
Proteinchemie
DOI: 10.1002/ange.201208863

Chemischer „Bypass“ des Intein-katalysierten N-S-Acyltransfers im
Proteinspleißen**
Jens Binschik und Henning D. Mootz*

Inteine sind selbst-prozessierende Proteindom�nen, die sich
in einem mehrstufigen Reaktionsweg, genannt Proteinsplei-
ßen, aus einem Vorl�uferprotein herausschneiden. Bei dieser
Reaktion werden die das Intein flankierenden Polypeptid-
sequenzen, die N- und C-terminalen Exteine, mit einer Pep-
tidbindung verkn�pft (Schema 1 A). Inteine bewirken nur
einen einfachen Reaktionsumsatz; sie verwenden allerdings
katalytische Strategien, die denen von Enzymen entsprechen.
Inteine haben vielf�ltige Einsatzgebiete in biotechnologi-
schen und proteinchemischen Anwendungen gefunden.
Wichtige Aspekte des Mechanismus des Proteinspleißens
sind aber noch nicht verstanden.[1] Besonders faszinierend ist
der N-S- (oder N-O) Acyltransfer an der stromaufw�rts vom
Intein gelegenen zu spaltenden Peptidbindung unter Bildung
eines Thioesters (oder Oxoesters); siehe Schema 1B. Diese
Umlagerung ist der erste Schritt des Proteinspleißens in
Standard-Inteinen[2] und wird vielfach f�r die Generierung
von Proteinthioestern genutzt.[3] Obwohl die Umlagerung
thermodynamisch nicht bevorzugt ist, sind daf�r keine Co-
faktoren oder Energie�quivalente erforderlich. Verschiedene
katalytische Mechanismen sind f�r diese Reaktion vorge-
schlagen worden, darunter die Destabilisierung des Grund-
zustands der zu spaltenden Peptidbindung, allgemeine S�ure-
Base-Katalyse zur Erhçhung der Nukleophilie der Cystein-
(oder Serin-)Seitenkette an der Position 1 des Inteins und die
Stabilisierung des tetraedrischen Intermediats durch Ausbil-
dung eines Oxyanionen-Lochs (Schema 1 B). Manche, even-
tuell sogar alle dieser Mechanismen kçnnen wahrscheinlich in
Kombination genutzt werden und in verschiedenen Inteinen
unterschiedlich stark zur Katalyse beitragen. Hier haben wir
einen neuartigen chemischen Ansatz verfolgt, um die Be-
deutung der Destabilisierung des Grundzustands mithilfe
eines Alkylsubstituenten am Stickstoffatom der zu spalten-
den Amidbindung zu testen (Schema 1B). Diese Strategie
wurde durch die aktuellen Entwicklungen von N-S-Umlage-
rungseinheiten inspiriert, die in der chemischen Synthese von
Peptidthioestern Verwendung gefunden haben.[4] Die vorge-
nommene chemische Manipulation beg�nstigte tats�chlich

den N-S-Acyltransfer, sogar soweit, dass ein normalerweise
essentieller Bestandteil des katalytischen Zentrums des In-
teins, das hochkonservierte Histidin im Block-B-Motiv,
funktionell ersetzt werden konnte. Zusammengenommen
verdeutlichen unsere Daten die Rolle des Histidins in der
Destabilisierung des Grundzustands und schließen andere
Modelle f�r die Rolle dieser Aminos�ure aus.

Eine Destabilisierung des Grundzustands der N-terminal
zum Intein gelegenen Peptidbindung wurde auf der Basis von
Strukturstudien vorgeschlagen; ihre direkte Untersuchung ist
jedoch schwierig. In zwei Kristallstrukturen von Inteinen
wurden Abweichungen der Konformation dieser Peptidbin-
dung von der �blichen trans-Konformation zur energetisch
ung�nstigeren cis-[5] bzw. einer verzerrten Konformation[6]

beobachtet (Schema 1 B). Eine NMR-Studie von Muir et al.

