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Sortasen gehoren zu einer Klasse bakterieller Enzyme, die Trans-
peptidaseaktivitit aufweisen. Die Fihigkeit, Peptidbindungen orts-
spezifisch zu brechen und neue Bindungen mit einem angreifenden
Nukleophil zu bilden, macht Sortase zu einem hervorragenden
Hilfsmittel fiir das Protein-Engineering. Diese Methode wurde fiir eine
Reihe von Anwendungen angepasst, die von der Chemie iiber die
Zellbiologie bis hin zu technischen Gebieten reichen. Wir wollen hier
einen kurzen Uberblick iiber die Biologie der Sortaseenzyme und ihre
Anwendungen im Protein-Engineering geben, auf Gebiete fiir zu-
kiinftige Innovationen hinweisen und neue Anwendungen vorschla-

gen.

1. Biologische Funktion und Biochemie von
Sortase A (SrtA)

Viele Gram-positive Bakterien haben Virulenzfaktoren in
ihrer Zellwand, die eine erfolgreiche Kolonisierung und Pa-
thogenese ermoglichen."! Sortaseenzyme sind eine Klasse
von Transpeptidasen, die Thiolgruppen enthalten, und haben
die Fahigkeit, Proteine in der bakteriellen Zellwand zu ver-
ankern.”* Diese Enzyme erkennen Substratproteine, die ein
»Sortierungsmotiv¢ (LPXTG im Fall von Staphylococcus
aureus) enthalten, und tragen einen katalytischen Cysteinrest,
um die Peptidbindung zwischen Threonin und Glycin in die-
sem Pentapeptid zu spalten.’”) Andere Sortasen verschie-
dener Bakterienspezies nutzen die gleiche oder eine dhnliche
Erkennungssequenz.® " Datensammlungen fiir Sortase und
ihre Substrate sind im Internet zu finden.""'? Die von der
Sortase katalysierte Reaktion fiihrt zuerst zu einer Thioacyl-
zwischenstufe,'* analog dem Mechanismus von Cystein-
proteasen. Wo Cysteinproteasen jedoch Wasser zur Hydro-
lyse der Zwischenstufe nutzen, akzeptiert Sortase den N-
Terminus eines Oligoglycinnukleophils zur Bildung einer
neuen Peptidbindung (Abbildung 1). Bei der natiirlichen
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Sortierungsreaktion bindet die Pentaglycinbriicke in der Li-
pid-TI-Zellwandvorstufe das Acylenzym als Nukleophil.!*”
Die Zellwandvorstufe mit ihrem kovalent gebundenen Pro-
tein wird anschlieBend in die wachsende Peptidoglycan-
schicht eingebaut.

Zusitzlich zur Verankerung von Virulenzfaktoren in der
Zellwand bauen Sortasen auch die Pilusstruktur auf, die von
vielen Bakterien genutzt wird, um sich an der Wirtzelle zu
verankern und einen Biofilm zu bilden."*'”) Die Details die-
ses Prozesses unterscheiden sich zwar fiir verschiedene Bak-
terienarten,®2* aber im Allgemeinen verkniipfen Sortasen
Pilinmonomere, die sowohl ein Sortierungssignal als auch
eine nukleophile Lysin-e-Aminogruppe in einem internen
Erkennungsmotiv enthalten.”! Diese Protein-Protein-Ver-
kniipfung fiihrt zu einer Polymerisation der Pilinmonomere,
vermittelt jedoch nicht die Verankerung an der Zellwand. Die
Verankerung wird vielmehr von der ,,Housekeeping“-Sortase
ausgefiihrt, die das Lipid-II-Vorstufennukleophil auf-
nimmt.%!

Wegen ihrer zentralen Bedeutung fiir die Virulenz gelten
Sortasen als vielversprechendes Angriffsziel fiir Wirkstof-
fe.”71 Rekombinante Sortase, der die Transmembrando-
méne fehlt, kann einfach und in hoher Ausbeute hergestellt
werden.®**%! Eine detaillierte Vorschrift fiir die Sortaseher-
stellung, beschrieben in Lit. [34], hat ausfiihrliche struktu-
relle™® 3 und biochemische Untersuchungen*! des Enzyms
ermoglicht. Die Struktur der Sortase A von S. aureus besteht
aus einer achtstringigen (3-Barrel-Faltstruktur (genannt Sor-
tasefaltstruktur) mit einer hydrophoben Spalte, die von den
B7- und P8-Strangen gebildet wird. Diese Spalte ist von
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Abbildung 1. Ortsspezifische C-und N-terminale Markierung unter Verwendung von Sortase A. C-terminale (links) und N-terminale Markierung
(rechts) erfolgen durch einen Substraterkennungsschritt (oben), gefolgt von der Bildung eines Thioacylintermediats (Mitte) und der Auflésung
des acylierten Enzyms durch ein exogen zugefiihrtes Nukleophil (unten). Siehe Text fiir Details.

B3-p4-, B2-p3-, p6-p7- und P7-f8-Stringen umgeben (Abbil-
dung 2). Die Falte enthilt den katalytischen Cysteinrest
(Cys184) und die Substratbindestelle. Ein zusitzliches
Strukturmerkmal des Enzyms von S. aureus ist eine Binde-
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stelle fiir Calcium, die von der $3/B4-Schleife gebildet wird.
Das Calciumion, das an dieser Stelle bindet, wird von einem
Rest in der B6/B7-Schleife koordiniert. Dadurch vermindert
sich die Bewegungsfreiheit der B6/$7-Schleife, was dem
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Abbildung 2. NMR-spektroskopisch ermittelte Struktur der Sortase A

von Staphylococcus aureus (PDB-Code: 11JA).P® Der aktive Cysteinrest

(Cys184) ist rot und der aktive Histidinrest (His120) blau dargestellt.

