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I n den letzten zehn Jahren wurden
zahlreiche Methoden zur Aufkldrung
biologischer Phinomene auf molekula-
rer und zellulirer Ebene entwickelt.
Diese basieren auf der gezielten Mani-
pulation der Struktur und somit Akti-
vitdit von Proteinen. Die Entdeckung
der vielfiltigen Funktionen von Protei-
nen, besonders innerhalb komplexer
molekularer Netzwerke, wurde dabei
erst durch die Entwicklung genetischer
Werkzeuge wie Mutagenese, Knock-
out- und Knock-in-Techniken oder den
Einsatz molekularer Reporter wie der
fluoreszierenden Proteine moglich.
Eine der nichsten gro3en Aufgaben
in der Biologie ist die Erforschung
posttranslationaler Modifikationen von
Proteinen, die die Funktion von Protei-
nen z.B. durch eine Verdnderung ihrer
Stabilitit, zelluldaren Lokalisation, drei-
dimensionalen Struktur oder Wechsel-
wirkungen mit anderen Molekiilen
steuern. Die fiir derart detaillierte
Funktionsuntersuchungen  bendtigten
modifizierten Proteinpriparationen
sind oftmals mit ausschlieBlich biologi-
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schen Methoden wie der zielgerichteten
Mutagenese oder der rekombinanten
Proteinexpression gar nicht oder nur
sehr schwer zu erhalten. Die Kombina-
tion chemischer und biologischer Tech-
niken zur chemoselektiven Modifizie-
rung von Proteinen hat sich hingegen als
hervorragendes Hilfsmittel fiir das Stu-
dium von Proteinfunktionen auf mole-
kularer Ebene erwiesen.

Die auf Arbeiten von Wieland
etal.! basierende, urspriinglich rein
synthetische Methode der nativen che-
mischen Ligation (NCL) hat sich als
duflerst niitzlich fiir die Peptidchemie
herausgestellt. Diese Methode ermog-
licht die Synthese groBier Peptide aus
zwei oder mehr kleineren Peptiden
durch Kondensation zweier Peptidfrag-
mente, bestehend aus einem C-termi-
nalen Thioester und einem N-termina-
len Cystein.?! Die semisynthetische
Version der NCL kombiniert chemische
Synthese mit biologischen Techniken
und ist als Ligation exprimierter Pro-
teine (expressed protein ligation, EPL)
bekannt.”* Mit dieser Methode lassen
sich synthetisierte Peptide mit rekom-
binant produzierten Proteinen fusionie-
ren. Die EPL ermoglicht die ortsspezi-
fische Modifizierung von Proteinen mit
einer Vielzahl physikalischer Sonden
wie Fluoreszenzsonden, Spinmarkern,
stabilen Isotopen, unnatiirlichen Ami-
nosduren oder posttranslationalen Mo-
difikationen und wurde bereits erfolg-
reich bei einer Vielzahl von Fragestel-
lungen des Proteindesigns angewendet
(Schema 1).°!

