenergie von 60-
100 kJ/mol verbunden. Diese hohe RotationsbardereC-N-Bindung ist der Delokalisierung
des freien Elektronenpaares des Peptidstickstofimtaiber die gesamte Peptidbindung
zuzuschreiben und resultiert in einer langsamerrkohversion beider Konformationen.
Infolge sterischer Abstof3ung der beiden benachih&@teAtome nimmt dasis-Konformer
einen Zustand hoherer Energie ein [Scherer et 18198], woraufhin der Anteil der
Peptidbindungen in Proteinen, die in a&Konformation vorliegen, lediglich 0,03-0,05%
betragt [Stewart et al., 1990]. Die bevorzugte Bhme dertrans-Konformation der
Peptidbindung wird neben diesen sterischen Behiumdgm auch mittels elektronischer
Effekte diskutiert [Hinderaker & Raines, 2003].

Prolin stellt die einzige Iminosaure unter den @rudgenen Aminosauren dar und ist daher
durch die Ausbildung einer Imidbindung gekennzeahnwelche im Vergleich zur
Amidbindung kein N-Proton und damit keine Wasserstoffbrickenbinduogsd
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eigenschaften besitzt. In der Peptidyl-Prolyl-Bingukurz Prolyl-Bindung) wird durch die
sterische Behinderung zwischen @deCH,-Gruppe des Pyrolidinringes und der Seitenkette
des vorhergehenden Aminosaurerestes die Energeshif zwischen demsiss und dem
transKonformer auf 2-6 kJ/mol herabgesetzt (Abb. 15). deren Folge resultiert eine
geringere Grundzustandsenergie zur Stabilisierwrgid-Konformation in nativen Peptiden
als auch Proteinstrukturen, woraufhin etwa 5-7% Rierylbindungen incis-Konformation
gefunden werden [Stewart et al., 1990; Weiss £1888].

o\ ® N/—> - R @ N/\—>
e T s

W =0° (cis) w =180° (trans)

Abb. 1Bis/transisomere der Prolylbindung.

Das erste Enzym, fir welches eine Aktivitat zusdigeunigten Isomerisierung von Prolyl-
Bindungen experimentell nachgewiesen werden korwigde 1984 von Fischer et al.
beschrieben [Fischer et al., 1984a]. Entsprechdaded Aktivitat wurde das Enzym als
Peptidyl-Prolylcis/translsomerase (PPlase; EC 5.2.1.8) bezeichnet. Seitadumden
zahlreiche PPlasen in praktisch allen Organismed wsobzellularen Kompartimenten
identifiziert [Schreiber, 1991; Fischer, 1994; Gaga Metcalfe, 1995]. Man unterteilt die
Enzymklasse der Peptidyl-Prolgis/transisomerasen in die drei Familien der Cyclophiline
(Cyp), FK506-bindenden Proteine (FKBP’s) und Pdnail Die beiden erstgenannten
Familien stellen zugleich Rezeptoren flur Immunsapgiva dar, wobei Cyclophiline das
zyklische, aus Pilzen stammende Undekapeptid Cyolos A und FKBP’'s die
immunsuppressiven Macrolide FK506 sowie Rapamycinddn. Juglon wurde als
spezifischer irreversibler Inhibitor fur Vertretder Parvulin-Familie identifiziert [Hennig et
al., 1998]. Die Inhibierung erfolgt im letztgenaantFall durch eine kovalente Modifizierung
von Cysteinresten, was zu einer partiellen Entfegjtdes Proteins fuhrt.

Obwohl die drei Familien der PPlasen interessamisev keine Sequenzhomologien
aufweisen, verfugen sie Uber eine Reihe von Geramiksiten. Alle Familien enthalten
kleine Eindomanenenzyme (FKBP12, Cyp18, Parl0),sdie durch hohe Isomerisierungs-
Aktivitaten gegeniiber Prolin-haltigen Peptiden aictmen (ka/kw bis zu 10 M™* sY
[Harrison & Stein, 1992; Fischer, 1994; Rahfeldlet 1994a]. Andererseits existieren in allen
Familien Vertreter, die aus mehreren Doméanen aadgielsind (FKBP52, Triggerfaktor,



THEORETISCHER TEIL 28

Cyp40, SurA). Die Affinitdt zu den jeweiligen Sutzen ist bei diesen Enzymen meist
geringer (kafknm: 10* -10° Mt ™).

Gendeletionsexperimente, die ldentifizierung zéllet Bindeproteine, die Konstruktion und
Charakterisierung ortsspezifisch veranderter Végmanwie auch der Einsatz spezifischer
Inhibitoren sind Methoden zur Aufklarung der physgischen Bedeutung von PPlasen.
Durch derartige Experimente konnten eine Reiheogisther Funktionen dieser Enzynme
vivo nachgewiesen werden. So sind PPlasen beispietsvi@iszellulare Prozesse wie die
Proteinfaltungin vivo [Lazar & Kolter, 1996] den Transport von Proteinen [Galat &
Metcalfe, 1995] und die virale Replikation [Thali al., 1994; Sherry et al., 1998] von
Bedeutung. Eine hohe biologische Relevanz besitatames Pinl, welches an der Regulation
des Zellzyklus beteiligt ist [Lu et al., 1996; Yafét al., 1997]. Fur Cyclophiline und FKBP’s
wurden zellulare Interaktionen mit Transkriptiondtaen, Phosphatasen, Kinasen und
Rezeptoren beschrieben [Walsh et al., 1992; Al&ddeitman, 1997; Sherry et al., 1998;
Alvarez-Arroyo et al., 2002; Ubersicht in Andreeet al., 1999]. Weiterhin katalysieren
PPlasen die Proteinfaltungn vitro, in dem sie die geschwindigkeitsbestimmende
Isomerisierung zuganglicher Xaa-Pro-Peptidbindunigeschleunigen [Schonbrunner et al.,
1991, Lilie et al., 1993; Kern et al., 1995]. Dalérd fir einige PPlasen eine gegenuber
Proteinsubstraten wesentlich geringere Aktivitéd &lkei Peptidsubstraten beobachtet, da
aufgrund der Struktur die Prolyl-Bindungen oft sener zuganglich sind [Schonbrunner et
al., 1991; Harrison & Stein, 1992; Schmid et 8093, Fischer, 1994].

Hinsichtlich des fur Peptidyl-Prolyis/transisomerasen geltenden Katalysemechanismus
existieren in der Literatur verschiedene Modellen \denen die drei wichtigsten in Abb. 16
zusammengefaldt sind. Basierend auf Messungen desiskhen LOsungsmittelisotopen-
effektes wurde ein kovalenter Mechanismus vorgesggm, welcher die Bildung eines tetra-
hedralen Intermediates der Bindungsrotation eims8hl(Abb. 1@\, [Fischer et al., 1989]).
Obwohl beobachtet wurde, dal3 Cyp18 durch Thiol-fimdiende Reagenzien inaktiviert
wird [Fischer et al, 1984a], konnte ein Mechanisrber ein kovalentes Hemithioorthoamid-
Intermediat durch Mutation der vorhandenen Cysesiter ausgeschlossen werden [Liu, 1990].
Im Gegensatz dazu legen enzymkinetische und Ragtaphische Daten vanPinl die Aus-
bildung eines tetrahedralen Intermediates nahed&sathan et al., 1997]. Harrison und Stein
schlossen aus kinetischen Lésungsmittelisotopektefie daR der Ubergangszustand der
Cypl8-Katalyse nicht tetrahedral ist [Harrison &eit 1992]. Sie stellten ein Modell auf,
welches die Bildung und Stabilisierung eines Ubeggaustandes beschreibt, in welchem das

Carbonylsauerstoffatom der Peptidyl-Prolyl-Bindusgnkrecht zum Prolylring steht (Abb.
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16B). Als Grundlage fur das dritte Modell (Abb. @f das 1991 von Kofron et al.

vorgeschlagen wurde, diente die Kristallstruktus @g/pl18-Substrat-Komplexes, welcher die
unmittelbare Nahe der Guanidinogruppe von Arg55 kuard-Stickstoff des Prolins erkennen
lied [Zhao & Ke, 1996]. Daraus wurde geschlu3fdigeia? eine Interaktion des Imid-
stickstoffatoms mit einem Elektrophil zur Destabdrung des partiellen Doppel-
bindungscharakters fiuhrt. Auf der Grundlage kimties Untersuchungen und struktureller
Eigenschaften von humanem Cypl8 usstcherichia coliParvulin 10 wurde kirzlich ein

weiterer Katalysemechanismus vorgeschlagen, bethesl die positive Partialladung des
Carbonylkohlenstoffs der Prolyl-Bindung im Ubergamgstand durch ein polarisiertes

Wassermolekiil stabilisiert wird [Fanghanel, 2005].

) (cis) C\\ / (O] (trans)

Abb. 16: Ubersicht der drei wichtigsten in der Literatur vorgeschlagenen Katalysemechanismen von
Peptidyl-Prolyl- cis/translsomerasen nach Fanghanel [2003R) Das Carbonyle-Atom der Prolyl-Bindung
wird nukleophil angegriffen, woraufhin ein tetrahalés Intermediat entsteht (kovalenter MechanismB})
Bildung und Stabilisierung eines Ubergangszustarugisdem das Carbonylsauerstoffatom senkrechEbane
des Prolinringes steh€) Destabilisierung des partiellen Doppelbindungsdktara durch Wechselwirkung des
Imid-Stickstoffatoms mit einem Elektrophil.

Zur experimentellen Bestimmung der PPlase-Aktivkahn die Konformerspezifitat einer
Protease wie beispielsweise Chymotrypsin genutatdeve [Fischer et al., 1984b]. Die
Spaltung von Substraten der Sequenz Suc-Ala-Xaa¥RaepNA erfolgt nach Yaa unter
Freisetzung von 4-Nitroanilin, wenn sich die XaaBindung in dertrans-Konformation
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befindet. Diese Reaktion kann mittels UV-Spektrgs&pbasierend auf der Freisetzung von
4-Nitroanilin bei einer Wellenlange von 390-405 nrarfolgt werden. In der ersten, schnellen
Phase dieser gekoppelten Reaktion spaltet diedd®idas gesamtii@ans-Prolyl-SubstratK).

Die zweite, langsame Reaktionsphase wird durchcitransisomerisierung limitiert und
kann durch Zugabe von PPlasen beschleunigt werdanin diesem Test die Substrat-
konzentration klein gegenuber defy-Wert ist, kann die Spezifitdtskonstarkg/Ky der
PPlase aus der Differenz der Geschwindigkeitskatstek,on und der Geschwindigkeits-
konstanten der unkatalysierten Reaktign sowie der PPlase-KonzentratiorPHlasé

entsprechend Gleichung 2.1 berechnet werden.

Kicat Koeob— ko (2.1)
Kwm [PPlasé

Weiterhin kbnnen Agenzien, welche die Lage destransGleichgewichtes der Xaa-Pro-
Bindung verandern, zur Quantifizierung der katabftien Effizienz von PPlasen ohne
Hilfsprotease herangezogen werden [Janowski e1@®.7]. Eine Lésung von 0,55 M LiCl in
Trifluorethanol beispielsweise erhoht deis-Gehalt der Prolylbindungen in den erwéhnten
Tetrapeptiden signifikant. Der Extinktionsunterschides Substrates zwischen dies- und
transKonformation der Prolylbindung wird nach einem Spuaus diesem Losungs-
mittelsystem in ein walriges zur UV/Vis-spektroskocpen Verfolgung der Wieder-
herstellung de<is/transGleichgewichtes genutzt. Im Gegensatz zur Protgakeppelten
Methode stellt hierbei die gemessene Geschwindigi@istante die Summe der

Einzelkonstanten dais—>transund deitrans>cis Isomerisierung dar.

2.3.1 Parvulin 10 - Prototyp der PPlase Familie deParvuline

1994 entdeckten Rahfeld et al. eine Prolylisomeiras€ytoplasma voik. coli, welche weder
durch Cyclosporin A noch durch FK506 gehemmt werkiennte [Rahfeld et al., 1994a, b].
Dieses Protein, bestehend aus 92 Aminosauren unheinam Molekulargewicht von 10,1
kDa, wurde Parvulin 10 (Parl10) genannt (Iparvulus sehr klein). Es stellt vermutlich den
Prototyp, also die originale katalytische Maschimeder PPlase Familie der Parvuline dar.
Parvulin 10 weist Homologien zu Doménen anderetefre innerhalb der Parvulinfamilie
wie der von PrsA ausBacillus subtilis SurA ausk. coli, PrtM ausLactococcus lactis

Ptf1/Essl aus Hefe und humanem Pinl auf.
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Parvulin 10 katalysiert die Isomerisierung der Hr8indung von Tetrapeptidsubstraten der
Sequenz Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-pNA mit einer Prafefénhydrophobe Aminoséuren in der
Position Xaa ahnlich effizient wie Cyclophiline [8dz et al., 1997; Schelbert, 1998]. Die
Substratspezifitat ist somit der der FKBP’s vergiéiar [Harrison & Stein, 1990]. Zusatzlich
zur Aktivitat gegenuber Prolin-enthaltenden Tetmjuken ist Parvulin ebenso wie Cypl18 und
FKBP12 in der Lage, dieis/translsomerisierung von Xaa-Prolyl-Bindungen in Proggin
waéhrend ihrer Faltung zu beschleunigen. So zei§@mlz et al. [1997], dal’3 Parvulin die
Faltung einer RNase T1-Variante mit einer Spez#iténstanten von 30000 Ms?
katalysiert. Die Faltung und Entfaltung des Panailiselbst verlauft reversibel in einer
Zweiphasenreaktion mit einer freien Gibbschen $Stiungsenergie von 28 kJ/mol bei 10
°C. Einecis-Prolylbindung (Gly75-Pro76) in der nativen Struktles Parvulin 10 hat eine
Prolin-limitierte Faltungsphase zur Folge [Schdlale, 1997; Kuhlewein et al., 2004]. Diese
wird durch Parvulin selbst in einem autokatalytesthProzel3 wahrend der Rickfaltung
katalysiert [Scholz et al., 1997].

Fur Parvulin 10 wurde die kleine Untereinheit deékyhydroperoxidreduktase (AHPC) aus
E. coli als zellularer Bindungspartner identifiziert [Sdbezt, 1998]. Basierend auf diesem
Befund und der Bedeutung von AHPC bei der zellmgketwort gegeniber oxidativem Strel3
[Jacobson et al.,, 1989; Cha et al.,, 1995] vermatah eine Beteiligung von Parl0 an
stressinduzierten Proteinfaltungs- und Stabilisigavorgangen in der Zelle [Schelbert,
1998].

Generell kommen Parvuline sowohl in Pro- als audhkagyoten vor. Wahrend fir
prokaryotische Parvuline eine unterstitzende Fanktbei der Faltung von Proteinen
festgestellt wurde [Lazar & Kolter, 1996], sind awwtische Parvuline wi@Pinl undS.
cerevisiaeParl9 (Essl) an der Regulation der Transkripthme\Jalo-Rodriguez et al., 2000;
Wu et al., 2000] und der Kontrolle des mitotisciZahzyklus [Lu et al., 1996; Winkler et al.,
2000] beteiligt. Weiterhin wurde fur d&rosophilaPinl Homolog, das Dodo Protein, eine
Beteiligung an phosphorylierungsabhangigen Sigaadiiuktionswegen festgestellt [Hsu et
al., 2001]. Parvuline, die an solchen Prozessémetainen, zeigen eine einzigartige Spezifitat,
da sie Substrate mit phosphorylierten Serin- odarednin-ResterN-terminal zum Prolin
bevorzugen [Yaffe et al., 1997]. Abgeleitet aus d&intgenkristallstruktur vorhPinl
vermutet man, dal3 drei basische Reste (K63, R68) Réerhalb def3l/al-Schleife die
Bindungsstelle fur einen Phosphatrest bilden [Raatfean et al., 1997]. Dies erklart, warum
hPinl1 auRRerordentlich spezifisch fir in dieser Rasitnegativ geladene Substrate ist.

pSer/pThr-Pro spezifische Parvuline, ausgenommenhéherer Pflanzen, besitzen unter
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anderem eineN-terminale Protein-Protein-Interaktionsdomane, die genannte WW-
Doméane. NebehPinl wurde innerhalb des humanen Genoms ein zweaeaulin,hParl14,
identifiziert [Uchida et al., 1999], welches einenzhPinl topologisch identische Anordnung
der Sekundarstrukturelemente der PPlase-DomaneemifSekerina et al., 2000]. Fur
hParl4 konnte nachgewiesen werden, dal3 Mitkerminale Domane dieses Proteins
verantwortlich fir die Bindung von DNA ist [Surmaez al., 2002]. Kirzlich wurde die
Struktur von Parvulin 10 mittels NMR-Spektroskopie wassriger Losung ermittelt (vgl.
Abb. 14, [Kuhlewein et al., 2004]). Deren Analydéeabart viera-helikale Regionen und 4
antiparalleld?-Faltblatt-Motive. Dag3-Faltblatt 1 bildet demN-Terminus und wird gefolgt von
den a-Helices 1-3. Eindoop-Region separiert da&-Faltblatt 2 von dew-Helix 4. Die [3-
Faltblatter 3 und 4 bilden schlie3lich d€ATerminus von Parvulin 10. Das dritieFaltblatt
enthalt die bereits erwahnte Gly-Ruis-Peptidbindung. Die antiparallel verlaufend@n
Faltblatter 1 und 4 bilden zusammen mitlelix 4 eine hydrophobe Furche, welche ebenfalls
in der Struktur vorhPinl gefunden wurde [Ranganathan et al., 1997]. ds=ser Furche
handelt es sich im Fall vdmPin1l um die Substratbindungstasche.
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Auswahl geeigneter Ligationsstellen

Entsprechend der Zielstellung wurden zunéchst geegglLigationsstellen fir die genannten
Proteasen entsprechend ihrer Sekundarspezifitigeadhlt. Die Primarspezifitdt des
jeweiligen Enzyms blieb unbericksichtigt, da aufgrdes Substratmimetika-Konzeptes der
Einsatz von Peptidsubstraten mit einer unspeziéischminosaure in P1-Position mdglich ist
(Nomenklatur nach [Schechter und Berger, 1967]).it8k@n wurde bei der Wahl der
Ligationsstelle darauf geachtet, dal der AcylakaepC-terminales Proteinfragment),
welcher durch Festphasenpeptidsynthese bereitjesteiden soll, eine Lange von 50
Aminosauren nicht dbersteigt. Im Hinblick auf dietdin-vermittelte Synthese des
Substratmimetikums N-terminales Proteinfragment) wurde die Ligationésteauf die
Eignung derC-terminalen Aminosaure Uberprift, da diese mhevivo als auchin vitro
Spaltung eines Intein-Fusionsproteins beeinflub(b, [Chong et al., 1998b; Southworth et
al., 1999; IMPACT™-CN, 2004])).

Tab. 5: Effekt der C-terminalen Aminoséaure auf diein vivo sowie DTT-induziertein vitro Spaltung eines
MBP-SceVMAL1 Intein-CBD Fusionsproteins (Vektor pTYB1). [IMPACT ™-CN, 2004].

C-terminaler Rest in vivo Spaltung in vitro Spaltung mit 40 mM DTT bei
des Proteins in [%] 4°C 16 °C

Gly - +++ +++

Ala - +++ +++

lle - + +

Leut - + 4+

Met - +4++ +4++

Phée - +++ +++

val' - + ++

GInt - +4++ +4++

Ser - ++ +++

Trpt - +4++ +4++

Tyrt - 4+ 4+

Lys* - +4++ +4++

Thrt 25 ++ +++

Glu* 50 ++ +H+

His' 50 ++ ++

Arg* 75 nicht bestimmt nicht bestimmt
Asp 100 nicht bestimmt nicht bestimmt
Asn - - -

Cys - - -

Pro - - -

Spaltung: (-) weniger als 10%; (+) 30-49%; (++) B%; (+++) 75-100%. Erhitzen im DTT-haltigen
Probenpuffer verursacht eine partielle oder vaiidige Spaltung des Intein-Fusionsproteins, was zur
Uberschatzung dén vivo Spaltung fiihrt. CBD: Chitin-bindende Doméne, MBRiltose-bindendes Protein.
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V8-Protease bevorzugt hydrophobe Aminosauren sowol81’- als auch im S2’-Bindungs-
ort, woraufhin die in desi-Helix 4 von Parvulin 10 gelegene Ligationsstel@3Kv/64V65 flur
die Ligationsreaktion ausgewahlt wurde (Abb. 17 Drypsinvariante D189K/K60E besitzt
eine Préaferenz fur basische Aminosauren im S1'-&mgdort. Daraus resultiert die in der
Helix 3 befindliche Ligationsstelle G43/K44 (Abb7)1

J3-Faltblatt 1 a-Helix 1 a-Helix 2 a-Helix 3
1-AKTAAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGADFGKLAKKHSICPSG*”KRGG-47

| v8-Protease/Ts TTrypsin D189K/K60E
48-DLGEFRQGQMVPAFDK“VVFSCPVLEPTGPLHTQFGYHIIK VLYRN-92

S-Faltblatt 2 o-Helix 4 J>-Faltblatt 3 f-Faltblatt 4

Trypsin D189K/K60E 4

.

ng 44
W

A 4

'
N-Terminus

Abb. 17: Sequenz und NMR-Struktur desE. coli Parl0 [Rahfeld et al., 1994b; Kuhlewein et al., Zi].

Dargestellt sind die ausgewahlten Ligationsstefiimdie jeweilige potentielle Peptidligase. Dilserminale
Methionin ist nicht dargestellt. TS: Thioglykolsaurgelb: [3-Faltblatt-Bereiche, rota-helikale Bereiche. Die
Darstellung erfolgte mit dem Programm Swiss-Pdb\éie@:7 (LINT.pdb).

Demnach bestand die Aufgabe darin, die Parvulsggiienzen 1-43 und 1-63 (im Folgenden
als Par43 und Par63 bziN-terminale Fragmente bezeichnet) @erminale Thioester unter
Verwendung des IMPACT-CN-Systems zu uberexprimieren und zu reinigen. Die
korrespondierenden Parvulinfragmente 44-92 und B4 Weiteren mit Par44-92 (C68A)
und Par64-92 (C68A) bzvC-terminale Fragmente bezeichnet) sollten durch SirGestellt
werden, wobei sich ein Austausch des Cysteins gitiBo 68 aufgrund dessen Sensitivitat
gegenuber Oxidation gegen Alanin empfahl. Diespratzipiell mdglich, da die Parvulin-
variante C68A eine vergleichbare Aktivitat wie oefildtyp aufweist [Schelbert, 1998].
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Weiterhin galt es, in den chemisch synthetisiefeagmenten eine Fluoreszenzmarkierung
vorzunehmen, um selektiv modifiziertes Parvulinezeeugen. Zu diesem Zweck sollte der
entsprechende rekombinante Thioester (Par43-Tleio&st Trypsin D189K/K60E und Par63-
Thioester fur V8-Protease) als Substratmimetikumgferen und mit dem jeweilige@-

terminalen Fragment Enzym-katalysiert verkntpftoeer.

3.2 Synthese rekombinanter Parvulinfragment-Thioestr mittels IMPACT ™-CN-
System

Zur rekombinanten Synthe§eterminaler Peptid/Protein-Thioester sind verscarezkE. coli
Expressionsvektoren kommerziell erhaltlich, welahe Klonierung und Expression eines
Peptides/Proteins erlauben, das an sei@eherminus mit einem Intein-CBD-Tag fusioniert
ist (Tab. 6). Dabei kommen modifizierte Inteine dadgcobacterium xenop{Mxe GyrA),
Saccharomyces cerevisig8ce VMAL) und Methanobacterium thermoautotrophicuflth
RIR1) zum Einsatz. Zur Darstellung der Parvulinfregt-Thioester wurde der zur Synthese

C-terminaler Thioester gut etablierte Vektor pTYRisgewahlt.

Tab. 6: Kommerziell erhaltliche IMPACT-Vektoren zur Synthese C-terminaler Peptid/Protein-Thioester.

Vektoren Intein (kDa) Referenz

pTYB1 Roy et al., 1999; lakovenko et al., 2000;
Macmillan & Bertozzi, 2000

pTYB2 SceVMAL Intein (56)  Xu etal., 1999

pTYB3 Perler, 2002

pTYB4 Perler, 2002

pKYB1 Perler, 2002

pTXB1l Sydor et al., 2002

Mxe GyrA Intein (28)

pTXB3 Valiyaveetil et al., 2002
pTWIN1 Mxe GyrA Intein (28)
pTWIN2 Mth RIR1 Intein (22)  Evansetal., 1999b

Die Klonierung der Parvulinfragmente 1-43 und lesflgte dabei entsprechend 5.7 in die
Sapl und Ndel Schnittstelle des Vektors (Abb. 18). Dazu wurde eetsprechende DNA-
Abschnitt mit tberhdngenden ErkennungssequenzedidiiRestriktionsendonukleas&apl
und Ndel durch PCR isoliert. Als Templat diente der pSEP®&Rtor, welcher das Gen des
Parl0 enthélt. Nachdem sowohl der Vektor als auch die Ugsehte DNA mit den
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5¢..CGG GGA TCT CGA TCC CGC GAA AT T AAT ACG ACT CAC TAT AG G GGA ATT GTG AGC
T7 Promoter lac Operator

GGA TAA CAA TTC CCC TCT AGA AAT AAT TTT GTTTAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA
Xba 1 Shine Dalgarno

Intein
Met Ala Ser Ser Arg Val Asp Gly Gly Arg Glu Phe Leu Glu Gly Ser Ser C}?l

CAT ATG GCT AGC TCG CGA GTC GAC GGC GGC CGC GAA TTC CTC GAG GGC TCT TCC TGC
Ndel Nhe 1 Nrul Sal 1 Not 1 EcoR1 Xho1 Sap 1

TTC GCC AAG GGT ACC AAT GTT TTA ATG GCG GAT GGG TCT ATT GAA TGT ATT
Kpnl

GAA AAC ATT GAG GTT GGT AAT AAG GTC ATG GGT ...3¢
“=]Intein Reverse Primer

Abb. 18: Polylinker-Region des pTYB1-Vektors.

Restriktionsenzymen geschnitten wurden, erfolgte digation, welche durch DNA-
Sequenzierung mit Hilfe des T7 Universal Primergrphift wurde. Die erhaltenen Klone
wurden als pTYB1-Par63 bzw. pTYB1-Par43 und diaultesenden Intein-Fusionsproteine
als Par63YB bzw. Par43YB bezeichnet. Die Uberexgineseines Intein-Fusionsproteins in
E. coli steht unter der Kontrolle einer mit IPTG induzemdn Promoter-Region bestehend aus
dem Bakteriophagen T7-Promoter und dEémcoli lac-Operator (Abb. 18, [Dubbendorff &
Studier, 1991]). Das auf pTYB1 enthaltene lacl Ger)ches den lac Repressor codiert,
reprimiert die Proteinexpression vor der Induktio@ie Expression eines Intein-
Fusionsproteins erfolgt nach Induktion der Transion durch die T7-RNA-Polymerase
mittels IPTG. Demzufolge stand zunachst der Einfd$ IPTG-Konzentration sowie
Induktionstemperatur und -zeit auf die Expressien ldtein-Fusionsproteine Par43YB und
Par63YB sowie deren Loslichkeit im Mittelpunkt démtersuchungen (3.2.1 und 3.2.2).