Die 37- und 8-Stringe, die die Unterseite des aktiven Zentrums bil-

den, sind angegeben, und der 36-37-Strang, der an der Substraterken-
nung beteiligt ist,™ ist violett markiert. Calcium koordinierende Reste
sind als Stabmodelle dargestellt.*2

Substrat die Bindung ermoglicht. Die Aktivitdt wird so um
einen Faktor 8 erhoht.*”! Zu den biochemischen Merkmalen
des aktiven Zentrums z#hlt ein wichtiger Histidinrest (H120),
der ein Thiolat-Imidiazolium-Ionenpaar mit dem katalyti-
schen Cysteinrest bildet.”! Fiir die Katalyse muss die de-
protonierte Form des Cysteinrestes vorliegen. Bei einem
physiologischen pH-Wert befindet sich diese jedoch im
Gleichgewicht mit der neutralen Form, weshalb immer nur
ein kleiner Teil (ca. 0.6%) des gesamten Enzyms zu einer
gegebenen Zeit wirksam sein kann.[*% Der Cysteinrest greift
die Peptidbindung zwischen dem Threonin- und Glycinrest
im Sortierungsmotiv an. Das protonierte Imidazoliumion
wirkt in allgemeiner Weise als Sdure fiir die freigesetzte
Glycin-a-NH,-Gruppe und fiithrt zur Bildung einer acylierten
Form der Sortase. Das ankommende Glycinnukleophil wird
dann deprotoniert, greift den Thioester an und bildet erneut
eine Peptidbindung. Wenn stattdessen Wasser die Acylen-
zymzwischenstufe angreift, fiihrt diese Reaktion irreversibel
zu einem Hydrolyseprodukt.[*)

2. Engineering bakterieller Oberfléichen

Das Sortasesystem zur Verankerung von Proteinen in der
Zellwand Gram-positiver Bakterien wurde zuerst dazu ver-
wendet, Mikroben mit heterologen Proteinen zu versehen.
Solche Experimente erfordern eine genetische Fusion des
heterologen Proteins mit dem Sortierungsmotiv. Das hetero-
loge Protein wird dann exprimiert und iiber den normalen
Zellwandsortierungsweg auf die Oberflache gebracht. Auf
diese Weise gelang die Fixierung alkalischer Phosphatase in
der Zellwand von Staphylococcus aureus*” des E7-Proteins
von humanem Papillomvirus 16 (HPV16) auf Streptococcus
gordonii, einer kommensalen Mikrobe in der Mundhohle™!
sowie der a-Amylase an das Peptidoglycan von Bacillus
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Subtilis, letzteres mithilfe einer Koexpression des Sortasegens
von Listeria monocytogenes. Die Peptidoglycanzellwand
kann durch Inkubation von sich teilenden S. aureus mit che-
mischen Sonden, die am N-Terminus des LPXTG-Peptids
angehingt sind, sogar mit nichtbiologischen Bausteinen wie
Fluorescein, Biotin oder Aziden markiert werden.”” Beim
Einbau von N-terminalen Markierungssonden (siche Ab-
schnitt 4) wird das endogene Sortaseenzym verwendet, das
die exogen zugefiihrten Sonden an den Pentaglycinseiten-
ketten der Zellwand verankert.

3. C-terminale Markierung

Die Féhigkeit der Sortase zur Erkennung des Sortie-
rungsmotivs bei dessen Einbringen in rekombinant expri-
mierte Proteine ermoglicht die ortsspezifische Einfiihrung
von Teilen oder funktionellen Gruppen, die genetisch nicht
kodiert werden konnen (Abbildung 1). Diese Methode er-
fordert lediglich, dass das LPXTG-Motiv dem Losungsmittel
ausgesetzt ist und liefert gewohnlich hohe Ausbeuten des
gewiinschten Transpeptidierungsprodukts. Mittlerweile wur-
den viele Proteinsubstrate mit Sonden markiert, die ein
breites Spektrum an Funktionalitdten abdecken, beispiels-
weise Biotin, Fluorophore, Vernetzungsagentien und multi-
funktionelle Sonden (Tabellen 1 und 2).* Das Markieren
rekombinanter Proteine mit Sortase A erfordert keine
hochentwickelte Synthesechemie; die meisten Sonden sind
durch gewohnliche Peptidsynthesen und mit leicht erhaltli-
chen Reagentien zugénglich. In der Regel werden die Pro-
duktion und Faltung der rekombinanten Substratproteine
nicht durch die Gegenwart der kleinen LPXTG-Markierung
beeintréchtigt. Da alle Transformationen durch die Verwen-
dung von Sortase unter physiologischen Pufferbedingungen
(pH-Wert, Ionenstirke und -bedingungen) an Substraten
durchgefiihrt werden, deren richtige Faltung und Aktivitét
vor der Reaktion verifiziert werden konnen, wird fast nie ein
Verlust an biologischer Aktivitdt beim Endprodukt beob-
achtet. Die Fahigkeit, eine Sortase-katalysierte Transacylie-
rung einzugehen, scheint allein durch die Zugénglichkeit und
Flexibilitdt des Sortierungsmotivs bestimmt zu werden. Auf
Inteinen beruhende Methoden des Protein-Engineerings er-
fordern iiblicherweise, dass sich Substrate zuerst falten,
wihrend sie noch mit einer Inteindoméine fusioniert sind, die
die Grofe eines Proteins hat, was zu Loslichkeitsproblemen
fiihren kann.P!

