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Die Entwicklung chemoselektiver Kupplungsmethoden hat
die Totalsynthese von Proteinen entscheidend verbessert.!!
Besonders hervorzuheben ist die Methode der nativen che-
mischen Ligation (NCL),”! die an der Ligationsstelle eine
natiirliche Peptidbindung erzeugt. Bei der NCL wird ein
Peptidthioester selektiv mit einem weiteren Peptid verkniipft,
das ein N-terminales Cystein triagt. Die Ligation rekombi-
nanter Fragmente wurde als Ligation exprimierter Proteine
(expressed protein ligation, EPL) eingefiihrt.’! Derzeit
konnen rekombinante Peptidthioester nur iiber die thiolyti-
sche Abspaltung eines Inteins erzeugt werden.” Protein-
fragmente, die ein N-terminales Cystein tragen, werden aus
den Vorstufen durch spezifische Proteasen™ oder durch
BrCN-Spaltung®! freigesetzt. Bisher wurde die Nutzung der
entsprechenden kommerziell erhiltlichen Intein-Methode
nur in wenigen Fillen beschrieben.*! Die Synthese von ein-
heitlich glycosylierten therapeutischen Glycoproteinen ist
von groflem Interesse, da die fiir Struktur-Wirkungs-Bezie-
hungen bendtigten homogenen natiirlichen Glycoformen am
ehesten durch Peptidligation zuginglich sind.”! Die pan-
kreatischen Ribonucleasen (RNasen) stellen ein etabliertes
Referenzsystem der Proteinsynthese dar.®*! RNase A liegt
nicht glycosyliert vor, wogegen die RNasen B, C und D un-
terschiedliche Glycosylierungen tragen. Bei RNase B findet
man ein oligomannosidisches und bei RNase C ein komplexes
N-Glycan.”! Wir haben bovine RNase C'* als Modell fiir die
Glycoproteinsemisynthese ausgewdihlt, da die meisten thera-
peutischen Glycoproteine (z.B. Hormone, Enzyme, Anti-
korper) ebenfalls mehrere Disulfide sowie komplexe N-
Glycane enthalten. Eine richtungsweisende Studie wurde mit
den verschiedenen Glycoformen der pankreatischen
RNase B durchgefiihrt.*! Im Verlauf unserer Arbeiten haben
wir eine rekombinante Methode zur Gewinnung von che-
misch stabilisierten Proteinfragmenten entwickelt. Es zeigte
sich, dass die Isolierung von thiolreichen Proteinfragmenten
mit N-terminalem Cystein durch Schiitzung in Form ge-
mischter Disulfide wesentlich erleichtert wird.

Bovine Ribonuclease besteht aus 124 Aminosduren und
enthélt eine N-Glycosylierungstelle an Asn34 sowie acht
Cysteine, die vier Disulfidbriicken bilden. Anfénglich sollte
RNase durch NCL aus dem Fragment 40-124 (B) und dem
Glycopeptidthioester 1-39 (C) aufgebaut werden (Schema 1).
Der Thioester C sollte an PEGA-Doppellinker-Harz!"! er-
zeugt werden, wogegen fiir RNase-Fragment B eine rekom-
binante Methode die rasche Herstellung des Cys-Fragments
B erlauben sollte. Da sich Inteine fiir die Gewinnung von
Thioestern fiir EPL bestens bewidhrt haben, sollten sie auch
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Schema 1. Retrosynthese einheitlich glycosylierter RNase C.

bei Fragment B eingesetzt werden. Die C-terminale Pro-
teaseaktivitdt des Inteins ist pH-abhidngig und erzeugt ein
Succinimid aus einem C-terminalen Asparagin.*! Daher
sollte RNase-Fragment B als Teil des Fusionsproteins A ex-
primiert werden, das ein Ssp-DnaB-Intein und eine Chitin-
bindedomine (CBD) enthilt, die zur Affinitdtsreinigung
verwendet werden kann.

