Zuschriften

Proteinmimetika

DOI: 10.1002/ange.200705718

Synthese von Proteinmimetika mit nichtlinearer Ruckgratstruktur
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Die Entwicklung leistungsfahiger Methoden zur Proteinsyn-
these eroffnet neue Wege zur Aufklidrung der Wirkungsme-
chanismen lebenswichtiger Proteine. Dabei werden einerseits
modifizierte Aminosduren als Sonden in natiirliche Proteine
eingebaut oder andererseits Proteinmodelle hergestellt, die
Strukturen und Funktionen der natiirlichen Proteine nach-
ahmen. Wihrend sich fiir die Herstellung von modifizierten
oder kiinstlichen Proteinen mit der normalen, linearen
Riickgratstruktur die Ligation exprimierter Proteine und das
trans-Spleiflen als semisynthetische Methoden bewihrt
haben,!! erfordert die Herstellung von Proteinen mit mehr-
fach verzweigtem und polycyclischem Riickgrat eine Kom-
bination molekularbiologischer, enzymatischer und chemi-
scher Synthesemethoden (,,combination of recombinant,
enzymatic and chemical synthesis®, CRECS). Derartige Pro-
teine mit nichtlinearer Riickgratstruktur kénnten Modelle fiir
den extrazelluldren Teil von G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren (GPCRs) ergeben, mit deren Hilfe Informationen tiber
die Bindungsmechanismen der biologischen Peptidliganden
solcher Rezeptoren erhalten werden konnen.

Die meisten Pharmaka greifen an GPCRs an,”? aber das
Wissen iiber die molekularen Mechanismen dieser Prozesse
ist sehr begrenzt, da GPCRs hoch auflosenden Strukturana-
lysemethoden gegenwirtig kaum zugénglich sind. Fiir Pep-
tidrezeptoren konnte gezeigt werden, dass die extrazelluldren
Rezeptordoménen — der N-Terminus (ECD1) und die drei
Schleifen (Loops; ECD2, 3, 4) —fiir die Ligandbindung haufig
von besonderer Bedeutung sind. Im Fall des Rezeptors vom
Subtyp 1 fiir den Corticotropin-releasing-Faktor (CRF,), der
zur Familie B1 der GPCRs gehort, wurde beispielsweise ge-
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zeigt, dass der N-Terminus die Hauptbindungsstelle fiir den
Liganden darstellt, da ein l6slicher, nichtglykosylierter ECD1
bereits betrachtliche Affinitdt fiir den natiirlichen Peptid-
agonisten Urocortin 1 und den peptidischen Antagonisten
Astressin aufweist.”! Bemerkenswert ist aber, dass wir fiir
ECD1 von CRF, fiir *I-markiertes Sauvagin,” einen wei-
teren natiirlichen Peptidagonisten mit einer dem Urocortin 1
vergleichbaren Affinitit fiir den nativen CRF-Rezeptor
keine Bindung fanden. Dieses Ergebnis ldsst uns fiir diese
beiden Agonisten eine unterschiedliche Beteiligung der ex-
trazelluldren Loops an der Rezeptorbindung vermuten. Um
diesen Sachverhalt zu untersuchen, haben wir ein Konstrukt
aus den vier extrazelluldren Doménen des CRF1-Rezeptors
synthetisiert und dessen Bindungseigenschaften fiir Urocor-
tin 1 und Sauvagin bestimmt. Gleichzeitig sollte mit dieser
Synthese eines Rezeptormodells mit nichtlinearem Riickgrat
das Potenzial einer CRECS-Strategie demonstriert werden.