Schema 1. Grundzustandsdestabilisierung f�r den N-S-Acyltransfer.
Die gleichen mechanistischen �berlegungen gelten f�r cis-spleißende
Inteine. A) Schema des trans-Proteinspleißens. (ExN, ExC = N- und C-
terminale flankierende Exteinpolypeptidsequenzen; IntN, IntC = N- und
C-terminale Intein-Fragmente) B) Mechanismus der Thioesterbildung
mit vorgeschlagenen katalytischen Beitr�gen des Inteins. C) Vorge-
schlagene Rolle des Block-B-Histidins (His73 im Ssp DnaB-Intein) zur
Destabilisierung der zu spaltenden Peptidbindung. D) Chemische Akti-
vierung der zu spaltenden Peptidbindung durch N-Methylierung.
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an einem Mxe GyrA-Inteinvorl�uferprotein, das aktiv den N-
S-Acyltransfer katalysierte, ließ eine signifikante Verzerrung
der Peptidbindung vermuten.[7] Dabei war das hochkonser-
vierte Histidin des Block-B-Signaturmotivs (His 75 im Mxe
GyrA-Intein) entscheidend f�r den Effekt. Eine His75Ala-
Mutante war inaktiv in der Thioesterbildung und zeigte auch
keine messbare konformationelle Verzerrung der Peptidbin-
dung.[7] Block B ist eines der konservierten Sequenzmotive in
Inteinen.[1a] Eine Schl�sselrolle des Block-B-Histidins im N-
S-Acyltransfer wurde bereits aus vielen Kristallstrukturen
abgeleitet (z. B. Lit. [5,6, 8]), da es typischerweise in einer f�r
eine Wasserstoffbr�ckenbindung geeigneten Entfernung zum
Amid-Stickstoffatom der zu spaltenden Bindung lokalisiert
ist (Schema 1C). Eine Mutation des Histidins zu Alanin
blockiert den N-S-Acyltransfer in den meisten Inteinen und
inhibiert ihn deutlich in anderen.[9] Daraus folgt, dass der
Beitrag des Histidins nicht essentiell sein muss, wenn andere
Mechanismen, wie z. B. die Stabilisierung des Oxyanions des
tetraedrischen Intermediates,[9,10] einen grçßeren Anteil
haben. Dennoch ist diese Aminos�ure die am hçchsten kon-
servierte Aminos�ure aller Inteinsequenzen.[10, 11] Das weit
verbreitete Modell f�r das Block-B-Histidin postuliert einen
Beitrag zum N-S-Acyltransfer durch Destabilisierung der zu
spaltenden Peptidbindung. Es wird angenommen, dass dies
durch eine Polarisierung und schließlich eine Protonierung
der Amino-Abgangsgruppe des Oxythiazolidin-Anion-Inter-
mediats geschieht (Schema 1 B).[7, 10] Allerdings gibt es bis auf
die oben genannte Studie[7] keinen direkten biochemischen
Nachweis f�r dieses Modell. In den meisten Studien wurden
nur inaktivierende Mutationen eingef�hrt. Dar�ber hinaus
haben Belfort, Wang et al. k�rzlich eine zweifache Rolle des
Block-B-Histidins vorgeschlagen. In pKS-Messungen zeigte
sich eine Ver�nderung zwischen einem Vorl�uferprotein, dem
das C-Extein fehlte, und dem gespleißten Intein. Daraus
schlossen sie, dass das Histidin im Vorl�uferprotein zuerst das
katalytische Cystein f�r den nukleophilen Angriff deproto-
niert und dann die Amino-Abgangsgruppe protoniert.[12] Eine
Stabilisierung des Thiolat-Anions kçnnte nachgeordnet vom
gut konservierten Aspartat des Block F bewirkt werden.[13]

Eine weitere f�r das Block-B-Histidin vorgeschlagene Rolle
ist die Stabilisierung des Oxyanions des tetraedrischen In-
termediats w�hrend des N-S-Acyltransfers im Sce VMA-
Intein (Schema 1 B).[14] Demzufolge bleibt die genaue Rolle
des Block-B-Histidins noch unklar.