Der Nutzen der Sortasemarkierungsmethode beruht auf
der Tatsache, dass das Enzym Substrate toleriert, die in ihrer
Struktur und Sequenz vor der Spaltstelle sehr unterschiedlich
sein konnen. Diese Eigenschaft ist nicht unerwartet, wenn
man bedenkt, dass Sortase fihig ist, eine grole Bandbreite an
Proteinsubstraten an der Zellwand zu verankern. Das Sub-
strat muss nicht einmal ein Protein sein — Peptidnukleinsiu-
ren (PNAs), die mit dem Sortaseerkennungsmotiv verbunden
sind, konnen an einem Peptid, das ein Glycin trédgt und zell-
gingig ist (amphipathisches Modellpeptid, MAP), angebracht
werden, was zu aktiven, zellpenetrierenden Antisense-PNA-
Peptid-Konjugaten fiihrt."? Auch scheint die Identitit der
Substituenten in C-terminaler Position zum Glycinnukleophil
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Tabelle 1: Beispiele fiir synthetische Nukleophile zur ortsspezifischen Sortase-A-Transpeptidierung.

Nr. Sonde Markierungsort hinzugefuigte Eigenschaft Lit.
1 H-G;K(Biotin)L-OH C-terminal biophysikalischer Griff [32,55]
2 H-G;K(ANP)K(Biotin)L.-OH C-terminal biophysikalischer Griff/Photospaltung [32]
3 H-G;K(Phenylazid) K (Biotin)G-OH C-terminal biophysikalischer Griff/Photovernetzer 32]
4 H-G;K(FITC)-NH, C-terminal Fluoreszenz [32]
5 H-G;K(K(TAMRA))-NH, C-terminal Fluoreszenz [32,71]
6 H-G;YC(Biotin)-NH, C-terminal biophysikalischer Griff [33]
7 H-G;YC(Alexa488)-NH, C-terminal Fluoreszenz [33]
8 H-AA-Ahx-K(K(TAMRA))-NH, C-terminal (S. pyogenes) Fluoreszenz [56]
9 H-G;K(C12-C24)-NH, C-terminal Lipidierung [64]

10 H-G;K(1-Ad)-NH, C-terminal Hydrophobie [64]

1 H-G;WK(Cholesterol)-NH, C-terminal Lipidierung [64]

12 D-Tat (1. Rest ist G) C-terminal Zellpenetration [53]

13 H-G,Y-PTD5-NH, C-terminal Zellpenetration [53]

14 (H,NRRQRRTSKLMKRAhx),KYK(GG-NH,)-NH, C-terminal Zellpenetration 53]

15 H-G;K(Folat)-NH, C-terminal Folsaure [53]

16 H,N-PEG C-terminal inertes Polymer [54]

17 H-G;K(PEG)-OH C-terminal inertes Polymer [54]

18 H-G;-MAP-NH, C-terminal Zellpenetration [52]

19 Aminoglycosid-Antibiotika (verschiedene) C-terminal Antibiotika [60]

H-Gro-N_~__ | und Enantiomer
0—P—0 o
20 d O@ﬁﬁ C-terminal GPI-Mimetikum [61]
OMe

21 GPI-Mimetika auf Basis von 19 mit Trisaccharidkernen C-terminal GPI-Mimetikum [62,63]

22 Biotin-PEG-YGLPETGG-NH, N-terminal biophysikalischer Griff [57]

23 Alexa647-LPETGG-NH, N-terminal Fluoreszenz [57]

24 Alexa488-LPETGG-NH, N-terminal Fluoreszenz [58]

25 Biotin-LPRT-OMe N-terminal biophysikalischer Griff [56]

26 FITC-Ahx-LPRT-OMe N-terminal Fluoreszenz [56]

27 FAM-LPETG-NH, N-terminal Fluoreszenz [50]

28 Biotin-GGLPETG-NH, N-terminal biophysikalischer Griff [50]

29 N;-ALPETG-NH, N-terminal bioorthognale Reaktionen [50]

[a] 1-Ad =1-Adamantyl, Ahx=Aminohexansiure, FAM = Carboxyfluorescein, FITC=Fluoresceinisothiocyanat, PEG = Polyethylenglycol, TAMRA=

Carboxytetramethylrhodamin

ohne Bedeutung zu sein: b-Aminosdure enthaltende Peptide,
Folate, verzweigte Proteintransduktionsdominen® und lan-
ge Polyethylenglycolketten®™! wurden alle mithilfe von Sor-
tase angehingt. Die Spaltstelle muss auch nicht nahe dem C-
Terminus des Substratproteins sein. Fine ausreichend grof3e
Schleife, die dem Losungsmittel zugénglich ist, gentigt. Diese
Eigenschaft wurde genutzt, um den Beitrag einer entschei-
denden Schleife im desubiquitinierenden Enzym Ubiquitin
C-Terminal Hydrolase 3 (UCHL3) zur Substratbindung und
Katalyse zu studieren.’™ Da die Bruchstelle in eine Schleife
eingebaut werden kann, ist es moglich, das Proteinriickgrat zu
durchtrennen, wéhrend gleichzeitig ein Reporter eingebaut
wird (Biotin oder Fluorophor), um das Verhalten des unter-
brochenen Enzyms in Gegenwart von intaktem Wildtypen-
zym zu untersuchen. Diese Eigenschaft trifft wahrscheinlich
auf viele Proteine zu, die in einer Konformation mit flexiblen,
exponierten Schleifen vorliegen.