Der nach Zellaufschlul3 und Zentrifugation erhalt®whextrakt wurde zur Beladung einer
Chitinsédule verwendet, wobei ausschliel3lich dasirrEusionsprotein aufgrund der Chitin-
bindenden Domanepezifisch ans Séaulenmaterial bindet, wahrend {gebtundene bzw.
unspezifisch gebundene Proteine infolge mehreregsc&ehritte entfernt werden (Abb. 19).
Zur Separierung des Parvulinfragmentes vom Affiaitéarker dient die bereits erwahnte
Thiol-induzierbare Spaltaktivitat aid-Terminus des verwendeten modifizierten Inteinss Da
vom InteinTag gespaltene Parvulinfragment wird folglich &germinaler Thioester von der

Séaule eluiert.
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[ Parvulinfragment | Intein -
Chitinsaule
(1) [ Parvulinfragment | Intein c
lThioI
(2) [__Parvulinfragment | Intein c |:|

(3) [ Parvulinfragment }\H/SR

O

Abb. 19: Schema der Intein-vermittelten Synthese rekombinamr Parvulinfragmente in Form C-
terminaler Thioester. (1) spezifische Beladung einer Chitinsdule mit Rotakttr(2) Induktion der Intein-
vermittelten Spaltung des gebundenen Intein-Fupimtsins Par63YB bzw. Par43YB durch Zugabe eines
Thiols. (3) Elution des freigesetzten Par43- bzw. Par63-Thénsswobei gespaltener Intein-CBIg auf dem
Séaulenmaterial zuriickbleibt.

Die zur Spaltung der Intein-Fusionsproteine vervetad Thiole wurden einerseits
entsprechend ihrer Fahigkeit ausgewahlt, direke €rterminale Thioester-Funktion am
jeweiligen Parvulinfragment zu erzeugen, die vomsmmechenden Synthesekatalysator
erkannt wird. Dieses Auswahlkriterium ist deshatimenormer Bedeutung, da die Thioester-
Funktion solch eines Substratmimetikums die Akzeptanspezifischer Peptidsubstrate durch
das Enzym vermittelt und somit den Erfolg einer dtignsreaktion entscheidend
mitbestimmt. Andererseits sollten Substratmimetikdirekt Uber die Bereitstellung eines
universellen Ausgangsesters hergestellt werden. YWiedie chemische Synthese von
Substratmimetika gezeigt, kann letztgenannter mdgbhd durch Umesterung in das
gewilnschte Substratmimetikum Uberfihrt werden unuéglicht es auf diese Weise,
unterschiedliche Substratmimetika-Typen fur vemsdén spezifische Proteasen ausgehend
von einem Synthesederivat zu erzeugen [Wehofsky.,e2003]. Dabei unterscheidet man die
sequentielle Umesterung, bei der das Substratnkomatunmittelbar vor Durchfihrung der
Synthesereaktion hergestellt wird, und die pamlléesterung. Hier erfolgt die Umesterung
simultan zur eigentlichen Ligationsreaktion. Gellef@etet die parallele Umesterung
gegeniber der sequentiellen den Vorteil, dal3 dighege des Substratmimetikums aufgrund
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des Substratverbrauches durch das Enzym angetnweb@énSowohl die direkte als auch die
indirekte chemische Synthese von Substratmimetilked@ bereits in unserer Arbeitsgruppe
etabliert [Thormann et al.,, 1999; Wehofsky & Bordud999; Wehofsky et al., 2003].
Gegenstand dieser Arbeit war die Nutzung beidett®geprinzipien zur Intein-vermittelten
Herstellung rekombinanter langkettiger Substratntikaedurch Einsatz verschiedener Thiole.
Entsprechend Abb. 20sollten die etablierten Substratmimetika des Caytmethylthioester-
Typs fur V8-Protease sowie des 4-HydroxyphenyltsieeTyps fur Trypsin D189K/K60E
[Wehofsky & Bordusa, 1999; Rall, 2004] direkt durBipaltung des Intein-Fusionsproteins
generiert werden. Da ebenfalls fir Substratmimetiea Sulfonylethylthioester-Typs eine
Akzeptanz durch V8-Protease besteht (unveroffdridicErgebnisse, Machova), wurde
ebenfalls MESNA in die Studien einbezogen. Wahif@ndESNA und Thioglykolsaure eine
Spaltaktivitat gegentber Intein-Fusionsproteinereibe nachgewiesen werden konnte [Evans
et al.,, 1998; Machova et al., 2003], ist eine seldtr 4-Mercaptophenol bislang nicht

bekannt.

A B
[ Parvulinfragment | Intein c |:I [ Parvulinfragment | Intein c D
Methylmercaptan/
Thioglykolsiiure/ 4-Mercaptophenol MESNA'
MESNA'
Substratmimetika Substratmimetikum universeller Ausgangsester
fiir V8-Protease fiir Trypsin D189K/K60E
Par\’&o ParYO ParYO
? i )
CH,
COOH R=CH, (SMe)/ CH,CH,SO,H (MESNA)
Carboxymethylthioester
(SCm) Thioglykolsiure 4-Mercaptophenol
p o OH
ar\% 4-Hydroxyphenylthioester Substratmimetikum Substratmimetikum
: (SPhOH) fiir V8-Protease fiir Trypsin D189K/K60E
| Par (0]
(|3H2 Par\fo Y
(l')H2 ? S
SO3H C|:H2
Sulfonylethylthioester
(SSe) COOH
Carboxymethylthioester
(SCm) OH
4-Hydroxyphenylthioester
(SPhOH)

Abb. 20: A) Direkte und B) indirekte Strategien zur Synthese rekombinanter Parvulinfragment-
Substratmimetika. * MESNA wurde sowohl zur direkten Erzeugung einelssfatmimetikums fiir V8-Protease
als auch zur Synthese eines universellen Ausgategsesngesetzt. Par: jeweiliges Parvulinfragment.
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Zur Synthese eines universellen Ausgangsesters prentend Abb. 2B sollte
Methylmercaptan eingesetzt werden, da Methylthevesufgrund ihrer fliichtigen Abgangs-
gruppe bekanntermal3en effizient umestern [Weho&lal., 2003]. Allerdings wurde dieses
Thiol bislang nicht zur Spaltung von Intein-Fusipriteinen eingesetzt, weshalb von einer
durch Methylmercaptan induzierten Spaltungsreaktgmes Intein-Fusionsproteins nicht
ausgegangen werden konnte. Aufgrund der bekanmbanhSpalteffizienz von MESNA in
EPL-Reaktionen und der geringen Hydrolyseanfalligites resultierenden Thioesters wurde
dieses Thiol in die Untersuchungen einbezogen [Ewetnal., 1998; Ayers et al., 1999].
Jedoch ist vom resultierenden Sulfonylethylthioedtentrar zum Methylthioester nicht
bekannt, ob sich dieser als universeller Ausgamtgsesgnet. Somit sollte wechselseitig
untersucht werden, ob sich einerseits der furinlisitu Generierung von Substratmimetika
etablierte Methylthioester durch Intein-vermittel®ynthese darstellen laft, und sich
andererseits der bekanntermaf3en mittels Inteinegiea herstellbare Sulfonylethylthioester
als universeller Ausgangsester eignet.

Demzufolge galt es im speziellen, die SubstratmkaePar63-SCm und Par63-SSe fur V8-
Protease sowie das Substratmimetikum Par43-SPhOHr{psin D189K/K60 direkt durch
Spaltung des entsprechenden Intein-Fusionsprotsitisls Thioglykolsdure, MESNA bzw.
4-Mercaptophenol herzustellen (Abb.A)0 Das letztgenannte Thiol sollte dabei hinsichtlic
seiner Spaltaktivitat untersucht werden, da diebesang nicht fir Intein-vermittelte
Spaltungsreaktionen eingesetzt wurde. In analogeeis&/ war die Fahigkeit von
Methylmercaptan zur Spaltung von Par63YB und damit Synthese des universellen
Ausgangsesters Par63-SMe Gegenstand der Untergerhu(Abb. 28), um diesen
nachfolgend fur diein situ Generierung eines Substratmimetikums fir V8-Psmea
einzusetzen. Ferner bestand die Aufgabe darin,Réemulinfragment-Thioester Par43-SSe
herzustellen, um zu Uberprifen, ob sich auch dieseruniverseller Ausgangsester zur

indirekten Synthese von Substratmimetika eigneb(AiB).

3.2.1 Synthese der Par63-Thioester

Nach Transformation des Plasmids pTYB1l-Par63 in pemente BL21(DES3)-Zellen
entsprechend 5.5 erfolgte die Expression des hiegilonsproteins, wobei es zunachst den
Einflul von IPTG-Konzentration, Induktionstemperatund -zeit auf die Expression zu
untersuchen galt. Dazu wurde die Proteinexpressib®,1-1,0 mM IPTG induziert und tber
8 Stunden bei 25, 30 und 37 °C durch Analyse mit&IDS-PAGE verfolgt (5.2). In allen
Fallen erfolgte eine Uberexpression des Intein-dhspiroteins, wobei diese bei 30 und 37 °C
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nach 4 Stunden am hochsten war. Der Einsatz uhieddicher IPTG-Konzentrationen hatte
hingegen keinen Einflu3 auf die Expressionsrate.&ch das bei 25, 30 und 37 °C
exprimierte Intein-Fusionsprotein grol3tenteils whtth war, erfolgte dessen weitere
Expression bei 16 °C fur 16 Stunden. Durch Heralesetler Induktionstemperatur konnte die
Loslichkeit des Intein-Fusionsproteins entscheidearbessert werden, da bekanntermal3en
dessen korrekte Faltung und damit Loslichkeit auigreiner verminderten Geschwindigkeit
der Proteinsynthese beguinstigt wird [Schein, 199png et al., 1998b; Southworth et al.,
1999].

Im weiteren Verlauf erfolgte die Intein-vermittel@arstellung der Substratmimetika Par63-
SCm, -SSe sowie des universellen Ausgangsestef38ade zundchst nach einem vom
Hersteller vorgeschlagenen Syntheseprotokoll bei §H. Zu diesem Zweck wurden
Spaltreaktionen mit 200 mM Thiol (ThioglykolsauMESNA oder Methylmercaptan) fur 16
Stunden bei 4 °C durchgefiihrt. Aufgrund eines vodemen Cysteinrestes im Par63-
Fragment wurde eine mogliche Ausbildung von Disllfiickenbindungen durch Zugabe von
TCEP wéahrend der Synthese unterdrickt [Burns ef &P91]. TCEP reduziert
Disulfidbrickenbindungen, ohne die Intein-vermittelSpaltung zu beeinflussen. Zur
Detektion des jeweiligen Parvulinfragment-Thioestarurden die Elutions-Fraktionen und
auf dem S&aulenmaterial befindliche Proteine (Sabiaktion) mittels Western-Blot unter
Einsatz eines Anti-Parl0-Antikérpers analysiert. nD&DS-Probenpuffer wurde TCEP
anstelle der Reduktionsmittel DTT odd¥-Mercaptoethanol zugesetzt, da die beiden
letztgenannten zur partiellen oder vollstandigeraltBpg eines Intein-Fusionsproteins in
Abh&ngigkeit von deC-terminalen Aminosaure fuhren kénnen. FiUr die Améwe Lysin,
wie sieC-terminal im Par63-Fragment vorhanden ist, wirceegolche Sensitivitat gegeniber
DTT oder R-Mercaptoethanol am Beispiel des MBEe VMA Intein-Fusionsproteins
beschrieben (vgl. Tab. 5, [IMPACY-CN, 2004])).

Die Auswertung der Western-Blot-Analysen ergab rditegs, dal3 der entsprechende
Thioester in keiner der Elutions-Fraktionen en#maltivar, obwohl durch Thiolzugabe in
jedem Fall die Spaltung des Intein-Fusionsprotarfsigte, wie die Analyse der Saulen-
Fraktion zeigte. Durch Erhdéhung der Salzkonzemmatuf 1 M NaCl und die Zugabe des
nichtionischen Detergenz Triton X-100 in einem \foknanteil von 0,1% wurde die
Loslichkeit des jeweiligen Proteinfragment-Thioesterhtht, so dal’3 dieser von der Saule
eluiert wurde (Abb. 21). Allerdings blieb ein Teiés Thioesters sowie ungespaltenes Intein-

Fusionsprotein auf dem Saulenmaterial zurtick (Abb. Bahn 19). Da die Elution der
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kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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o - i R Par63-Intein-CBD
42 —|
30 —
22 —
17 —
6 —| ™ = i
. - — L Par63-Thioester
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Abb. 21: Western-Blot-Analyse der Intein-vermittelten Synthese des Substratmimetikums Par63-SCm.
Bahn 1: MultiMark Molekulare-Masse-StandarBahn 2: ZellaufschluE.coli BL21 [pTYB1-Par63]Bahn 3:
Rohextrakt nach ZentrifugatiorBahn 4: Saulen-Durchlauf,Bahn 5, 6: Wasch-FraktionenBahn 7-18:
Elutions-Fraktionen 1-1Bahn 19: Saulen-Fraktion.

Proteinfragment-Thioester auch unter diesen Bediggn nicht vollstandig erfolgte, wurde
Harnstoff verwendet, um eine bessere Ldslichkekrzielen. Der Einsatz des Denaturants in
einer Konzentration von 2 M flhrte zur vollstandigelution der Parvulinfragment-Thioester.
Die Elutions-Fraktionen wurden mittels MALDI-ToF-Msenspektrometrie analysiert, wobei
die ermittelten molekularen Massen von 6864 DaHér63-SCm, 6820 Da fur Par63-SMe
und 6914 Da fur Par63-SSe den berechneten Wertispreohen (Tab. 8). Somit konnte
neben der bekannten Spaltaktivitit von MESNA undodglykolséure gegentber Intein-
Fusionsproteinen eine ebensolche auch fiur Methglaptan nachgewiesen werden. Das
terminale Methionin unterlag prinzipiell einer pahslationalen Abspaltung. In den
Massenspektren aller synthetisierten Thioesterziiglem ein Peak auf, welcher eine um das
jeweils verwendete Thiol geringere molekulare Masée der entsprechende Thioester
aufweist. Als Ursache fur dieses Phanomen wird gitramolekulare Kondensationsreaktion
des jeweiligen Par63-Thioesters vermutet (3.3.3git¥vhin wurden die Hydrolyseprodukte
der Thioester massenspektrometrisch nachgewieseiralle des Par63-SCm traten zudem
Nebenprodukte auf, die auf Polymerisierungen ddreioglykolsédure zuriickzufihren sind.
Ursache dafir ist ein nukleophiler Angriff der Swryl-Funktion von Thioglykolsaure auf
das Carbonylkohlenstoffatom der Carboxylatgruppe d&ar63-Carboxymethylthioesters.
Solche Polymerisierungen, die reversibel verlaufeaten auch bei der chemischen Synthese
von Aminosaure-Carboxymethylthioestern auf (unvierifichte Ergebnisse, Wehofsky).
Nachdem anhand dieser Ergebnisse einerseits derajlenEignung der Intein-Strategie zur
Darstellung rekombinanter Parvulinfragment-Substiaietika (Par63-SCm, -SSe) und
andererseits erstmalig die erfolgreiche Synthesesdangkettigen rekombinant hergestellten
universellen Ausgangsesters (Par63-SMe) gezeigdemerkonnte, erfolgte im weiteren

Verlauf deren praparative Darstellung. Dabei kam @ptimiertes Syntheseprotokoll zum
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Einsatz, welches folgende Charakteristika aufweigtr Erhéhung der Effizienz der
induzierbaren Spaltaktivitat des modifizierten inge(vgl. Abb. 21) wurde der pH-Wert
wéhrend der Reinigung von 6,5 auf 7,0 und die Koiotentration von 100 auf 200 mM
erhéht [IMPACTM-CN, 2004]. Weiterhin erfolgte die Spaltreaktiom 8 Stunden bei 4 °C.
Zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteinedevdlie Chitinsaule nach der Beladung
mit Rohextrakt vork. coliBL21 [pTYB1-Par63] mit einem Puffer gewaschen, tiévi NaCl
enthielt. Zur Erhohung der Ldslichkeit des nach oHmduzierter Spaltung des Intein-
Fusionsproteins erzeugten Parvulinfragment-Thiogsteurde dem Elutionspuffer in allen
Fallen 2 M Harnstoff zugesetzt. TCEP wurde zur Ré&do einer moglichen Disulfid-
brickenbindung wéhrend der Synthese zugegeben.fdllsenvurde dieses dem SDS-
Probenpuffer zugesetzt. Durch Anwendung des optiemieSyntheseprotokolls konnten die
Parvulinfragment-Thioester Par63-SCm, -SSe und -8Meoher Reinheit erhalten werden,
wobei die Ausbeuten zwischen 2 und 3 mg pro LitektBrienkultur betrugen. In Abb. 22 ist
die SDS-PAGE der Synthese von Par63-SCm beispielieigestellt. Alle eingesetzten
Thiole fuhrten unter den optimierten Bedingungem zahezu vollstdndigen Spaltung des
Intein-Fusionsproteins (Tab. 8). Die Spalteffizienzwurden densitometrisch mit dem

Programm AIDA bestimmt und betrugen 95%.

kDa I 2 3 4 5 6 7
z &

40,0 ] — —
30,0 — =
210 @
12,5 — Abb. 22: SDS-PAGE der Synthese des
6.5 — Substratmimetikums Par63-SCm Bahn 1:

’ 10 kDa und Test 5 Molekulare-Masse-

-— Standards, Bahn 2-4: Wasch-Fraktionen,
Bahn 5-7: Elutions-Fraktionen 1-3. (15%
Acrylamid, Coomassiefarbung).

Nach seiner erfolgreichen Darstellung wurde dertisstisierte langkettige universelle
Ausgangsester Par63-SMe zur indirekten Synthese Sidsstratmimetikums Par63-SCm
eingesetzt. Zu diesem Zweck erfolgte eine sequentidmesterung des exprimierten
Parvulinfragment-Thioesters mit Thioglykolsaure,bsoim Hinblick auf die Totalsynthese

von Parvulin Thioglykolsdure in einer Konzentratison 100 mM eingesetzt wurde (vgl.
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Tab. 7: Mittels MALDI-ToF-Massenspektrometrie bestimmte molekulare Massen der Par63-Thioester,
welche durch Thiol-induzierte Spaltung des Par63YBIntein-Fusionsproteins synthetisiert wurden und
Spalteffizienz der verwendeten Thiole.

Thiol m/z m/z Spalteffizienz

(molekulare Masse) (berechnet) (bestimmt) in [%]

HE—— CHy;—CHz— SOH 6914 6914 95 weiteres Produkt
MESNA 6772 (MD: 142)
(142,105)

HS—CH,— COOH 6864 6864 95 weiteres Produkt
Thioglykolsaure 6772 (MD: 92)
(92,11)

HS—CHj,3 6820 6820 95 weiters Produkt
Methylmercaptan 6772 (MD:48)
(48,102)

MD: Massedifferenz zum jeweiligen Thioester

3.3.1). Entsprechend Abb. 23 konnte das gebildabstgatmimetikum mittels MALDI-ToF-
Massenspektrometrie eindeutig identifiziert werdeviz (berechnet): 6864; m/z (bestimmt):
6864). Hingegen wurde der Ausgangsester nicht tletekwas einen vollstandigen Umsatz
von Par63-SMe direkt nach Thiolzugabe anzeigt. Aef Grundlage dieser Experimente
konnte erstmals demonstriert werden, dal3 rekomtenlamgkettige Methylthioester mittels
Umesterung in Substratmimetika Uberfuhrbar sind smoth diese Strategie nicht nur auf
kurzere Peptid-Thioester, wie kirzlich in einerdiduunseres Arbeitskreises gezeigt werden
konnte, beschrankt [Wehofsky et al., 2003]. Wie 8er Intein-vermittelten Synthese der
Parvulinfragment-Thioester entstand bei der Umastgrein weiteres Produkt, welches ein
um das Thiol geringeres Molekulargewicht als delio&kter aufweist (Abb. 23, c). In
analoger Weise wird eine zugrundeliegende intrakubdee Kondensationsreaktion diskutiert
(3.3.3). Da bisher ein Einflu3 dieser Nebenreaktwelche zur Bildung des Kondensations-
produktes fuhrt, auf V8-Protease-katalysierte Ligyegreaktionen nicht feststellbar war (vgl.
3.3.1), folgten an dieser Stelle keine weiteren ednichungen zur Stabilitdt der Par63-
Thioester. Ebenfalls wurde das Hydrolyseprodukt désoesters massenspektrometrisch
detektiert.
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Abb. 23: Bildung des Substratmimetikums Par63-SCm drch Umesterung des rekombinanten Ausgangs-
esters Par63-SMe. (1) Struktur des Par63-Methylthioesters (Par63-SM€)) Struktur des Par63-
Carboxymethylthioesters (Par63-SCra),Par63-SCm, m/z (berechnet): 6864, m/z (bestim&&y4,b) Par63-

OH, m/z (berechnet): 6789, m/z (bestimmt): 6789weiteres Produkt, m/z (bestimmt): 6772. [Par63-FMe
0,1 mM, [Thioglykolsédure] = 100 mM, 50 mM Natriungdphat, 1 mM TCEP, 2 M Harnstoff, pH 7,0.

3.2.2 Synthese der Par43-Thioester

Zur Synthese der Parvulinfragment-Thioester PaidBc81 und Par43-SSe wurden die
Thiole 4-Mercaptophenol bzw. MESNA eingesetzt. Da flie Par63-Thioester unter
Verwendung des pTYB1-Vektors die Syntheseausbeulgéeiiglich 2-3 mg pro Liter
Bakterienkultur betrugen, sollte im Folgenden immiblick auf das Ziel dieser Arbeit anhand
der Synthese des Par43-SSe versucht werden, aigei®ing der Ausbeute zu bewirken. Die
Expressionsrate von Intein-Fusionsproteinen kanm we&rwendeten Intein abhangig sein
[IMPACT ™-CN, 2004], weshalb ein weiterer Vektor, pTXB1, aredr dadvixe GyrA Intein
ausMycobacterium xenopnthalt, in die Untersuchungen einbezogen wurdke Kibnierung
des Intein-Fusionsproteins Par43XB erfolgte dabeinaloger Weise zum Par43YB, da beide
Vektoren Uber identische Klonierungsstellen verfiigeas hergestellte Konstrukt erhielt die
Bezeichnung pTXB1-Par43 und das resultierenderisftesionsprotein Par43XB (Pard8«e
GyrA intein-CBD). Zunachst erfolgte die Expressaer Intein-Fusionsproteine Par43YB und
Par43XB unter verschiedenen Bedingungen analod.3Re effizienteste Expression beider
Intein-Fusionsproteine wurde wie fir Par63YB nacitdnden bei 30 und 37 °C erreicht. Zur
Erh6hung der Loslichkeit der Intein-Fusionsprotegntolgte die Expression ebenfalls fur 16
Stunden bei 16 °C. In analoger Weise hatten veisclei IPTG-Konzentrationen keinen
signifikanten Einflu auf die Proteinexpression.tétachiede ergaben sich jedoch in Ab-
hangigkeit des verwendeten Inteins. Es wurde edfete Expressionsrate bei Verwendung

desMxe GyrA Inteins im Vergleich zursceVMA Intein erzielt.
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Die sich anschlieBende Synthese des Par43-SSegtertaitsprechend 3.2.1. Ausgehend von
Par43YB konnte der nach Spaltung mit MESNA restdtide Par43-Thioester in gereinigter
Form in einer Ausbeute von 2 mg pro Liter Baktekidtur synthetisiert werden. Das
aufgenommene Massenspektrum zeigte neben dem Bedkrf Parvulinfragment-Thioester
ebenfalls einen Peak mit einer Massedifferenz w2 Wie bei den Par63-Thioestern wird
auch hier eine intramolekulare Kondensationsreakiwéhrend der Proteinreinigung bzw. -
synthese als Ursache flr die Massedifferenz diskuf8.3.3). Im Gegensatz zur Synthese des
Par43-SSe, welcher durch Spaltung von Par43YB bliflewurde, wiesen die Protein-
haltigen Elutions-Fraktionen, die nach Spaltung Pan43XB mit MESNA erhalten wurden,
zusatzliche Verunreinigungen auf (Abb. 24). Vermctutlhandelt es sich hierbei um co-
eluiertes Inteinfag Es konnte fur die MESNA-induzierte Spaltung beittgein-Fusions-

proteine eine Effizienz von 95% erzielt werden.

kDa 1 2 3 4

~ .
-— . . - Verunreinigungen

17,0 — o
14,5 |-
10,7 — .

8’2 —_—

Abb. 24: Tricin-SDS-PAGE der Synthese
) von Par43-SSe Bahn 1: MW Klein
-  rad3-SSe Molekulare-Masse-Standard, Bahn ~ 2-4:
Elutions-Fraktionen 1-3. (16,5%, Schnell-
silberfarbemethode).

Aufgrund des signifikanten Ausbeute-reduzierendatiliisses der Kondensationsreaktionen
der Par43-Thioester in initialen Modellreaktionenqgl( 3.3.2) erfolgte die weitere Reinigung
des Par43-SSe mit gleichzeitiger Unterdriickung Kimndensationsreaktionen unter sauren
Bedingungen mittels Perfusionschromatographie. Digssenspektrometrisch detektierten
Kondensationsprodukte sind auf intramolekulare Rea&n und damit auf einen Angriff
nukleophiler Seitenketten auf das Carbo@yitom der Thioester-Funktion zurtickzufiihren
(vgl. 3.3.3). Durch Herabsetzen des pH-Werteseoltiotentielle Nukleophile protoniert und
somit temporar blockiert werden. Mit dieser optirtea Strategie konnte Par43-SSe bis zur
Homogenitat in einer Ausbeute von 6 mg pro Litekti®denkultur gereinigt werden. Im
MALDI-ToF-Massenspektrum wurde der gewilnschte PdMi®ester nachgewiesen (Abb.
25B).



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 46

A B

Intens. §

/‘H -

[%] yuonig

|||||||||

Zeit (min)

Abb. 25: Elutionsprofil der Reinigung von Par43-SSemittels Perfusionschromatographie unter sauren
Bedingungen (A) und MALDI-ToF-Massenspektrum des geeinigten Par43-SSe (B).a) Par43-SSe, b)
Verunreinigungen, m/z (berechnet): 4695, m/z (basti): 4697.

Es kann demnach zusammengefaldt werden, dafl} dunshtEidedVixe GyrA Inteins zur
Synthese von Par43-SSe ein Ausbeute-steigerndektEgiegeniber dem verwendetSoe
VMA Intein aus Hefe resultiert. Obwohl es im erstgenten Fall eines zusatzlichen
Reinigungsschrittes bedarf, konnte die AusbeutePam3-SSe um den Faktor 3 erhoht
werden. Desweiteren wurde festgestellt, dal3 MESHé Intein-Fusionsproteine unter den
gewdahlten Bedingungen sehr effizient spaltet, wdinitdie Spaltaktivitat des Thiols keine
Abhangigkeit vom verwendeten Intein hervorgeht. ddurAnwendung des optimierten
Reinigungsprotokolls unter sauren Bedingungen lkordie Bildung von Kondensations-
produkten erfolgreich unterdrtickt werden.