Eine weitere Schwierigkeit bei der Interpretation der
Strukturstudien entsteht dadurch, dass in den meisten Kris-
tallstrukturen von Inteinen an der betreffenden Position die
ungespannten, normalen Peptidbindungen in trans-Konfor-
mation gefunden wurden[8c,14, 15] und damit die Bedeutung
einer Peptidbindungsverzerrung in Frage gestellt werden
kann. Ein grunds�tzliches Problem in allen bisherigen
Strukturstudien ist zudem, dass stets mutierte oder verk�rzte
Inteinvarianten verwendet wurden, um Proteinspleißen oder
Spaltungsreaktionen dieser selbst-prozessierenden Proteine
zu verhindern. Auch in der oben diskutierten NMR-Studie[7]

wurde ein Inteinvorl�uferprotein verwendet, das nicht der
Lage war, Proteinspleißen zu katalysieren, da das C-Extein
entfernt und ein Teil des katalytischen Zentrums mutiert war.
Solche Ver�nderungen kçnnten die Struktur des katalyti-

schen Zentrums und die r�umliche Ausrichtung der beteilig-
ten Aminos�uren entscheidend ver�ndern. Insgesamt ver-
deutlichen diese �berlegungen die Schwierigkeit des Studi-
ums eines einzelnen Reaktionsschrittes bzw. des Katalyse-
mechanismus von Inteinen. Ideal w�re eine nur minimale
Ver�nderung ohne grçßere strukturelle Auswirkungen, die
den Spleißmechanismus im Prinzip intakt l�sst.

Hier war unser Ziel, den Beitrag einer Grundzu-
standsdestabilisierung f�r den N-S-Acyltransfer durch Ein-
f�hrung einer subtilen chemischen Ver�nderung in der akti-
ven Tasche eines Inteins zu untersuchen. Unsere Arbeits-
hypothese bestand darin, dass eine N-Methylgruppe an der N-
terminalen Spleißstelle die zu spaltende Peptidbindung durch
Grundzustandsdestabilisierung schw�chen sollte (Sche-
ma 1B). Wenn eine Destabilisierung ein wichtiger Teil der
katalytischen Strategie eines Inteins ist, dann sollte ein posi-
tiver Effekt auf den N-S-Acyltransfer durch eine solche
Ver�nderung zu erwarten und messbar sein.

Eine N-Alkylierung verschiebt das thermodynamische
Gleichgewicht zwischen trans- und cis-Peptidbindungen zu-
gunsten des energiereicheren cis-Konformers, da die Energie
der trans-Form angehoben wird (Schema 1B). Dieser Effekt
ist f�r Prolin, die einzige proteinogene Iminos�ure, wohlbe-
kannt. In Aminoacylprolyl-Peptidbindungen liegt das trans/
cis-Verh�ltnis typischerweise nur bei ca. 4:1, w�hrend es bei
einer normalen Peptidbindung ca. 1000:1 betr�gt. Eine N-
Alkylierung hebt die Energie des trans-Konformers durch
sterische Effekte an und resultiert in �hnlicheren Interkon-
versionsraten zwischen den beiden Isomeren.[16] N-alkyliertes
Cystein wurde bereits als schaltbarer Baustein f�r die che-
mische Synthese von Peptidthioestern im Zusammenhang mit
Anwendungen in der nativen chemischen Ligation verwen-
det.[4, 17] Der N-S-Acyltransfer einer so geschw�chten Amid-
bindung wird durch einen niedrigen pH-Wert herbeigef�hrt,
vermutlich weil das sekund�re Amin durch seine hçhere
Basizit�t leichter protoniert und so die R�ckreaktion ver-
hindert wird.

Um die nichtnat�rliche Methylierung des Peptidr�ckgrats
in das katalytische Zentrum des Inteins einzubauen, haben
wir ein semisynthetisches gespaltenes Ssp DnaB-Intein ver-
wendet, in dem die betreffende Peptidbindung ein Teil des
synthetischen Peptids ist (siehe Abbildung 1 f�r alle ver-
wendeten Konstrukte). Diese Inteinvariante wurde bereits
zuvor durch eine k�nstliche Spaltung des Inteins zwischen
den Aminos�uren 11 und 12 generiert und besteht aus einem
kurzen N-terminalen Fragment (IntN) aus 11 und einem l�n-
geren C-terminalen Fragment (IntC) aus 143 Aminos�uren.[18]