Als Expressionsvektor wurde der kommerziell erhéltliche
pTWIN1-Vektor®! eingesetzt. Das Genfragment fiir
RNase 40-124 B wurde durch Polymerasekettenreaktion aus
fiinf synthetischen Oligonucleotiden zusammengefiigt, deren
Codons fiir eine Expression in E. coli optimiert waren
(Schema S1 in den Hintergrundinformationen). Das Ampli-
con wurde in den Vektor kloniert und dieser in E. coli K12 (B
ER2566) eingeschleust. Die Uberexpression des Fusionspro-
teins wurde durch Isopropylthiogalactosid (IPTG, 3 h, 36°C)
induziert, was zu unloslichen Einschlusskorpern mit inaktiver
Inteindomine!* fiihrte (Abbildung 1a). Da die Einschluss-
korper leicht gereinigt werden konnten (Abbildung 1b),"
wurde auf eine Affinitdtsreinigung verzichtet. Um das Ziel-
peptid B nach einer Riickfaltung der CBD-Inteindoméne
abzuspalten, wurde das Fusionsprotein A zunichst in 6™
Guanidinhydrochlorid(GdmCl)-Losung (pH S, 5mMm
TECP)!" unter Argon gelost und langsam mit Puffern, die
Faltungsadditive enthielten, bei pH 7.4 verdiinnt. FEine
schnelle Verdiinnung oder Dialyse!*" fiihrte zu Niederschli-
gen. AnschlieBend wurde die Riickfaltungslosung 24 h bei
pH 6.9 belassen. Die beste Spaltung (Abbildung 1¢) wurde
nach der Zugabe von 0.5M L-Arginin® und 5 mm TCEP
(Tris(2-carboxyethyl)phosphan)!'”! zu den Riickfaltungspuf-
fern gefunden, wobei die Spaltung erst bei GdmCl-Konzen-
trationen unterhalb von 2M auftrat. Das gewiinschte Frag-
ment, RNase 40-124 (B) (9 kDa), zeigte nur eine schwache
Bande im SDS-Gel und konnte weder isoliert noch durch
HPLC-MS nach Reduktion nachgewiesen werden. Das
Fragment B enthilt sieben Cysteine, die oxidationsempfind-
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Abbildung 1. SDS-PAGE a) 1: vor Induktion, 2: nach Induktion, 3: un-
|sliche Proteine nach der Lyse, 4: 18sliche Proteine nach der Lyse;

b) 1: gereinigte Einschlusskérper; c) Riickfaltung und Spaltung nach
Verdiinnung zu: 2m Gdmcl (1), 0.5m GdmCl (2), 0.1 m GdmCl (3).

lich sind und die Isolierung erschweren. Um diese Schwie-
rigkeiten zu iiberwinden, sollten ihre Thiolgruppen selektiv
geschiitzt werden z.B. als gemischte Disulfide!'!! oder S-Sul-
fonate.”! Zunichst wurde untersucht, ob die Bildung von
gemischten Disulfiden die Riickfaltung und die Abspaltung
des Inteins beeinflussen. Dazu wurde das reduzierte Fusi-
onsprotein mit Glutathion umgesetzt (GSSG, pH 9.3)” und
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ohne Zwischenreinigung durch langsames Verdiinnen zu-
riickgefaltet (Schema 2a). Nach der Abspaltung des Inteins
(2d, 50% Abspaltung laut SDS-PAGE) wurde die Reakti-
onsmischung konzentriert und durch RP-HPLC gereinigt
(Ausbeute: 2.1 mg an 1 aus 1L Kultur). Die HPLC-MS-
Analyse zeigte jedoch, dass eine Mischung mit einem, drei
und fiinf Disulfiden mit Glutathion vorlag. Auch bei Ver-
wendung des kleinen Disulfidreagens 3,3'-Dithiodipropion-
sdure (DTDP, 50 mm) wurde das Fragment B nur als hete-
rogene Mischung von Molekiilen mit eins bis sieben Disulfi-
den (2) bei 50 % Spaltung des Fusionsproteins erhalten. Die
Einfiihrung von gemischten Disulfiden durch Disulfidaus-
tausch ist eine Gleichgewichtsreaktion, die unvollstindig
bleibt. Dagegen ist die Umsetzung mit Thiosulfonaten
schneller und nahezu irreversibel, da keine Thiole freigesetzt
werden (Schema 2b).®! Nach der Derivatisierung mit 2-
Carboxyethylmethanthiosulfonat (CEMTS, 50 mwm, Sche-
ma S2) wurde eine Spaltungseffizienz von 80-90% erreicht
(Schema S4), wobei in dem gereinigten Fragment 3 alle
sieben Cysteine als gemischte Disulfide (Abbildung 2¢) vor-
lagen (Schemata S2 und S4). Weiterhin ergab Fragment 3
bessere Ausbeuten als 2 (3.5 mg an 3 aus 1 L Kultur, 2.8 mg an
2). Fragment 3 ist unempfindlich gegeniiber Oxidation und
kann im trockenen Zustand iiber mehrere Monate aufbe-
wahrt werden. In einer alternativen Vorgehensweise konnte 3
nach einer Disulfidbildung am partiell zuriickgefalteten Fu-
sionsprotein (1M GdmCl) erhalten werden.