Im weiteren Verlauf wurde untersucht, ob der syigierte Parvulinfragment-Thioester
Par43-SSe tatsachlich als universeller Ausgangseste in situ Generierung von
Substratmimetika dienen kann. Zu diesem Zweck gidokine Umesterungsreaktion durch
Zugabe von 4-Mercaptophenol. Wie aus Abb. 26 etigsbhist, wurde Par43-SSe zum
Substratmimetikum Par43-SPhOH umgesetzt, wodurch MESNA-Ester erstmals als
universeller Ausgangsester identifiziert werdenrkenAnalog 3.2.1 wurde im MALDI-ToF-
Massenspektrum ein Peak mit einer Massedifferenzl¥® zum Par43-SSe detektiert (Abb.
26, Peak b). Hierfur wird ebenfalls eine intramaleke Kondensationsreaktion des Par43-
Thioesters diskutiert (3.3.3). Um auszuschlieRefy die bei der Umesterung beobachtete
Kondensationsreaktion von der Sulfonylethylthioegtenktion abhangig ist, wurde ebenfalls

der universelle Ausgangsester Par43-SMe in diei&tueinbezogen. Dessen Synthese und
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2 4-Mercaptophenol

a)

Par, S \
S © 43
H2 0 - (
0] OH 4552.3 |
) b

\

4500 m/z

Abb. 26: Bildung des Substratmimetikums Par43-SPhOHdurch Umesterung des rekombinanten
Ausgangsesters Par43-SSe. (Bjruktur des Par43-Sulfonylethylthioesters (PaB&#),(2) Struktur des Par43-
Hydroxyphenylthioesters (Par43-SPhOld), Par43-SPhOH, m/z (berechnet): 4679, m/z (bestim#ay8,b)
weiteres Produkt, m/z (bestimmt): 4552. [Par43-SSk]L mM, [4-Mercaptophenol] = 4 mM, 0,1 M HEPES,
0,1 M NacCl, 0,02 M CaGJ 1 mM TCEP, 2 M Harnstoff, pH 7,0.

Reinigung erfolgte analog der von Par43-SSe, walasi Par43XB Intein-Fusionsprotein
aufgrund hoherer Expressionsraten fir die Spalti@akmit Methylmercaptan eingesetzt
wurde. Der gereinigte Par43-SMe konnte in einerb&use von 6 mg pro Liter Bakterien-

kultur erhalten und mittels MALDI-ToF-Massenspektretrie eindeutig identifiziert werden

(m/z (berechnet): 4601, m/z (bestimmt): 4601). ¥ dNebenprodukt ebenfalls bei der
Umesterung des Ausgangsesters Par43-SMe mit 4-pteptzenol gebildet wurde, konnte
eine Abhangigkeit der intramolekularen Kondensatieaktion wahrend der Umesterungs-
reaktion von der verwendeten Ester-Funktion ausdessen werden.

Zur direkten Synthese des Substratmimetikums PERI8OH wurde aufgrund einer héheren
Ausbeute an Par43-SSe, die durch Verwendund/tkessyrA Inteins resultiert, ebenfalls das
Die

Darstellung erfolgte nach dem optimierten Synthes® Reinigungsprotokoll mit folgenden

Intein-Fusionsprotein Par43XB zur Spaltung mit 4rbégtophenol eingesetzt.
Abweichungen. 4-Mercaptophenol wurde im Gegensatzalten anderen verwendeten
Thiolen in einer Konzentration von nur 10 mM zurafgeaktion eingesetzt. Ursachen daflr
waren, dafd eine Spalteffizienz von 50% auch dunepalie hoherer Konzentrationen an 4-
Mercaptophenol nicht signifikant gesteigert werdemnte. Desweiteren fihrte eine hohe
Konzentration von 4-Mercaptophenol aufgrund derlesdtien Wasserloslichkeit dieses
Thiols zur erschwerten Elution des ProteinfragmEmnbesters vom Saulenmaterial, zur
partiellen Prazipitation des Thioesters sowie zimgerigen Abtrennung des Thiols. Analog
der Synthese von Par43-SSe, ausgehend vom IntsinfSprotein Par43XB, wurden in den
Elutions-Fraktionen von Par43-SPhOH ebenfalls holérkulare

detektiert, die vermutlich coeluiertes Intéiag darstellen. Ebenfalls wurde ein intra-

Verunreinigungen

molekulares Kondensationsprodukt massenspektraolktmachgewiesen. Die Abtrennung

dieser Proteine als auch des Uberschissigen Ténfukyte wie fir Par43-SSe beschrieben
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unter sauren Bedingungen mittels Perfusionschragnapbie. Da das Dimer von 4-

Mercaptophenol eine identische Hydrophobizitat wier gewlnschte Parvulinfragment-
Thioester besitzt, konnten unter den verwendetedingengen beide Verbindungen nicht
chromatographisch aufgelést werden. Aus diesem dGnnrde wéahrend der gesamten
Synthese von Par43-SPhOH das Reduktionsmittel Ti@Emer Konzentration von 15 mM

zugesetzt, um das Thiol im monomeren Zustand zeraUnter diesen Bedingungen konnte
der gewinschte Parvulinfragment-Thioester vom Thsolwie den Verunreinigungen

abgetrennt werden. Eine massenspektrometrischeygamales gereinigten Proteinfragment-
Thioesters zeigte den gewinschten Peak fur Part®BP(m/z (berechnet): 4679; m/z

(bestimmt): 4680). Allerdings konnte lediglich 1 ndgs Parvulinfragment-Thioesters pro
Liter Bakterienkultur gereinigt werden. Daflr venaartlich sollte neben der bereits

erwahnten geringeren Spalteffizienz von 4-Mercalpéopl ebenfalls eine gegentber Par43-
SSe vermutete starkere Bildung von Kondensationsiten aufgrund einer héheren

Reaktivitat der SPhOH-Gruppe gegentber der Suléthylthioester-Funktion sein (3.3.3).

3.3 Initiale Modellreaktionen
3.3.1V8-Protease-katalysierte Ligationsreaktionen

Generelle Voraussetzung fur die erfolgreiche V8t&ase-katalysierte Synthese von
fluoreszenzmarkiertem Parvulin 10 (C68A) ist diezBgtanz der langkettigen Ausgangsstoffe
durch das Enzym (Abb. 27). Demzufolge bestand digg&be zunachst darin, die generelle
Eignung des Substratmimetikums sowie der Acylal@&pimponente in getrennten enzym-
katalysierten Modellreaktionen zu untersuchen. Balstratmimetikum wurde aufgrund der
Universalitat deiin situ Umesterungsmethode indirekt Uber einen Ausgargshstgestellt,

wobei die Umesterung in paralleler Reaktionsfuhrarfglgte.

V8-Protease
Par63-SCm + Par64-92 (C68A) * —> | Parl0(C68A) *
78
Eignung als Eignung als katalytisch
Substratmimetikum Acylakzeptor aktiv ?
Modellreaktion 1 Modellreaktion 2 PPlIase-Test

Abb. 27: Modellreaktionen im Hinblick auf die Synthese von fluoreszenzmarkiertem Parvulin 10 (C68A
mittels V8-Protease Der Stern kennzeichnet einen Fluoreszenzmarker.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 49

Zur Herstellung einer funktionsrelevanten fluoreszearkierten Parvulinspezies wurde der
Glutaminrest 80 zur Modifizierung ausgewahlt, dessieh am Rand der putativen Substrat-
bindungstasche von Parvulin 10 befindet (vgl. Keldit Abb. 1). Die Fluoreszenzmarkierung
des Parvulinfragmentes Par64-92 (C68A) wurde duostalente Verknipfung eines Dansyl-
restes (Dns) Uber einen Ethylenamin-Linker an dddeBkette des GIn80-Restes realisiert

(Abb. 28). Der dansylierte Glutaminrest GIn(Dn4d)ielt die Bezeichnung B.

Q
N
N le
H\c_gz GIn80
’ \C—O
HN/
\CF{2
CH,
Ethylenamin-Linker \NH o
N4
X\
O o
Dansylrest Q
H;C—N
\CH3

Abb. 28: Verknipfung von GIn80 mit einem Dansylrest Uber eien Ethylenamin-Linker.

Der Einsatz von V8-Protease in Peptid- bzw. Praeigithesereaktionen mit Asp- und Glu-
haltigen Substraten bedarf der Unterdriickung deteptytischen Aktivitat des Enzyms

gegenuber den sensitiven Aminosaureresten. Dasllfdragment 1-63 enthalt insgesamt 8
potentielle Spaltstellen fiir V8-Protease, 4 Glud dnAsp-Reste (Abb. 29). Durch Inkubation
des Enzyms mit einem UberschuR an Thioglykolsawme@n urspriinglich spezifische Glu-
und Asp-Xaa-Bindungen nicht gespalten [WehofskyQ®0 Gleichzeitig dient dieses Thiol

als Umesterungsreagenz zur Erzeugung des Substratikiims Par63-SCm ausgehend vom

Vorlaufermolektl Par63-SMe (parallele Umesterung).

'"AKTAAALHILVK E"E"KLALD"LLE”QIKNGAD”FGKLAKKHSICPSGKRGGD*LGE*' FRQGQMV
PAFD®K®

Abb. 29: Sequenz des Par63-FragmenteRot hervorgehoben sind potentielle SpaltstellerMB+Protease.

Zur Untersuchung der generellen Akzeptanz des ktigen Substratmimetikums Par63-
SCm durch das Enzym entsprechend Abb. 27 wurdeneMedktionen mit dem Peptid
VVFSAP (Anfangssequenz von Par64-92 (C68A/Q80B%GnmM Natriumphosphat, 1 mM
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TCEP, bei pH 8,0 durchgefuhrt. Die Konzentratios déioestersubstrates und des Enzyms
betrug 0,1 mM bzw. 14-50 nM und die Konzentrati@s dukleophilen Peptides 0,3-0,5 mM.
Thioglykolsaure wurde in einer Konzentration vor01dM eingesetzt. Zur Erhéhung der
Loslichkeit der Parvulinfragment-Thioester wurde M2 Harnstoff zugegeben, wobei in
Voruntersuchungen die Aktivitat der V8-Protease iM Harnstoff bestatigt werden konnte
(Abb. 30).

100

80

60

40

20+

relative Konzentration [%]

Abb. 30: V8-Protease-katalysierte Hydrolyse
0 . | von Z-Glu-OMe ohne-@- und in Gegenwart von
' ' : o ' 2 M Harnstoff - . [Z-Glu-OMe] = 3 mM,[V8-
0 LY 20 _30 . & 50 60 Protease] = 4,6 x T0M, 50 mM Natriumphosphat,
Zeit (min) pH 8,0, 37 °C.

Das Substratmimetika-Vorlaufermolektl Par63-SMe deuaufgrund der Zugabe der hohen
Konzentration an Thioglykolsaure praktisch sofottmz Substratmimetikum Par63-SCm
umgesetzt (< 1 min). Allerdings kam es simultardessen proteolytischen Abbau, so dal3 es
als Acyldonorkomponente zur Knupfung auf das Mqmsgitid nicht zur Verfligung stand. Als
Resultat konnte das gewiinschte Syntheseprodukt midialten werden. Eine massen-
spektrometrische Analyse der Spaltprodukte ergaB, dlese nicht auf Spaltung durch V8-
Protease zurtckzufihren waren, sondern auf prdiecie Fremdaktivitat. Dies Uberraschte
insofern, als daf} bislang alle eingesetzten ChagnV8-Protease keine proteolytische
Fremdaktivitat aufwiesen, was auch den Einsatzdi&nzyms in der sogenanntexpressed
Enzymatic Ligatiorermdglichte [Machova et al., 2003]. Da diese Chargdoch nicht mehr
kommerziell erhaltlich sind und bis zum heutigenit@ignkt keine fremdaktivitatsfreie
Enzymcharge zur Verfugung steht, blieb die Verwenduon V8-Protease zur Synthese von
fluoreszenzmarkiertem Parvulin 10 (C68A) bislang.au

Im Fall eines moglichen Einsatzes gereinigter V8t@ase ware ein limitierender Einflul3 der
Kondensationsreaktionen von Par63-SMe/SCm analogvole Par43-SSe/SPhOH auf die
Ausbeute an Syntheseprodukt durchaus denkbar 3W@)R). Prinzipiell wirde die Synthese
der Par63-Thioester ausgehend vom pTXB1-Vektor6®4B Intein-Fusionsprotein) nach
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dem optimierten Reinigungsprotokoll erfolgen (V8l2.2), um Kondensationsprodukt-freien

Thioester fir die Synthese von Parvulin zu erhalB@a Anwendbarkeit dieser Synthese- und

Reinigungsstrategie fur Par63-Thioester konnteitsesechergestellt werden.

3.3.2 Trypsin D189K/K60E-katalysierte Ligationsreakionen

Neben V8-Protease sollte weiterhin das Potential Tgpsinvariante D189K/K60E zur
Synthese von fluoreszenzmarkiertem Parvulin 10rentdt werden. Mit diesem Ziel erfolgte
zunachst deren Expression als inaktiver PrakursberuNutzung des pYT-Systems sowie
deren Aktivierung und Reinigung nach urspriinglicim Hedstrom entwickelten Protokollen
[Hedstrom et al., 1992]. Die Trypsinvariante konimesiner Ausbeute von 5-6 mg pro Liter
Kulturiiberstand und in hoher Reinheit erhalten wardvie die SDS-PAGE und das RP-
HPLC-Profil in Abb. 31 zeigen. Das gereinigte Proteurde mittels MALDI-ToF-Massen-
spektrometrie analysiert. Der errechnete Wert v8812 Da konnte durch den bestimmten

Wert von 23807 Da im Rahmen der Fehlergrenze hgistétrden.

A kba 1 2 3 4 B
e h 2000
0| = 1500
30 _ Trypsinogen 8§
- - . Trypsin < 1000 4
2 500
10— w— N S S— .
o 10 20 i 40 &
Zeit (min)

Abb. 31: SDS-PAGE der Reinigung und Aktivierung vonTrypsin D189K/K60E (A) und RP-HPLC-Profil
des gereinigten Proteins (B).Bahn 1: 10 kDa Molekulare-Masse-Standar@ahn 2: Trypsinogen

D189K/K60E: isoliert aus dem Kulturiberstand miteKationenaustauscher Toyopearl 650Bahn 3:
Trypsinogenaktivierungdahn 4: Trypsin D189K/K60E: gereinigt mit dem starken Amémaustauscher 20HQ.

(15% Acrylamid, Coomassieféarbung).

Im Hinblick auf die Synthese einer in der Umgebulgy putativen Substratbindungstasche
fluoreszenzmarkierten Parvulinvariante (vgl. KalpiteAbb. 1) wurde der Tyrosinrest 90 im
C-terminalen Parvulinfragment gegen den Fluoreszanizen3-Naphthylalanin (im Weiteren

mit X bezeichnet) ausgetauscht (Abb. 32).
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HoN COOH

Abb. 32: Cherale Struktur von 3-(2-Naphthyl)-L-alanin (X).

Wie unter 3.3.1 ausgefuhrt, ist die Akzeptanz dergkettigen Ausgangsstoffe durch das
Enzym Voraussetzung fur die erfolgreiche Synthese fluoreszenzmarkiertem Parvulin
C68A. Demzufolge wurde zunachst die generelle Eigndes Substratmimetikums Par43-
SPhOH und de<-terminalen Fragmentes Par44-92 (C68A/Y90X) in s&fjeam Trypsin
D189K/K60E-katalysierten Modellreaktionen unterducWiederum diente Harnstoff zur
Verbesserung der Loslichkeit der Reaktanten, nanhzdenéchst die Aktivitat der Trypsin-
variante in 2 M Harnstoff sichergestellt werden ki@n(Abb. 33).
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Abb. 33: Trypsin D189K/K60E-katalysierte
Hydrolyse von Ac-Tyr-OMe ohne-@- und in

- - ' ' , Gegenwart von 2 M Harnstoff-l .[Ac-Tyr-
0 20 40 60 80 100 120 | OMe] = 2 mM, [Trypsin D189K/K60E] = 4,8 x
Zeit (min) 10° M, 0,2 M HEPES, 0,2 M NaCl, 0,02 M
CaCl, pH 8,0, 30 °C.

Zur Untersuchung der Akzeptanz des langkettigens@atmimetikums durch Trypsin
D189K/K60E wurden Ligationsreaktionen mit dem Mdpleptid RIVDAVLEQVKAAGAY
durchgefuhrt, welches von der Trypsinvariante auigrder Préaferenz von Arg bzw. Lys im
S1’-Bindungsort bekanntermal3en sehr effizient adykvird [Rall, 2004]. Die Darstellung
des Substratmimetikums Par43-SPhOH erfolgte ausgewen Par43-SSe analog 3.3.1
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parallel durch Zugabe des Thiols zum LigationsansBer Nachweis eines erfolgreichen
Ligationsverlaufes konnte durch massenspektroncbgisAnalyse des Syntheseproduktes
erbracht werden (Abb. 34). Innerhalb von vier Samdand ein vollstdndiger Umsatz des
Par43-Thioesters statt, wobei nicht nur eine entigcizee Umsetzung zum gewinschten
Syntheseprodukt erfolgte, sondern ebenfalls dientspe Bildung weiterer Produkte mit
Massen von 4554 und 9102 beobachtet wurde. Dieseluke sind auf intra- und

intermolekulare Kondensationsreaktionen des PaBB+t&w. Par43-SPhOH zurickzufuhren
(3.3.3).

A | AKTAAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGAD FGKLAKKHSICPSCG-SCH,CH,SCzH

4-Mercaptophent

Trypsin D189K/K60E
| RIVDAVLEQVKAAGAY |

AKTAAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGAD FGKLAKKHSICPSGRIVDAVLEQVKAAGAY

Intens.

570

20 7 6253.587
eve a0l

m/z

Abb. 34: Schema der Ligation von Par43-SSe/SPhOH dndem Modellpeptid RIVDAVLEQVKAAGAY
katalysiert durch Trypsin D189K/K60E (A) sowie MALD I-ToF-Massenspektrum des Syntheseproduktes
(B). [Par43-SSe] = 0,1 mM; [16mer] = 7 mM; [Trypsin BMIK60E] = 5,6 uM; [4-Mercaptophenol] = 4 mM,;
0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl, 0,02 M CagCll mM TCEP, 2 M Harnstoff, pH 8,0. Reaktionszeit:h;
Ligationsprodukt: m/z (berechnet): 6253; m/z (lrasti): 6254.

Da das Substratmimetikum trotz Gegenwart des Babfsditors vorzugsweise in einer
spontanen Reaktion in seine Kondensationsproduldefiihrt wurde, konnte die Ausbeute an
Syntheseprodukt aufgrund einer zu geringen Kona#atr nicht exakt bestimmt werden.

Weitere Bemihungen zur Quantifizierung der Synthesieeute wurden im Hinblick auf die
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Zielstellung dieser Modellreaktion nicht unternonmnéda die bestimmte molekulare Masse
des Syntheseproduktes (m/z: 6254) den prinzipidllaohweis fur die Akzeptanz des Esters
erbrachte. Um eine spontane Ligation beider Fragenanszuschliel3en, wurde ein Ansatz
ohne Enzym mitgefihrt. Dieser lieferte wahrend giawéhlten Reaktionszeit keinen Hinweis
auf eine spontane Produktbildung. Somit konnteraatst die enzymatische Umsetzung eines
langkettigen Substratmimetikums durch Trypsin D1B3BOE experimentell nachgewiesen
werden, was das hohe Synthesepotential diesestBig&ators belegt.

Aufgrund der beobachteten spontanen Kondensat@kigsaen des Par43-SSe, respektive
Par43-SPhOH, wéhrend der bereits beschriebenereaBmkatalysierten Modellreaktion
wurde im weiteren Verlauf eine ,Nattrlich Chemisdhgations-Reaktion* [Dawson et al.,
1994] durchgefuhrt, um die spontane Reaktivitat Bar43-Thioester in Abwesenheit des
Enzyms abzuschatzen. Dazu wurde Par43-SSe mit aégdRCD36 [Leung et al., 1992],
welchesN-terminal ein Cystein tragt, inkubiert und die R#éak mittels RP-HPLC sowie
MALDI-ToF-Massenspektrometrie analysiert (Abb. 35).

AKTAAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGAD FGKLAKKHSICPSC-SCH,CH,SC;H |

1 | CNLAVAAASHIYQNQFVQ |

AKTAAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGADFGKLAKKHSICPSG
CNLAVAAASHIYQNQFVQ

A220

t=0
2 b d
C
€ t=2h
36 38 40 42 44
Zeit (min)

Abb. 35: Naturlich Chemische Ligation von Par43-SSeaind Cys-CD36.Die Reaktion wurde mittels RP-
HPLC und MALDI-ToF-Massenspektrometrie analysiett. Par4d3-SSe2: Hydrolyseprodukt,a: Ligations-
produkt, m/z (berechnet): 6531, m/z (bestimmt): B53, c: intramolekulare Kondensationsproduktk, &
intermolekulare Kondensationsprodukte. t: Reaktieitsder Ligation. [Par43-SSe] = 1 mM; [Cys-CD36] =
1 mM; 50 mM Natriumphosphat, 6 M GdmHCI, 5 mM TCEP, pH.7,

Auch in diesem Fall erfolgte hauptsachlich die Rete der spontan gebildeten Produkte

e, die auf intra- und intermolekulare Kondensatien&tionen des Par43-Thioesters zuriick-
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zufuihren sind (vgl. 3.3.3). Dies ist Ausdruck deflargewdhnlichen Reaktivitat des Par43-
Thioesters, da bisher in der Literatur beschrieb&@-Reaktionen unabhangig vom

Vorhandensein weiterer nukleophiler Aminosaureresteerhalb der Peptid-Sequenzen
ausschlieflich in der selektiven Reaktion zwisctien Thioesterfunktion des einen und dem
N-terminalen Cystein des anderen Peptidfragmentadtieten [Dawson et al., 1994]. Im

Gegensatz dazu reagiert Par43-SSe selbst in Gegedes N-terminalen Cys-Peptides

bevorzugt mit nukleophilen Resten seiner eigeneu&s (Abb. 35).

Zur Uberprifung der Eignung deésterminalen fluoreszenzmarkierten Parvulinfragmentes
Par44-92 (C68A/Y90X) fur Trypsin D189K/K60E-katalgde Synthesereaktionen wurde
eine Modellreaktion mit dem fur die Trypsinvariangablierten kurzkettigen Substrat-
mimetikum Bz-Gly-SPhOH durchgefihrt. Wie das MALDdF-Massenspektrum des
Syntheseproduktes Bz-Gly-Par44-92 (C68A/Y90X) inbAB6 zeigt, stellt da€-terminale
Fragment einen geeigneten langkettigen Acylakzefpitol rypsin D189K/K60E-katalysierte
Acyltransferreaktionen dar. Die Reaktion wurde na@® Minuten und vollstandigem
Esterumsatz abgestoppt und analysiert. Die Ausbaut&yntheseprodukt betrug 44% und
wurde anhand einer fir Par44-92 (C68A/Y90X) ersnllEichgeraden durch Messung der
Fluoreszenz ded:Naphthylalanins bei einer Emissionswellenlange V@20 nm und
verschiedenen Konzentrationen ermittelt. Zur Ubigiprg einer spontanen Produktbildung
im Sinne einer spontanen Aminolyse wurde ein Reakansatz ohne Enzym mitgefuhrt. Es
wurde nach 30 Minuten keine spontane Produktbilchewpachtet.

Bz-G-SPhOH | + |KRGGDLGEFRQGQMVPAFDKVVFSAPVLEPTGPLHTQFGYHIIKVLXRN

5713.3
e

Trypsin D189K/K60E

Bz-GKRGGDLGEFRQGQMVPAFDKVVFSAPVLEPTGPLHTQFGYHIKVLXRN ‘ J\—’/JJJK

Ausbeute: 44%

suoo 5500 snuo m/z

Abb. 36: Syntheseschema und MALDI-ToF-Massenspektrum von B@&ly-Par44-92 (C68A/Y90X). [Bz-
Gly-SPhOH] = 1 mM; [Par44-92 (C68A/Y90X] = 1 mM; ffpsin D189K/K60E] = 67,5 uM; 0,1 M HEPES,
0,1 M NacCl, 0,02 M CaG] 1 mM TCEP, 2 M Harnstoff, pH 8,0. Reaktionsz8&M: min, Ligationsprodukt: m/z
(berechnet): 5711; m/z (bestimmt): 5713.
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Die durchgefihrten Modellreaktionen demonstrierenAkzeptanz der langkettiges bzw.
C-terminalen Fragmente Par43-SSe, respektive Paph®H, bzw. Par44-92 (C68A/Y90X)
durch die Trypsinvariante D189K/K60E. Die gewiinschtSyntheseprodukte konnten in
jedem Fall erhalten werden, wobei signifikante @obftische Nebenreaktionen nicht
beobachtet wurden. Allerdings reagierte ein Groéfter Peptid-Thioester Par43-SSe bzw.
Par43-SPhOH in einer spontanen Reaktion zu intng intermolekularen Kondensations-
produkten. Diese konnte selbst durch Zugabe depslmyariante und eines spezifischen
Acylakzeptors (enzymatische Ligation) oder eimégserminalen Cys-Peptids (NCL) nicht
unterdrickt werden, was die Einzigartigkeit der IRe@éat der Parvulinfragment-Thioester
verdeutlicht. Damit konnte gezeigt werden, dal3 tnidle Protease Limitation der neu
entwickelten Methode ist, sondern vielmehr die dbgitat der Par43-Thioester, welche im

Folgenden untersucht wurde.

3.3.3 Untersuchungen zur Stabilitat der Parvulinfragment-Thioester

Aus den Ergebnissen zur Synthese der Par43- ba@3Hdioester sowie den durchgefiihrten
Umesterungs- sowie Ligationsreaktionen lal3t siaméezbst folgendes zusammenfassen. Bei
der direkten Synthese der Parvulinfragment-ThioeB3863-SSe, -SCm-, —SMe und Par43-
SSe sowie der indirekten Synthese der Substratnkiané&ar63-SCm und Par43-SPhOH
mittels Umesterung eines Ausgangsesters wurdemligldi marginale Zyklisierungsraten
erhalten (3.2.1 und 3.2.2). Eine starkere Bilduog KKondensationsprodukten wird hingegen
aufgrund einer gegenuber Par43-SSe geringeren &gdbsbeute fur den Par43-SPhOH
vermutet (3.2.2). Alle Synthese- und Umesterundggi@aen wurden unter neutralen pH-
Bedingungen durchgefiihrt. Bei der Aufreinigung &es43-SSe unter sauren Bedingungen
(pH 1,0) wurde die Entstehung von Kondensationggktmh nicht beobachtet (3.2.2). Eine
erhebliche Bildung der Nebenprodukte erfolgte destsen bei den durchgefiihrten Ligations-
reaktionen unter Einsatz von Par43-SSe sowie PARt8OH unter basischen Bedingungen
(3.3.2). Hingegen konnte in Ligationsreaktionen mR&ar63-SMe/SCm die Bildung von
Kondensationsprodukten nicht beobachtet werdeejrdproteolytischer Abbau der Thioester
erfolgte (3.3.1). Somit a3t sich schluf3folgernf3dadie Kondensationsreaktionen generell
unabhangig vom verwendeten Parvulinfragment sowieTdhioester-Funktion auftreten und
mit steigendem pH-Wert zunehmende Zyklisierungsragsultieren. Um sicherzustellen, daf3
im Fall des Par43-SSe/SPhOH das Ausmal? der Nelxtioreand damit auch die Ausbeute
an synthetisiertem Thioester von der verwendeteiwebter-Funktion abhangt (vgl. 3.2.2),
erfolgte eine HPLC-chromatographische Analyse deodster direkt nach deren Elution von
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der Chitinsaule, wobei unter identischen pH-Bediggn gearbeitet wurde. Aus Abb. 37
wird ersichtlich, daf3 fur Par43-SPhOH im Verglemim Par43-SSe tatsachlich eine starkere
Bildung von Kondensationsprodukten vorliegt. Darageht eine Abhangigkeit der
Zyklisierungsrate von der verwendeten Thioesterkikan hervor, die auf eine hohere
Reaktivitat der 4-Hydroxyphenylthioester- gegenulmr Sulfonylethylthioester-Gruppe

zuruckzufiihren ist.