IntN-Peptide mit einer kurzen flankierenden Sequenz sind
leicht durch Peptidfestphasensynthese zug�nglich. Wie in
Abbildung 1 dargestellt, assoziieren sie spontan mit IntC-Fu-
sionsproteinen. Der Komplex faltet in die aktive Konforma-
tion und f�hrt zum semisynthetischen Spleißprodukt (SP) und
den abgetrennten IntN- und IntC-Fragmenten. Das unmethy-
lierte Kontrollpeptid Fl-KKESG-CISGDSLISLA-OH (1; zu
spaltende Peptidbindung kursiv; Fl = 5(6)-Carboxyfluores-
cein) wurde unter Verwendung einer Standard-Fmoc-
Schutzgruppenstrategie synthetisiert. Die Inkubation mit re-
kombinant produziertem IntC-Trx-His6 (Konstrukt 2) f�hrte
zu 76 % Spleißausbeute (Abbildung 2), in �bereinstimmung
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mit fr�heren Ergebnissen.[18b] Die Mutation des hochkonser-
vierten Block-B-Histidins (His73Ala; Konstrukt 3) unterband
wie erwartet die Spleißproduktbildung praktisch vollst�ndig,
w�hrend die C-terminale Spaltung (Abbildung 1) in leicht
erhçhtem Maße auftrat (Abbildung 2). Diese Nebenreaktion
entsteht durch verfr�hte Cyclisierung des Asparagins an der
C-terminalen Spleißstelle und zeigte in diesem Zusammen-
hang, dass das mutierte IntC-Fragment im rekonstituierten
Inteinkomplex insgesamt eine korrekte Struktur angenom-
men hat. Die ausgebliebene Spleißaktivit�t war also eine
Konsequenz der fehlenden Histidin-Seitenkette. In �berein-
stimmung mit diesem Ergebnis hatten wir im Zusammenhang
mit der Untersuchung eines IntC-Fragments, bei dem zwei
zus�tzliche Mutationen (His73Ala, Asn154Ala, Ser + 1Ala;
Konstrukt 4) zur Blockierung der C-terminalen Spaltung
eingef�hrt wurden, bereits gezeigt, dass eine His73Ala-Mu-
tante zur Inaktivierung des N-S-Acyltransfers f�hrt.[18b] Zu-
sammengenommen st�tzen diese Befunde, dass das His73 des
Block B, im Einklang mit anderen Inteinen, eine entschei-
dende Rolle in der Aktivierung der Peptidbindung an der N-
terminalen Spleißstelle spielt.

Als n�chstes synthetisierten wir das Peptid 1-Me mit N-
Methylcystein anstelle des katalytischen Cys1 (Abbildung 1).
Dieser nichtnat�rliche Baustein wurde als Fmoc-N-MeCys-
(Trt)-OH in der Peptidsynthese eingebaut. Bei Inkubation
von 1-Me mit Protein 2 konnten jedoch nur marginale
Mengen des Spleißproduktes (< 1%) detektiert werden. Die
effiziente Bildung des Produktes der C-terminalen Spaltung
(> 85%) zeigte aber, dass das rekonstituierte Intein insge-
samt richtig gefaltet war (Abbildung 2). Deshalb haben wir
spekuliert, dass der Verlust der Spleißaktivit�t durch eine
ungew�nschte lokale Hinderung mit der zus�tzlichen Me-
thylgruppe hervorgerufen wurde. Der beste Kandidat f�r eine
solche Interaktion war das katalytisch essentielle His73 selbst,

da es in Abstand von nur 2.7 � (einer f�r die Bildung einer
Wasserstoffbr�cke geeigneten Entfernung) zum Amid-Stick-
stoffatom des Cys1 zu finden ist.[8c] Deshalb haben wir Peptid
1-Me mit der His73Ala-Mutante 3 inkubiert (Schema 1D). In
dieser Kombination war tats�chlich robustes trans-Protein-
spleißen mit 40% Ausbeute zu beobachten. Auch die Reak-
tionsgeschwindigkeit nahm gegen�ber dem urspr�nglichen
System nur geringf�gig ab (Abbildung 2A). Es traten zudem
ca. 42 % C-terminale Spaltung auf, sodass die Menge des
aktiven Inteins vergleichbar war mit der Kombination 1 + 2
und insgesamt 80-85% betrug (Abbildung 2B). Die IntN-
Peptide 1 und 1-Me verhielten sich also in Kombinationen mit
dem nativen IntC-Fusionsprotein 2 und dessen His73-Mutante
3 hinsichtlich ihrer Spleißaktivit�ten reziprok (Abbil-
dung 2B). Diese Ergebnisse zeigen, dass die N-Methylierung
der zu spaltenden Peptidbindung tats�chlich vorteilhaft f�r
den N-S-Acyltransfer ist; sogar in dem Maße, dass das Block-
B-Histidin funktionell ersetzt werden kann.