Die C-terminale Markierung ist besonders niitzlich, um
Typ-II-Transmembranproteine in der lebenden Zellmembran
von Sidugetierzellen zu studieren. Der C-Terminus von
Membranproteinen des Typs II ist dem extrazelluldren Raum
zugewandt und eignet sich deshalb besonders fiir Sortase-
vermittelte Markierung. Proteine mit dieser Typ-1I-Topologie
sind besonders ungiinstig fiir eine genetische Fusion mit
fluoreszierenden Proteinen wie dem griin fluoreszierenden
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Protein (GFP). Das Anbringen eines fluoreszierenden Pro-
teins am N-Terminus verhindert gewohnlich die kotransla-
tionale Insertion von Membranproteinen des Typs II in das
endoplasmatische Retikulum (ER), wihrend die Markierung
des C-Terminus mit GFP diesen sperrigen Substituenten nahe
an die Stelle bringt, an der das untersuchte Typ-II-Trans-
membranprotein mit seinem Liganden wechselwirkt. Der
CD40-Ligand (CD40 L), die Influenza-Neuraminidase® und
der Osteoclast Differentiation Factor (ODF)! wurden alle
auf diese Weise auf lebenden Zellen markiert.

4. N-terminale Markierung

Fine Proteinmarkierung des N-Terminus gelingt ganz
einfach durch Verlagerung des Sortaseerkennungelements
vom Protein zur kurzen Peptidsonde und durch Einfithrung
einer geeigneten Zahl von Glycinen am N-Terminus des
Zielproteins (Abbildung 1). Sowohl Methylestermimetika
des Sortasemotivs® als auch das komplette LPXTG-Sor-
taseerkennungsmotiv konnen als Gerdiist fiir solche Sonden
genutzt werden.’”! Diese Markierungsmethode hnelt dem
Verfahren zur Markierung des C-Terminus, auler dass das
Acylenzym-Intermediat zwischen der Sortase und der Pep-
tidsonde gebildet wird und dass das markierte Protein meh-
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Tabelle 2: Beispiele fiir Proteine, die durch Sortase-A-Transpeptidierung markiert wurden.

Substrat in Lésung/ Markierungsort Sonde(n)# Lit.
an der Zelloberfliche
H-2Kb Lésung C-terminal 1,2,3,4,5 [32]
CD154 Zelloberfliche C-terminal 1,5 [32]
Neuraminidase Zelloberflache C-terminal 1 [32]
ODF Zelloberfliche C-terminal 6,7 [33]
Cre Lésung C-terminal 5 Al
UCHL3 Lésung C-terminal (Schleife) 1 [55]
p97 Losung C-terminal 5 [71]
eGFP Lésung C-terminal 9,10,11 [64]
GFP Lésung C-terminal 13,14,15 [53]
PNA Losung C-terminal 18 [52]
eGFP Lésung C-terminal 16,17 [54]
Mrp Lésung C-terminal 19 [60]
YALPETGK Lésung C-terminal 19 [60]
(His)sYALPETGKS Losung C-terminal 20 [61]
CD52-Peptide Lésung C-terminal 21 [62]
CD24 Lésung C-terminal 21 [62]
MuUC1 Lésung C-terminal 21 [63]
LPETG;-ECFP-TM Zelloberflache N-terminal 22,23 [57]
LPETG;-PAFR Zelloberfliche N-terminal 24 [58]
G;-/Gs-CTXB Losung N-terminal 25,26 [56]
G;-eGFP Lésung N-terminal 26 [56]
G-UCHL3 Lésung N-terminal 26 [56]
S.-aureus-Oberflichen-Peptidoglycan Zelloberfliche N-terminal 27,28,29 [50]
eGFP Lésung N- und C-terminal 26 und 8 [56]
UCHL3 Losung N- und C-terminal 26 und 8 [56]

[a] Sondennummer gemiaf3 Tabelle 1.

rere Glycinreste am N-Terminus enthélt, dessen o-NH,-
Gruppe als Nukleophil fungieren kann. Mit dieser Strategie
wurde eine Fluoreszenzsonde am N-Terminus eines Mem-
branproteins in lebenden Sédugetierzellen eingefiihrt, nach-
dem zuvor das Glycinnukleophil in geschickter Weise eben-
falls mit Sortase freigesetzt worden war.””! Dieses System
wurde spéter dazu verwendet, Reporterfluorophore am N-
Terminus des G-Protein-gekoppelten Platelet-Activating
Factor Receptor (PAFR) einzubauen. Dies ermdglichte eine
direkte Beobachtung des Traffickings der Rezeptoren, die
sich wihrend der Markierung auf der Zelloberfldche befan-
den. So wurde gezeigt, dass PFAR-Rezeptoren mit be-
stimmten Mutationen fehlerhaft in der Zelle wandern.® Die
Sortasemethode zur Markierung des C- und N-Terminus von
Zelloberflachenproteinen gibt lediglich Zugriff auf den Pool
eines zu untersuchenden Proteins, der sich an der Zellober-
fliche befindet. Dies ist ein Vorteil, wenn nur das Verhalten
desjenigen Bruchteils einer Proteinmenge von Interesse ist,
der der Oberfliache ausgesetzt ist. Dies ist gewohnlich auch
der relevante Teil, wenn die Bindung an Liganden auf die
Zelloberflache beschriankt ist. Proteine, die genetisch mit ei-
nem fluoreszierenden Protein fusioniert sind, sind ab dem
Moment ihrer Entstehung detektierbar. Diese Eigenschaft
hat zwar durchaus ihre Vorteile, kann allerdings die Unter-
scheidung zwischen dem Verhalten gerade synthetisierter
Proteine und dem reifer, biologisch relevanter Proteine er-
schweren. Daher sollten die Strategien auf Sortasebasis eher
als hilfreiche Ergénzung zu den auf GFP-Methoden be-
trachtet werden, mit dem zusétzlichen Vorteil groferer che-
mischer Flexibilitéit.
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5. Markierung an N- und C-Terminus