Insbesondere  strukturbiologische
Arbeiten an posttranslational modifi-
zierten Proteinen werden oft durch he-
terogene  Proteinpriparationen  er-
schwert. Durch Anwendung der EPL
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zur Produktion lipidierter und phos-
phorylierter Proteine als Basis fiir eine
detaillierte Rontgenstrukturanalyse
konnte dieses grundlegende Problem
iiberwunden werden.! Durch einen
kombinierten  biologisch-chemischen
Ansatz konnten priparative Mengen
mono- und diprenylierter Varianten der
Rab-GTPase Yptl erhalten werden,
wodurch erstmals deren Kristallisation
und Strukturbestimmung im Komplex
mit dem physiologischen Modulator
RabGDP-Dissoziations-Inhibitor (Rab-
GDI) moglich wurde.”! Rab-Proteine
sind wichtige Regulatoren des vesiku-
laren Membrantransports und vermit-
teln zahlreiche Ereignisse wie das An-
docken und Verbinden von Membranen
sowie deren intrazellulire Mobilitét.
Posttranslationale Modifikationen sind
dabei essenziell fiir die Proteinfunktion.
Die Rontgenkristallstruktur des
Yptl:RabGDI-Komplexes zeigte eine
durch Bindung des prenylierten Yptl
induzierte Konformationsdnderung von
RabGDI und die damit verbundene
Bildung einer hydrophoben Bindungs-
tasche, die zur Aufnahme der Prenyl-
seitenkette von Yptl dient. Im unkom-
plexierten Zustand ist dieser Prenylrest
in der Plasmamembran verankert (Ab-
bildung 1). Die Arbeiten von Goody
et al. deckten erstmals die tatséchliche
Position der Prenylbindungstasche auf
und fithrten zur Aufkldarung des mole-
kularen Mechanismus des Membran-
einbaus bzw. -ausbaus von Rab-Protei-
nen durch Effektoren wie GDI oder
REP (Rab-Escort-Protein). Man ver-
mutet, dass Mutationen von RabGDI
beim Menschen geistige Behinderung
verursachen. Durch diese umfangrei-
chen biophysikalischen und struktur-
biologischen Studien konnte der Wirk-
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Schema 1. Ligation exprimierter Proteine (EPL): Ein Proteinspleiflelement (Intein) wird zusam-
men mit einer Affinitatsmarkierung wie der Chitinbindungsdoméne (CBD) als Fusionat mit dem
C-Terminus des Zielproteins rekombinant iiberexprimiert. Das N-terminale Cystein der Intein-
domine initiiert eine N,S-Acylumlagerung durch einen nucleophilen Angriff an das Carbonyl-
kohlenstoffatom. Exogen zugefiihrte Thiole bilden durch Thiolyse den rekombinanten Thioester
des Zielproteins und bewirken die Abspaltung des Inteins. Das finale, semisynthetische Zielpro-
tein wird durch Reaktion des C-terminalen Thioesters mit dem N-terminalen Cystein des synthe-
tischen Peptids Uber Ligationsreaktionen gebildet. Tragerpartikel mit immobilisiertem Chitin er-
mdglichen die leistungsfihige Abtrennung und Reinigung des gebildeten Konstrukts. Fiir die in-
teinvermittelte Reinigung durch immobilisiertes Chitin wurden bereits kommerzielle Systeme

entwickelt.B"

mechanismus dieser Mutationen aufge-
klart werden: Sie bewirken, dass Rab-
Proteine wie das prenylierte Yptl
schlechter aus Membranen extrahiert
werden, womit letztlich ein gestorter
Membrantransport die molekulare Ur-
sache dieser Erbkrankheit ist.l!'"!
Unter einer Vielzahl posttranslatio-
naler Modifikationen ist die Phos-
phorylierung und Dephosphorylierung
von Proteinen die wichtigste Modifika-
tion zur zelluliren Regulation biologi-
scher Prozesse. Durch die Ubertragung
von Phosphatgruppen werden Funktio-
nen zelluldrer Proteine kontrolliert und
Informationen zwischen verschiedenen
Kompartimenten innerhalb einer Zelle
durch Signaltransduktion ausgetauscht.
Die Natur nutzt dabei oft das Prinzip
der rdumlichen Trennung durch Kom-
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partimentierung, um die fiir eine opti-
male Modulation der Enzymaktivitit in
der Signaltransduktion erforderliche
Spezifitit von Proteinkinasen und
Phosphatasen zu erreichen. Das balan-
cierte Zusammenspiel von Proteinkina-
sen und Phosphatasen ist hierfiir we-
sentlich. Als zwei der grofiten Enzym-
familien in Eukaryoten sind Kinasen
und ihre physiologischen Gegenstiicke,
die Phosphatasen, an der Kontrolle so-
wohl normaler zelluldrer als auch fehl-
regulierter Prozesse beteiligt. Eine
Fehlregulation kann zu vielféltigen Er-
krankungen wie Krebs, Diabetes, neu-
rologischen Defekten oder Autoim-
mundefekten fithren. Wegen ihrer zen-
tralen Rolle gelten diese signaltransdu-
zierenden Proteine fiir nahezu alle
Krankheitsformen als vielversprechen-
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Abbildung 1. Struktur des monoprenylierten
Ypt1:RabGDI-Komplexes (PDB-Eintrag:
Tukv?)): a) Oberflichen- und Sekundirstruk-
turdarstellung des an RabGDI (griin) gebun-
denen Ypt1 (rot) mit Prenyleinheit (blau).