Zur Realisierung einer gewiinschten Proteintopologie hat
die Arbeitsgruppe von Mutter’® das TASP-Konzept (temp-
late assembled synthetic proteins) vorgeschlagen und unter
anderem fiir die Synthese eines Konstrukts mit drei Rezep-
torschleifen erprobt.l”! Da keine experimentellen Daten zur
Struktur von Rezeptoren der Klasse B vorliegen, gaben wir
fir unser Rezeptormodell vorerst keine strukturellen Ein-
schrankungen vor, sondern legten Wert auf Flexibilitdt der
einzelnen Doménen. Dadurch sollte geklart werden, ob es im
Konstrukt eine Selbstorganisation durch spezifische Wech-
selwirkungen der Domédnen untereinander geben kann.
Unser vorrangiges Ziel bestand in der Entwicklung einer
einfachen Synthesestrategie fiir die einzelnen Rezeptordo-
ménen — die cyclischen Formen der Schleifensequenzen und
den N-Terminus mit seinen drei Disulfidbriicken — sowie
deren Kupplung an ein geeignetes Templat. Um ein einheit-
liches Konstrukt zu erhalten, war es notwendig, die einzelnen
Domainen vor der ortsspezifischen Kupplung an das Templat
reinigen und analysieren zu konnen. Das Templatpeptid
wurde aus Glycin, Glutaminsdure und Lysin aufgebaut, wobei
die Glutaminsdurereste der besseren Wasserloslichkeit und
die Aminogruppen der Lysinreste als Ankergruppen fiir die
einzelnen Doménen dienten. Zusétzlich wurde ein Biotinrest
in das Templat eingefiihrt, um in Hinblick auf spitere Bin-
dungsuntersuchungen (scintillation proximity assay, SPA)
eine Fixierung an avidinbeschichtetes Harz zu erméglichen
(Abbildung 1).
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Sortase-A-Ligationsstelle Biotin—Lys—NH,
Z=Gly—Gly—Gly, GIn—Lys—GIy—G\u—GI\‘/
Mhx*AhX*GIy*GIu*GnyLys*GIy*GIU*GnyLyEféIy*GIu*GIy

ISde }11
Abbildung 1. Struktur des Templats fiir die ortsspezifische Ankniipfung
der Rezeptordominen (Mhx= Maleimidohexansiure, Ahx =g-Amino-
hexansiure).

Die aufeinanderfolgende ortsspezifische Kupplung der
einzelnen Doménen an das Templat wurde durch Verwen-
dung orthogonaler Schutzgruppen fiir die Aminofunktionen
(Z =Benzyloxycarbonyl, Dde = (4,4-Dimethyl-2,6-dioxocy-
clohexyliden)ethyl) erreicht — einerseits zur schrittweisen
Einfiihrung von Maleimidohexansdureresten, die zur Thiol-
kupplung der Schleifen verwendet wurden, und andererseits
zur enzymatischen Ligation des N-Terminus an die Triglycyl-
Kette des Templats (Abbildung 2).