A220
[ %)
[3%)
™

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Abb. 37: RP-HPLC-Profil des nach Intein-vermittelter Spaltung erhaltenen Par43-SPhOH (A) im
Vergleich zum Par43-SSe (B). A) 1Par43-SPhOH2: Kondensationsprodukte von Par43-SPhC34,4-
MercaptophenolB) 1: Par43-SSe2: Kondensationsprodukte von Par43-SSe.

Aufgrund der Tatsache, dal3 unter basischen Bedgeyudie Kondensationsreaktionen von
Par43-SSe/SPhOH die Ausbeute an Syntheseprodustherdend limitieren, erfolgten im
weiteren Verlauf am Beispiel des Par43-SSe Stétslintersuchungen unter Ligations-
bedingungen. Dafir wurde Par43-SSe in dem fir dieymatische Ligationsreaktion
verwendeten Reaktionspuffer (0,1 M HEPES, 0,1 M Na®2 M CaCJ, 1 mM TCEP, 2 M
Harnstoff, pH 8,0) inkubiert und die Stabilitat Heitabhangigkeit mittels RP-HPLC und
MALDI-ToF-Massenspektrometrie analysiert. Genewalrde die Bildung von Produkten mit
der Masse Mars3-sseld2 sowie 2Maras-ssel42 bzw. -284 nachgewiesen. Da diese Produkte
auf einen nukleophilen Angriff ausgehend von Séitten der Aminosauren innerhalb der
Parvulinsequenz auf das Carbo®yAtom der Thioester-Funktion desselben bzw. eines
anderen Molekils zurtckzufihren sind und folglicim ézw. mehrere Thiolmolekile
abgespalten werden, wurden die im Zuge dieser Reakt gebildeten Nebenprodukte als
intra- bzw. intermolekulare Kondensationsproduktezdichnet. Verfolgt man die
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Kondensationsreaktionen unter den genannten Beuljgguin Zeitabhangigkeit, so stellt man
fest, dal3 bereits nach 1 Minute ein neuer Peantsteht, dessen massenspektrometrische
Analyse ein intramolekulares Kondensationsprodtiientart (Abb. 38). Im weiteren Verlauf
(vgl. 30 Minutenwert) werden neben diesem Hauptpeaitere Kondensationsprodukte
detektiert, wobeb undc intramolekular undl bzw. e intermolekular verkntpft sind. Da nach
6 Stunden die intramolekularen Kondensationspradokiind ¢ dominieren und das primar
gebildete Kondensationsproduktvollstandig verbraucht ist, kann geschlu3folgeerden,
dalR die weiteren Kondensationsprodukte aus dem primar gebildeten Kondensations-
produkta hervorgegangen sind. Einen weiteren Anhaltspuakirdiefert die Tatsache, dal3
entsprechend Abb. 39 der Parvulinfragment-Thioasteh 15 Minuten vollstandig umgesetzt
wurde. Desweiteren wurden die intermolekularen Kamsétionsprodukte in primére

umgewandelt, wie das Verschwinden der entsprecimelRdeksl unde zeigt.

o J:,:_(j_,—f—'—"—_J_J\-ﬁ\
Q a
<N
Abb. 38: Stabilitdt von Par43-SSe unter Ligations-
U=l bedingungen. 1:Par43-SSe2: Hydrolyseprodukta-
: : : . | ¢: intramolekulare Kondensationsprodukte,und e:
30 35 40 45 50 | intermolekulare Kondensationsprodukte. t: Reaktions
Zeit (min) zeit. [Par43-SSe] = 1 mM; 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl,

0,02 M CaC}, 1 mM TCEP, 2 M Harnstoff, pH 8,0.
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0 : : o o : Abb. 39: Stabilitat von Par43-SSe unter Ligations-

0 5 10 15 20 25 30 | bedingungen.[Par43-SSe] = 1 mM; 0,1 M HEPES,
0,1 M NaCl, 0,02 M CaG] 1 mM TCEP, 2 M
Harnstoff, pH 8,0.
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Somit laRt sich zusammenfassen, dal3 in einer dehn®&eaktion ein priméres intra-
molekulares Kondensationsprodukt gebildet wird,clvet sich langsam in weitere sekundare
Zyklisierungsprodukte umwandelt. Demnach sollteigkch ein Aminosaurerest fur die
beobachteten Kondensationsreaktionen des Panagmignt-Thioesters verantwortlich sein.
Um Informationen dber die Art der geknupften Binden in den gebildeten
Kondensationsprodukten zu erhalten, wurde dererbillfia unter starker basischen
Bedingungen (pH 10,0) untersucht. Da alle Kondemssprodukte unter diesen Bedingungen
instabil sind, wie das Verschwinden der entspredeerPeak®-g in Abb. 40 zeigt, konnte
auf die Bildung von Ester- bzw. Thioester-verknépfintra- und intermolekularen Peptiden
geschlossen werden. Desweiteren wurde festgestalk,unter den gewéhlten Bedingungen
die Bildung intramolekularer Kondensationsprodukieund ¢ gegentber der Bildung

Abb. 40: Stabilitdt von Par43-SSe bei pH 10,01: Par43-

SSe, 2: Hydrolyseprodukt,b, ¢ und h: intramolekulare

. Kondensationsproduktél-g: intermolekulare Kondensations-

35 40 45 50 produkte. [Par43-SSe] = 1 mMp mM CAPS, 1 mM TCEP,
Zeit (min) 2 M Harnstoff, pH 10,0.
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intermolekularer Kondensationsproduktd-g bevorzugt ist. AuRerdem wurden alle
Kondensationsprodukte in das intramolekulare KosdBonsprodukth umgewandelt,
welches aufgrund seiner Basenstabilitat offensedhtliber eine Amidbindung verknupft ist.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde als Ursache gibdbbachteten Kondensationsreaktionen
des Par43-SSe eine nukleophile Substitutionsraakiomutet, bei der eine Hydroxyl- bzw.
Sulfhydryl-enthaltende Lewis-Base als Nukleophiégeert und das elektrophile Thioester-
CarbonylC-Atom angreift. Somit kommen folgende Reste innkeriier Sequenz des Par43-
SSe fir einen nukleophilen Angriff in Frage: ThE&r38, Cys40 und Ser42 (Abb. 41).

AKT,AAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGADFGKLAKKHS,IC,PS, G-SCH,CH,SO,H

Abb. 41: Sequenz des Par43-SSeRot hervorgehoben sind die Hydroxyl- bzw. Sulftydrnthaltenden
Aminosaurereste Thr3, Ser38, Cys40 und Ser42.

Generell kommen dabei solche Aminosaurereste irenggere Auswahl, die in unmittelbarer
raumlicher Nahe zur Thioester-Funktion des Gly4heh. Demzufolge wurde das Parvulin-
fragment 1-43 hinsichtlich der Einnahme einer Seléwstruktur mittels CD-Spektroskopie
untersucht (Abb. 42). Ein Vergleich mit dem CD-Spe#n des Vollangenproteins Parvulin
10 zeigte in beiden Fallen das Auftreten von Minibg 206 bzw. 208 nm sowie 221 nm,
welche charakteristisch fisr-Helices sind. Durch Analyse des Fern-UV-CD-Spekisudes
Parvulinfragmentes mit dem Programm SSE-338 wundeGehalt von 13,9%-helikalen,
43,6% 3-Faltblatt-, 4% Turn und 38,5% Random coil Struktuberechnet. Somit weist das
Parvulinfragment sowohi-helikale als aucRR-Faltblattstrukturelemente auf. Dies ist insofern
nicht unerwartet, als daf3 die zwischen Gly43 ungddyvorgenommene Teilung v@n coli
Parvulin, einemu/3-Protein, in zwei Fragmenten resultiert, die sowshilelikale als auclfé-
Faltblattstrukturen enthalten (vgl. Abb. 17).
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Nachdem fir das Parvulinfragment die Einnahme eifBekundarstruktur nachgewiesen
werden konnte, sollte im Folgenden geklart werdesmlcher Aminosdurerest sich in
unmittelbarer rdumlicher Nahe zum Gly43 befinded. dde Struktur des Parvulinfragmentes
nicht verfigbar ist, wurde die des Gesamtprotemgrunde gelegt (Abb. 43). Dies ist in
Naherung prinzipiell moéglich, da die fur das Volgmprotein charakteristisches/[3-
Sekundarstrukturelemente im Parvulinfragment vemresind. Es konnten mit dem
Cysteinrest 40 und dem Serinrest 42 zwei Aminosaste identifiziert werden, die sich
unmittelbar zum Gly43 befinden. Mit dem ProgrammisSwPdbViewer 3.7 wurde zwischen
dem Schwefelatom der Thiolgruppe des Cys40 und Hemenstoffatom der Carbonyl-
gruppe des Gly43 ein Abstand von 5,17 A ermit2#s Sauerstoffatom der Hydroxylgruppe
des Ser42 ist hingegen in der nativen StrukturRE40 6,39 A vom Carbonylkohlenstoff-
atom des Gly43 entfernt.

Abb. 43: NMR-Struktur von Parvulin 10. Die nukleophilen Seitenketten der Aminosaureré&e42 und
Cys40 befinden sich in unmittelbarer Umgebung zulg®& Die Darstellung erfolgte mit dem Programm DS
ViewerPro (1JNT.pdb).

Obwohl der Cysteinrest 40 in der Primarsequenzerngiim Carbonyl=-Atom der Thioester-
Funktion entfernt ist als der Serinrest 42, hatetstgenannte den geringsten Abstand in der
Struktur. Aufgrund dieser unmittelbaren Nahe vors4®y und der Tatsache, dal3 Cystein
wegen der nukleophilen Natur der Thiolgruppe diekteste Aminosaure in Proteinen
darstellt [Lundblad & Noyes, 1984], wurde vermutdgl} die Seitenkette des Cys40 die
Kondensationsreaktionen durch einen nukleophilegrfnauf das CarbonyG-Atom der
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Thioester-Funktion initiiert, wobei primar ein Tlester-verknipftes Kondensationsprodukt
resultiert, welches anschliel3end beispielsweisehddie Hydroxylgruppe des Ser38 oder
Ser42 erneut angegriffen werden kann.

Auf der Basis dieser Uberlegungen sowie der expmnteilen Befunde ergeben sich fir die
Protease-katalysierte Synthese von fluoreszenzerggkn Parvulin 10 zwei Strategien,
einerseits die kinetische Kontrolle der Kondensetieaktionen sowie andererseits deren
Verminderung bzw. bestenfalls vollstdndige Inhibreg. Eine generelle Moglichkeit zur
Verminderung der Kondensationsreaktionen stellt idasabsetzen des pH-Wertes dar, weil
experimentell nachgewiesen wurde, daf} diese Re&ktiom sauren Milieu unterdrickt
werden (vgl. 3.2.2). Allerdings sinkt die effektidukleophilkonzentration [Nugexiv der
Acylakzeptorkomponente, welche der Konzentrations daeprotonierten Nukleophils
entspricht, mit Abnahme des pH-Wertes ebenfalle Ronzentration des deprotonierten
Nukleophils [Nulgekiv berechnet sich entsprechend Henderson-Hasselbatith Gleichung
3.1. Da die Deacylierung des Acylenzymintermediatesirch die nukleophile
Acylakzeptorkomponente nur durch deren deprotomigform erfolgen kann, fihrt ein
niedrigerer pH-Wert zu einer verminderten Synthesbaute, weshalb fur die Enzym-
katalysierte Synthese von fluoreszenzmarkierterwufareine Manipulation des pH-Wertes

ausgeschlossen wurde.

Nu
[N U] effektiv. = —[ ] (3 1)
1+ 10P"
[NU] efrektiv Konzentration des deprotonierten Nukleophils
[Nu]: totale Nukleophilkonzentration
pK: pKs-Wert

Zur Unterdrickung der Kondensationsreaktionen extstveiterhin die Moglichkeit der

Einfuhrung einer Punktmutation. Allerdings kam irmblick auf die Erzeugung von aktivem
Parvulin ein Austausch des katalytisch essenti€llgs40 nicht in Betracht. Ebenfalls scheint
eine Verschiebung der Ligationsstelle nicht sinhvidé dies zumindest im Fall des Par63-
Fragmentes keine stabilen Thioester liefert (Ab#h). AAnalog zum Par43-SSe wurde der

Par63-SSe unter Ligationsbedingungen nach kurzdrvolstandig zu dessen Hydrolyse-
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produkt sowie Kondensationsprodukten umgewanddityobl der Cysteinrest 40 sowohl
einen groflReren Abstand zum Carbonylkohlenstoffaties Lys63 in der Primarsequenz (23
Aminosauren) als auch in der Struktur des Parviin21,08 A) im Vergleich zum Par43-
Fragment aufzeigt. Hier liegt der Cys40-Rest ladigdrei Aminosaurereste in der Primar-
sequenz und 5,17 A in der Struktur des Vollangeteme vom Carbonylkohlenstoffatom des
Gly43 entfernt.

Azzo
-
Il
(=]

Abb. 44: Stabilitat von Par63-SSe unter Ligationsbdingungen.

1. Par63-SSe,2: Hydrolyseprodukt von Par63-SSé, und c:

intramolekulare Kondensationsproduktal-g: intermolekulare

1015 20 25 30 35 40 | Kondensationsprodukte. [Par63-SSe] = 1 m®)1 M HEPES,
Zeit (min) 0,1 M NaCl, 0,02 M CaGJ 1 mM TCEP, pH 8,0.

Aufgrund der experimentellen Hinweise, dal3 der Aya#durerest Cystein in Position 40 fur
die Kondensationsreaktionen verantwortlich ist]ltstiessen temporare Blockierung einen
erfolgversprechenden Ansatzpunkt zur Erzeugungilstabhioester dar, welche keinen
Kondensationsreaktionen mehr unterliegen. Bei degrst genannten Strategie, die im
folgenden Abschnitt vorgestellt wird, sollte diedRgonsgeschwindigkeit der enzymatischen
Reaktion gegeniber der der Kondensationsreaktiogesieigert werden, um hdhere

Produktausbeuten zu erzielen (kinetische Kontia#leKondensationsreaktionen).

3.4 Synthese von Parvulin unter kinetischer Kontrde der Kondensationsreaktionen

Da die Substratmimetika-vermittelte Proteasekagalgler Michaelis-Menten-Kinetik folgt,
ergibt sich eine Abhangigkeit der ReaktionsgescHigikeit v der katalysierten Reaktion von
der Substratkonzentration [S]. Dabei zeigt sich nfaags proportional zu [S], bis bei
Substratsattigung die Maximalgeschwindigkeit efreivird [Thormann et al., 1999]. Well
die Reaktionsgeschwindigkeit solcher enzymatiséteszktionen generell durch Erhéhung der
Substratkonzentration gesteigert werden kann, wdrdekonzentration von Par43-SSe zur
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Synthese von fluoreszenzmarkiertem Parvulin von & 1,0 mM heraufgesetzt. Um
nochmals die Reaktionsgeschwindigkeit der enzymiatis Reaktion gegeniber der der
spontanen Kondensationsreaktionen zu erh6hengesfgleichzeitig der Einsatz von 65 pM
statt 5,6 uM Enzym. Analog zur Modellreaktion (2)3wurde das Substratmimetikum
parallel durch Zugabe von 4 mM 4-Mercaptophenobéstellt. Ebenso diente ein harnstoff-
haltiger Puffer (2 M) zur Verbesserung der Losleihkder Reaktanten. DaS-terminale
fluoreszenzmarkierte Parvulinfragment Par44-92 @880X) kam in einer Konzentration
von 1,4 mM zur Anwendung. Die Ligationsreaktion deidurch Zugabe der Trypsinvariante
gestartet und aufgrund der schnellen spontanen éfwadionsreaktionen des Par43-SSe nur
Uber 30 min verfolgt (3.3.3). Der Ligationsansatarée mittels Perfusionschromatographie
aufgetrennt und die erhaltenen Fraktionen massktrepgetrisch analysiert. Ebenso erfolgte
eine Analyse des Ansatzes mittels RP-HPLC. Das gsohie Syntheseprodukt Parl0
(C68A/Y90X) konnte mittels MALDI-ToF-Massenspektretrie identifiziert werden (Abb.
45A). Allerdings ist auch unter diesen Bedingungensgientane Bildung der Kondensations-
produkteb-g gegenlber der enzymatischen Bildung des Synthasektes bevorzugt, wie
das analytische RP-HPLC Profil in Abb.BlZeigt. Demzufolge flhrte die vorgenommene
Erh6éhung der Substrat- und Enzymkonzentration nichder gewilnschten Steigerung der
Reaktionsgeschwindigkeit der Enzym-katalysierten ak®en gegentber der der
Kondensationsreaktionen. Auf eine weitere Erhdhdeg Enzymkonzentration wurde im
Sinne einer Enzym-,Katalyse* verzichtet. Ebensorkerdie Substratkonzentration aufgrund

von Loslichkeitsproblemen nicht weiter erhoht werde

10103.742
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Abb. 45: Trypsin D189K/K60E-katalysierte Synthese von Parvuih 10 (C68A/Y90X). A) MALDI-ToF-
Massenspektrum des Syntheseproduktesn/z (berechnet): 10101; m/z (bestimmt): 101B%.Analytisches
RP-HPLC-Profil des Ligationsansatzes. 2Hydrolyseproduktp, c: intramolekulare Kondensationsprodukte,
d-g: intermolekulare Kondensationsproduk®,4-Mercaptophenol-Dime#: Pard4-92 (C68A/Y90X). [Par4d3-
SSe] = 1 mM, [Par44-92 (C68A/YA0X)] = 1,4 mM, [4-kéaptophenol] = 4 mM, [Trypsin D189K/K60E] =
65 uM; 0,1 M HEPES, 0,1 M NacCl, 0,02 M CaCl mM TCEP, pH 8,0, Reaktionszeit: 30 min.
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Zur Untersuchung einer spontanen Ligation wurde A&msatz ohne Enzym mitgefiuhrt,
welcher in gleicher Weise wie der enzymatische #nganit Trypsinvariante) behandelt
wurde. Eine spontane Ligation, auch spontane Amg®lgenannt, ist zwischen der
aktivierten Thioester-Funktion a@-Terminus des Par43-Fragmentes und iéerminalen
Amino-Funktion von Par44-92 (C68A/Y90X) prinzipiathdglich und fihrt konsequenter-
weise zur kovalenten Verknupfung beider Fragmehtr @ine Amidbindung. Es wurde nach
30 Minuten spontan gebildetes Ligationsprodukt masgektrometrisch nachgewiesen, was
eine kovalente Verknipfung belegt.

Da aufgrund der geringen Konzentrationen an syisiegem Syntheseprodukt keine exakte
Quantifizierung mittels RP-HPLC moglich war, solli® Weiteren die Konzentration an
fluoreszenzmarkiertem Parvulin 10 indirekt Gber ikitsmessungen bestimmt werden. Auf
diese Weise konnte geklart werden, ob das Synthashekt katalytisch aktiv ist und, vor
allem, wirklich Trypsin D189K/K60E-katalysiert gédbet wird. Unter der Annahme, dald
entsprechend Abb. 46 eine Trypsin D189K/K60E-katialye kovalente Kniupfung der
Parvulinfragmente zu einer korrekt gefalteten uadhidl katalytisch aktiven Peptidyl-Prolyl-
cis/translsomerase fuhrt, sollte eine Beschleunigung asftransisomerisierung Parvulin-
spezifischer Substrate wahrend des Synthesevesladétektiert werden kdnnen. Somit

handelt es sich bei diesem Test um einen funktmalvelcher sowohl die Protease-

NT Fragment CT Fragment
C-Terminus
\/b'&_\

N-Terminus

‘ Trypsin D189K/K60E

C-Terminus

N-Terminus

Parvulin (C68A/Y90X)

Abb. 46: Trypsin D189K/K60E-katalysierte Synthese vork. coli Parvulin (C68A/Y90X). Die tatsachlichen
Strukturen der Parvulinfragmente sind unbekannt unoden zur Darstellung mit dem Programm Swiss-
PdbViewer 3.7 der nativen Proteinstruktur des Part@ommen (LINT.pdb). NN-terminal, CT:C-terminal.
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katalysierte Ligation beider Fragmente als auch Eienahme einer nativen bzw. nativ-
ahnlichen Struktur voraussetzt. Zur Untersuchungnsmer Reaktionen wurde ein Ansatz
ohne Synthesekatalysator mitgefuihrt. Denkbar wélienAssoziation und/oder die spontane
Ligation beider Proteinfragmente, woraufhin in legid=allen infolge der Komplementierung
der Proteinfragmente eine Aktivitdt des nicht-kevaén bzw. kovalenten spontan gebildeten
Syntheseproduktes mef3bar sein konnte.

Alle durchgefiihrten Messungen zur Bestimmung vonlag®RAktivitaten in den
Reaktionsansatzen wurden im Chymotrypsin-gekoppéite3system durchgeftihrt, da tar
coli Parvulin 10 und Parvulinvarianten infolge niedrigghymotrypsinkonzentrationen eine
geringe Empfindlichkeit gegenuber dieser Proteasshgewiesen wurde [Schelbert, 1998].
Aufgrund einer erwarteten Instabilitat deé$- bzw. C-terminalen Parvulinfragmentes
gegenuber Chymotrypsin sollte ausschlieBlich dienthstisierte fluoreszenzmarkierte
Parvulinvariante C68A/Y90X im Ligationsansatz dextiditatsmessung zuganglich sein. Um
dennoch eine PPlase-Aktivitdt der einzelnen Fragenenszuschlieen, wurde sowohl nur
dasN-terminale als auch nur d&sterminale Proteinfragment auf eine solche untdisugie
Messungen erfolgten im Protease-freien Mel3systamojiski et al., 1997]. Die Verfolgung
der Isomerisierung des Tetrapeptides Suc-Ala-PbePRe-pNA, welches ein effizientes
Substrat fur Parvulin und Parvulinvarianten daltst€bchelbert, 1998], gelang durch
Extinktionsmessungen nach einem Sprung einer Losong0,55 M LiCl in Trifluorethanol

in HEPES-Puffer bei 336 nm (Abb. 47). Nach einahtlinearen Regression entsprechend
Gleichung 3.2 wurde die Geschwindigkeitskonstdnteelche im Gegensatz zum Protease-
gekoppelten Test der Summe d#s nachtrans sowie trans nachcis Reaktion entspricht,

erhalten.
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_ Abb. 47: LiCI-Sprung von Suc-Ala-
zeit(s) Phe-Pro-Phe-pNA in 35 mM HEPES,

pH 7,8 bei 10 °C.
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E=E,+ae" (3.2)

Die alleinige Gegenwart der Parvulinfragmente P&8%& bzw. Par44-92 (C68A/Y90X)
fuhrte zu keiner Beschleunigung des/transisomerisierung des Substrates Suc-Ala-Phe-
Pro-Phe-pNA.

Aufgrund der fir Parl0 und Parl0-Varianten festgkteh bevorzugten Akzeptanz von Tetra-
peptiden mit hydrophoben Aminoséaureresten in PitBogAminosaurerest vor dem Prolin)
wurde fir die Aktivitatsmessungen im Protease-gpktipn Test ebenfalls das Substrat Suc-
Ala-Phe-Pro-Phe-pNA eingesetzt [Schelbert, 1998 [Rangsame Isomerisierungsphase,
welche einer Reaktion erster Ordnung folgt (Abb), 48irde einer nichtlinearen Regression

entsprechend Gleichung 3.3 unterzogen.
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0.60 —

0.55 —
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Abb. 48: Isomerspezifische Proteo-
lyse von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA
mit Chymotrypsin in 35 mM HEPES,
pH 7,8 bei 10 °C.Die erste schnelle
Phase grenzt sich deutlich von der
0.45 = | | | | | zyveiten Iangsqmen Phase d.er Prolyl—
0 00 — 500 200 500 qs/translsomenserung ab. Die nicht-
Zeit (s) lineare Regression der langsamen
Isomerisierungsphase ist rot dargestellt.

0.50 —

E=E,+a(le™) (3.3)

Kenz = Kbeob—Ko (3.4)

Vor den Untersuchungen zur PPlase-Aktivitdt derkReasanséatze wurde die Stabilitéat des
Tetrapeptides gegeniber der Trypsinvariante gete®ei Anwesenheit von Trypsin

D189K/K60E im PPlase-Mel3ansatz zeigte sich keingiMderung der zweiten kinetischen
Phase, wodurch eine Spaltung dBs bzw. trans-Spezies des Tetrapeptides durch die

Trypsinvariante ausgeschlossen wurde.
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Zur Analyse der Ligationsreaktion sowie des spostarAnsatzes wurde nach einer
Reaktionszeit von 30 Minuten ein Aliquot des jewgah Ansatzes fir den Protease-
gekoppelten PPlase-Test eingesetzt. In Abb. 49dimérgebnisse der Aktivitatsmessungen,
speziell die gemal Gleichung 3.4 ermittelten Gesuthigkeitskonstanten der katalysierten
Reaktionken, dargestellt. Es konnte durch Zugabe beider Arsaimn Protease-gekoppelten
PPlase-Test eine Beschleunigung dms/transisomerisierung des Tetrapeptides nach-
gewiesen werden. Ein direkter Vergleich der Dategale, dal3 durch Zugabe des Synthese-
katalysators Trypsin D189K/K60E zu Par43-SSe/SPh®H Par44-92 (C68A/Y90X) eine
hohere PPlase-Aktivitat erreicht wurde als bei btion beider Proteinfragmente ohne
Biokatalysator. Dieses Resultat belegt eine Kagalysr Bildung der Parvulinvariante Par10
(C68A/Y90X). Daruber hinaus konnte erstmals die shdbmimetika-vermittelte Protease-
katalysierte Synthese eines katalytisch aktiveonriazenzmarkierten Proteins demonstriert

werden.

25
22,7
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Abb. 49: Nachweis der katalytischen Aktivitat der gnthetisierten, fluoreszenzmarkierten Par10 Variane
C68A/Y90X. Die Reaktionen wurden in 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCh20M CaC}, 1 mM TCEP, 2 M
Harnstoff, pH 8,0 durchgefiihrt. Konzentrationen dReaktanten A) im Ligationsansatz bzw. spontanen
Reaktionsansatz und B) im PPlase-Mel3system. [Pa8&3-= 1 mM (A) und 13,6 puM (B); [Par44-92
(C68A/Y90X)] = 1,4 mM (A) und 19,1 uM (B); [4-Merptophenol] = 4 mM (A) und 54,5 uM (B); [Trypsin
D189K/K60E] = 65 uM (A) und 0,9 puM (B). Reaktioni#z&80 min. Die Messungen wurden im Chymotrypsin-
gekoppelten Mel3system in 35 mM HEPES, pH 7,8 béCl8urchgefihrt.