Durch die Verwendung von Sortasen mit verschiedenen
Substratspezifitdten ist es moglich, die N- und C-terminalen
Markierungsstrategien zu kombinieren. SrtAg, von Strep-
tococcus pyogenes®” erkennt und spaltet das LPXTA-Motiv
und akzeptiert Nukleophile, die auf Alanin beruhen. Es
spaltet auch — wenngleich mit geringerer Effizienz — das
SrtAg,pn-LPXTG-Motiv (SrtAgy,,,: Sortase A von Staphylo-
coccus aureus). Im Unterschied dazu spaltet das SrtAg;-
Enzym das LPXTA-Motiv nicht, wodurch diese beiden En-
zyme orthogonal hinsichtlich dieses Motivs sind. Diese Ei-
genschaft wurde genutzt, um die beiden Termini von GFP und
UCHLS3 mit unterschiedlichen Fluorophoren zu markieren.
Hierfiir wurde eine Maskierungsstrategie angewendet, in der
die zur SrtAg,,-Markierung notwendigen N-terminalen
Glycine durch proteolytische Spaltung mit Thrombin freige-
setzt wurden. Durch diesen Schritt wurde eine Proteinoligo-
merisierung vermieden, die wahrscheinlich wihrend des C-
terminalen Markierungsprozesses mit SrtAg,., stattfinden
wiirde.[®)

6. Imitation posttranslationaler Modifikationen

Die Sortasemethode ermdoglicht die Herstellung homo-
gener rekombinanter Proteine mit posttranslationalen Mo-
difikationen, die nicht genetisch kodiert sind. Auf diese Weise
konnen Glycoproteine hergestellt werden, die normalerweise
durch eine Reihe komplizierter enzymatischer Prozesse im
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sekretorischen Weg biosynthetisiert werden. LPXTG-mar-
kierte Proteine und Peptide konnen mit Nukleophilen mo-
difiziert werden, die auf 6-Aminohexose beruhen, darunter
Aminoglycosid-abgeleitete Antibiotika und ihre Analoga.™!
Glycosylphosphatidylinosit(GPI)-Anker, die normalerweise
am C-Terminus des Proteins angebracht sind, konnen durch
Bindung von LPXTG-Peptiden an synthetische Glycinnu-
kleophile, die ihrerseits an die Phosphoethanolamineinheit
eines GPI-Derivats gebunden sind, imitiert werden.!!! Eine
Reihe von Peptiden (CD52-Fragment, Mucin-1-Peptide) und
kleinen Proteinen (CD24) wurde so an GPI-Mimetika mit
Trisaccharidkernen angehingt.®>* Lipidmodifikationen von
Proteinen sind weitere wichtige posttranslationale Verédnde-
rungen, die wenig studiert sind, da es an Methoden mangelt,
um homogene Priparationen von Lipoproteinen zu erhalten.
Zur Losung dieses Problems wurde Sortase verwendet.* Ein
Geriist auf Glycinbasis wurde mit einer Auswahl an linearen
Alkylketten (C;,—C,4), Cholesterin sowie Adamantan modi-
fiziert und anschlieBend dazu verwendet, geeignete Versio-
nen von enhanced GFP (eGFP) zu modifizieren, die mit
LPETG markiert waren. Diese eGFP-Lipoproteine assozi-
ierten abhéngig von der Kettenlinge mit den Plasmamem-
branen lebender Zellen (wobei eine C,,-Kette das beste Re-
sultat lieferte), von wo aus sie Zugang zum endosomalen
Kompartiment fanden.

7. Schrittweiser Aufbau von Proteinen,
Proteindomdnen und Peptiden

Gefaltete Proteine mit einem exponierten Glycinrest am
N-Terminus konnen als Nukleophile fiir eine Markierung mit
Sortase verwendet werden. Substratproteine mit LPXTG-
Motiv konnen mit dem ankommenden Nukleophilprotein
fusioniert werden, was zu grof3en Transpeptidierungspro-
dukten fithrt. Durch Verwendung unabhiéngig gefalteter
Proteine als Substrate ist es moglich, viele der Loslichkeits-
probleme zu vermeiden, die die Expression genetisch ko-
dierter Fusionen erschweren. Diese Figenschaft wurde ge-
nutzt, um die Strukturanalyse mit NMR-Spektroskopie zu
erleichtern, bei der geringe Loslichkeit ein Hauptproblem ist,
da hier gewohnlich hohe Proteinkonzentrationen notwendig
sind. Mithilfe von Sortase wurde eine unmarkierte und daher
fiir die NMR-Spektroskopie unsichtbare, loslichkeitserho-
hende Doméne auf Basis der Bl1-Immunglobulin-Bindungs-
domine (G;-GB1) an den C-Terminus der Vav-SRC-Homo-
logie-3-Doméne (SH3; eine Domiéne, die um pH 7 nahezu
unloslich ist) angebracht.”™! Die Struktur der “C/*N-mar-
kierten, angehefteten Vav-SH3-Doméne wurde im Anschluss
NMR-spektroskopisch ohne Storsignale vonseiten der 10s-
lichkeitserhohenden Gruppe aufgeklart. Auch tiber die teil-
weise Markierung des MecA-Proteins von Bacillus subtilis
durch Verwendung von Sortase in einer NMR-spektroskopi-
schen Studie wurde berichtet.*! Mit Sortase wurden auch
zahlreiche Immundetektionsreagentien erzeugt. Weiterhin
gelangen Protein-Protein-Ligationen zwischen dem Fc-Bin-
dungsmodul (ZZ-Domine) und mehreren Detektionsenzy-
men (alkalische Phosphatase, Luciferase, Glucoseoxidase)
mit Sortase.””? AuBerdem wurden Mucin-Glycopeptide syn-
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thetisiert, die N- und O-gebundene Glycane enthalten. Durch
eine Kombination von chemischer Synthese mit Glycan-
strukturaufklarung durch enzymatische Synthese wurden
unterschiedliche Peptide aufgebaut, die N- und O-gebundene
Glycane enhalten. Diese Glycopeptide wurden anschlieend
durch Sortase zu einem stereochemisch homogenen Priparat
verbunden.®®! Sortase wurde in einer kombinierten Strate-
gie aus rekombinanter, enzymatischer und chemischer Syn-
these (CRECS) dazu verwendet, Mimetika von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) herzustellen.” Die
GPCRs sind Proteine mit sieben Transmembrandominen, die
ihre Liganden iiber drei extrazelluldre Schleifen und das ex-
trazelluldre N-terminale Segment binden. Zur Nachahmung
dieser Anordnung wurden drei Schleifen synthetisiert, die
durch native chemische Ligation cyclisiert und an ein Pep-
tidgeriist mit einem Triglycinmotiv angehdngt wurden. Im
Anschluss wurde der N-Terminus des GPCR, der die Sor-
tasespaltsequenz trug, in E. coli exprimiert und durch eine
Sortase-vermittelte Ligation an das Geriist angehéngt. Diese
elegant entworfenen, 16slichen Mimetika sollten eine syste-
matische Charakterisierung der Beitridge jeder Region zur
Ligandenbindung ermoglichen und demonstrieren die Mog-
lichkeiten einer Kombination von chemischer Synthese mit
Molekularbiologie.