Die natiirlichen Cysteinreste in ECD2 und 3 konnten
durch Alanin und Serin ersetzt werden, weil die entspre-
chende Rezeptormutante unverdnderte Affinitit gezeigt
hatte.®! Der zur Ligation an das Templat notwendige Thiol-
rest wurde dann durch einen N-terminal in die lineare
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Schleifensequenz eingefiigten Cysteinrest erhalten, der auch
zur Cyclisierung iiber einen entsprechenden Peptidthiolester
mit nativer chemischer Ligation (NCL)® genutzt wurde. Um
die Epimerisierung zu vermeiden, und im Sinne einer
schnellen Cyclisierung, wurde C-terminal zusitzlich ein Gly-
cinrest eingefiigt. Die Maleimidogruppe fiir die Addition der
ersten Schleife (ECD4) wurde im Verlauf der Festphasen-
synthese des Templats eingebaut. Da ECD4 keinen Lysinrest
enthilt, konnte nach der Kupplung an die Maleimidogruppe
die freie Aminogruppe am Templat gezielt mit Maleimido-
hexansdure-N-hydroxysuccinimidester (Mhx-OSu) acyliert
werden. AnschlieBend wurde ECD2 iiber Thiolligation ein-
gefiihrt. Da auch ECD2 keinen Lysinrest tragt, konnte nach
Abspaltung der Dde-Schutzgruppe durch Hydrazinolyse die
freigesetzte Aminogruppe mit Mhx-OSu umgesetzt und dar-
aufhin ECD3 iiber die so erhaltene Maleimidgruppe einge-
fithrt werden. Die nachfolgende Abspaltung der Z-Gruppe
mit Trifluormethansulfonsidure (TFMSA) lieferte schlieBlich
das Dreischleifenkonstrukt (Abbildung 3B), das zur enzy-
matischen Kupplung mit dem N-Terminus eingesetzt wurde
(LC-MS-Ergebnisse fiir alle Zwischenprodukte sind in den
Hintergrundinformationen dargestellt).
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Abbildung 2. CRECS-Strategie zur Herstellung eines Proteinmimetikums fiir den extrazelluldren Teil des G-Protein-gekoppelten Rezeptors CRF;:
A,C,F) Thiol-Maleimid-Ligation, B,E) Kupplung von Maleimidohexansaure tiber OSu-Ester, D) Abspaltung der Dde-Gruppe mit Hydrazin, G) Ab-
spaltung der Z-Gruppe mit TFMSA/TFA, X) Expression von ECD1-LPKTGGRR in E. coli, Y) oxidative Faltung/Bildung des Disulfidmusters von
ECD1-LPKTGGRR, Z) Sortase-A-katalysierte Ligation des Dreischleifenkonstrukts und ECD1-LPKTGGRR (siehe die Hintergrundinformationen).
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Abbildung 3. Sortase-A-katalysierte Ligation: HPLC-Profile (220 nm)
von ECD1-LPKTGGRR (A), Dreischleifenkonstrukt (B) und der Ligati-
onsmischung nach 2 Tagen (C) sowie ein MALDI-MS-Spektrum dieser
Ligationsmischung (D).
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Fir ECD1-LPKTGGRR verwendeten wir ein kiirzlich
von uns beschriebenes Protokoll*! zur rekombinanten Syn-
these des CRF-Rezeptor-N-Terminus in E. coli, In-vitro-Fal-
tung und HPLC-Reinigung, wobei der N-Terminus C-termi-
nal um eine Spaltstelle fir Sortase A (LPKTGGRR) ver-
langert wurde. ECD1-LPKTGGRR wurde in hoher Reinheit
erhalten (Abbildung3A), und das korrekte Disulfidbrii-
ckenmuster wurde durch eine LC-MS-Analyse der Frag-
mente nach dem Chymotrypsin-Abbau bestitigt (siche die
Hintergrundinformationen). Sortase A spaltet das LPXTG-
Motiv zwischen T und G und iibertrdgt das Proteinfragment
tiber einen Thiolester auf N-terminale Oligoglycin-Ketten
wie das GGG-Motiv im Dreischleifenkonstrukt. Unsere op-
timierten Bedingungen zur Sortase-A-katalysierten Peptid-
iibertragung!”’! waren auch in diesem Fall erfolgreich (Ab-
bildung 3C,D). Das Produkt konnte anschlieBend mithilfe
von HPLC gereinigt werden (Abbildung4A), und die
MALDI-massenspektrometrische Analyse bestitigte die
Identitét des Proteinmimetikums fiir CRF; (Abbildung 4 B).
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Abbildung 4. Charakterisierung des Proteinmimetikums fiir den extra-
zelluldren Teil des CRF;-Rezeptors. A) HPLC-Profil (220 nm) und

B) MALDI-MS-Ergebnisse: [M+H]" ber.: 23024, gef.: 23018 £10;
[M+2HJ*" ber.: 11512, gef.: 11512410.

Im Unterschied zum Rezeptor-N-Terminus!*! bindet unser
Rezeptormimetikum nicht nur Urocortin 1, sondern auch
Sauvagin. Deshalb konnte '®I-Sauvagin fiir das Mimetikum
als Tracer (0.5 nm) verwendet werden, und Urocortin 1 zeigte
hier ebenfalls eine hoch affine Bindung (Abbildung 5). Da
das Mimetikum ohne den N-Terminus, d.h. das Dreischlei-
fenkonstrukt, keinen der beiden Liganden bindet, bewirkt
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Abbildung 5. Bindung von Urocortin 1 an das Rezeptormimetikum fiir
CRF,. Tracer: 0.5 nm '?|-Sauvagin.

offensichtlich erst das Zusammenspiel der Schleifen mit dem
N-Terminus die hohe Affinitét fiir Sauvagin. Dagegen wird
die Affinitdt fiir Urocortin 1 durch die Gegenwart der
Schleifen nur unwesentlich beeinflusst, da der N-Terminus
allein schon #hnlich affin ist (K;= ~ 130 nm™) wie das Mi-
metikum.