Aus der Differenz der Geschwindigkeitskonstantkg,, der Trypsin D189K/K60E-
katalysierten und spontanen Reaktion wurde diedchtsehe Aktivitat des enzymatisch



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 69

entstandenen Syntheseproduktes errechnet. Es esgdib eine Beschleunigung der
Geschwindigkeitskonstanten von 11,2 x> Nicht korrekt gefaltetes Syntheseprodukt ist
im PPlase-Test aufgrund der fehlenden Isomerasedtsitt nicht detektierbar. Da fur

Parvulin ein vollstandig reversibler Faltungsvorganachgewiesen wurde, kann davon
ausgegangen werden, dald das gesamte hergesteMdirP&rfal3t wurde [Scholz et al.,

1997]. Demnach beziehen sich alle in diesem Exmmrimermittelten Daten auf das
synthetisierte, katalytisch aktive Protein Parvi@i@é8A/Y90X.

Weil entsprechend Abb. 50 die Konzentration eind?laBe direkt proportional zur

Geschwindigkeitskonstanten der katalysierten Reakst ([PPlase]ksn;), kann bei Kenntnis

der Spezifitditskonstantek./Kyv die aktive Proteinkonzentration der PPlase enthred

Gleichung 3.5 berechnet werden.

10
Kol Ky = 4,3 X 16 M-1s?

Ker X 103 (89
°

Abb. 50: Beschleunigung dercis/trans

Isomerisierung von Suc-Ala-Phe-Pro-

27 Phe-pNA durch Parvulin 10 in

Abhangigkeit von der Konzentration.

0 Die Messungen wurden im
' ' ' ' ' ' ' ' ' Chymotrypsin-gekoppelten ~ Test in

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 35mM HEPES, pH 7.8 bei 10 °C

rParl0 [nM] durchgefuhrt.

[PPlase] *Kenz/ (Kal Km) (3.5)

Eine Abschéatzung der Syntheseausbeute ist untebeBghung bekannter Spezifitats-
konstanten deshalb mdglich. Da fur die hergestélitgiante keine vorlag, wurde auf
Literaturdaten von Wildtyp-Parvulin und 6xHis Parl68A) zuriickgegriffen. Jedoch kann
nicht davon ausgegangen werden, dal’3 die Spe#btigtante der hergestellten Variante
identisch mit den verwendeten Referenzdaten istawhin die in Tab. 8 dargestellten

Ausbeuten lediglich eine Grél3enordnung angeben.
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Tab. 8: Berechnete Konzentrationen der synthetisierten, katlytisch aktiven Parvulinvariante C68A/Y90X
im Ligationsansatz bzw. im spontanen Reaktionsansata)": k/Kyv von 6xHis Par10 (C68A) = 2,2 x im™
s b): k/Ky von rPar10 = 4,3 x favt st

Konzentration Par10 (C68A/Y90X)

mit Trypsin D189K/K601  ohne Trypsin D189K/K60E Differen: Ausbeute [%0]
8,0 x 10" M? 3,8 x 10" M? 4,2 x10°'M¥ 0,042
3,9 x 10" M 2,0 x 10" M 1,9 x 10' M? 0,019

! Schelbert, 1998]

3.4.1 Studien zur spontanen Parvulinsynthese

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, resultierte infolger Zugabe des Reaktionsansatzes ohne
Biokatalysator zum PPlase-Mel3system eine Besclgangidercis/translsomerisierung des
Substrates Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA, was die spentaynthese der Parvulinvariante
C68A/Y90X indiziert. Fur deren weitere Untersuchungirde auf die Zugabe von 4-
Mercaptophenol verzichtet, um festzustellen, ole eMbhangigkeit der spontanen Produkt-
bildung von der verwendeten Thioester-Funktion digst Sowohl die Durchfihrung der
spontanen Synthesereaktion als auch die der Messend’Plase-Aktivitdt des spontanen
Reaktionsansatzes erfolgte analog 3.4.

Zur Analyse des Verlaufes der spontanen Parvulihege wurde dem Enzym-freien
Reaktionsansatz in einem Zeitintervall von 5-10 iw&m eine Probe entnommen und fur den
PPlase-Test eingesetzt. In Abb. 51 sind die erlt@tteGeschwindigkeitskonstanten der
katalysierten Reaktion k{,) in Abhangigkeit von der Reaktionszeit der spoatan
Synthesereaktion dargestellt. Fir die Geschwindligkenstantek.n,, der Peptidyl-Prolyl-
cis/translsomerisierung des Substrates Suc-Ala-Phe-PropRife- wurden exponentiell
zunehmende Werte erhalten, die eine ebenfalls ltgitagige spontane Produktbildung
wiedergeben, welche nach 30 min einen Wert von £1,@® s* erreicht. Denkbar ware eine
Generierung der PPlase-Aktivitat durch nicht-komtdeAssoziation beider Fragmente oder
deren spontane Ligatio®bwohl letztere bereits mittels MALDI-ToF-Massenisipemetrie
bestatigt wurde (vgl. 3.4), besteht interessantsevdeine Abhangigkeit der spontanen
Produktbildung von der verwendeten Thioester-Famkiiles Parvulinfragmentes —SPhOH
(vgl. 3.4) bzw. —SSe, da sich die erhaltenen Gesuahgkeitskonstanten nicht wesentlich
voneinander unterscheiden (11,5 x*19' bzw. 11,1 x 16 s%). Fur die spontane kovalente

Bildung des Syntheseproduktes im Sinne einer spentAminolyse wirde man aufgrund der
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Abb. 51: Beschleunigung dercis/translsomerisierung von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA durch nkubation

der Parvulinfragmente Par43-SSe und Par44-92 (C68X00X). Die Reaktion wurde in 0,1 M HEPES, 0,1 M
NacCl, 0,02 M CaGl 1 mM TCEP, 2 M Harnstoff, pH 8,0 durchgefuhrt.rigentrationen der Reaktanten A) im
spontanen Reaktionsansatz und B) im PPlase-MeRsyfRar43-SSe] = 1,0 mM (A) und 13,6 uM (B); [Pard4
92 (C68A/Y90X)] = 1,4 mM (A) und 19,1 uM (B). Die édsungen wurden im Chymotrypsin-gekoppelten
MeRsystem in 35 mM HEPES, pH 7,8 bei 10 °C durdiigef

im Vergleich zur SPhOH- geringer reaktiven SSe-fonk(vgl. 3.3.3) entsprechend weniger
kovalentes Ligationsprodukt erwarten. Die Tatsadhe? eine solche Abhangigkeit nicht
beobachtet wurde, 143t die Vermutung zu, daf} déeilAan kovalent gebildetem spontanen
Ligationsprodukt nicht wesentlich zur spontanernvBlansynthese beitragt, so dal’ zusatzlich
eine Assoziationsreaktion, welche unabhangig vanvdewendeten Ester-Funktion erfolgt,
diskutiert wird.

Zur Untersuchung dessen, ob die beobachtete PRksgtdat eine kovalente Verknupfung
beider Fragmente voraussetzt oder durch nicht-koval\Wechselwirkungen entsteht, wurde
die reaktive C-terminale Thioestergruppe des Par43-Fragmenteshdutugabe von
Natronlauge in die Saure-Funktion Uberfuhrt und mém Parvulinfragment Par44-92
(C68A/Y90X) bei pH 8,0 inkubiert. In analoger Wemem Par43-Thioester konnten flir die
Geschwindigkeitskonstanten zeitabhéngig exponénzehehmendeke,-Werte erhalten
werden, was auf eine nicht-kovalente Assoziation Reteinfragmente schlieRen 1ait, in
deren Folge PPlase-Aktivitat mel3bar ist (Abb. &Rjter Einbeziehung der Studien in Kapitel
3.4 kann zusammengefal3t werden, dal3 sowohl aufguned kovalenten Verknipfung der
Parvulinfragmente (spontane Aminolyse) als auclthlunicht-kovalente Wechselwirkungen

der Parvulinfragmente ein katalytisch aktives Enzyentsteht. Da die ermittelten
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Geschwindigkeitskonstanten praktisch identisch aeiten in Abb. 51 sind, kann weiterhin
geschlul3folgert werden, dafl? die Assoziation deviafragmente wesentlich zur spontanen
Parvulinsynthese beitragt, vorausgesetzt, sowohlalkates als auch nicht-kovalentes
Syntheseprodukt sind ahnlich aktiv.

14 A

12 1

10 -

I<enz X 10-3 (s-l)

O T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Reaktionszeit der spontanen Synthese (min)

Abb. 52: Beschleunigung dercis/translsomerisierung von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA durch nkubation
von hydrolysiertem Par43-SSe und Par44-92 (C68A/YX). Die Reaktion wurden 0,1 M HEPES, 0,1 M
NacCl, 0,02 M CaGl 1 mM TCEP, 2 M Harnstoff, pH 8,0 durchgefiihrt.rngentrationen der Reaktanten A) im
spontanen Reaktionsansatz und B) im PPlase-MeRsyfRar43-SSe] = 1,0 mM (A) und 13,6 uM (B); [Pard4
92 (C68A/YI90X)] = 1,4 mM (A) und 19,1 uM (B). Die édsungen wurden im Chymotrypsin-gekoppelten
MeRsystem in 35 mM HEPES, pH 7,8 bei 10 °C durdiigef

In einigen literaturbekannten Fallen wurde demassirdall die Zusammenlagerung bzw.
Komplementierung von Proteinfragmenten durch LmyatiBeligere & Dawson, 1999] oder

Assoziation [Richards & Vithayathil, 1959] zum \&ifindigen Protein ein strukturgetriebener
Prozel3 ist, wobei die Proteinfragmente aufgrunerinvorstrukturierung als sogenannte
Initiationsstellen fur die Faltung des vollstandigeroteins agieren kénnen. Die zugrunde-
liegende Ursache dieses Vorganges wird lokalenrdkt®nen in der frihen Phase des
Faltungsprozesses zugeschrieben [Dyson et al.,; 28%ho & Fersht, 1992; Sancho et al.,
1992; Waltho et al., 1993]. Nukleationspunkte fiiotBinfaltungsprozesse sind dabei kurze
Sekundarstrukturelemente, die sich sequenzabh&pgigtan in Losung ausbilden kdnnen
und Initiationsstellen zur Faltung des Gesamtpnstelarstellen. Der erste Hinweis auf eine
strukturgetriebene spontane Bildung der Parvuliavée C68A/Y90X wurde bereits durch

den direkten Vergleich der Reaktionsverlaufe deddoe Estersubstrate Bz-Gly-SPhOH bzw.
Par43-SPhOH und des Acylakzeptors Par44-92 (C688XYy9erhalten. Wéahrend bei
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Verwendung von Bz-Gly-SPhOH nach 30 Minuten keipensane Produktbildung beobacht-
bar war (vgl. 3.3.2), wurde bei Einsatz des lanigen Par43-SPhOH in dieser Zeit spontan
gebildetes Produkt nachgewiesen (vgl. 3.4). Da baide Acyldonoren lediglich durch ihre
Lange und somit der Fahigkeit zur Ausbildung vorul8urelementen unterscheiden, wurden
weitere Studien zur Untersuchung der Struktur deviinfragmente durchgefihrt. Zunachst
erfolgten Experimente zum Einflu3 des Denaturarambtoff auf die Sekundarstrukturen der
Parvulinfragmente 1-43 und 44-92 (C68A/Y90X), wadle Reaktionen zur besseren Loslich-
keit der Edukte in 2 M Harnstoff durchgefiihrt wundéVahrend 2 M Harnstoff zu keiner
signifikanten Veranderung der Sekundarstruktur4feer fihrte (Abb. 53), wurde fur das
43mer eine partielle Entfaltung beobachtet (AbBA)Y Dennoch konnte letztgenanntes,
ebenso wie das 49mer ausreichend strukturiert s Initiationsstellen zur Faltung der

vollstéandigen Parvulinvariante C68A/Y90X zu liefern
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Abb. 53: Fern-UV-CD-Spektren von Parvulin 1-43 (A) und Parvidin 44-92 (C68A/Y90X) (B) in
Abwesenheit (— ) und Gegenwart{ — ) von 2 M &tinstoff. Die Messungen wurden mit 6 bzw. 15 uM
Protein in 5 mM Natriumphosphat, pH 7,5 bei 20 t€athgeflhrt.

Zur Uberprifung dessen, ob die gemessene spontaoglukbildung tatsachlich

Konformations-getrieben verlauft, wurde eine spoataReaktion in 6 M Harnstoff

durchgefuhrt. Wildtyp-Parvulin liegt unter dieserdingungen vollstandig denaturiert vor
[Scholz et al., 1997]. Sollte eine Konformationsisserte Komplementierung beider
Fragmente vorliegen, so ware eine geringere PRAkBeitat zu erwarten. In Abb. 54 ist die
zeitabhéngige Aktivitatsmessung des Enzym-freierakRensansatzes in 6 M Harnstoff
dargestellt. Zum direkten Vergleich wurde ebenfdlks spontane Reaktion in 2 M Harnstoff
abgebildet. Deutlich werden aus der Grafik die ngren Geschwindigkeitskonstanten,

welche prinzipiell auf geringere Mengen aktiver &l hinweisen.
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Abb. 54: Beschleunigung dercis/translsomerisierung von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA durch nkubation

der Parvulinfragmente Par43-SSe und Par44-92 (C68X00X). Die Reaktion wurde in 0,1 M HEPES, 0,1 M
NacCl, 0,02 M CaGl 1 mM TCEP-@— 2 M bzwill- 6 M HarnstqfH 8,0 durchgefiihrt. Konzentrationen der
Reaktanten A) im spontanen Reaktionsansatz undnBpPlase-Mel3system. [Par43-SSe] = 1,0 mM (A) und
13,6 pM (B); [Par44-92 (C68A/Y90X)] = 1,4 mM (A) dn19,1 puM (B). Die Messungen wurden im
Chymotrypsin-gekoppelten MeRRsystem in 35 mM HER#E7,8 bei 10 °C durchgefihrt.

Da in der Literatur bei Gegenwart von HarnstoffPmotease-gekoppelten PPlase-Mel3system
ein Aktivitatsverlust von Peptidyl-Prolyis/transisomerasen beschrieben ist [Yu, 2003],
wurde im folgenden der Einflu® von Harnstoff aué @Plase-Aktivitat der Parvulinvariante
C68A/Y90X bericksichtigt. Weil die hergestellte YAdmvariante nicht in Substanz vorlag,
dienten Literaturdaten tUber die Harnstoffabhangtgier Aktivitat von Wildtyp-Parvulin als

Grundlage. Diese kann mit folgender Formel besblnewverden:

ki
Keor= ——— (3.6)

gbxe)

Dabei stelltky die ermittelte Geschwindigkeitskonstante im Haofidtaltigen Mel3systenh
die Harnstoffabhangigkeit der natirlich logarithahien Spezifitdtskonstanten ungl die im
Mel3system enthaltene Harnstoffkonzentration das D@ldtyp Parvulin und die Literatur
zugrundelegend fuhrten zum Ergebnis, daf} eine velete Harnstoffkonzentration von 6 M
die PPlase-Aktivitat um maximal 10% reduziert. Dactm kann der Effekt von Harnstoff in
den Aktivitatsmessungen vernachlassigt werden. li@abachtete Verlust von Aktivitat in

Anwesenheit hoher Harnstoffkonzentrationen konmkglith das Resultat der fehlenden
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Struktur der Fragmente sein, womit eine Konfornragigetriebene Zusammenlagerung

beider Parvulinfragmente als Ursache der spontBneteinsynthese in Frage kommt.

3.5 Synthese von Parvulin unter temporarem Schutzet Cystein-Thiol-Funktion

Zur Vermeidung von Nebenreaktionen an der Thiolkon von Cysteinresten werden in der
Peptidchemie Schutzgruppen wie die Acm- oder di¢hMbenzylgruppe eingefuhrt, welche
reversibel abspaltbar sind [Kogaski, 2003]. Allerdings kdnnen diese nicht chemdsdelan
ein fertiges Peptid eingefuhrt werden, da Neberti@aén mit anderen nukleophilen Seiten-
ketten nicht auszuschlieBen sind. Eine selektivakfR@n wurde fur die Maskierung der
Thiol-Funktion von Cysteinresten in Peptiden miioBulfonat beschrieben [Sato & Aimoto,
2003]. Eine effiziente Reaktion konnte jedoch numten basischen Bedingungen erzielt
werden [Bednar et al., 1989], weshalb diese Schuppe aufgrund der beobachteten
Kondensationsreaktionen unter diesen Bedingungeht mum Einsatz kam. Obwohl zur
Maskierung von Cysteinresten in Proteinen zahleeibtodifizierungsreagenzien existieren,
kommen diese im Hinblick auf eine selektive sowaversible Reaktion am Cys40 des
Parvulinfragmentes nicht in Frage [Cohen, 1968;dhlad & Noyes, 1984]. So modifizieren
beispielsweisep-Hydroxymercuribenzoat, lodacetat urd-Ethylmaleinimid Cysteinreste
irreversibel. AuRerdem muissen Reaktionen mit amd&hekleophilen in Betracht gezogen
werden. Unter Bericksichtigung dessen, dal3 die fizegtung des Cys40 im Par43-SSe
aufgrund der beobachteten Kondensationsreaktior®B.3] unter sauren Bedingungen
durchgefuhrt werden sollte, wurde ebenfalls die wérdung von Methanthiosulfonat-
Reagenzien ausgeschlossen, weil eine effiziente ifidigdung nur unter basischen
Bedingungen erzielt wurde [DeSantis et al., 199uidtaveeporn et al., 2001; Matsumoto et
al., 2002].

Da fur die Losung der Problemstellung keine gedmgrschutzgruppe zur Verfligung stand,
wurde Ellman’s Reagenz (DTNB) zur temporaren Maikfiung des Cys40 verwendet.
Ellman’s Reagenz, welches Ublicherweise zur Bestimgnder Anzahl von Cysteinresten in
Proteinen eingesetzt wird [Ellman, 1959], reagmeit freien Sulfhydrylgruppen in Proteinen
unter Ausbildung einer Disulfidbriickenbindung zwisn dem Protein und einem 2-Nitro-5-
thiobenzoesaure-Rest (NTB). Unter Ausnutzung ddek8eitat und Reversibilitat dieser
Reaktion wurde Par43-SSe zur Maskierung des Cysd@®TNB bei pH 6,0 versetzt (Abb.
55). Durch den Einsatz eines 15fachen UberschumsdReagenz konnte eine vollstandige
Modifizierung des Proteinfragment-Thioesters direath Zugabe der DTNB-LOsung erzielt
werden (Abb. 58). Folglich wurde aufgrund der sauren Reaktionsigangen wahrend der
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Modifizierungsreaktion keine Bildung von Kondensasprodukten festgestellt, jedoch die
guantitative Darstellung von Cys(NTB)-geschitzterardB3-SSe. Aufgrund der NTB-
Schutzgruppe konnte der Cystein-maskierte Thioesteteutig durch Detektion bei 320 nm
nachgewiesen werden. Ebenfalls bestétigte die mggsktrometrische Analyse des im Zuge
der Modifizierungsreaktion neu entstandenen P&akfen erfolgreichen Reaktionsverlauf
(Abb. 58, m/z (berechnet): 4892; m/z (bestimmt): 4891). Dhsrschiissige DTNB wurde
anschlie3end mittels praparativer HPLC entfernt.

SH

A:I\(SCHQCstosH + 0N S*S‘QNOZ
Par43-SSe DEINE

HOOC COOH

OOH
Abb. 55: Reaktionsschema der
NTB-Modifizierung der Cys40-
Thiol-Funktion des Par43-SSe
durch Ellman’s Reagenz.DTNB
reagiert mit der freien Sulfhydryl-
r Funktion des Cys40, wobei eine
H2N4|:|\H/SCHZCHZSO3H Disulfidbriickenbindung zwischen
Par43-SSe und einem 2-Nitro-5-
° thiobenzoesaure-Rest ausgebildet
wird.

HS COOH

Cys(NTB)-geschiitzter Par43-SSe

Peak 1 Peak :

4697 4890.905

A220/320

__;\_J\___ | b (320 nm) DTNB

I b220n0m) NTB
a (220 nm)

] - il

4500 5000
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Abb. 56: HPLC-chromatographische (A) sowie massensfitrometrische (B) Analyse der Cys(NTB)-
Modifizierung von Par43-SSe. a:Par43-SSe; Peak: Par43-SSe (m/z (berechnet): 4695; m/z (bestimmt):
4697),b: Modifizierungsansatz direkt nach Zugabe von DTNBal2: Cys(NTB)-Par43-SSe (m/z (berechnet):

4892; m/z (bestimmt): 4891; [Par43-SSe] = 1 mM, NB[ = 15 mM, 50 mM Natriumphosphat, 3,2 M
GdmHCI, pH 6,0.
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Zur Uberprufung der Stabilitat des Cys40-geschitBeptid-Thioesters wurde dieser bei pH
8,0 inkubiert. Die zeitabhangige chromatographisétr@lyse des Ansatzes zeigte, dal3
Cys(NTB)-geschitzter Par43-SSe ausschlie3lich in $&/drolyseprodukt umgewandelt
wurde (Abb. 57). Damit konnte der Cysteinrest 40deutig als Initiationspunkt fir die

beobachteten Kondensationsreaktionen identifiziertden.

—

A220

Abb. 57: Stabilitdt von Cys(NTB)-geschitztem Par4%Se
unter Ligationsbedingungen.1: Par43-SSe2: Hydrolyseprodukt,

t = Reaktionszeit[Cys(NTB)-Par43-SSe] = 1 mM; 0,1 M HEPES,
0,1 M NacCl, 0,02 M CaGJ 2 M Harnstoff, pH 8,0.

382 40 42 44 46 48 50
Zeit (min)

Zusammen mit den Ergebnissen aus 3.3.3 kann dentd@scin Abb. 58 gezeigte spontane
Reaktionsschema des Par43-SSe formuliert werden ThBimester-CarbonyG-Atom wird in
einer ersten schnellen Reaktion von der CysteiteBSleette nukleophil angegriffen,
woraufhin ein primares Thioester-verknlpftes Korsddionsprodukt entsteht. Dieses kann
nun seinerseits in langsamer verlaufenden Folgaoeeh durch andere Nukleophile wie
beispielsweise die Seitenketten von Ser38 und Sengegriffen werden, was die Bildung
weiterer Peaks in den HPLC-Profilen erklart (vgl3.3, Abb. 38: Peaks b und c). Diese
Reaktionen, wie auch die intermolekularen Kondaosateaktionen, welche nicht in Abb. 58
dargestellt sind, konnten durch Maskierung des theak Cysteins erfolgreich inhibiert

werden.
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Pro41 ﬁ Ser42c‘> Gly43 ﬁ
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Abb. 58: Intramolekulare Kondensationsreaktionen des Par43-Se. Die Kondensation wird durch einen
nukleophilen Angriff der Cystein-Seitenkette ausdaarbonylc-Atom der Thioester-Funktion initiiertl]. Das
primar gebildete Thioester-verknupfte Kondensatiwodukt kann nun wiederum durch Nukleophile wie
beispielsweise die Seitenkettem von Ser38 oder2Sangegriffen werden, woraufhin ein Ester-verkngipft
Zyklus entsteht?). Diese Reaktionen konnten erfolgreich durch BEinding der Cystein-Schutzgruppe inhibiert
werden.

Eindrucksvoll konnte die neue Schutzgruppen-Stratdégr interne reaktive Cysteinreste
anhand der bereits in 3.3.2 beschriebenen NCL-Renakemonstriert werden. Wahrend die
Kondensationsreaktionen des Cys-ungeschitzten #843trotz Zugabe ddd-terminalen
Cys-Peptides CD36 nicht unterdriickt wurden und darhrpraktisch kein Ligationsprodukt
entstand, fuhrte der Einsatz von Cys(NTB)-gescbkiiizPar43-SSe zur selektiven Reaktion
zwischen dessen Thioester-Funktion und determinalen Cystein des CD36-Peptides. In
initialen Studien wurde festgestellt, dal3 die NT&x&zgruppe entsprechend AbbA58urch
Zugabe von Thiolen ausgetauscht wird. Handelt@s Is¢i dem zugesetzten Thiol um dis
terminale Cys-Peptid, so findet in einer ersternstian Reaktion der Austausch der NTB-
Schutzgruppe mit diesem Reaktionspartner statgtldas Cys-Peptid im Uberschul vor, so
folgt diesem Schritt die eigentliche Ligationsreakt Im geschilderten Fall wird der reaktive
Cysteinrest durch eine hohermolekulare Verbinduog ¥8 Aminosaureresten (Cys-CD36-

Peptid) maskiert. Im Hinblick auf die Synthese MBroteinen, die im speziellen mehrere
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reaktive Cysteinreste im Thioesterfragment enthakénnte diese Reaktion zu Léslichkeits-
problemen fuhren. Desweiteren mul3 das oft kostibaterminale Cys-Peptid im hohen
UberschuB eingesetzt werden, was wiederum zur ligtésit fiihren kann. Zur Umgehung
dieser Problemstellung wurde der Cys(NTB)-gesckiarvulinfragment-Thioester zunachst
mit MESNA inkubiert. Ein 10facher Uberschu? desdlhigegeniiber dem Ester fiihrte zur
vollstandigen Umsetzung von Cys(NTB)-geschitztemdB&Se direkt nach Thiolzugabe,
wie das Verschwinden des entsprechenden Peak®#bb. 538 zeigt. Es entsteht ein neuer
Peak 2, dessen massenspektrometrische Analyse den ,utaseht Thioester Cys(SSe)-
Par43-SSe identifiziert (m/z (berechnet): 4835; nffestimmt): 4835). Dieser, der
eigentlichen Ligationsreaktion vorgelagerte ,Umdebiags”-Schritt hat zur Folge, dal3 die
NTB-Schutzgruppe nicht durch dbisterminale Cys-Peptid, sondern vielmehr durch MESNA
ausgetauscht wird. Die Reaktion fuhrt basierend daif Freisetzung von 2-Nitro-5-thio-

benzoesaure zur Gelbfarbung und kann demnach leétt820 nm verfolgt werden (Pe8k

B
A
NO, i
COOH
S—S
HZN—(__LI\”/SCHZCstogH + HS-R
O LA(ZZO nm)
Cys(NTB)-Par43-SSe ]
.
NO2 "Umschitzung” <:m — A A (320 nm)
ﬁj oo
SH
NTB 3
B (220 nm)
S—SR ]
HN—I I\ _SCH,CH,SO3zH \,,
2 Zriemes B (320 nm)
o — . ’
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Cys(SR)-Par43-SSe ) )
Zeit (min)

Abb. 59: Reaktionsmechanismus (A) und HPLC-chromatgraphische Analyse (B) des Austausches der
NTB-Schutzgruppe durch Thiolzugabe. R: CD36-Modellpeptid oder C€£H,SO,H (MESNA). Peakl:
Cys(NTB)-Par43-SSe, Pe&k Cys(SSe)-Par43-SSe, Peaik2-Nitro-5-thiobenzoesaure. [Cys(NTB)-Par43-SSe]
=1 mM; [MESNA] = 10 mM; 50 mM Natriumphosphat, 6 GAmHCI, pH 7,8.
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Durch Zugabe debl-terminalen Cys-Peptides findet dann im zweitenri@ctlie eigentliche
Ligationsreaktion statt (Abb. 60). Die Bildung vdfondensationsprodukten wurde nicht
beobachtet, jedoch die des gewilinschten Synthesdé¢pesdin einer Ausbeute von 90%. Fir
das Cys-geschutzte Ligationsprodukt wurde mitteSLBII-ToF-Massen-spektrometrie eine
Masse von 6674 bestimmt, die mit der berechneten66Y0 im Rahmen der Fehlergrenze
Ubereinstimmt. Die Inkubation des Cys-geschutztgyationsproduktes mit dem reduktiven
Agenz DTT oder TCEP fuhrte zum Abspalten der Saipe. Mittels MALDI-ToF-
Massenspektrometrie wurde die korrekte Masse demtibnsproduktes erhalten (m/z
(berechnet): 6531; m/z (bestimmt): 6532). Es kowéiterhin festgestellt werden, dal3 die
.neue* Schutzgruppe (SSe) nicht durch dégerminale Cys-Peptid ausgetauscht wurde.
Zusammenfassend konnte mit der vorgestellten $teatenter Einfihrung einer Cystein-
Schutzgruppe anhand der Naturlich Chemischen lagsteaktion die Inhibierung der
unerwinschten Kondensationsreaktionen erfolgremmanhstriert werden, was letztendlich

zur Produktbildung fuhrte.
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Abb. 60: Reaktionsschema der Natrlich Chemischenigation von Cys(SSe)-geschiitztem Par43-SSe und
dem Cys-Modellpeptid CD36 (A) sowie MALDI-ToF-Massespektren des Cys-geschiitzten sowie —freien
Ligationsproduktes (B). 1: Cys(SSe)-geschitztes Par43-CD36-Ligationsprodukt (theoretisch): 6670; m/z
(bestimmt): 6674)2: Cys-freies Par43-CD36-Ligationsprodukt (m/z (bareat): 6531; m/z (bestimmt): 6532);
[Cys(NTB)-Par43-SSe] = 0,15 mM; [Cys-CD36] = 1,3 mMMESNA] = 100 mM; 50 mM Natriumphosphat,
6 M GdmHCI, pH 7,8.
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Im weiteren Verlauf sollte die entwickelte Schutggpenstrategie fur die enzymatische
Synthese von fluoreszenzmarkiertem Parvulin angdetewerden. Mit diesem Ziel wurde
das Substratmimetikum Par43-SPhOH direkt mitteleitrStrategie entsprechend 3.2.2
hergestellt und im Anschlul® daran dessen Cysteimm@sNTB blockiert. Die Synthese des
fluoreszenzmarkierten Parvulin (C68A/Y90X) wurdecimadem in Abb. 61 dargestellten
Schema durchgefiihrt, wobei der erfolgreiche Ligeti@rlauf durch massenspektrometrische
Analyse des Syntheseproduktes erbracht werden &onnt

NO, NO,

COOCH COOH
R Pard4-92 (C68A/YI0X)

SH HaN

HZNA—_Ll\(sPhoH RRLILLE 4—_L|\(sphoH
Trypsin D189K/K60E
(e}

Par43-SPhOH O

Cys(NTB)-Par43-SPhOH Cys(NTB)-Parvulin (C68A/YI0X)

Intens
10004 ‘ Reduktion

10107.086 MALDI-ToF-MS
i -—
e i\"/ j)\i:I

Parvulin (C68A/Y90X)
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i

i
" %ﬁ%f’} U
f A ‘Wﬁ?‘ i Ausbeute: 10%

PR e e e
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Abb. 61: Reaktionsschema der Synthese von ParvulfC68A/Y90X) mittels Cystein-Schutzgruppe NTB.
[Cys(NTB)-Par43-SPhOH] = 1 mM; [Par44-92 (C68A/YIX 1,4 mM; [Trypsin D189K/K60E] = 65 pM;
0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl, 0,02 M Cafk M GdmHCI, pH 8,0. Ligationsprodukt: m/z (beraeh): 10101,
m/z (bestimmt): 10107.