Um die Reaktivitdat der RNase-Fragmente 1-3 in nativen
chemischen Ligationen zu untersuchen, wurde eine analyti-
sche Reaktion mit der Verbindung 2 und dem Glycopeptid-
thioester RNase 30-39 (4)"! (1.5 Aquiv.) in 6M GdmCI (3%
Thiophenol) durchgefiihrt (Schema 3). Die gemischten Di-
sulfide von 2 wurden in situ reduziert, allerdings triibte die
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1. Ruckfaltung durch langsames Verdtnnen (pH 7.4)
2. Spaltung (pH 6.9, 0.1 M GdmCl)

1 (Mischung von RNase 40-124 + 1,3,5 SG; R=SG=Glutathion)
1 L-SR 2 (Mischung von RNase 40-124 + 1,3,5,7 SCE; R=SCE=2-Carboxyethylthio)
3 (RNase 40-124 + 7 SCE; R=SCE=2-Carboxyethylthio)
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Schema 2. a) Schutz der SH-Gruppen des Fusionproteins A durch gemischte Disulfide mit anschlieRender Riickfaltung und Abspaltung des In-

teins. b) Mechanismen der Bildung von gemischten Disulfiden.
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Reaktionsmischung nach lingerer Reaktionszeit ein (2 d).
Nach Reduktion mit 0.2m Dithiothreitol (DTT) klarte die
Reaktionsmischung auf, und das Ligationsprodukt RNase 30—
124 (5) lieB sich durch HPLC-MS nachweisen (Schema S5).

Die Reaktionsbedingungen fiir eine Ligation zur Voll-
lingen-RNase!'*! wurden mit dem rekombinanten Thioester
Met-RNase 1-39 (6) (Schema 4, erhalten aus einem synthe-
tischen Gen iiber die Inteinmethode und dem pTWINI-
Vektor)® und Fragment 3 mit sieben Disulfiden optimiert.
Zur vollstdndigen Freisetzung der sieben Thiole von RNase
40-124 (3) wurde dem Ligationspuffer das Reduktionsmittel
TCEP (30 mm) zugefiigt. Trotz einer leichten Triibung der
Reaktionsmischung nach 2 d konnte das Ligationsprodukt
Met-RNase 1-124 (7) durch HPLC-MS ohne Vorbehandlung
nachgewiesen werden (Schema S6). Die Reoxidation durch
Luftsauerstoff lief sich vermeiden, indem die Reaktion unter
einer inerten Atmosphire in einem Stickstoffzelt durchge-
fithrt wurde (< 10 ppm O,). Selbst nach ldngeren Reaktions-
zeiten (>2 d) trat unter diesen Bedingungen keine Triibung
auf. Das Produkt 7 wurde nach Gelfiltration in 36 % Ausbeute
isoliert. AnschlieBend wurde das synthetische Protein in 6M
GdmCl gelost und mit 0.2M Glutathion (GSH) reduziert, und
die Riickfaltung wurde durch schnelle Verdiinnung mit einem
Puffer, der 0.3 mM oxidiertes Glutathion enthielt (GSSG
0.09 Aquiv.), initiiert. Ein Aliquot dieser Riickfaltungsmi-
schung wurde in einem RNase-Test!" verwendet, der anhand
der Hydrolyse von cCMP die RNase-Aktivitit der riickge-
falteten Met-RNase 8 nachwies (Schema S7). Es konnte
damit gezeigt werden, dass sich die stabilen und disulfidmo-
difizierten RNase-Fragmente sehr gut fiir die native chemi-
sche Ligation unter reduzierenden Bedingungen eignen.
Neben der Anwendung in der Totalsynthese von boviner
RNase C (siehe folgende Zuschrift)!'® konnte dieses Konzept
auch auf weitere Cystein-reiche Proteindoménen iibertragen
werden."”

Wir haben eine neue Methode entwickelt, um thiolreiche
Protein-Fragmente mit N-terminalem Cystein aus Intein-Fu-
sionsproteinen zu isolieren und zu stabilisieren. Die Ver-
wendung von Thiosulfonaten ermoglichte eine vollstdndige
Umwandlung der Cystein-Thiole zu Disulfiden. Die Disulfide
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Abbildung 2. ESI-TOF-MS der geschiitzten RNase 40-124, Fragmente
1-3.

bieten eine Reihe von Vorteilen: Die Loslichkeit des Proteins
wird erhoht, die Cysteinreste werden vor Oxidation ge-
schiitzt, und weiterhin wird eine rasche Reduktion ohne Ne-
benreaktionen unter den Reaktionsbedingungen der nativen
chemischen Ligation ermoglicht. Viele Proteine und Glyco-
proteine mit therapeutischem Potenzial (Wachstumsfaktoren,

2 = Mischung von RNase 40-124 + 1,3,5,7 SCE

a)6 M GdmCl, pH 7.0, 3 % Thiophenol
b) DTT (0.2 m)

SH SH SH SH SH SH

HzN—| 30 l

Riase 124 | —cooH 5

Schema 3. Ligation des geschiitzten RNase-Fragments 40-124 (2) mit dem synthetischen Glycopeptidthioester 4.
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Schema 4. Ligation des vollstindig geschiitzten RNase-Fragments 40-124 (3) mit dem Thioester Met-RNase 1-39 (6) und Riickfaltung.

Antikorper) enthalten Disulfidbriicken und sollten durch die
Ligation von Disulfid-geschiitzten Fragmenten zuginglich
sein.
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