b) VergréRerte Oberflichendarstellung der
durch die Bindung des prenylierten Ypt1 gebil-
deten lipophilen Bindungstasche von RabGDI.
c) Schematische Darstellung von monopreny-
liertem Ypt1. Das prenylmodifizierte, syntheti-
sche Dipeptid (blau) ist mit dem C-Terminus
von Yptl (rot) ligiert.

de Zielproteine der modernen Wirk-
stoffforschung."!! Das detaillierte Ver-
stindnis von Proteinphosphorylierung
und -dephosphorylierung bildet dabei
die Grundlage in der Entwicklung in-
novativer Therapieanstze.['”

Die Anwendung von EPL-Techni-
ken auf In-vivo-Systeme gelang Cole
und Mitarbeitern erstmals mit der Mi-
kroinjektion der durch Semisynthese
hergestellten und mit nichthydrolysier-
baren Phosphotyrosinresten ausgestat-
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teten Tyrosinphosphatase SHP-2 in le-
benden Zellen. Diese Studien ermog-
lichten die grundlegende Untersuchung
von Phosphorylierungen an SHP-2 und
der damit verbundenen Aktivierung
des bei der Tumorentstehung wichti-
gen MAP-Kinase-Signaltransduktions-
wegs.'¥ In einem kiirzlich erschienenen
Beitrag untersuchte dieselbe Arbeits-
gruppe den Einfluss von Phosphorylie-
rungen auf die enzymatische Aktivitidt
und Funktion der Protein-Tyrosinphos-
phatase LMW-PTP (low molecular
weight protein tyrosine phosphatase).!¥
Bei diesem Enzym handelt es sich um
ein 18 kDa leichtes Protein, das eine
zentrale Rolle bei der zelluldren Sig-
naltransduktion, der Mitose, der fokalen
Adhésion sowie der Zellmobilitat
spielt.”! Die Aktivitit von LMW-PTP
hdngt dabei in erster Linie von der
wachstumsfaktorstimulierten Phospho-
rylierung an zwei C-terminalen Tyro-
sinseitenketten (Tyr 131 und Tyr132) ab.
Die Rezeptor-Tyrosinkinase von PDGF
(platelet-derived growth factor) sowie
die Src-Kinase werden als die fiir die
Phosphorylierung verantwortlichen Ki-
nasen diskutiert.

Die detaillierte, biochemische Cha-
rakterisierung des Einflusses von Phos-
phorylierungsmustern auf die Funktion
von Tyrosinphosphatasen erweist sich
wegen der Tendenz der Phosphatasen
zur Autodephosphorylierung, besonders
unter physiologischen Bedingungen, als
duflerst schwierig. Die Autoren konnten
dieses Hindernis bei der Produktion
homogener Proteinpréparationen durch
den Einbau von Phosphonomethylen-L-
phenylalanin (Pmp) als bekanntem,
nicht  hydrolysierbarem  Phospho-
tyrosinmimetikum elegant umgehen.
Die Phosphonate imitieren dabei die
funktionalen Phosphorylierungen an
den zuvor diskutierten essenziellen Po-
sitionen im C-terminalen Bereich der
Protein-Tyrosin-Phosphatase (PT-Phos-
phatase). Die N-terminale Doméne der
PT-Phosphatase konnte als rekombi-
nantes Fusionsprotein mit einem modi-
fizierten Intein, an das sich eine Chitin-
bindungsdomine (CBD) anschlieBt, in
Escherichia coli iiberexprimiert und als
C-terminaler Thioester gereinigt wer-
den. Die Synthese des modifizierten C-
Terminus und der Einbau der artifiziel-
len Aminosdure PmP erfolgten als
Peptid mit N-terminalem Cystein an der

www.angewandte.de

festen Phase. Die chemoselektive Ver-
kniipfung des rekombinant hergestell-
ten N-terminalen Peptidfragments und
des synthetisierten C-terminalen Poly-
peptids wurde mithilfe priparativer Li-
gationsreaktionen durchgefiihrt. Die
Riickfaltung des Ligationsprodukts tiber
Dialyse und die anschlieBende chroma-
tographische Reinigung fiithrten zu kor-
rekt gefalteter und enzymatisch aktiver
PT-Phosphatase (Schema?2). Die bio-
chemische Charakterisierung der semi-
synthetischen LMW-PTP-Varianten er-
gab eine unerwartete Verringerung an-
stelle einer zuvor postulierten Erho-
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B Phosphatase SRH,N