Eine einzigartige Variante der Protein-Protein-Ligation
findet statt, wenn das LPXTG-Motiv und N-terminale Gly-
cine im selben Konstrukt vorhanden sind. Wenn die beiden
Einheiten im gefalteten Protein einander nahe genug kom-
men, kann ein zirkuldres Transpeptidierungsprodukt gebildet
werden, indem der N-Terminus mit dem Sortaseerken-
nungselement eine stabile Bindung eingeht.F*™! Zirkulire
Proteine haben niitzliche biochemische Eigenschaften: Sie
sind widerstandsfahig gegen Aggregation, bendtigen mehr
Energie fiir die Denaturierung und sind, da sie keinen expo-
nierten Terminus haben, in ihrem natiirlichen Zustand vor
einem Exoproteasenangriff geschiitzt.>

8. Verankerung an festen Oberflichen

Auch eine kovalente Immobilisierung an festen Oberfla-
chen wurde durch Sortase erreicht. Ein Hauptvorteil dieser
Methode ist, dass dank des Spezifitit des Sortaseenzyms
Proteine einheitlich und mit definierter Orientierung fiir die
nachfolgende Analyse an festen Oberfldchen verankert wer-
den konnen. Wegen der starken Amidbindung zwischen
Oberflidche und Protein konnen auch harsche Waschbedin-
gungen angewendet werden, z.B. fiir die kovalente Bindung
von GFP an Glycin-derivatisierte Polystyrolkiigelchen.” Auf
dhnliche Weise wurden Adhésionsproteine von Gram-posi-
tiven Bakterien an fluoreszierende, Glycin-derivatisierte Po-
lystyrolkiigelchen gebunden.”! Ebenfalls gelang eine Veran-
kerung von GFP und Tus-Proteinen an Glycidylmethacry-
latkiigelchen, die mit Oligoglycin derivatisiert waren, sowie
an Glycin-modifizierter Agarose (Affigel) und an Glycin-
modifizertem Aminosilan auf Glasplittchen.™ Ein weiteres
Beispiel ist die orientierte Verankerung von Proteinen an
Triglycin-modifizierten, carboxymethylierten Dextran-Bia-
core-Sensorchips fiir die Oberflachenplasmonenresonanz-
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spektroskopie.”” Rekombinantes Fibronectin-Bindungspro-
tein (rFba-LPETG) von A-Streptokokken (Group A Strep-
tococcus, GAS) wurde auf diese Art verankert, was die
Messung der Bindung des humanen Faktors H an immobili-
siertes Protein ermoglichte. Fiir die Entwicklung von Rea-
gentien zur chemoenzymatischen Synthese von Glycokonju-
gaten wurden immobilisierte [(-1,4-Galactosyltransferase
(thGalT) und a-1,3-Fucosyltransferase (rHFucT) aus He-
licobacter pylori kovalent an Alkylamin-Sepharosekiigelchen
befestigt. Diese Enzyme sind aktiv und wiederverwendbar,
wenn sie mit definierter Ausrichtung an der festen Oberfldche
verankert sind.’*!