Es erfolgte innerhalb von vier Stunden ein vollgigaer Umsatz des eingesetzten Thioesters.
Analog der durchgefuhrten Nattrlich Chemischen tiggesreaktion wurde ein Austausch der
NTB-Schutzgruppe mit einem Thiol festgestellt. Desultierende Cys-geschiitzte Thioester
Cys(SPhOH)-Par43-SPhOH konnte massenspektrometrigemtifiziert werden (m/z
(berechnet): 4804; m/z (bestimmt): 4804). Da einsadm von 4-Mercaptophenol zum
Ligationsansatz nicht erfolgte, wurde angenommaf, diese ,Umschitzungsreaktion“ durch

wahrend der Ligationsreaktion freigesetztes 4-Matiagahenol vonstatten geht. Weil der
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reaktive Cysteinrest des ,umschitzten* Substratkums Cys(SPhOH)-Par43-SPhOH
weiterhin blockiert ist, bleibt ein Einflul3 auf dieyntheseausbeute aus. Interessanterweise
wurde neben dieser, die Enzym-katalysierte Bildumg Ligationsprodukt unbeeinflussenden
spontanen Reaktion, auch die Bildung von Kondeossgirodukten festgestellt. Dies laf3t
vermuten, dafd es simultan zur Abspaltung der Sghuppe kommt. Der gebildete Cys-freie
Thioester unterliegt infolgedessen seinen Konde@rssteaktionen. Diese Reaktion trat
insofern unerwartet auf, als daf3 bei VerwendungM&ENA bei der Natirlich Chemischen
Ligationsreaktion keine Schutzgruppenabspaltungttfatal. Dennoch konnte durch
Anwendung der entwickelten Schutzgruppenstratege SYyntheseausbeute an Parvulin
C68A/Y90X von < 0,1% auf 10% gesteigert werden. idmteren wurde lediglich eine
marginale spontane Produktbildung im Sinne einentgmen Aminolyse festgestellt (< 1%).
Um sicherzustellen, daR 4-Mercaptophenol tatsdchiie Schutzgruppe abspaltet, wurde
Cys(NTB)-Par43-SSe mit dem Thiol versetzt. Aus Agib wird ersichtlich, dal3 bereits direkt
nach Thiolzugabe die NTB-Abspaltung erfolgt, woranf Cys-freier Par43-SSe (Peal
entsteht, welcher Kondensationsreaktionen (Pedksunterliegt. Ebenfalls konnte der
Austausch der NTB-Schutzgruppe gegen einen 4-Hythamphenylrest (Peaka, m/z
(berechnet): 4819, m/z (bestimmt): 4819) sowie dilmesterung zum entsprechenden 4-
Hydroxyphenylthioester (Peat m/z (berechnet): 4804, m/z (bestimmt): 4803) laebbet
werden.

A22O

Abb. 62: Reaktionen von Cys(NTB)-Par43-SSe mit 4-
Mercaptophenol. a: Cys(SPhOH)-Par43-SSe): Cys-

' ' ' ' ' ' freier Par43-SSe,c: Cys(SPhOH)-Par43-SPhOHd:
38 40 42 44 46 48 50 Kondensationsprodukte. [Cys(NTB)-Par43-SSe] = 1 mM;
Zeit (min) [4-Mercaptophenol] = 4 mM; 0,1 M HEPES, 0,1 M NacCl,
0,02 M CaC}, 2 M GdmHCI, pH 8,0.
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Demzufolge fiihrte die Gegenwart von 4-Mercaptophemoden in Abb. 63 dargestellten
Reaktionen mit Cys(NTB)-Par43-SSe. Kommt es zumeinekleophilen Angriff auf das;S

Atom des Cysteinrestes, so erfolgt ein Thiol-Disldfistausch, woraufhin Cys(SPhOH)-
Par43-SSe resultiert. Diese Reaktion beeinflutLiiationsreaktion nicht, da der reaktive
Cysteinrest maskiert bleibt. Dagegen fuhrt ein aaghiler Angriff auf das SAtom des

NTB-Restes zur Abspaltung der Schutzgruppe, womaufbys-freier Parvulinfragment-
Thioester entsteht. Folgende Kondensationsreaktiodes Thioesters limitieren die

Syntheseausbeute.

Z
o
N

COOH
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4-Mercaptophenol 1
Hy SCHZCHZSQH

Cys(NTB) Par43-SSe
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H,N SCH,CH,SO;H ‘
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Cys(SPhOH)-Par43-SSe Kondensationsreaktionen, welche di
J Produktausbeute limitieren

kein Einflul3 auf die Ligationsreaktion,
da Cystein geschitzt bleibt

Abb. 63: Reaktionen va@kMercaptophenol mit Cys(NTB)-Par43-SSe.

Obwohl bei Verwendung von MESNA in der Naturlichegdmschen Ligation eine Abspaltung
der NTB-Schutzgruppe nicht beobachtbar war, wurdses Thiol ebenfalls unter analogen
Reaktionsbedingungen wie bei Einsatz von 4-Merqgapmool mit dem Cys(NTB)-

geschitztem Thioester inkubiert. Fur den ,umscheitztThioester Cys(SSe)-Par43-SSe
wurden selbst nach 16 h keine Schutzgruppenabspgaitnd folglich keine Kondensations-
reaktionen nachgewiesen. Diese Tatsche zeigt dieraahiedlichen Reaktivitaten der

verwendeten Thiole deutlich auf. Eine Erklarungtiieliefern die pk-Werte der Sulfhydryl-
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Gruppen von 4-Mercaptophenol und MESNA. Die SH-@rugles erstgenannten Thiols
besitzt einen pkWert von 6,81, der somit deutlich geringer als der{Wert der SH-Gruppe
von MESNA mit einem Wert von 93st. Bei dem verwendeten pH-Wert von 8,0 liegt
demzufolge entsprechend Henderson-Hasselbalchwaisentlich héhere Konzentration des
deprotonierten Nukleophils HOg84-S als HOS-CH-CH,-S vor. Gemal3 Gleichung 3.1
wurde unter den genannten Bedingungen fur 4-Meopdyeinol eine effektive Nukleophil-
konzentration von 3,8 mM und fir MESNA von ledigli®,12 mM berechnet, was die
Abspaltung der NTB-Schutzgruppe durch 4-Mercaptapherklaren konnte. Weiterhin stellt
die Schutzgruppenabspaltung eine Reduktionsreaktian da die Gegenwart von 4-
Mercaptophenol zur Reduktion der Disulfidbriickemling zwischen dem NTB-Rest und
dem Parvulinfragment-Thioester und damit zur Birghspaltung fiihrt. Ein entsprechendes
Oxidationsprodukt von 4-Mercaptophenol zum DisuBBhOH-TNB konnte jedoch bislang
massenspektrometrisch noch nicht nachgewiesen werde

Aus diesen Resultaten ergeben sich ausblickendchiedene Strategien zur weiteren
Optimierung der enzymatischen Synthese von Pandfir{Abb. 64). Um einen gegenuber
Kondensationsreaktionen stabilen Thioester zu &nhalst es beispielsweise mdglich, das
freigesetzte 4-Mercaptophenol abzufangen. Prinkipiante man zu diesem Zweck DTNB
verwenden. AuRerdem scheint der Einsatz von Metadh wie beispielsweise Bgoder Z3*
maoglich, um 4-Mercaptophenol durch Metall-Thiol-Gitbildung dem Ligationsanstz zu
entziehen. Allerdings muf3 in jedem Fall die Erhadfwler Peptidligaseaktivitat gewahrleistet

werden.

Austausch der Schutz-
, gruppe gegen MESNA

NO,
COOH
Verwendung von
S, / Benzylmercaptan
S
=P Abfangen des freigesetzten
BN NS QOH Thiols
)

Cys (NTB)-Par43-SPhOH

Abb. 64: Strategien zur weiteren Optimierung der emymatischen Synthese von fluoreszenzmarkiertem
Parvulin 10. NTB: 2-Nitro-5-thiobenzoeséure; MESNA: Mercaptoethialfonsiure.

! Quelle: SciFinder, kalkulierter Wert
2 Quelle: Beilstein
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Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, die 4-Hydmphenylthioester-Funktion gegen eine
weniger reaktive auszutauschen. Ansatzpunkte zer entsprechenden Auswabhl sind dabei
die pk-Werte potentieller Thiole als auch deren Redoxpadte, wobei gering redoxaktive
Thiole vorteilhaft waren. Jedoch liegen keine laterdaten zu standardisierten Redox-
potentialen vor, so daR entsprechende Uberlegunighhangestellt werden konnten und eine
Auswahl gemalR den pkVerten erfolgte. Desweiteren muf3 sich die Esteaagggruppe als
Substratmimetikum eignen. Da die Trypsinvariante88K/K60E eine aromatisch&-
terminale Ester-Funktion zur Erkennung unspeziBscBubstrate bendtigt, kommen der
Thiophenyl- sowie Thiobenzylrest in die engere Aablv Aufgrund der Tatsache, dal3 die
SH-Gruppe von Thiophenol einenpl/ert von 6,61 besitzt und somit dem der SH-Gruppe
des 4-Mercaptophenols @hnelt, wird eine ebensoidigpaltung der Schutzgruppe bei Ver-
wendung von Phenylthioestern vermutet. Deg\Mert der Sulfhydrylgruppe von Benzyl-
mercaptan liegt mit 9,67n der GroéRenordnung von MESNA. Da bei einem pHiWen 8,0
demnach unter Ligationsbedingungen entsprechendHeaderson-Hasselbalch-Gleichung
eine geringere Konzentration des deprotoniertenédyhils GH-S als bei Verwendung von
4-Mercaptophenol vorliegt, sollte eine vermindektespaltung der Schutzgruppe resultieren.
Erste Ergebnisse diesbeziiglich zeigen, dal’ bei &fetung von Benzylmercaptan tatséchlich
ein stabilerer Thioester resultiert (Abb. 65). Inegénsatz zur Inkubation von Cys(NTB)-
Par43-SSe mit 4-Mercaptophenol fuhrte die mit Béneycaptan nicht zur Abspaltung der
Schutzgruppe direkt nach Thiolzugabe, da aussditlefder ,umschitzte* Thioester
Cys(SBzl)-Par43-SSe detektiert wurde (Peakm/z (berechnet): 4817, m/z (bestimmt):
4818). Allerdings wurde ebenso in diesem Fall, wanoh mit geringerer Geschwindigkeit,
im weiteren Verlauf die Bildung von Kondensatiorsjukten (Peakd) beobachtet, die das
Resultat der NTB-Abspaltung sind (Pelak AulRerdem erfolgte eine Umesterungsreaktion
mit Benzylmercaptan zum Benzylthioester (Peakn/z (berechnet): 4799, m/z (bestimmt):
4800).

Einen weiteren Ansatzpunkt stellt der Austausch Sehnutzgruppe dar. Vielversprechend
scheint der Einsatz der Thiosulfonylethylgruppe 6%la bei Verwendung von Cys(SSe)-
Par43-SSe in der Naturlich Chemischen Ligationgreakkeine Abspaltung der Schutz-
gruppe stattfand. Weiterhin besteht die Moglichkaén reaktiven Cysteinrest mit Cystein zu
schitzen. Die Einfihrung von Cystein als Schutzgeuerfolgte nach Rudolph et al. [1997]

! Quelle: SciFinder, kalkulierte Werte
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AZZO

Abb. 65: Reaktionen von Cys(NTB)-Par43-SSe mit
Benzylmercaptan. a: Cys(SBzl)-Par43-SSeh: Cys-freier
Par43-SSe,c: Cys(SBzl)-Par43-SBzld: Kondensations-
38 40 42 44 46 48 50 produkte. [Cys(NTB)-Par43-SSe] = 1 mM; [Benzyl-

Zeit (min) mercaptan] = 4 mM; 0,1 M HEPES, 0,1 M NacCl, 0,02 M
CaCh, 2 M GdmHCI, pH 8,0.

mittels eineoxido-shufflingSystems. Urspriinglich werden solche Systeme ztershiitzung

einer korrekten Ausbildung von Disulfidbrickenbinden wahrend der Rduckfaltung
denaturierter Proteine eingesetzt. Zur Anwendurngrken dabei niedermolekulare Disulfide
(RSSR) und die entsprechenden Thiole (RSH), wiespbaisweise Cystin/Cystein oder

oxidiertes bzw. reduziertes Glutathion (Abb. 66).

RSSR RSH RSH
i - - SH : S
SH R : \
SSR
RSSR RSH o N

Abb. 66: Bildung einer Disulfidbriickenbindung mittels oxido-shuffling nach Rudolph et al. [1997]RSSR:
oxidiertes Thiol; RSH: reduziertes Thiol.

Zur Cys-Modifizierung des reaktiven Cysteinrest@sidd Parvulinfragment-Thioester wurde
Cystein im 10fachen Uberschuf® gegeniiber Cystinesitgt. Um eine Oxidation des Thiols
durch molekularen Sauerstoff, welche durch Metadio katalysiert wird, zu vermeiden,
wurde desweiteren EDTA zugegeben. Aufgrund der atis, dal? ein effizienter Thiol-
Disulfid-Austausch unter basischen Bedingungenlgtfavurde die Reaktion bei pH 8,5
durchgefuhrt. Obwohl der Cys-freie Parvulinfragm@&htoester unter basischen Bedingungen
schnell zyklisiert (vgl. 3.3.3), konnte eine vaiistige Cys-Modifizierung direkt nach Zugabe

des Thioesters zum Oxidationspuffer nachgewiesemdeme (Abb. 67, Peaka; (m/z



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 87

(berechnet): 4814; m/z (bestimmt): 4815). Allerdingiurde ebenfalls Ligationsprodukt
detektiert, welches im Sinne einer Natirlich Chemmen Ligation durch Reaktion der
Thioester-Funktion und Cystein resultiert. DurchgZbe des Reduktionsmittels TCEP zum
Modifizierungsansatz wurde die Cystein-Schutzgruppgespalten, wie das Verschwinden
von Peaka zeigt. Stattdessen entstand Pdgakdessen massenspektrometrische Analyse
sowohl Cys-freien Thioester (m/z (berechnet): 4688z (bestimmt): 4695) als auch das
geknupfte Ligationsprodukt offenbart (m/z (beredhn@674; m/z (bestimmt): 4675). Infolge
der Schutzgruppenabspaltung durch Reduktion wurnée Bildung von Kondensations-
produkten beobachtet (Pea®s welche ihren Ursprung im Cys-freien Thioestebdrg der
nicht ligiert wurde.

A220

Abb. 67: Reaktionen von Cystein mit Par43-SSe
mittels ,oxido-shuffling”. a: Cys(Cys)-Par43-SSe und
Cys(Cys)-Par43-Cys, b: Cys-freier-Par43-SSe und
40 42 44 46 48 50 5 Par43-Cys-Ligationsprodukt: Kondensationsprodukte.
Zeit (min) [Par43-SSe] = 1 mM, [Cystein] = 3 mM, [Cystin]
=0,3mM; 0,1 M Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,5.

Aus diesen Resultaten la3t sich zusammenfassennelz@h dem NTB- und SSe-Rest mit
Cystein eine weitere Schutzgruppe zur temporareskMeung des reaktiven Cysteinrestes
zur Verfugung steht, die ebenfalls dem Anspruch \@elektivitdt und Reversibilitat
entspricht und somit das Methodenspektrum zur easigohen Synthese von fluoreszenz-
markiertem Parvulin erweitert. Allerdings muf3 auchdiesem Fall geprift werden, ob die
Cystein-Schutzgruppe stabil gegentber den arorhatisdhiolen ist. Um die Thioester-
Funktion wahrend der Modifizierungsreaktion mit @ps zu erhalten, sollte aul3erdem die
freie NH-Gruppe von Cystein beispielsweise durch einen yheasit blockiert werden.

Weiterhin ware der Einsatz von Glutathion, einenipdptid der Sequenz Glu-Cys-Gly
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denkbar, da die Amino-Funktion von Cystein in diesé&all eine Peptidbindung mit
Glutaminsdure eingeht. Um weiterhin eine mdoglichmidolysereaktion des Thioesters mit
der freien Aminogruppe des Tripeptides zu vermeideére auch in diesem Fall eine
Blockierung zum Beispiel durch einen Acetylrest e@mgcht. Desweiteren ist eine
Umesterungsreaktion des Thioesters mit dem Cyst&inon Glutathion zu erwarten. Der neu
entstandene Ester koénnte nachfolgend durch Zuga&ise edtsprechenden Thiols in das

Substratmimetikum Uberfiihrt werden.
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4 Zusammenfassung

Da bis zum heutigen Zeitpunkt keine universelle IMee zur Darstellung modifizierter
Proteine existiert, war es das Ziel dieser Arbeibe neue Strategie zu deren Synthese zu
entwickeln. Unter dem Einsatz manipulierter ProteagTrypsin D189K/K60E und V8-
Protease) in Kombination mit dem Substratmimetikarkept sollte die Peptidyl-Prolyl-
cis/translsomerase Parvulin 10 auBscherichia coli fluoreszenzmarkiert synthetisiert

werden. Die experimentellen Arbeiten fuhrten zgéoiden Ergebnissen:

Die Herstellung rekombinanter langkettiger Parvisiigment-Substratmimetika (Par63-SCm,
Par63-SSe und Par43-SPhOH) bzw. Substratmimetikiermolekile (Par63-SMe und
Par43-SSe) wurde mittels Intein-Strategie realisi2abei erwiesen sich die Vektoren pTYB1
und pTXB1 und damit beide verwendeten Inteine asignet, wobei aufgrund hoherer
Expressionsraten bei Verwendung ddse GyrA Inteins (pTXB1) entsprechend hoéhere
Ausbeuten am Parvulinfragment-Thioester resultie(@mg pro Liter Bakterienkultur). Das
Spektrum durch Intein-vermittelter Spaltung gerbaeer Thioester konnte neben den
bekannten Thiolen MESNA und Thioglykolsdure um Matiercaptan und 4-Mercapto-
phenol erweitert werden. Mit Ausnahme des letztgaten wurden unabhangig vom
verwendeten Intein effiziente Spaltreaktionen admal(95%). Der rekombinante langkettige
Methylthioester Par63-SMe wurde mittels Umesterindas Substratmimetikum Par63-SCm
Uberfuhrt, was zeigt, dal3 sich dresitu Umesterungsmethode nicht nur auf kiirzere Peptid-
Thioester beschrankt. AuRerdem konnte der Sulfomylidnioester als ein weiterer
Ausgangsester identifiziert werden, da die Umesigsteaktion mit 4-Mercaptophenol
erfolgreich verlief. Somit wurde die bereits furedchemische Darstellung von Thioester-
Substratmimetika gezeigte sowohl direkte als auctiirekte Synthesestrategie mittels

Umesterung auch auf langkettige rekombinante Satinsimetika Ubertragen.

Durchgefiihrte Ligationsreaktionen mit V8-Proteasérten zu dem Ergebnis, dal3 der
verwendete Biokatalysator proteolytische Fremdakiivaufweist und somit nicht zur

Synthese von fluoreszenzmarkiertem Parvulin eirtgeserden kann.
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Aus initialen Modellreaktionen mit der Trypsinvarta D189K/K60E ging eine generelle
Akzeptanz des langkettigétt und C-terminalen Fragmentes durch das Enzym hervor, tvomi
erstmalig die enzymatische Umsetzung eines langkettSubstratmimetikums durch die
Protease gezeigt und eines langkettigen Acylakrepiestatigt werden konnte. Allerdings
wurde in der mit denN-terminalen Parvulinfragment Par43-SSe, respek®iaet3-SPhOH,
durchgefuhrten Modellreaktion nur eine marginaledektausbeute erhalten, da der Thioester
hauptsachlich spontanen Kondensationsreaktionerrlagt Ein ebensolches spontanes
Reaktionsverhalten des Parvulinfragment-Thioestermte in einer Nattrlich Chemischen
Ligationsreaktion festgestellt werden. Da die Kargdgionsreaktionen unabhéngig von der
verwendeten Ligationsstrategie gleichermal3en skgmf auftraten, ist demnach fur die
Synthese von fluoreszenzmarkiertem Parvulin 10tnith Protease Ausbeute-limitierender
Faktor.

Die Untersuchung der Kondensationsreaktionen fligutilgenden Ergebnissen:

Die Kondensationsreaktionen verliefen generell héalgig vom verwendeten Parvulin-
fragment (Par43, Par63) sowie der verwendeten §teoéunktion (SSe, SPhOH, SMe,
SCm) und abhangig vom pH-Wert, wobei mit steigend@id-Wert zunehmende
Zyklisierungsraten resultierten. Demzufolge bestakdin signifikanter EinfluR der
Kondensationsreaktionen wahrend der Synthese dmti@tmimetika, da unter neutralen pH-
Bedingungen gearbeitet wurde. Aul3erdem wurde eibkaAgigkeit der Zyklisierungsrate

von der Reaktivitat der Thioester-Funktion festghist

Eingehende Untersuchungen legten eine initiale iRpiag des Cysteinrestes 40 an den
Kondensationsreaktionen des Thioesters nahe. Mesautung konnte durch die temporare
Blockierung des Restes mit 2-Nitro-5-thiobenzoesé&estatigt und somit der Ursprung der
Kondensationsreaktionen aufgeklart werden. Alle Ugézh der Untersuchung der
Kondensationsreaktionen durchgefuhrten Experimefiferten in ihrer Gesamtheit zu
folgendem Reaktionsmechanismus. Es entsteht aufgdes nukleophilen Angriffes der
Cystein-Seitenkette auf das Carbonylkohlenstoffatdier Thioester-Funktion in einer

schnellen Reaktion ein primares Thioester-verkmgpKondensationsprodukt. In langsamer
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verlaufenden sekundaren Folgereaktionen kann diesederum durch Nukleophile, wie
beispielsweise den Seitenketten von Ser38 oder0Sargegriffen werden, woraus weitere

Kondensationsprodukte resultieren.

Die Synthese von fluoreszenzmarkiertem ParvulirriuKatalyse von Trypsin D189K/K60E
erfolgte aufgrund der Kondensationsreaktionen dasvufinfragment-Thioesters mittels
zweier Strategien. Eine kinetische Kontrolle demBensationsreaktionen gelang trotz einer
vorgenommenen Erhéhung der Substrat- und Enzymkdrasgion nicht wie gewinscht.
Dennoch konnte eine erfolgreiche Knlpfung der Rarfragmente katalysiert durch Trypsin
D189K/K60E nachgewiesen und somit erstmals die tfatbsimetika-vermittelte Protease-
katalysierte Synthese eines fluoreszenzmarkierggaljisch aktiven Proteins beispielhaft
demonstriert werden. Die Ausbeute an enzymatist¢btaamdenem Syntheseprodukt betrug
jedoch weniger als 0,1%. Desweiteren wurde durdkubdation der Parvulinfragmente
katalytisch aktives Parvulin spontan erzeugt, was Komplementierung der Protein-
fragmente zum Gesamtprotein ausdrickt. ExperimentBefunde, im speziellen eine
spontane Produktbildung bei Verwendung der Saurdel® des Thioesters sowie die
Tatsache, dafld keine Abhangigkeit der spontanenul@ynthese von der verwendeten
Thioester-Funktion besteht, lieRen den Schlul3 a@, eine Assoziationsreaktion wesentlich
zur spontanen Parvulinsynthese beitragt. Weiteslid aufgrund der verminderten Ausbeute
an katalytisch aktivem Produkt in Gegenwart vofigig denaturierter Proteinfragmente ein

Konformations-getriebener Prozel3 vermutet.

Im Gegensatz zur Synthese von Parvulin unter ldgdeér Kontrolle der Kondensations-
reaktionen verlief die unter temporarem Schutz @gstein-Thiol-Funktion erfolgreicher.
Obwohl die verwendete NTB-Schutzgruppe wahrend degationsreaktion durch
freigesetztes 4-Mercaptophenol abgespalten wumletke mithilfe der entwickelten Schutz-
gruppenstrategie die Ausbeute an fluoreszenzmékieiParvulin von < 0,1% auf 10%
gesteigert werden. Ebenso fuhrte die durchgefliNegirlich Chemische Ligationsreaktion
unter temporarem Schutz der Cystein-Thiol-Funkton Bildung des Syntheseproduktes in
einer Ausbeute von 90%. Die Unterschiede in derbAuten der entwickelten enzymatischen
und Naturlich Chemischen Ligationsreaktion sind Tatsache geschuldet, dal3 4-Mercapto-

phenol im Gegensatz zu MESNA nicht nur zu einer gdhiitzung“, sondern auch zur
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Abspaltung der Schutzgruppe fuhrt. Der resultieeefys-freie Parvulinfragment-Thioester
unterliegt im weiteren Verlauf seinen Kondensatreaktionen, was wiederum die Ausbeute

an fluoreszenzmarkiertem Parvulin 10 limitiert.