Chemische Ligation

rekombinante |

Bl Phosphatase

Riickfaltung

|

hung!'®!"! der Enzymaktivitiit, wenn von
mutmaBlichen zelluliren Substraten
(PDGF und p190RhoGap) abgeleitete
Phosphopeptide verwendet wurden.
Somit konnte erstmals ein Beispiel fiir
eine Tyrosinphosphatase, die selbst
durch Phosphorylierung inhibiert wird,
beschrieben werden; dies lieferte ein
neues Modell der komplexen Regulati-
on von Protein-Tyrosinphosphatasen
und ihrer Rolle bei der zelluldren Si-
gnaliibertragung.

Die Beitrdge von Cole und Mitar-
beitern haben iiberzeugend die Leis-
tungsfihigkeit der Semisynthese zum

HS

<)

Schema 2. Semisynthese von LMW-PTP-Konstrukten durch chemische Ligation: a) Der rekombi-
nante Thioester der Phosphatase (blau) wird mit dem synthetischen Peptid ligiert (orange). Das
Peptid ist mit dem nichthydrolysierbaren Phosphotyrosinmimetikum Pmp dekoriert (Austausch
des Phenolsauerstoffatoms von Phosphotyrosin gegen eine Methylengruppe). b) Die Riickfal-
tung des semisynthetischen Ligationsprodukts fiihrt zu korrekt gefalteter und enzymatisch akti-
ver LMW-PTP. c) Vergréferte Oberflichendarstellung der Substratbindungstasche der Phospha-
tase mit eingepasstem, phosphoryliertem Substrat (gelb). Das katalytische Zentrum (rot) des
Enzyms befindet sich am Ende der Bindungstasche. Die beiden fiir die Funktion der Phosphata-
se wichtigen Phosphorylierungsstellen (griin) sind am Rand der Bindungstasche lokalisiert. Die
modellierte Struktur basiert auf LMW-PTP im Komplex mit Phosphat (PDB-Eintrag: 1pnt®?). Die

Abbildungen wurden mit PyMol erstellt.”?!
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Schema 3. Konditionales Proteinspleifen: a) Inaktive Fragmente (1 und 2) des Zielproteins liegen als Fusionat eines gespaltenen Inteins (N-Intein
und C-Intein) und Rapamycin-bindender Proteine (FRAB und FKBP) vor; FRAB = FKBP-Rapamycin-assoziiertes Protein, FKBP = FK506-bindendes
Protein. Die fusionierten Konstrukte werden in Zellen exprimiert. b) Bei Zugabe der niedermolekularen, zellpermeablen Verbindung Rapamycin
(gelb C, rot O) kommt es durch eine Wechselwirkung mit den Rapamycin bindenden Dominen zu einer Dimerisierung der beiden Konstrukte und
einer damit verbundenen Rekonstitution des Inteins. c) Das funktionale Intein initiiert die Spleifireaktion der beiden Proteinfragmente 1 und 2

zum nativen Zielprotein.