9. Proteinexpression und -aufreinigung

Genetische Fusionen von Sortase mit anderen Proteinen
wurden zum Zwecke der Proteinaufreinigung durchgefiihrt.
Ein hochreines Protein mit einem zusitzlichen Glycinrest!®!]
wurde erhalten, indem Hexahistidin-markierte Sortase, ge-
folgt von LPETG, mit dem zu untersuchenden Protein linear
fusioniert wurde, durch Metallchelat-Affinitdtschromatogra-
phie an einer Nickelnitrilotriacetatmatrix (Ni-NTA-IMAC)
aufgereinigt wurde und zum Schluss durch Versetzen mit Ca™
und Triglycin von der festen Phase abgespalten wurde (Ab-
bildung 3). Mit dem Ziel einer allgemeinen Reinigungsme-

HQN- SrtA J@ Protein _)COOH
HNEB SrA ﬂé Protein__ JCOOH

Abbildung 3. Proteinaufreinigung mit Sortase A. Rekombinant expri-
mierte Proteine werden als Fusionsproteine hergestellt, die entweder
eine Hexahistidinmarkierung®' (His,, oben) oder ein Biotinakzeptor-
peptid® (AP, unten) enthalten, gefolgt vom katalytischen Zentrum der
Sortase, der LPXTG-Markierung und dem zu untersuchenden Protein.
Versetzen des immobilisierten Fusionsproteins mit Ca**-lonen und Oli-
goglycin stimuliert die Sortaseaktivitit. Das zu untersuchende Protein
wird als gereinigtes Produkt mit einem zusitzlichen N-terminalen Gly-
cinrest freigesetzt.

thode fiir die grofitechnische Proteinherstellung wurde diese
Methode an ein zellfreies Weizenkeim-Translationssystem
angepasst. Bei dieser Version wird die Hexahistidinmarkie-
rung durch ein Biotinakzeptorpeptid ersetzt (ein 15 Amino-
sdauren langes Peptid, das von der E.-coli-Biotinligase erkannt
wird), und die Proteine werden mit immobilisiertem Strep-
tavidin in Gegenwart von Calciumchelatoren gereinigt, um
eine vorzeitige Abspaltung zu vermeiden.®? Beide Methoden
fithren zu einem Zielprotein mit einem zusétzlichen Glycin-
rest am N-Terminus, eine Konfiguration, die fiir die N-ter-
minale Markierung durch Sortase sehr geeignet ist (Abbil-
dung 3).
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Sortase A von S. aureus ist ein sehr gut 16sliches Enzym,
das in hoher Ausbeute (>40 mgL~' Kultur) hergestellt wer-
den kann. Diese Eigenschaft wurde genutzt, um die Loslich-
keit von Proteinen durch Fusion mit einer Sortaseversion
ohne katalytischen Cysteinrest zu erhohen.[®!

10. Ausblick

In der mikrobiologischen Welt gibt es eine Vielfalt von
Sortasen mit unterschiedlichen Priferenzen fiir Spaltsequenz
und Nukleophil.®! Zum Beispiel akzeptieren die Pilin auf-
bauenden Sortasen die e-Aminogruppe eines Lysins in der
YPKN-Sequenz als Nukleophil, die Sortase A von S. Aureus
dagegen den N-Terminus von Glycinanhidngen. Sortase B
(SrtB) von S. aureus spaltet die NPQTN-Sequenz,®>%! wih-
rend SrtB von Bacillus anthracis die NPKTG-Sequenz spal-
tet®™ und meso-Diaminopimelinsiure als Nukleophil akzep-
tiert.®® I Noch befindet sich der Einsatz von Sortasen fiir die
Proteinmarkierung in seinen Anfdngen, allerdings sind die
Perspektiven vielversprechend, wenn die erforderlichen Re-
aktionsbedingungen und die Bedingungen fiir die Substrat-
erkennung erst einmal besser geklart sind. Mit dem Auf-
kommen zahlreicher Techniken zur gesteuerten Proteinevo-
lution wird sich vielleicht verbessern lassen, was uns die Natur
zur Verfiigung gestellt hat. In ihrem gewohnlichen biologi-
schen Zusammenhang verankert die Housekeeping-Sortase
strukturell sehr unterschiedliche Substrate in der Zellwand.""
Die einzige Anforderung fiir den Sortaseangriff scheint das
Vorhandensein des LPXTG-Pentapeptids zu sein. Dieser
Befund — zusammen mit der Tatsache, dass die Substrat-
erkennung primir eine Funktion der f6-B7-Schleife ist”>1 —
lasst vermuten, dass sich moglicherweise Versionen von Sor-
tase entwickeln lassen, die Peptidsequenzmotive komplett
orthogonal angreifen konnen. Wenn man die Vielfalt an
Sortasen in Betracht zieht, die verschiedene Ankerstrukturen
erkennen konnen,® 1 sollte die Entwicklung von Enzymen
moglich sein, die nichtnatiirliche Nukleophile akzeptieren.
Vorstellbar ist auch eine orthogonale Markierung verschie-
dener Proteine in einem Reaktionsansatz oder ihrer biologi-
schen Aquivalente in derselben Zellumgebung durch Kom-
bination von Sortasen unterschiedlicher Spezifitidt. Die Ge-
schwindigkeit der Sortasereaktion mit SrtA von S. aureus ist
bestenfalls méBig, wahrscheinlich weil das Gleichgewicht des
aktiven Zentrums auf der Seite des nichtaktiven, nichtioni-
sierten Cysteinrestes liegt. Zwar kann dieses Problem leicht
durch Verwendung groer Mengen an Sortase (und dadurch
einer groferen Gesamtmenge des katalysefihigen Enzyms)
iiberwunden werden, jedoch wire es von Vorteil, die Ge-
samtkinetik durch gesteuerte Proteinevolution zu verbessern.

Die Verwendung der Pilus bildenden Sortasen, die Iso-
peptidbindungen durch Polymerisation von Untereinheiten
aufbauen, sollte noch eingehender erforscht werden. Diese
Enzyme konnten von besonderem Interesse sein, da sie sich
entwickelt haben, um posttranslational kovalente Protein-
Protein-Bindungen zu bilden. Diese Eigenschaft konnte dazu
genutzt werden, um in vitro dhnliche Protein-Protein-Liga-
tionen durchzufithren und interne, exponierte Lysinreste als
ankommende Nukleophile zu nutzen. Da Isopeptidbindun-
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gen in vielen biologischen Prozessen vorkommen, z.B. im
Ubiquitinsystem, wire die Moglichkeit zur Bildung homo-
gener ortsspezifischer Isopeptidbindungen sehr niitzlich.