Zusammenfassend stellt die vorliegende Arbeit agee Strategie zur Synthese modifizierter
Proteine unter dem Einsatz der Trypsinvariante BIRBOE in Kombination mit dem
Substratmimetika-Konzept vor. Die noch nicht zudeestellende Ausbeute an fluoreszenz-
markiertem Protein ist dabei nicht der entwickeldgthode geschuldet, sondern den spontan
verlaufenden Kondensationsreaktionen des Parvatnient-Thioesters. Daher sollten in
weiterflhrenden Studien Optimierungen hinsichtloér Steigerung der Syntheseausbeute
durchgefuhrt werden. Das Abfangen des reaktiveml$tsowie der Austausch der Schutz-
gruppe bzw. der Thioester-Funktion kénnten im Hulbldarauf geeignete Ansatzpunkte

darstellen.



EXPERIMENTELLER TEIL

93

5 Experimenteller Teill
5.1 Materialien

Materialien und Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien entsprechen dem Reggrad ,p. a.“ und wurden von

folgenden Firmen bezogen:

Agar

Agarose

Ampicillin

APS

Blot-Papier
Bromphenolblau
Centriprep YM-3 (3,000 MWCO)
Centriprep YM-10 (10,000 MWCO)
Cys-CD36-Peptid
DNA-Basen

DTNB

Ethidiumbromid

Filter (steril)

GdmHCI

Harnstoff

Hefeextrakt
Hefestickstoff
Hybond™-N*-Membran
Hyperfilm ECL

IPTG

Ladepuffer DNA
Mineraldl

Pepton

PMSF

Rotiphorese Gel 30
Rotiphorese Gel B

Slide-A-Lyzer Dialysis Cassete 10.000

Spectra/ Por CE Membrane 1,000

AppliChem

Serva, Biozym

AppliChem

Roth
Schleier & Schuell
Serva
Amicon BioseperatibMillipore
Amicon Bioseperaso Millipore
Bachem
Sigma-Aldrich
Fluka
Roth
Roth
Roth
Fluka
Becton, Dickinson and Company
Sigma-Aldrich
Amersham
Amersham
AppliChem
AppliChem
Biometra
Becton, Dickinson and Company
Fluka
Roth
Roth
Pierce

Spectrum
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TEMED

Thiole

VIVASPIN 3,000 MWCO
ZipTipcs-Pipettenspitzen

Enzyme und Antikdrper

Anti-IgG Kaninchen Antikérper
(Peroxidase-Konjugat)
Chymotrypsin

Enterokinase
PfuTurbo-DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase

V8-Protease

Roth
Fluka
Vivascience

Amicon Bioseperations/ Millipore

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biozyme Laboratories
Stratagene
NEB
Fermentas
Fluka

Das Anti-Parl0-Antiserum wurde von der Firma pabodpction Herbertshausen

(Deutschland) hergestelit.

Kits und Standards

Kits
Plasmidisolierung
DNA-Extraktion

Transformation von Hefe

Standards

DNA

174 DNA-Hae Il
100 bp DNA Leiter
1 kb DNA Leiter

Protein
Proteintestmixtur 4/5
10 kD Protein Marker

Quiagen, Invitrogen, Stratege
Stratagene, Biozym
ZYMO Research

NEB
NEB
NEB

Serva
GIBCO BRL
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Molecular Weight Marker for ProteindMW grof3) FLUKA
Protein Molecular Weight MarkegiMW Kklein) Fermentas
PageRuler Fermentas

Fur die Western Blot Experimente wurden digle range protein standarddultiMark und

SeeBlue von Invitrogen eingesetzt.

Verwendete Bakterien- und Hefestamme

Die verwendeterkE. coli Stdimme wurden der Stammsammlung entnommen oded&on
Firma Stratagene bzw. NEB bezogen. Der Hefestammuevéreundlicherweise von Frau

Prof. L. Hedstrom zur Verfigung gestellt.

E. coli Stamme: Genotyp

BL21 (DE3) hsdS (rg” mg) gal dcm [clts857 ind1l Sam7 nin5 lacUV5-T7 genel)
[Studier & Moffatt, 1986]

DH5a SupE44 DlacU169 (f80 lacZDM15) hsdR17 recAl endpAQy thi
relAl
[Hanahan, 1983]

XL1 Blue SupE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl ° lac

F [proAB’laclacZAM15 Tn10 (ted]
[Bullock et al., 1987]

XL2 Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl la¢ [FoAB
laclqZ4M15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]
[Bullock et al., 1987]

ER2566 F2thuA2 [lon] omp T lacZ::T7 genel gal sulA1A(mcrC-
mrr)114::1S10R(mrc-73::miniTn10-TetS)2 R(zgb-21010)(TetS)
endAl [dcm]

[IMPACT ™-CN, 2004]

S. cerevisiae Stamm Genotyp
DLM101a Mat a, leu2-3, -112 his 2, 3-11, -15 canl, uxapep4, [cif], DM23
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Plasmide

pTYB1 SceVMAL Intein-CBD NEB

pTXB1 Mxe GyrA Intein-CBD NEB

pYT D189K/K60E Trypsin D189K/K60E [Rall, 2004]
pPSEP612 E. coliParvulin 10 [Schelbert, 1998]

Oligodesoxyribonukleotide

Die Synthese der Oligodesoxyribonukleotide fur &ielymerasekettenreaktionen erfolgte

durch die Firma MWGHttp://www.mwg-biotech.con

PCR-Primer

Par63_1 5-GGTGGTCATATGCAAAAACAGCAGCAGCACTGC-3’
Par63_2 5'-GGTGGTIGCTCTTCGCATTTATCGAACGCCGGAAC-3’
Par43_1 5'-GGTGGTCATATGCAAAAACAGCAGCAGCACTGC-3’
Pard3_2 5-GGTGGTIGCTCTTOGCAGCCTGATGGGCAAATGGAGTG-3’

Die unterstrichenen Sequenzen kennzeichnen die nBuk@ssequenzen fur die
Restriktionsendonukleas&idel und Sapl

Sequenzierprimer

T7 Universal Primer 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3

Medien

Medien zur Kultivierung von E. coli

LB-Medium 10 g/l Pepton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NacCl

Zur Herstellung von Kulturplatten wurde dem Mediathg/l Agar zugesetzt. Nach Abkihlen
des Mediums wurde Ampicillin in einer Endkonzenitmatvon 100 pg/ml zugegeben.
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Medien zur Kultivierung von Hefe

Leucin-Defizienzmedium

Defizienzmedium

YPD-Medium

Kulturplatten

* erst nach dem Autoklavieren zugegeben

6,6
1,3
400
10

0,37

1,5
1,5
1,5
2,5

7,5
10
18,75

10
60

6,6
1,3
20
80
10
10

g/l

g/l
ml/l

ml/l

Q Q© Q @ Q © Q© © Q@ @ Q@ «

g/l
ml/|

g/l
g/l
g/l

g/l
ml/|

ml/|

Hefestickstoff
Defizienzmedium
Glucose (20%)*

Uracil (240 mg/100 ml)*

Adenin
Histidin HCI
Arginin HCI
Methionin
Tyrosin
Isoleucin
Lysin HCI
Phenylalanin
Asparaginsaure
Valin
Threonin
Serin

Hefeextrakt
Pepton
Glucose (20%)*

Hefestickstoff
Defizienzmedium

Agar

Glucose*

Leucin (360 mg/100 ml)*
Uracil (240 mg/100 ml)*
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Kultivierung von E. coli und S. cerevisiae

Die Kultivierung erfolgte in den jeweiligen sterniléMedien bei 37 °C fUE. coliund 30 °C
fur Hefe. Zur Herstellung von Glycerinkulturen ward zu 920 pl einer Bakterien- bzw.
Hefekultur 80 pl steriles Glycerol gegeben und big Homogenitat gemischt. Nach
Gefrieren in flussigem Stickstoff erfolgte die Lageg der Proben bei -80 °C. Zur
Herstellung vonE. coli Ubernachtkulturen wurden 5-30 ml h&-Medium (100 pg/ml
Ampicillin) mit einer Einzelkolonie bzw. Glycerinkur angeimpft und tber Nacht bei 37 °C
und 200 rpm geschittelt. Zur Herstellung vBn cerevisiaeVorkulturen wurden 20 ml
Leucin-Defizienzmedium mit einer Hefekolonie bzwly€erinkultur angeimpft und fir 3-4
Tage bei 30 °C und 150 rpm inkubiert.

5.2 Untersuchungen zur Expression und Ldslichkeit e Intein-Fusionsproteine

Fur einen Uberexpressionstest wurden 5-20 misl,Bviedium mit 0,5-2,0 ml eineE. coli
Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 200 ripRubiert. Bei einer Oy von 0,5
erfolgte die Induktion mit 0,1-1,0 mM IPTG bei 2350 und 37 °C. Im Stundenrhythmus
wurde jeweils 1 ml der induzierten Bakterienkulesmtnommen und fir 1 Minute bei 13000
rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl SD®Henpuffer resuspendiert und jeweils 10-
15 pl der Probe zur Beladung von SDS-Proteingewendet, welche Coomassie gefarbt

wurden. Als Referenz dienten nicht-induzierte Zelle

Zur Feststellung der Lokalisierung der Intein-Fuasjoroteine wurden Zellen von 1,5 ml
induzierter Bakterienkultur in 300 pl 50 mM KPO,, 50 mM NaHPQ,, 1 mM EDTA, 1 mM

TCEP, pH 7,0 resuspendiert und mittels Ultrascaaleinem Bioblock 72442, Scientific der
Firma Vibra Cell aufgeschlossen (4 min, 2-Sekun@atse, 1-2 Watt). Nach 15 minutiger
Zentrifugation bei 13000 rpm wurden I6sliche Pna¢eim Uberstand erhalten, wahrend sich
unlésliche Proteine im Pellet befanden. Das Pellatde mit 200 pl einer gesattigten
Harnstofflosung versetzt und resuspendiert. Jevi&ilgll Probe dienten zur Analyse mittels

SDS-PAGE und anschliel3ender Coomassiefarbung.

5.3 Bestimmung der Spalteffizienz von Thiolen

Die Effizienz verschiedener Thiole, ein Intein-Farsprotein zu spalten, geht aus dem
direkten Vergleich der Proteinbanden fir gespalienend nicht-gespaltenes Intein-
Fusionsprotein einer Coomassie-gefarbten SDS-PA&0oh und wurde densitometrisch mit
Hilfe des Programmes AIDA bestimmit.
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5.4 Praparation kompetenterE. coli Zellen

TYM 20 g/l Pepton Tfbl 29 g/l KOAc
5 g/l Hefeextrakt 9,9 g/l MnCl,
58 g/l NaCl 7,4 g/l KCI
25 g/l MgSQO, 15 g/l CaCk

150 mi/l Glycerol

Tfoll 200 ml/l MOPS (50 mM, pH 7,0)
11 g/l CaCh
0,75 g/l KCI

150 mi/l Glycerol

Eine volle Impfose Zellen wurde in 5 ml LB-Mediurbdifiihrt und Gber Nacht bei 37 °C und
200 rpm inkubiert. AnschlieRend wurden 5 ml TYM @@ pl der Ubernachtkultur angeimpft
und far 2 Stunden bei 37 °C und 250 rpm inkubieevon wurden 5 ml zu 100 ml frischem
LB-Medium transferiert und bei 37 °C, 250 rpm hiseiner ORy von 0,5-0,6 inkubiert.

Die folgenden Schritte erfolgten auf Eis:
Die Kultur wurde zentrifugiert (2500 rpm, 5 mingsiPellet in 20 ml Tfbl resuspendiert und
fur 30 Minuten inkubiert. Nach erneuter Zentrifugat erfolgten die Resuspendierung des

Pellets in 2 ml Tfbll, Aliquotierung sowie Lagerubgi -80 °C.

5.5 Transformation vonE. coliund S. cerevisiae

Nach Auftauen kompetenté&:. coli Zellen auf Eis wurde 1-10 ng Plasmid zugegeben3ind

Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschoek4® °C fir 1 Minute erfolgte wiederum

eine Inkubation auf Eis (2 min). Es wurden 300 BtMedium zugesetzt und fur 1 Stunde bei
37 °C inkubiert. 100 pl der Kultur wurden auf eireBamp-Platte ausgestrichen und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Transformation von Hefe erfolgte mit dem EZ rAstrmationskit. Dazu wurden

kompetente Hefezellen auf Eis aufgetaut und 0,2 kg Plasmid sowie 500 pl EZ3 Lésung
zugegeben. Es wurde fur 45 Minuten bei 30 °C ingxibind der Ansatz dabei mehrmals
geschwenkt. 50 bis 150 pl transformierter Hefemekikenten zur Selektion auf Uracil-

defizienten Platten. Nach 3-4 Tagen wurden Transioden auf Leucin-defizienten Platten
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ausgestrichen. Nach weiteren 3-4 Tagen wurde ewmlenie in 20 ml Leucin-defizientes

Medium tberfuhrt und mit dieser Vorkultur die Trypsgenexpression gestartet.

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus. coli wurde ein Kit von Quiagen, Stratagene oder

Invitrogen verwendet, um die Plasmid-DNA aus eenl Ubernachtkultur zu isolieren.

5.6 Reinigung von DNA

Phenol/Chloroform-Extraktion und anschlielende Btharazipitation erfolgten nach
Sambrook et al. [1989]. Die Elution von DNA aus Agsegelen wurde mit einem Kit von

Stratagene oder Biozym durchgefuhrt.

5.7 Enzymatische Modifikation von DNA

Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Spaltungen mit den Restriktionsendonukleasgapl und Ndel erfolgten nach den
Empfehlungen des Herstellers, wobei die DNA (041¢ep fir gewdhnlich mit 3-20 U Enzym
in 1xReaktionspuffer fur 2-3 h bei 37 °C inkubienrde.

Ligation

Die Insertion eines DNA-Fragmentes in einen Velddolgte, nachdem sowohl der Vektor
als auch die DNA mit Restriktionsenzymen gespaltenden. Zur Ligation dienten 20-40 ng
gespaltener Vektor und der 3-10fache Uberschuf@emshnittenen Fragmentes. Die Reaktion
wurde mit 1U T4-DNA-Ligase in 1xLigationspuffer rolacht bei 16 °C durchgefihrt. Ein

Teil des Ligationsansatzes diente zur TransformatanE. coli Zellen.

Fur die Sequenzierung wurden 1-2 pg DNA bendétighzid wurde die Probe mittels
Ethanolprazipitation gereinigt und aufkonzentriddie Sequenzierungsreaktionen erfolgten
durch die Firma MWG.

5.8 Polymerasekettenreaktion

Die Vervielfaltigung definierter DNA-Abschnitte @ifjte mittels der PCR-Methode an einem
T3 Thermocycler der Firma Biometra. Gleichzeitigrden durch den Einsatz spezifischer
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Primer neue Restriktionsschnittstellen zur Klonngrider DNA-Fragmente in entsprechende

Vektoren eingefuhrt. Ein PCR-Ansatz hatte folgeAdsammensetzung:

pul - Templat-DNA (50-100 ng)
pl Primer | (1 pg/ul)
pl Primer I (1 pug/ul)
ul dNTP-Mix (2,5 mM)
pul - 10xPfu-Puffer
39 ul steriles, destilliertes Wasser
1 ul  PfuTurbo-DNA-Polymerase (2,5 U/ul)

O N B B

Der Ansatz wurde mit 30 pl Mineraldl Uberschichtetd die Reaktion nach folgendem

Protokoll durchgefuhrt:

1. 1 min 95°C Denaturierung der Templat-DNA 1 Zyklus
2. 30 s 95 °C Denaturierung der Templat-DNA
1 min 55-60 °C Annealen der Primer
20 s 68 °C Polymerisationsschritt 25-30 Zyklen
3. 5 min 68°C Polymerisationsschritt 1 Zyklus

Die Annealing-Temperatur lag 5-15 °C unter der Selatemperatur der Primer.

5.9 Agarose-Gelelektrophorese

10xTAE Puffer 0,4 M Tris-Acetat
0,01 M EDTA
pH 8,5

Je nach DNA-Gr6Re fanden DNA-Gele zwischen 0,8 @6l Anwendung, wobei die
entsprechende Menge an Agarose in 30 ml 1XTAE Puffeer Erhitzen gel6st wurde. Durch
Zugabe von 3 ul Ethidiumbromid (10 pg/ml) wurde djgtere Detektion der DNA unter
UV-Licht realisiert. Die Proben wurden mit DNA-Lgulé&fer versetzt und elektrophoretisch
bei max. 120 V aufgetrennt. Die Analyse der DNA-Bam erfolgte unter UV-Licht, wobei
das Ergebnis fotografisch dokumentiert wurde. DiADausgeschnittener Banden wurde zur

weiteren Verwendung aus dem Gel aufgereinigt.
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5.10 Synthese und Reinigung von Proteinen bzw. Pehfragmenten

5.10.1 Intein-vermittelte Synthese und Reinigung tke®mbinanter Parvulinfragment-
Thioester

Zur Uberexpression der rekombinanten Intein-Fugiosteine inE. coli wurde 1 Liter LB-
Medium mit 20-30 ml einer Ubernachtkultur unter @izs von Ampicillin (100 pg/ml)
angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Dieluktion mittels IPTG (0,1 mM)
erfolgte bei einer ORo von 0,5. Nach 16stindiger Inkubation bei 16 °Gden die Zellen
sedimentiert (10 min, 6000 rpm, 4 °C) und anschelnel3sofort flr die Proteinreinigung
verwendet oder bei -20 °C gelagert. Es konnten F1Pellen pro Liter Bakterienkultur
geerntet werden.

Zunachst erfolgte die Synthese rekombinanter Pafvagjment-Thioester nach einem vom
Hersteller vorgeschlagenen Syntheseprotokoll bei 8% Zur AufschlieBung der Zellen

wurde eine French Press Cell Press, SLM AMINCOHRiiena SLM Instruments verwendet.

Syntheseprotokoll nach NEB

Das Pellet von 200 ml induziertdh. coli Zellen wurde mittels French Press (20000 psi)
aufgeschlossen und der nach Zentrifugation erhalRohextrakt zur Beladung einer mit 20
mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM TEREpH 6,5 aquilibrierten
Chitinsdule eingesetzt. Die Thiol-induzierte Spadfuwder Intein-Fusionsproteine erfolgte mit
20 mM Natriumphosphat, 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 MNEP, 0,1 M Thiol, pH 6,5 fur
16 Stunden bei 4 °C. Zur Elution dienten folgenddfd?: 20 mM Natriumphosphat, 0,5 M
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM TCEP, pH 6,5 bzw. 20 mM Natriphosphat, 1 M NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM TCEP, 0,1% Triton, pH 6,5. AnschlieRemdirden 300 plchitin beads
entnommen, mit 100 pl Probenpuffer versetzt und2fiMinuten bei 95 °C gekocht. Diese
Saulen-Fraktion und die Elutions-Fraktionen wurdamr Analyse mittels Western Blot

eingesetzt.

Optimiertes Syntheseprotokoll

Saulenpuffer 50 mM KHPO,, 50 mM NaHPO; x 2 H,0, 1 mM EDTA, 1 mM TCEP,
pH 7,0

Waschpuffer 50 mM KH,PQ,, 50 mM NaHPQO, x 2 H,O, 1 M NaCl, 1 mM EDTA,
1 mM TCEP, pH 7,0

Spaltpuffer 50 mM KH,PQs, 50 mM NaHPO, x 2 H,O, 200 mM Thiol, 1 mM TCEP,
pH 7,0
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Elutionspuffer 50 mM KH,PQ,, 50 mM NaHPO, x 2 H,O, 2 M Harnstoff, 1 mM TCEP,
pH 7,0

Regenerierung 0,3 M NaOH

Es fand der Phosphatpuffer nach Soérensen AnwendHigper et al.,, 1997]. Das
Reduktionsmittel TCEP wurde zur Vermeidung einerghotien Ausbildung von Disulfid-
briickenbindungen zugesetzt [Burns et al., 1991\vdbb Harnstoff als auch Thiole wurden

dem jeweiligen Puffer unmittelbar vor Gebrauch gejeen.

E. coli Zellen von 2-6 Liter induzierter Bakterienkulturuden nach Zugabe von 20 puM
PMSF mittels French Press (20000 psi) aufgeschiosed der nach Ultrazentrifugation fir
45 Minuten bei 35000 rpm und 4 °C erhaltene Ubatstauf eine mit Saulenpuffer
aquilibrierte Chitinsaule aufgegeben. Unspezifisgebundene Proteine wurden mit
Waschpuffer eluiert. Die Spaltung der Intein-Fuspnoteine erfolgte fir 48 Stunden bei 4 °C
mittels Spaltpuffer. Zur Elution wurde ein harnétadtiger Puffer verwendet. Die Protein-
enthaltenden Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE .bzncin-SDS-PAGE identifiziert.
Proteinfragment-Thioester, die durch Spaltung daeih-Fusionsproteine Par43YB und
Par63YB resultierten, bedurften keines weiteremigeangsschrittes. Die Lagerung erfolgte
im lyophylisierten Zustand. Zur Entfernung des Thialiente eine Dialyse gegen den
entsprechenden Reaktionspuffer der Ligationsreakidlerdings wurde die Dialyse unter
Bertcksichtigung der Stabilitat von Thioestern ftidi7,0 statt pH 8,0 durchgefihrt.
Spaltreaktionen mit 4-Mercaptophenol wurden in agat Weise durchgefihrt. Allerdings
erfolgte der Einsatz von nur 10 mM Thiol und diegabe von 15 mM anstatt 1 mM TCEP.

Optimiertes Reinigungsprotokoll

Fur die Parvulinfragment-Thioester, die durch Spajtder Intein-Fusionsproteine Par43XB
und Par63XB resultierten, schlof3 sich ein weitdRe@inigungsschritt an. Dieser erfolgte
mittels Perfusionschromatographie an einer Biocd@®DE7 Perfusion Chromatography
Workstation der Firma Perseptive Biosystems uneméndung einer Reversed Phase Saule
R2 (4 x 100 mm, Perseptive Biosystems) und NutZalggnder Laufmittel:

A: 95% destilliertes Wasser/4,9% ACN/0,1% TFA
B: 95% ACN/ 4,9% destilliertes Wasser/ 0,1% TFA.
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Die Elution der gebundenen Proteinfragment-Thigestarde mit folgendem Gradienten
durchgefuhrt: Start mit 100% A, in 2 Minuten auf9a(B, in 6 Minuten auf 60% B, in
7 Minuten auf 80% B. Bei diesem Reinigungsschritirde gleichzeitig das Thiol entfernt.
Die Proteinfragment-Thioester wurden lyophilisienhd unmittelbar vor den Ligations-

reaktionen im Reaktionspuffer bzw. DMF angel6st.(8dlL2).

Umesterungsreaktionen rekombinanter Ausgangsestebarstellung von Substratmimetika
erfolgten in 50 mM Natrium-Phosphat, 1 mM TCEP, 2Hdrnstoff, pH 7,0 mit 0,1 mM
Par63-SMe und 100 mM Thioglykolséure bzw. in 0,HHPES, 0,1 M NaCl, 0,02 M Cagl
1 mM TCEP, 2 M Harnstoff, pH 7,0 mit 0,1 mM Par43eSbzw. Par43-SMe mit 4 mM 4-

Mercaptophenol.

5.10.2 Chemische Synthese und Reinigui@terminaler Peptide (Dr. G. Jahreis)

Die Synthese der Parvulinfragmente Par44-92 (C688KjJ (Peptid 1) und Par64-92
(C68A/Q80B) (Pepti®) sowie die des 16mer Modellpeptides (Pejidrfolgte durch Dr. G.

Jahreis.

Die Peptide wurden mittels automatisierter Festphasptidsynthese (SPPS) am Synthesizer
Syro Il (MultiSynTech GmbH, Witten, Deutschland)tenVerwendung der Fmoc-Stratgie
mit 0,15 mmol Fmoc-Asn(Trt)-Wang Harz (Peptitle 2 und Fmoc-Tyr(tBu)-Wang Harz
(Peptid 3) der Firma Novachem (Laufelfingen, Schweiz) hetgiis Es kamen Fmoc-
Aminosauren der Firma ACT (Louisville, KY, USA) zédnwendung. Der Fmoc-geschiitzte

dansylierte Aminosaurebaustein Fmoc-GIn(Dns)-OHd&uwon P. Ozdowy synthetisiert.

Synthese von Fmoc-GIn(Dns)-OH (P. Ozdowy)

Die Herstellung von Dansyl-ethylendiamin erfolgtach Ren et al. [1999] mit einem
Aquivalent Dansylchlorid und fiinf Aquivalenten Digtamin in THF. Fmoc-GIn(Dns)-OH
wurde durch Kupplung von 1,5 Aquivalenten Dansyly&gndiamin, 1 Aquivalent Fmoc-Glu-
OtBu, 1 Aquivalent HATU und 2 Aquivalenten DIEA DMF hergestellt. Die Abspaltung
dertert-Butyl-Schutzgruppe erfolgte nach Standardproto&oitiolytisch.

Synthese der Peptide 1-3
Ausgehend von den vorbeladenen Harzen wurden Kogptumit 4 Aquivalenten an Fmoc-

Aminosaurederivat, PyBOP und 8 AquivalentésMethylmorpholin in DMF durchgefiihrt.
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Piperidin/DMF (1:4) diente zur Abspaltung der Fn®chutzgruppe. Die simultane
Abspaltung der Peptidé und 3 vom Harz sowohl die der Schutzgruppen erfolgte mit
TFA/Wasser/TIS (85:10:5) fur 12 Stunden bei Raunmeratur. Die Abspaltung des Peptides
2 vom Harz und die Deblockierung aller funktionell@nuppen der Aminosaureseitenketten
erfolgte mit einem TFA/DCM/Wasser-Gemisch (70:27:Bje Peptide wurden an einem
praparativen HPLC-System der Firma Sykam mit UV/\BBzelwellenlangendetektor von
Linear mit einer C8 Saule (SP 250/10 Nucleosil I08Aachery Nagel, Duren, Deutschland)
mittels eines Gradienten gereinigt. Als Elutionsetikamen Wasser/ACN-Gemische mit
0,1% TFA zum Einsatz. Die Identitat der Peptide deumittels ESI- und MALDI-ToF-
Massenspektrometrie Uberprift. Die analytischen EHRBufe erfolgten an einem
analytischen HPLC-System der Firma Sykam mit sdbcehnendem Multiwellenlangen
Detektor von Linear Uber einen 30 mindtigen Waggmstonitril-Gradienten (5-100%) mit
einer C8-Saule (LiChrospher 100, 125 x 4 mm, MebBmstadt, Deutschland) und bei einer

Wellenldnge von 220 nm.

