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Beim Proteinspleien handelt es sich um einen posttranslatio-
nalen Vorgang, bei dem ein internes Polypeptidsegment (Intein)!!!
aus einem primdren Translationsprodukt herausgeschnitten
wird und die angrenzenden Polypeptide (Exteine) miteinander
verkniipft werden!?!. Bei diesem Vorgang entstehen aus einem
einzigen Vorlauferpolypeptid zwei Proteinprodukte: das Intein
(oft eine Homing-Endonuclease, von der man vermutet, daB sie
die laterale Ubertragung der Intein-codierenden Sequenz einlei-
tet)l* und die durch Ligation verkniipften Exteine. An einem
gut gereinigten Vorlduferprotein wurde gezeigt, dall dieses in
vitro spleiBt, ein Hinweis auf die autokatalytische Natur des
ProteinspleiBens!™. Wie die Expression von Intein-codierenden
Sequenzen in fremden genetischen Umgebungen gezeigt hat,
befinden sich mit Ausnahme der ersten Aminosdure des C-Ex-
teins alle Aminosdurereste, die fir das Spleilen bendtigt wer-
den, im Intein!® %1 Der Vergleich von sieben selbstspleienden
Proteinen ergab mehrere konservierte Merkmale, einschlieflich
dem Vorhandensein kleiner nucleophiler Aminosaurereste (Cys,
Ser oder Thr) unmittelbar hinter beiden Spleifistellen und dem
der Sequenz His-Asn direkt vor der stromabwirts gelegenen
SpleiBstelle™. Eine Substitution der Ser-, Cys- oder Thr-Reste
an den beiden SpleiBstellen verhindert das Spleifent?e*377,
Deshalb wurde ein SpleiBmechanismus vorgeschlagen, bei dem
einer oder beide dieser Reste eine Rolle spielt, die mit den
Nucleophilen der aktiven Zentren von Serin- und Cystein-
proteasen vergleichbar ist!?*" 481 Wir haben damit begon-
nen, den Mechanismus dieser neuartigen biochemischen Reak-
tion zu untersuchen, indem wir Aminosduren gegen kiinstliche
Aminosiuren austauschen, und berichten iber die Herbeifiih-
rung und Charakterisierung einer photochemisch induzierten
SelbstspleiBung.

Fir einfilhrende Untersuchungen wihlten wir das Intein-2
der DNA-Polymerase von Thermococcus litoralis (Tli pol, Vent-
Polymerase) aus. Dieses Protein weist an der stromaufwirts
gelegenen SpleiBstelle einen Serin- und an der stromabwirts
gelegenen SpleiBstelle einen Threoninrest auf>®). Um das unge-
spleiBte Vorlduferprotein fassen zu kénnen, wurde die konser-
vierte Ser1082-Einheit an der stromaufwirts gelegenen Spleil3-
stelle durch den (2-Nitrobenzyl)ether von Serin ersetzt
(Schema 1)!°, Bestrahlt man 2-Nitrobenzylether mit Licht der
Wellenldnge 300350 nm, so gehen sie rasch in den entsprechen-
den freien Alkohol und 2-Nitrosobenzaldehyd!'®? {iber, d.h.
bei der Photolyse sollte die Wildtyp-Sequenz wiederhergestellt
und das SpleiBen normal ablaufen. Der Einbau des maskier-
ten Serin-Analogon O-(2-Nitrobenzyl)serin wurde durch In-
vitro-Suppression der entsprechenden Amber-Nonsensemuta-
tion mit einer chemisch aminoacylierten Suppressor-tRNA er-
reicht!" 12, Um die Analyse der SpleiBprodukte zu erleichtern,
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Schema 1. Das SpleiBien von verkiirzter DNA-Polymerase aus Thermococcus litora-
lis 148t sich einleiten durch die Photolyse der 2-Nitrobenzylether an der stromauf-
wiirts gelegenen SpleiBstelle.

wurde die Ser1082 —Amber(Ser1082am)-Mutation in ein ver-
kirztes Konstrukt (pANYS) eingebaut, bei dem das 45.3 kDa
schwere Intein-2 von T7i pol von lediglich 2.2 kDa des N-Exteins
und 8.3 kDa des C-Exteins umgeben ist!!3],

Bei der Expression in einem E.-coli-abhiingigen Transkrip-
tions-/Translationssystem 1141 (Abb. 1) lieferte das Wildtyp-
Konstrukt pANYS den erwarteten Vorldufer mit 55.8 kDa und
das herausgeschnittene Intein mit 45.3 kDa (die Endonuclease
PI-Tii), die Gber Western-Blotting mit Hilfe eines anti-PI-T#I-
Antikdrpers nachgewiesen wurden!!3). Das gespleiBte Produkt
wurde in einer Ausbeute von eiwa 70% erhalten, was in Ein-
klang mit veréffentlichten Ergebnissen fiir Archaea-Inteine ist,
die ebenfalls in E. coli exprimiert wurden?® 41, Dies ist vermut-
lich auf Subpopulation von Vorldufermolekiilen zurickzufiih-
ren, die aufgrund der geringeren Wachstumstemperatur in F.
coli nicht korrekt gefaltet sind. Die Expression der stromauf-
wirts Amber-Mutante pAOD1 (S1082am) in Abwesenheit von
Suppressor-tRNA lieferte ein 53-kDa-Produkt, das mit einem
Neubeginn der Translation nach dem Amber-Codon in Uber-
einstimmung steht. Wie erwartet verminderte sich die Intensitét
dieser Bande in Gegenwart aminoacylierter Suppressor-tRNA.
Ein Uberlesen des Amber-Codons durch endogene Aminoacyl-
tRNA (was zum vollstindigen Vorlduferprotein mit 56 kDa
fuhrt) war unter den Versuchsbedingungen ohne Bedeutung.