Um zu kl�ren, zu welchem Zeitpunkt die N-Methylierung
zur Aktivierung des N-S-Acyltransfers beigetragen hat,
wurden Kontrollreaktionen durchgef�hrt. Anhand des be-
kannten Effekts von N-Alkylcystein als schaltbarer Baustein
war es denkbar, dass das Peptid 1-Me bereits in Form des
Thioesters in das aktive Zentrum kam. In diesem Fall w�re
eine Inteinkatalyse des N-S-Acyltransfers nicht mehr not-
wendig. Wir haben daher Kontrollen durchgef�hrt, in denen
1-Me bei pH 7.0 zur Thioesterspaltung mittels Thiolyse mit

Abbildung 1. Verwendete Konstrukte und Reaktionsschemata. Das
k�nstliche gespaltene semisynthetische Ssp DnaB-Intein besteht aus
einem kurzen IntN-Fragment (11 Aminos�uren), welches das katalyti-
sche Cys1 enth�lt, und einem l�ngeren IntC-Fragment (143 Aminos�u-
ren). Die unterstrichene Peptidsequenz entspricht dem IntN-Fragment.
Trx diente als Modellprotein f�r die Fusion. Gezeigt sind mçgliche Re-
aktionen. Die berechneten Massen betragen: Proteine 2, 3 = 30.3 kDa;
Protein 4 = 30.2 kDa; IntC = 16.7 kDa; IntC (H73A)=16.6 kDa;
Trx = 13.7 kDa. (Fl: 5(6)-Carboxyfluoreszein; SP =Spleißprodukt;
Trx = Thioredoxin mit Hexahistidin-Tag); S+ 1A =Mutante mit Alanin
an Position + 1 anstelle von Serin im nativen Protein. Abbildung 2. trans-Proteinspleißen. Die Reaktionen wurden mit den

IntN-Peptiden 1 oder 1-Me (60 mm) und den IntC-Konstrukten 2 oder 3
(20 mm) bei pH 7.0 und 25 8C f�r 24 h durchgef�hrt. A) Gezeigt sind
SDS-PAGE-Gele, die mit Coomassie-Brillantblau gef�rbt (oben) bzw.
unter UV-Licht angeregt wurden (Ausschnitte unterhalb). SP steht f�r
das Spleißprodukt Fl-KKESG-Trx-His6, und Trx markiert das C-terminale
Spaltungsprodukt Trx-His6. B) Quantifizierung der Bildung des SP
(schwarz) und des C-terminalen Spaltungsprodukts (weiß) durch den-
sitometrische Analyse. (* = Proteinkontamination).
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verschiedenen Thiolen inkubiert wurde, jeweils in Anwesen-
heit oder Abwesenheit der IntC-Mutante 4. Wie zuvor er-
w�hnt, ist diese Mutante in allen katalytischen Schritten nach
Intein-Fragmentassoziierung blockiert und erlaubt somit die
isolierte Untersuchung der unkatalysierten Thioesterbildung
und -spaltung. Das Peptid 1-Me allein war in Gegenwart von
50 mm DTT fast vollst�ndig stabil (> 90%), wohingegen bei
Zugabe von 4 bereits 2 mm DTT ausreichten, um eine voll-
st�ndige Spaltung der Peptidbindung an der N-terminalen
Spleißstelle zu erreichen (Abbildung 3A). Die geringe Spal-
tung in Abwesenheit des Proteinpartners kçnnte mit einem
geringen Ausmaß an spontanem N-S-Acyltransfer erkl�rt
werden. Das unmethylierte Peptid 1 war dagegen vollst�ndig
stabil unter den beiden gleichen Bedingungen (Abbil-

dung 3B). Zusammenfassend kann daraus geschlossen
werden, dass die zu spaltende Peptidbindung des freien
Peptids 1-Me in der Amidform vorlag. Der Kontext des ge-
falteten Inteins ist auch im Falle dieses Peptids f�r einen ef-
fizienten N-S-Acyltransfer erforderlich.