Die Affinitédt von Urocortin 1 fiir CRF, im ungekoppelten
Zustand (stabil exprimiert in HEK-Zellen; K~ 4 nm') wird
mit diesem ersten Rezeptormimetikum erwartungsgeméf
nicht erreicht (Urocortin 1; K4~ 70 nm), aber das Ergebnis
liefert einen Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchungen zum
Einfluss einer verdnderten Topologie, beispielsweise durch
Verwendung eines cyclischen Templats oder durch die Ein-
fithrung der nativen Disulfidbriicke zwischen ECD2 und 3,
auf die Ligandbindungseigenschaften des Mimetikums. Dar-
iiber hinaus konnen derartige GPCR-Mimetika wegen ihrer
geringen Grofle im Vergleich zum nativen Rezeptor fiir
strukturanalytische Untersuchungen zum Mechanismus der
Ligandbindung interessant sein oder wegen ihrer Loslichkeit
in wissrigen Systemen Untersuchungen erméglichen, die mit
membrangebundenen Proteinen nicht denkbar sind.

CRECS-Strategien wie die vorgestellte Kombination von
rekombinanten, enzymatischen und chemischen Synthese-
methoden, eroffnen den Zugang zu neuartigen Proteinmo-
dellen mit nichtlinearer Riickgratarchitektur. Die Verwen-
dung von orthogonalen Schutzgruppen und modernen che-
mischen Ligationstechniken erméglicht den Aufbau kom-
plexer Proteinstrukturen. Durch NCL und Thiol-Maleimid-
Ligation kann die Synthese und schrittweise Kupplung von
gereinigten, auch cyclischen Peptiden an ein Templat pro-
blemlos in wéssrigen Systemen erfolgen. Besonders bemer-
kenswert sind die Moglichkeiten, die sich aus der Anwendung
spezifischer Transpeptidasen wie der Sortase A ergeben, die
nicht nur hoch sequenzspezifisch ist, und damit keine uner-
wiinschte Proteolyse zeigt, sondern das Substrat in Gegen-
wart von geeigneten Nucleophilen auch nicht hydrolysiert.
Aufgrund der milden Reaktionsbedingungen konnen solche
Enzyme zum Einbau sehr labiler Systeme, wie den hier be-
schriebenen Strukturen mit Disulfidbriicken, aber auch von
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glykosylierten oder sulfatierten Strukturen, -eingesetzt
werden, was die Moglichkeiten fiir die Proteinsynthese und
damit fiir die Aufkldrung von Struktur-Funktions-Beziehun-
gen von Proteinen wesentlich erweitert.

Experimentelles
ECD2 (c(CGVQLTVSPEVHQSNVAWSRLG)), ECD3
(¢(CGIGKLHYDNEKSWFGKRPGVYTDYG)), ECD4

(c(CGVNPGEDEVSRVVFIYFNSFG)) und das Templat (Biotin-K-
[Z-GGGQK(Mhx-Ahx-GEGK(Dde) GEGKGEG)GEG]-amid)
wurden durch automatisierte Festphasenpeptidsynthese unter Ver-
wendung der Fmoc-Strategie hergestellt (Applied Biosystems, 433a).
Nach Abspaltung vom Peptidharz wurden Peptidthiolester der ge-
schiitzten Peptide mit Carbodiimid und p-Acetamidothiophenol ge-
bildet.'”) Nach der vollstandigen Deblockierung wurden die Peptid-
thiolester mithilfe von NCL cyclisiert und gereinigt. ECD2, 3 und 4
wurden nacheinander durch Thiol-Maleimid-Ligation mit dem Tem-
plat verkniipft. Der in E. coli exprimierte N-Terminus wurde nach
oxidativer Faltung!” in einer Sortase-A-katalysierter Ligation an das
Dreischleifenkonstrukt gekuppelt. Die Reinheit und Identitdt des
gereinigten Rezeptormimetikums sowie der Zwischenstufen wurden
durch HPLC-Analyse und Massenspektrometrie bestitigt. Die Lig-
andbindungseigenschaften des Rezeptormimetikums wurden mit
SPA bestimmt.!
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