Das Dinucleotid pdCpA wurde mit N-Biphenylisopropyl-
oxycarbonyl(BPOC)-geschiitztem O-(2-Nitrobenzyl)serin (O-
NB-Ser) acyliert und mit Hilfe der T4-RNA-Ligase!! !¢ 1241 an
die verkiirzte tRNA ., ,(-CA)** gebunden. Die In-vitro-Trans-
kription/Translation der Ser1082-Amber-Mutante pAOD1 in
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der Gegenwart von ungeschiitzter O-NB-Seryl-tRNA, liefer-
te das 55.8kDa schwere Vorlduferprotein (Abb. 1). Das
45.3 kDa schwere Produkt, das dem herausgeschnittenen Intein
entspricht, wurde nicht beobachtet, was darauf hindeutet, dafl
die 2-Nitrobenzyl-Gruppe an der Hydroxy-Gruppe des Serins
die SpleiBreaktion quantitativ blockiert hat. Eine kurze Bestrah-
lung des blockierten Vorldufers mit nachfolgender Inkubation
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Abb. 1. Western-Blot-Analyse nach In-vitro-Suppression und photochemisch aus-
geléstem Spleiflen. Fir die In-vitro-Transkriptions-/Translationsreaktionen (30 pL)
[14] wurden 3 pg des Expressionsvektors pANYS (2.2 kDa-N-Extein/45.3-kDa-In-
tein/8.3-kDa-C-Extein) oder die beschriebene, an der stromaufwirts gelegenen
SpleiBstelle modifizierte Amber-Mutante pAOD1 (S1082am) eingesetzt. Hierzu
wurden 8.5 uL des S-30-Extraktes aus E. coli D-10, 450 Einheiten T7-RNA-Poly-
merase, 3 pg Rifampicin und, wo angegeben, 4 ug nicht acylierte tRNAy4 [11¢]
oder 10 pg O-NB-Seryl-tRNA((, [11b] hinzugefiigt. Die Reaktionsmischungen
wurden Giber 30 min bei 37°C im Dunkeln unter Schiitteln inkubiert. Von jeder
Mischung wurden 5 uL abgezogen und fiir die spatere Gelanalyse mit Aceton ge-
fallt. Bei den O-NB-Ser-supprimierten Reaktionen wurde die Translation mit RNA-
se A (0.3 mgmL ') gestoppt und das Spleifien des Proteins photochemisch eingelei-
tet, indem jeweils die Hilfte jeder Reaktionsmischung auf Eis 10 min aus 20 cm
Entfernung mit einer 275-W-Wolframlampe bestrahlt wurde, die mit einem UV-Fil-
ter (GE, Modell-Nr. RSK 6B) ausgestattet war; die andere Hilfte wurde zur Kon-
trolle im Dunkeln belassen. Beide Teile wurden anschlieSend im Dunkeln fiir 60 min
bei 37 °C inkubiert, um die SpleiBreaktion zu erméglichen. Danach wurden jeweiis
5 uL fiir die Gelanalyse mit Aceton gefillt. Alle Proben wurden denaturiert und auf
einem 10*-20%-Gradienten von SDS-Tricin-Gel (NOVEX) elektrophoresiert. Im
folgenden wurden sie auf Nitrocellulose-Membran {iberfihrt und mit anti-PI-T7I-
Antikorpern (polyklonales Serum aus Miusen, C. Carlow) [2d] getestet. Die
Blots wurden mit einem Konjugat von alkalischer Phosphatase und Ziegen-Anti-
maus-IgG unter Verwendung von NBT/BCIP als colorimetrisches Substrat ent-
wickelt [15]. Gereinigtes Intein-2 (PI-T/I, NEB) diente als Standard fiir den
Western-Blot.

zur Ermoglichung der SpleiBreaktion fithrte zur Herausspal-
tung des 45.3-kDa-Inteins in einem AusmaB, das mit demjeni-
gen beim Wildtyp-Konstrukt vergleichbar ist (ca. 50 %). Bei der
Kontrollreaktion ohne Belichtung wurde kein Herausschneiden
beobachtet, d. h. der SpleiBvorgang ist vollstindig von der Be-
lichtung abhingig. Das 10-kDa-Verknupfungsprodukt konnte
nicht nachgewiesen werden, was moglicherweise auf die proteo-
lytische Empfindlichkeit der T-litoralis-DNA-Polymerase in
E. coli zuriickzufiihren istf??, Da jedoch die Aminosdure-
sequenz des Wildtyps bei der Photolyse freigesetzt wird, wissen
wir aus vorhergehenden Untersuchungen, daB3 die Excision des
Inteins mit der Ligation der Exteine einhergeht[2¢4),

Wie diese Ergebnisse zeigen, unterdriickt die O-NB-Ser-
tRNA,, wirksam die Ser1082-Amber-Mutante und fithrt zu
einem Vorlduferprotein mit voller Linge, dessen Spleifien durch
eine kurze Photolyse in Gang gesetzt werden kann. Diese Expe-
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rimente sollten eine Reihe von zeitaufgelosten Untersuchungen
zur Aufklirung des Mechanismus der SpleiBreaktion von Pro-
teinen ermoglichen.
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