Die bekannten chemischen N-Alkylbausteine werden bei
niedrigem pH-Wert anstelle des hier verwendeten neutralen
pH-Wertes geschaltet; typischerweise mit 20 % (v/v) 3-Mer-
captopropions�ure (MPA) bei pH� 2.[4b] Um zu kontrollie-
ren, dass die Sequenz von 1-Me eine solche Induktion nicht
unterbindet, wurden diese Versuchsbedingungen ebenfalls
getestet. Dabei wurde in Abwesenheit von 4 eine vollst�ndige
Spaltung von 1-Me beobachtet, w�hrend das unmethylierte
Peptid 1 vollkommen stabil blieb (Abbildung 3).

Unsere Ergebnisse lassen mehrere R�ckschl�sse auf den
Mechanismus des Proteinspleißens durch das Ssp DnaB-

Intein zu: 1) Die N-Methylierung der Peptidbindung an der
N-terminalen Spleißstelle ermçglicht den N-S-Acyltransfer in
Abwesenheit des ansonsten essentiellen Block-B-Histidins.
Dieser Befund st�tzt das Modell, nach dem die Grundzu-
standsdestabilisierung einen wichtigen Teil der Katalyse dar-
stellt, da durch die N-Methylierung im Vergleich zur unmo-
difizierten Peptidbindung das cis-Konformer bzw. eine ver-
zerrte Bindung energetisch beg�nstigt wird. Er bekr�ftigt
auch die Annahme, dass das Block-B-Histidin eine wichtige
Rolle in der Grundzustandsdestabilisierung spielt; vermutlich
durch Koordination des Stickstoffatoms der betreffenden
Peptidbindung (Schema 1C). 2) Unsere Beobachtungen
zeigen auch, dass dies die einzige wichtige Rolle des Histidins
im N-S-Acyltransfer ist. F�r das Mtu RecA-Intein wurde eine
weitere Rolle dieses Restes als allgemeine Base zur Depro-
tonierung der Thiolseitenkette des katalytischen Cys1 vor-
geschlagen.[12] Dies kann als wichtiger Teil des Mechanismus
ausgeschlossen werden, zumindest f�r das hier untersuchte
Ssp DnaB-Intein, wenn man annimmt, dass die Deprotonie-
rung der N-MeCys-Thiolseitenkette dieselbe Base erfordert.
Diese Schlussfolgerung ist auch im Einklang mit unserem
fr�heren Ergebnis, dass eine Substitution des Cys1 zu Ho-
mocystein einen effizienten N-S-Acyltransfer erlaubte,
obwohl die relative Positionierung der Thiol- und Imidazol-
gruppen durch die zus�tzliche Methylengruppe ver�ndert
gewesen sein sollte.[19] Unser Modell l�sst sich ebenfalls mit
dem ungewçhnlich niedrigen pKS-Wert f�r das Histidin in
einem gespleißten Intein in �bereinstimmung bringen,[12] der
sich durch die r�umliche N�he zu dem protonierten freien
Aminoterminus des Inteins ergeben w�rde. 3) Unsere Daten
zeigen, dass das Block-B-Histidin auch f�r die nachfolgenden
Schritte des Proteinspleißens oder die Koordinierung der
einzelnen Reaktionen nicht wichtig sein kann, denn die
His73Ala-Mutante 3 katalysierte Proteinspleißen mit Peptid
1-Me in guten Ausbeuten und Geschwindigkeiten. Es muss
daher die Rekonstituierung des ann�hernd vollst�ndig akti-
ven Inteins mçglich gewesen sein. Die hier vorgeschlagene
Rolle des Block-B-Histidins sollte allgemeing�ltig sein, wenn
man seine hohe Konservierung in der Prim�rsequenz und die
hohe strukturelle Konservierung des aktiven Zentrums von
Inteinen ber�cksichtigt. Dennoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass andere Inteine, wie z. B. das Mtu RecA-Intein,
leicht unterschiedliche Mechanismen verfolgen.