Ein interessante Frage ist, wie man die Hindernisse fiir die
intrazelluldare Markierung durch Sortase iiberwinden konnte.
Es ist moglich, die Sortase innerhalb lebender bakterieller
und eukaryotischer Zellen zu exprimieren — das Enzym faltet
sich richtig und ist aktiv."”! Das S.-pyogenes-Enzym, das keine
zweiwertigen Kationen benétigt, ist in Calcium-freien Kom-
partimenten aktiv, z.B. im Cytosol. Ahnlich dazu kénnen
Substrate, die ein exponiertes LPXTG-Motiv aufweisen,
leicht exprimiert werden und — abhéngig vom Protein — die
Lokalisierung und/oder Funktion ihrer unmodifizierten Va-
riante beibehalten. Wenn das Nukleophil fiir die Transpepti-
dierung genetisch als Teil eines Substratproteins kodiert ist,
wie im Fall von Zirkularisierungsreaktionen oder Protein-
Protein-Ligationsreaktionen, verlduft die Transpeptidierung
leicht™®! und fiihrt in Hefezellen, Saugetierzellen und Proka-
ryoten intrazelluldr zu zirkularisierten Proteinen. Der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt fiir die einfache Markie-
rung von C-Termini ist deshalb die Verfiigbarkeit eines exo-
genen Nukleophils im Zellinneren in Mengen, die hoch genug
sind, um das Transpeptidierungsprodukt biochemisch analy-
sieren zu konnen. Diese Begrenzung konnte dadurch iiber-
wunden werden, dass man eine der vielen Proteintransduk-
tionssequenzen des HIV-TAT-Proteins (TAT: Trans-Activa-
tor of Transcription) oder sonstiger Quellen am markierten
Nukleophil befestigt. Diese Moglichkeit vernachlassigt je-
doch den weiteren Verbleib nichtinkorporierter cytoplasmi-
scher Nukleophile und wurde bisher nicht in die Praxis um-
gesetzt. Andererseits wire es vielleicht moglich, die Sonden
irreversibel zuzufiihren, indem man die a-Aminogruppe und
andere Gruppen, die die Translokation ins Cytosol verhin-
dern, mithilfe von chemischen Gruppen temporér maskiert,
indem man chemische Gruppierungen einfiihrt, die sich durch
Esterasen, photochemisch oder im reduzierenden Milieu des
Cytoplasmas wieder abspalten lassen.

Ein wesentlicher Vorteil der Markierung mit Sortase ist,
dass die nukleophilen Sonden relativ leicht synthetisiert
werden konnen. Die meisten Sonden sind einfache, C-termi-
nale Glycinanhénge, die durch chemische Routinekupplun-
gen an einer festen Phase oder in Losung hergestellt werden.
Literaturdaten zeigen, dass viele derartige Sonden wahr-
scheinlich in gleicher Weise als Nukleophile mit einer gege-
benen Zielstruktur reagieren. Dies macht es moglich, eine
ganze Reihe von Biokonjugaten herzustellen, ohne die Not-
wendigkeit einer Neuoptimierung jedes einzelnen Konjugats.
Transportproteine, mit denen sich Bibliotheken von small
interfering RNA (siRNA) und Antikérper-Medikament-
Konjugaten zell- und gewebespezifisch verabreichen lassen,
konnten in Reichweite sein. Ein zusétzlicher Vorteil der
Sortasemethode liegt in der genauen Steuerbarkeit der Sto-
chiometrie des Markierungsprozesses, was quantitative Ar-
beiten zu solchen Biokonjugatbibliotheken sehr viel einfa-
cher machen sollte.

AuBlerdem ermoglicht es Sortase auch, die Orientierung
von Ligationspartnern zu steuern, was bei der Herstellung
von Protein-Protein-Konjugaten niitzlich sein konnte. Durch
Austausch der N-terminalen Glycine einer Einheit gegen das
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Sortasemotiv des Partnerproteins kann die Orientierung der
Untereinheiten umgekehrt werden. Durch klug entworfene
Sonden, die ,,Griffe* fiir bioorthogonale Reaktionen enthal-
ten (z.B. die Reaktion eines Azids mit einem Alkin, eines
Azids mit einem gespannten Cyclooctin oder eines Aldehyds
mit einer Aminooxygruppe), sollte es moglich sein, Proteine
aufzubauen, die kovalent in nichtnatiirlicher Topologie (N-N-
oder C-C-Verkniipfung) verbunden sind. Alternativ konnte
man zweistufige Transacylierungsprozesse mit den semi-or-
thogonalen SrtAgy,,,- und SrtAg,.,-Enzymen sowie passenden
Peptidsonden fiir N-N- oder C-C-Bindungen nutzen. Die
Sortasemethode eroffnet damit den Zugang zu Proteinbin-
dungen, die nicht in der Natur vorkommen. Ein Gebiet, das
von dieser Moglichkeit profitieren kann, ist die Konstruktion
spezieller Liganden zum Studium der Signaltransduktion in
Zellen. Es wire moglich, chimére, gefaltete Proteinliganden
zu entwerfen, die die Bindung und Heterodimerisierung ihrer
zugehorigen Rezeptoren einschrinken. Die leichte An-
wendbarkeit und die Flexibilitdt der Sortasemarkierungsme-
thode werden mit groBer Sicherheit noch weitere hochinter-
essante neue Forschungsbereiche erschliefen.
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