Peptidl

Par44-92 (C68A/Y90X)
H-Lys-Arg-Gly-Gly-Asp-Leu-Gly-Glu-Phe-Arg-GIn-Gly-{&-Met-Val-Pro-Ala-Phe-Asp-
Lys-Val-Val-Phe-SeAla-Pro-Val-Leu-Glu-Pro-Thr-Gly-Pro-Leu-His-Thr-GIn-B¥Gly-Tyr-
His-lle-lle-Lys-Val-LeuNal-Arg-Asn-OH

m/z (berechnet): 5549,43 (bestimmt): 5549,05
Rt=15,85 min, Ausbeute: 142 mg (17%)

Peptid2
Par64-92 (C68A/Q80B)

H-Val-Val-Phe-SelAla-Pro-Val-Leu-Glu-Pro-Thr-Gly-Pro-Leu-His-Th&In(Dns)-Phe-Gly-
Tyr-His-lle-lle-Lys-Val-Leu-Tyr-Arg-Asn-OH

m/z (berechnet): 3572,6 (bestimmt): 3573,4
Rt=16,0 min, Ausbeute: 60 mg (15%)

Peptid3

16mer

H-Arg-lle-Val-Asp-Ala-Val-Leu-Glu-GIn-Val-Lys-Ala-Aa-Gly-Ala-Tyr-OH

m/z (berechnet): 1702,88 (bestimmt): 1703,13
Rt=12,0 min, Ausbeute: 84 mg (33%)
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5.10.3 Rekombinante Synthese und Reinigung von Trgm D189K/K60E

Zur Expression von Trypsinogen in Hefe wurden ligrLYPD-Medium mit 20 ml einer
Vorkultur angeimpft und fur 4 Tage bei 30 °C und Xpm inkubiert. Dabei erfolgt aufgrund
einer geringeren Glucosekonzentration (von 8% a2f0) die Expression des Proteins. Nach
Zentrifugation bei 4000 rpm fir 10 Minuten wurde déberstand auf pH 4,5 eingestellt und
fur weitere 15 Minuten bei 12000 rpm zentrifugié@er Uberstand wurde auf eine mit 2 mM
Natriumacetatpuffer, pH 4,5 &aquilibrierte Toyope®3%0M Sé&ule (Kationenaustauscher)
geladen. Nach Waschen der Saule wurde Trypsinogereinem linearen pH Gradienten
eluiert (2 mM Natriumactat, pH 4,5 bis 200 mM TH&I, pH 8,0). Die Trypsinogen
enthaltenden Fraktionen wurden mittels SDS-PAGHtitigiert, vereinigt und mit Centriprep
YM-10 auf 5-10 ml aufkonzentriert. Zur Aktivierurdes Trypsinogens diente Enterokinase
(0,5-2,0 pl; 10000 Units), nachdem die Proteinlgsauf pH 6,5 eingestellt wurde. Die
Aktivierung wurde mittels SDS-PAGE verfolgt und waach 2-3téagiger Inkubation bei

Raumtemperatur abgeschlossen.

Die Reinigung von Trypsin D189K/K60E erfolgte mierd starken Anionenaustauscher
20HQ unter Verwendung des Biocad Sprint-Systemsfalggnder Puffer: Saulenpuffer (50
mM Bis-Tris-Propan, pH 6,8), Elutionspuffer (50 nBik-Tris-Propan, 0,9 M NaCl, pH 6,8).
Zuvor wurde die Proteinlosung gegen den Saulenpuff@lysiert. Zur Elution des
gebundenen rekombinanten Proteins diente ein Bne3alzgradient (0-0,9 M NaCl im
Saulenpuffer). Die Protein-haltigen Fraktionen varrdnittels SDS-PAGE identifiziert und
vereinigt. Nach dem Aufkonzentrieren mit Centripiépl-10 wurde die Proteinlésung aus
Stabilitatsgrinden gegen 1 mM HCI dialysiert undplyilisiert. Es konnten 5-6 mg des

Proteins pro Liter Kulturiberstand isoliert werden.

5.11 Einfluf3 von Harnstoff auf Protease-katalysiem Hydrolysereaktionen

Untersuchungen zur Aktivitat der Proteasen in Haffhserfolgten nach Anisimova et al.
[1996].

Aktivitat der V8-Protease in 2 M Harnstoff

Die Reaktion wurde in verschlieBbaren 1,5 ml Papptengefalen bei 37 °C in 50 mM
Natrium-Phosphat, pH 8,0 durchgefihrt. Es dienmte &,1 mM Stammlésung des Substrates
Z-Glu-OMe in Puffer und 5% DMF. Die Enzymstammloéguretrug 44 puM. Zu 220 pl Puffer
(+ 4,1 M Harnstoff frisch geldst) wurde 10 pl Enzgeageben und bei 37 °C inkubiert. Nach
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4 Stunden wurden diesem Vorinkubationsansatz 22@eplSubstratstammldsung zugesetzt.
Die Hydrolysereaktion wurde in Zeitabhangigkeit estgpppt (50% Methanol, 2,5% TFA)
und mittels RP-HPLC analysiert. Die Detektion egtelbei 254 nm.

Aktivitat der Trypsinvariante D189K/K60E in 2 M Hastoff

Zunachst wurde eine 4,2 M Harnstoff-Stammlésun@,ithM HEPES, 0,2 M NacCl, 0,02 M
CaCb, pH 8,0 hergestellt. Es wurden 20 ul der Trypsimarde (Stammldsung: 84 uM) zu
165 ul der Harnstoff-Stammldsung gegeben. Nachndgiar Vorinkubation des Enzyms in
Harnstoff wurden dem Ansatz 165 ul einer 4,2 mMn8tddsung von Ac-Tyr-OMe
zugesetzt, welche in 5% DMF und 95% 0,2 M HEPE3,M,NaCl, 0,02 M CagGl| pH 8,0
hergestellt wurde. Die Konzentration von Ac-Tyr-OMed Harnstoff im Hydrolyseansatz
betrug 2 mM bzw. 2 M. Nach unterschiedlichen Zéstimallen wurden 30 pl Reaktions-
gemisch mit 70 pl Stopplosung (50% Methanol, 2,5%A) versetzt. Die Analyse der
Hydrolysereaktion erfolgte mit RP-HPLC bei einer \&feldnge von 280 nm.

Ebenso wurden Hydrolysereaktionen in Abwesenheaitilezyms sowie von Harnstoff bzw.
in Gegenwart von 2 M GdmHCI durchgefihrt.

5.12 Ligationsreaktionen
5.12.1 Enzymatische Ligationsreaktionen

Die Ligationsreaktionen wurden in 1,5 ml PolypramgefaRen durchgefiihrt. Trypsin
D189K/K60E-katalysierte Reaktionsansatze wurden3beiC in HEPES-Puffer, pH 8,0 und
V8-Protease-katalysierte bei 37 °C in Natriumphasgtuffer, pH 8,0 in einem Eppendorf
Thermomixer 5436 inkubiert. In Gegenwart Cysteithaltender Substrate wurde dem
Reaktionspuffer TCEP zugesetzt. Die Konzentrationgsatzlicher Salze sind an der Stelle
ihres Vorkommens vermerkt. Thioestersubstrate uaklédphile wurden kurz vor Gebrauch
im jeweiligen Reaktionspuffer gelost, wobei den n@tddsungen entsprechende Mengen
Harnstoff zugesetzt wurden, so dass dessen Endkivatien im Reaktionsansatz 2 M betrug.
Der Acyldonorester Bz-Gly-SPhOH wurde ebenfalls @mtsprechenden Reaktionspuffer
gel6st, wobei die Lésung bis zu 10% DMF zur Lodtmitsvermittlung enthielt. Die

Uberfiihrung universeller Ausgangsester in Substragtika fir Trypsin D189K/K60E und

V8-Protease erfolgte parallel, wobei das jeweiligbiol direkt dem Reaktionsansatz
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zugegeben wurde. Die eingesetzten KonzentratiolkemReaktanten sind, wenn nicht anders
aufgefiihrt, den jeweiligen Legenden zu entnehmen.

Die Reaktionen wurden durch Zugabe des Enzyms reistavobei V8-Protease mit
Thioglykolsaure fir 5 Minuten vorinkubiert wurdeeDpH-Wert der Reaktionsansatze mulite
gegebenenfalls mit 1 N NaOH auf pH 8,0 nachjustieerden. Um das Ausmald einer
spontanen Aminolyse zu untersuchen, wurden Koaimelitze ohne Proteasen mitgeftihrt. Die
Analyse der Reaktionen erfolgte nach unterschikedhcZeitintervallen mittels SDS-PAGE,
Tricin-SDS-PAGE und MALDI-ToF-Massenspektrometrigachdem der Reaktionsansatz
Uber ZipTigs-Pipettenspitzen entsalzt wurde. AulRerdem wurderReiaktionen nach Zugabe
von Stopplosung (50% Methanol, 2,5% TFA) HPLC-chatographisch aufgetrennt und die
entsprechenden Peaks massenspektrometrisch araliggationsansatze zur Synthese der
Parvulinvariante wurden weiterhin fur einen PPI&sst eingesetzt (vgl. 5.16).
Ligationsreaktionen mit Cys(NTB)-geschitztem Panfthgment-Thioester erfolgten wie im
weiteren beschrieben. Es wurde eine 10 mM Stammgison Cys(NTB)-Par43-SPhOH in
DMF und eine 1,75 mM Stammldsung deserminalen Fragmentes Par44-92 (C68A/Y90X)
in 0,1 M HEPES, 0,1 M NacCl, 0,02 M CaCR,5 M GdmHCI, pH 8,0 hergestellt. Nachdem
dasC-terminale Fragment mit dem Ester versetzt wurde|gte der Start der Reaktion durch
Zugabe des Enzyms. Die Konzentration der Reaktamefinsatz betrug 1 mM Cys(NTB)-
Par43-SPhOH, 1,4 mM Par44-92 (C68A/Y90X) und 65 [IMpsin D189K/K60OE. Die
Endkonzentration von GdmHCI betrug 2 M. Nach urteiedlichen Zeiten wurde jeweils ein
Aliquot mit Stopplésung (95% Methanol, 5% TFA) & und mittels RP-HPLC sowie
MALDI-ToF-Massenspektrometrie analysiert. Die Dédiek erfolgte bei 220 und 320 nm.
Desweiteren wurden Fluoreszenzmessungen bei eimessiHnswellenlange von 320 nm
durchgefuhrt. Ebenso diente ein entsprechender tArsane Protease als Kontrolle. Alle

Ergebnisse stellen Mittelwerte aus mindestens ewabhangigen Versuchen dar.

5.12.2Native Chemical Ligation

Die Reaktion wurde in 1,5 ml verschlieBbaren Papgtengefallen in 50 mM Natrium-
phosphat, 6 M GdmHCI, 5 mM TCEP, pH 7,8 bei 30 Uctigefiihrt. Die Konzentration der
Reaktanten Par43-SSe und Cys-CD36 betrug 1 mM. Natdrschiedlichen Zeitintervallen
wurden dem Reaktionsansatz Aliquote entnommeng di@s Stopplésung (50% Methanol,
25% TFA) versetzt und mittels RP-HPLC und ans@dieer MALDI-ToF-
Massenspektrometrie analysiert.
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Die Naturlich Chemische Ligationsreaktion mit Cy$@y-geschitztem Thioester wurde
folgendermal3en durchgefiihrt. Es wurde eine 10 mavh8tlosung von Cys(NTB)-Par43-SSe
in DMF und von 3,2 M MESNA in destilliertem Wasdergestellt. Nachdem der Thioester
mit MESNA fir 5 Minuten vorinkubiert wurde, erfolytdie Zugabe deN-terminalen Cys-
Peptides CD36 (1,36 mM im Puffer). Die Reaktion @euin entgastem 50 mM Natrium-
phosphat, 6 M GdmHCI, pH 7,8 unter Argon durchgefilDie Konzentration der Reaktanten
im Ligationsansatz betrug 0,15 mM Cys(NTB)-Par4®S80 mM MESNA und 1,3 mM
Cys-CD36. Die Reaktion wurde nach 18 Stunden mmiéresauren Losung (95% DMF, 5%
TFA) abgestoppt und mittels HPLC und MALDI-ToF-Masspektrometrie analysiert. Das
Cys-geschutzte Ligationsprodukt wurde isoliert, 80t mM TCEP bzw. DTT versetzt und
wiederum ins HPLC-System injeziert. Die Detektiofolgte bei 220 und 280 bzw. 320 nm.
Die Identitdit des Cys-freien Ligationsproduktes aeur mittels MALDI-ToF-
Massenspektrometrie Uberprift. Es wurden drei varaler unabhangige Versuche

durchgefuhrt.

5.13 Untersuchungen zur Stabilitat der Parvulinfragnent-Thioester

Die Peptid-Thioester wurden im entsprechenden P{@®d& M HEPES, 0,1 M NacCl, 0,02 M
CaCh, 1 mM TCEP, 2 M Harnstoff, pH 8,0 bzw. 0,1 M HERESL M NacCl, 0,02 M CagG|

2 M Harnstoff, pH 8,0 und 10 mM CAPS, 1 mM TCEPM2Harnstoff, pH 10,0) in einer
Konzentration von 1 mM geldst. Nach unterschiedicZeiten wurde jeweils ein Aliquot mit
Stopplésung (50% Methanol, 2,5% TFA bzw. 95% DM%, BFA) versetzt. Die Analyse der
Reaktionsgemische erfolgte mittels RP-HPLC bei reiellenlange von 220 nm. Die
Identitdit der gebildeten Produkte wurde mittels NDMToF-Massenspektrometrie
nachgewiesen.

Zur Untersuchung der Stabilitat von Cys(NTB)-PaB&e in Gegenwart von Thiolen wurde
eine 10 mM Stammlésung des Esters in DMF und ei@ M Stammlosung des
entsprechenden Thiols (4-Mercaptophenol, Benzylapen bzw. MESNA) in Ethanol bzw.
destilliertem Wasser hergestellt. Zunachst wurdePddgfer (0,1 M HEPES, 0,1 M NacCl, 0,02
M CaCk, 2,5 M GdmHCI, pH 8,0) mit der Thiol-Stammlosungrsetzt und die Reaktion
durch Zugabe des Esters gestartet. Die Konzentrdgo Reaktanten im Ansatz betrug 1 mM
Ester und 4 mM Thiol. Der Reaktionsansatz wurde B@i °C inkubiert und nach
unterschiedlichen Zeiten jeweils ein Aliquot mitofplosung (95% Methanol, 5% TFA)
versetzt und mittels RP-HPLC sowie MALDI-ToF-Masspektrometrie analysiert. Die
Detektion erfolgte bei 220 und 320 nm.
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5.14 Einfuhrung von Cystein-Schutzgruppen

Zur Einfihrung der Cystein-Schutzgruppe 2-Nitrdasbenzoesaure wurde lyophilisierter
Par43-SSe bzw. Par43-SPhOH mit einer 15 mM DTNBr8tedsung in 50 mM Natrium-

Phosphat, 3,2 M GdmHCI, pH 6,0 versetzt. Die Endkoitration an Thioester betrug 1 mM.
Der Cys(NTB)-geschutzte Parvulinfragment-Thioesterde an einem praparativen HPLC-
System der Firma Sykam vom Uberschissigen DTNBirggtaund dessen Identitat mittels

MALDI-ToF-Massenspektrometrie tberpruft. Die Detehkterfolgte bei 220 nm.

Die Einfuhrung von Cystein als Schutzgruppe wurdehnRudolph et al. [1997] durchgefihrt.
Dazu wurde eine 10 mM Stammlésung von Par43-S&MR sowie 0,1 M Tris-HCI, 1mM
EDTA, pH 8,5 hergestellt. Der Puffer enthielt zud8nmM Cystein sowie 0,3 mM Cystin.
Nach Zugabe des Esters zum Reaktionspuffer erfdigténkubation des Ansatzes bei 30 °C.
Es wurden zeitabhangig Aliquote des Ansatzes niteseStopplosung (95% DMF, 5% TFA)
versetzt und mit HPLC sowie MALDI-ToF-Massenspekiairie analysiert. Die Detektion
erfolgte bei 220 nm.

5.15 Proteinanalytik
Proteingelelektrophorese und Western-Blot

Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE nach der Méghmach Laemmli aufgetrennt
[Laemmli, 1970]. Die Durchfihrung der Tricin-SDS-BE erfolgte zur besseren
Auftrennung kleiner Proteinfragmente [Schagger &njagow, 1987]. Im Falle Thiol-

sensitiver Proteine wurde dem Probenpuffer anstalle 3-Mercaptoethanol das reduktive
Agenz TCEP zugesetzt [Burns et al., 1991]. Die tbmimachung der Proteine erfolgte nach
der Coomassie-Brillant-Blau-Farbemethode [Read & rtfnmte, 1981] bzw. durch

Silberfarbung nach Heukeshoven & Dernick [1985] isowach der Schnellsilberfarbe-

methode nach Nesterenko et al. [1994].

Nach Auftrennung der Proteine mittels SDS-Polyasrnytigelelektrophorese wurden diese
elektrophoretisch in einer Blotkammer Mini-TransBCell (Biorad) auf eine Nitrozellulose-
membran Ubertragen (80 min, 400 mA). AnschlieBendde diese mit dem primaren
Antikorper (spezifischer Antikorper gegen Parvdlid) in einer Verdinnung von 1:1000 Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Um unspezifische Bindumgles Antiserums zu reduzieren, wurde
die Membran zuvor mit 5% Milch in TBST-Puffer fir Qunden bei 25 °C geblockt. Die
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Inkubation der Membran mit dem sekundéren, Pergeidpekoppelten Anti-lgG-Kaninchen
Antikdrper (Antikdrper-Enzym-Konjugat, welches gageden primaren Antikérper gerichtet
ist) erfolgte nach mehreren Waschschritten mit TB%iffer in einer Verdiinnung von 1:1000
fur 1 Stunde bei 25 °C. Die spezifische Bindung Aatiserums an Parvulin bzw. Parvulin-
fragmente wurde mittels ECL western blotting analgystem (Amersham) detektiert. Durch
Peroxidase-katalysierte Oxidation von Luminol kome# zu einer verstarkten Chemi-
lumineszenz (maximale Lichtemission bei 428 nm)iche mittels eines Blaulicht-sensitiven
Autoradiographiefiims (Hyperfilm ECL, Amersham) Bekunden bzw. Minuten detektiert

werden kann.

TBST-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl
0,05% Tween-20

Bestimmung der Proteinkonzentration, molekularen gse und N-terminalen
Aminosauresequenz

Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode vBnadford [1976] sowie
spektrophotometrisch bei 280 nm bestimmt. Die Htibmskoeffizienten der Proteine

wurden mit dem Programm ProtParannttf://www.expasy.org/tools/protparam.hjml

berechnet. Zur Bestimmung der Proteinkonzentratimn Intein-Fusionsproteinen in
Zellaufschlissen diente BSA als Standard. Die Autsimg erfolgte densitometrisch mit dem

Programm AIDA.

Die molekularen Massen der Proteine bzw. Protegnfient-Thioester wurden mit dem

Programm PeptideMas$it{p://www.expasy.org/tools/peptide-mass.hirsbwie ChemDraw

berechnet. MALDI-ToF-Massenspektren wurden an eifaflex-Massenspektrometer und
ESI-Massenspektren mit einem ESQUIRE-LC der Firmak8 aufgenommen. Diese
Versuche wurden freundlicherweise von Frau Dr. ghi&horn, Frau K. Walther, Frau C.
Gersching und Herrn Dr. M. Kipping durchgefihrt.

Zur Bestimmung deN-terminalen Aminosauresequenz diente ein Proteussesgr Modell
476A (gas-phase sequencer module, Applied Biosygterbiese Versuche wurden
freundlicherweise von Herrn Dr. K. P. Rucknagelathgiefiihrt.
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RP-HPLC-Analysen

Die RP-HPLC-Analysen wurden an einem HPLC-Systerh Bischoff Central Prozessor,
UV1000 DurchfluRdetektor, P2000 Pumpensystem undneiCSI-D/A-Wandler sowie TSP
Autosampler AS3000 der Firma Thermoseparation Ritsddurchgefiihrt. Die Auswertung
der Daten erfolgte mit der Hyperdata 2.06 Softwaleiterhin fand ein HPLC-System der
Firma Gilson mit Autoinjektor 235, UV/VIS-155-Detigk, Pumpensystem 321 und
zugehoriger Gilson-Unipoint-Software Anwendung. Alution wurden folgende Laufmittel
verwendet: A (95% destilliertes Wasser/4,9% ACNW,TFA) und B (95% ACN/4,9%
destilliertes Wasser/0,1% TFA). Die Trennung eti®lmit unterschiedlichen Gradienten auf

folgenden Saulen:

C8 (Type SG 120A, 5 um, 4,6 mm x 250 mm, Shiseido)
C8 (Type SG 300A, 5 um, 4,6 mm x 250 mm, Shiseido)
C4 (214TP54, 5 um, 4,6 mm x 250 mm, Vydac)

C18 (218TP54, 300A, 5 um, 4,5 x 250 mm, Vydac)
C18 (5 um, 4,5 mm x 250 mm, Merck).

CD-Spektroskopie

Die Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie nutz¢ éHolarisation des Lichtes, welche auf
der Uberlagerung einer rechts- und einer linkstark polarisierten Lichtwelle zu linear
polarisiertem Licht beruht. Diese Methode nutzt drgerschiedliche Absorption der links-
und rechts-zirkular polarisierten Komponente auseHjibt sich aufgrund unterschiedlicher
Absorptionskoeffizienten fur links- und rechts-zitkr polarisiertes Lichte( bzw. eg) die
Differenz Ae = g - e, welche als Elliptizita®® bezeichnet und in der CD-Spektroskopie

gemessen wird.
O () =const.§ —er)-Cc-d

Dabei istd die Schichtdicke der Kivette urdlie Konzentration der Probe. Im CD-Spektrum
wird die Abhangigkeit der Elliptizitd® von der Wellenlangé aufgezeichnet.

Da die Amidbindung ein Chromophor darstellt, katme @D-Spektroskopie zur Analyse von
Proteinsekundéarstrukturen im Spektralbereich vowaetl60 bis 250 nm (UV-CD-
Spektroskopie) eingesetzt werden. In diesem Spbkteich liegen die #z* und 7 >#*
Ubergange der Peptidbindung. De® m* Ubergang ist gegentiber dem=>z* Ubergang
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meist schwach und erscheint als Minimum bei ca. B8 Derrz —=>z* Ubergang ist
gewohnlich starker und erscheint als Maximum beil€ nm und als Minimum bei ca. 210
nm. FUr die Sekundarstrukturelementélelix und 3-Faltblatt ergeben sich charakteristische
CD-Spektren. Diex-helikale Konformation zeichnet sich durch Minimai lca. 222 und 208
nm und durch ein Maximum bei 192 nm aBd-altblattstrukturen sind durch ein Minimum
bei 216 nm und ein Maximum bei ca. 195 nm charaest. Die ungeordnete Konformation
(random caoil) zeigt ein ausgepragtes Minimum urghlrivon 200 nm.

CD-Spektren wurden am JASCO J-710 Spektralphotomesefgenommen. Die
Proteinlésungen wurden gegen 5 mM Natrium-Phosgtét7,5 dialysiert. Fur die Versuche
mit Harnstoff wurde dem Puffer die entsprechendendéezugesetzt. Die CD-Messungen
erfolgten bei 20 °C in einer 0,1 cm Quarzglaskiedis wurden jeweils 10 Messungen mit
folgenden Parametern durchgefirt260-190 nm; Auflésung: 0,5 nm; Bandbreite: 1,0, nm
Sensitivitat: 20 mdeg; Geschwindigkeit: 50 nm/mnesponse*“-Zeit: 20 nm/min.

5.16 Bestimmung der PPlase-Aktivitat

Die PPlase-Aktivitat wurde im Protease-gekoppeltaf3system nach Fischer et al. [1984b]
und im Protease-freien Mel3system nach Janowski. §1397] bestimmt. Die Messungen

wurden in 35 mM HEPES, pH 7,8 in einer 1 cm Quagklivette mit Magnetrihrer bei

10 °C mit dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA arene Hewlett Packard 8452A

Dioden-Array UV/VIS-Spektrophotometer durchgefutidte Auswertung der Daten erfolgte
mit dem Programm Sigma Plot.

Protease-gekoppeltes Mel3system

Die PPlase-Aktivitat im Protease-gekoppelten Taste mit Chymotrypsin (100 mg/ml) und
dem Substrat in einer Konzentration von 30 mg/mbgein DMSO durchgefihrt. Die
Detektion erfolgte bei 390 nm und der Referenzwélege von 510 nm. Zur Ermittlung der
Geschwindigkeitskonstanten erfolgte ein Fit nackichlung 3.3. Entsprechend Gleichung 3.4
wurde die Geschwindigkeitskonstante der katalysieReaktion ermittelt. Zur Bestimmung
der Spezifititskonstantek,/Ky wurde die Geschwindigkeitskonstante der katalyesier
Reaktion gegen die Konzentration an Parvulin audgein. Es erfolgte ein Fit durch lineare
Regression nach der Gleichung y &4y ax, wobei aus dem Anstieg der GeradgiKu

ermittelt wurde.
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Bestimmung der Spezifitdtskonstanten fir Parvulin 1

Zur Bestimmung der Spezifitatskonstanten von Pani0 wurden zu 1200 ul Puffer jeweils
20 pl einer Parvulinlosung (15-110 nM, Endkonzdmima 0,25-1,8 nM) sowie 3 pl der
Chymotrypsinldsung zugegeben. Nach 4mindtiger Iakiobh wurde die Reaktion durch

Zugabe von 1 pl Substrat gestartet.

Bestimmung der PPlase-Aktivitdt aus Reaktionsapsatz

Jeweils 20 ul des jeweiligen Reaktionsansatzes evurthch unterschiedlichen Zeiten mit
4 ul Stopplésung versetzt und davon 20 ul fur derage-Test analog der Bestimmung der
Spezifitatskonstanten verwendet. Der jeweilige M@tz enthielt folgende Konzentrationen
der Reaktanten: 13,6 pM Par43-SSe, 19,1 pM Pard4SEBBA/Y90X), 54,5 pM 4-
Mercaptophenol, 0,9 uM Trypsin D189K/K60E sowier@Wl Harnstoff.

Untersuchung zur Spaltung des Substrates Suc-AdaPiPtrPhe-pNA durch Trypsin
D189K/K60E

Zu 1200 pl Puffer wurden 10 pl Trypsin D189K/K6QE/Q uM) sowie 3 pl Chymotrypsin
zugegeben und fur 4 Minuten inkubiert. Die Reaktiurde durch Zugabe von 1 pl Substrat

gestartet. Die Konzentration der TrypsinvarianteMef3ansatz betrug 2,2 pM.

Protease-freies Mel3system

Die Messungen wurden in einem Ansatzvolumen vogasamt 1500 pl durchgeftihrt. Dazu
wurde die entsprechende Menge des vortemperiettfar® zunachst fur 4 Minuten mit 4 pl
einer 400 uM BSA-LOsung sowie 20,4 ul einer 1 mM4BaSSe oder 20,5 pl einer 1,4 mM
Par44-92 (C68A/Y90X)-Stammldsung inkubiert. Nachgdlbe von 10 pl einer 15 mM

Substratlosung in 0,55 M LICI/TFE wurde die Reafhtibei 336 nm detektiert. Die

Konzentrationen der Parvulinfragmente Par43-SSeRard4-92 (C68A/Y90X) betrugen wie
im Protease-gekoppelten Test 13,6 uM bzw. 19,1 Pid.Auswertung der Reaktionskinetik

erfolgte durch einen Fit entsprechend Gleichung 3.2

Alle Ergebnisse stellen Mittelwerte aus mindestamsi unabhangigen Mel3reihen dar.
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