Interessanterweise haben Perler et al. in einer sehr aktu-
ellen Studie das Tko CDC21-1-Intein als Vertreter einer
kleinen Gruppe von Inteinen untersucht, denen das Block-B-
Histidin fehlt. Mutationsanalyse und Strukturmodellierung
f�hrten zu dem Modell, dass in diesem Fall der durch das
fehlende Histidin herbeigef�hrte Reaktivit�tsverlust durch
die Stabilisierung des Oxyanions im tetraedrischen Interme-
diat (Schema 1B) mittels eines spezifischen Lysins ausgegli-
chen werden kann.[10] Unsere Ergebnisse lassen sich ebenfalls
als ein Alternativmechanismus interpretieren, um den Verlust
des Histidins zu kompensieren und das Spalten der Peptid-
bindung f�r den N-S-Acyltransfer zu ermçglichen, jedoch
mithilfe eines k�nstlichen, chemischen „Bypass“.

In einer �bergreifenden Betrachtung l�sst sich feststellen,
dass auch die chemischen Syntheseprotokolle f�r die Gene-
rierung von Peptidthioestern durch N-S-Acyltransfer-Reak-

Abbildung 3. Thioesterbildung und -spaltung. Gezeigt sind die Chro-
matogramme einer Analyse der Reaktionsans�tze mittels Umkehrpha-
sen-HPLC. Die angegebenen Kombinationen der IntN-Peptide (15 mm)
und des mutierten IntC-Konstrukts (30 mm) wurden bei pH 7.0 und
25 8C f�r 24 h in Gegenwart der angegebenen Thiole inkubiert und an-
schließend zur Entfernung des Proteins 4 aufgekocht. Die markierten
Signale wurden nachfolgend durch Analyse mittels MALDI-TOF-Mas-
senspektrometrie identifiziert (nicht gezeigt). Obwohl die ExN-Signale
klar erkennbar sind, konnten nur Spuren des IntN-Fragments nachge-
wiesen werden; wahrscheinlich aufgrund von Copr�zipitation mit 4. Zu
beachten ist, dass alle Peptide mit Fl (=5(6)-Carboxyfluorescein)
wegen der beiden Regioisomeren als Doppelsignal erscheinen.
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tionen ohne eine Protein-vermittelte Katalyse auskommen
m�ssen.[20] Diese beinhalten die erw�hnten, schaltbaren N-
Alkylcystein-Bausteine,[4] Cysteinylprolyl-Ester-Einheiten,
um den Zustand des gebildeten Thioesters zu arretieren,[21]

und sogar besonders reaktive Peptidbindungen, wie Gly-Cys,
Cys-Cys und His-Cys.[22] Diese pr�parativen Routen funktio-
nieren alle am besten bei niedrigem pH-Wert, was auf die
Bedeutung der Protonierung zur Verlangsamung des reversen
S-N-Acyltransfers hindeutet. Erstaunlicherweise ist die Cys-
teinseitenkette unter diesen Bedingungen protoniert, im
Einklang mit unserem Vorschlag, dass eine generelle Base zur
Thioldeprotonierung auch f�r die katalytische Route der In-
teine nicht erforderlich sein kçnnte. Die Aktivierung der zu
spaltenden Peptidbindung durch das Block-B-Histidin wird
deshalb wahrscheinlich durch Einf�hrung von Spannungs-
energie mittels elektronischer Effekte – von der Polarisierung
des Amids bis zur Protonierung der Amino-Abgangsgruppe
(Schema 1B–C) – oder aber durch sterische Effekte hervor-
gerufen.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass das katalytisch
essentielle Block-B-Histidin durch eine N-Methylierung des
Cysteins an der N-terminalen Spleißstelle funktionell ersetzt
werden kann. Dabei ist wichtig, dass das ver�nderte Intein, im
Gegensatz zu anderen Studien, immer noch zum Protein-
spleißen in der Lage war. Somit haben wir klare Hinweise f�r
die Bedeutung des Histidins im N-S-Acyltransfer sammeln
kçnnen. Wir kçnnen zudem andere mçgliche Rollen dieser
Aminos�ure ausschließen. Diese Arbeit unterstreicht auch
die St�rke der Einf�hrung von subtilen chemischen Modifi-
kationen im aktiven Zentrum eines Proteins f�r mechanisti-
sche Studien.
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