Studium des Einflusses von Phosphory-
lierungen auf die Proteinfunktion de-
monstriert. Typischerweise umfasst die
Aufklarung der biologischen Funktion
von Enzymen wie den besprochenen
Phosphatasen die Verwendung geneti-
scher Techniken wie des Knock-outs
und Knock-ins ganzer Gene und der
Verwendung von Enzyminhibitoren
(chemische Genomik). Beide Ansitze
wiren jedoch fiir die vorgestellten Stu-
dien zur Funktion von LMW-PTP nicht
geeignet gewesen, da sie keine direkte
Kontrolle iiber die regioselektive post-
translationale Modifikation des zu un-
tersuchenden Proteins ermogli-
chen.'"*" Die Konstruktion einer se-
misynthetischen Phosphatase mithilfe
der Ligation exprimierter Protein er-
laubte es somit, Proteinfunktionen zu
studieren, die sonst nicht zuginglich
gewesen wiren. Aufler den hier vorge-
stellten Beispielen tiber die Anwendung
der Semisynthese zum Studium der
Lipidierung und Phosphorylierung wur-
den auch Ligationstechniken weiterer
posttranslationaler Modifikationen z. B.
zur Aufklarung der tiberaus komplexen
Glycosylierungsmuster entwickelt."-?

NCL und EPL haben allerdings
noch eine Reihe von Einschriankungen.
Insbesondere die Notwendigkeit eines
N-terminalen Cysteinrests erweist sich
oft als problematisch, da nicht bei jedem
Konstrukt oder jeder Designstrategie
ein Cysteinrest an der Ligationsstelle
vorhanden sein darf. Dies macht die
Entwicklung flexibler Ligationstechni-
ken erforderlich, mit denen eine Ver-
kniipfung der Peptidfragmente iiber
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andere Aminosduren moglich ist. Die
Verwendung von Auxiliaren, die N-ter-
minale Cysteinreste chemisch imitieren
und somit neue Ligationsreaktionen er-
moglichen,”?! sowie die Verwendung
von Enzymen®! zur Kniipfung der
Peptidbindung konnten sich hierbei als
hilfreich erweisen. Zudem ist es erfor-
derlich, die oftmals geringen Ausbeuten
der Ligationsschritte zu verbessern und
eine Denaturierung der hergestellten
Proteinkonstrukte unter den gewéhlten
Reaktionsbedingungen zu verhindern.
Zwar konnten bereits kleinere Proteine
mit Ligationstechniken z.B. an wasser-
vertriglichen Harzen™ synthetisiert
werden, allerdings ist die sequenzielle
Ligation von Peptiden zur Bildung gro-
Berer Proteine immer noch eine
schwierige Aufgabe.
Weiterentwicklungen der Proteinli-
gation®?” gehen in Richtung minimal
invasiver Techniken, mit denen die
Zielproteine im komplexen Zusam-
menspiel der Gesamtheit aller Proteine
in vivo analysiert werden konnen. In
diesem Zusammenhang entwickelten
Mootz, Muir etal. das konditionale
Proteinspleiflen, das als In-vivo-Technik
unter der Kontrolle eines zellpermea-
blen, niedermolekularen Liganden die
Rekonstitution zweier inaktiver Prote-
infragmente zum funktional aktiven
Zielprotein ermoglicht (Schema 3).75%
Die Methode des konditionalen Prote-
inspleilens basiert auf der Fusion inak-
tiver Doménen des Zielproteins mit den
beiden Proteinfragmenten eines gespal-
tenen Inteins. Die beiden Inteinhélften
liegen wiederum als Fusionat entweder
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mit dem Rapamycinrezeptor oder mit
der Rapamycinbindedoméne vor. Unter
dem Einfluss von Rapamycin erfolgt die
Dimerisierung der beiden Rapamycin
bindenden Proteine. Die sich anschlie-
Bende Komplexbildung der Inteinfrag-
mente initilert die autokatalytische
SpleiBreaktion zum funktional rekon-
stituierten und aktiven Zielprotein.
Diese elegante Methode bietet die
Moglichkeit, Proteinfunktionen unter
der Kontrolle kleiner organischer Mo-
lekiile in In-vivo-Systemen anzuschalten
anstatt sie zu inhibieren, und steht
stellvertretend fiir die Weiterentwick-
lung von Ligationstechniken in Rich-
tung der chemischen Genomik. Die hier
vorgestellten Ligationsmethoden bieten
innovative Hilfsmittel fiir das Studium
von Proteinen in lebenden Zellen und
ermoglichen es, die Funktion von Pro-
teinen innerhalb der dynamischen und
variablen Natur biologischer Prozesse
zu verfolgen und besser zu verstehen.
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