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Abstract: Artifizielle Funktionalisierungen von Proteinen
stellen sowohl in der angewandten als auch in der Grundla-
genforschung ein wichtiges Werkzeug dar und erweisen sich als
eine Herausforderung fiir Proteinchemiker. Aufgrund ihrer
nativen Regio- und Stereoselektivitit bieten enzymatische
Proteinmodifizierungen einen attraktiven Ansatz, jedoch ist
eine universelle Anwendung durch deren hohe Spezifitit be-
schrankt. Aufgrund der intrinsischen Reversibilitiit enzymati-
scher Reaktionen sind Proteinasen prinzipiell in der Lage auch
Ligationen zu katalysieren. Dies macht sie zu einem interes-
santen Werkzeug fiir spezifische Proteinkonjugationen. Wir
berichten iiber die FEntwicklung einer hochspezifischen
Trypsinvariante fiir die selektive N-terminale Modifizierung
von Proteinen. Die Reaktion verlduft mit quantitativen Pro-
duktausbeuten unter nativen Bedingungen. Wir zeigen, dass
die Variante eine ungeordnete Zymogen-ihnliche Aktivie-
rungsdomidne aufweist, die in Gegenwart geeigneter Substrate
in die aktive Konformation iiberfiihrt wird.

Die gezielte regiospezifische Modifizierung von Proteinen
steht im Fokus einer Vielzahl von Anwendungen sowohl in
der Grundlagen- als auch in der angewandten Forschung,
insbesondere fiir spektroskopische Untersuchungen von
Substratbindung, Faltungsprozessen,!'! Katalysemechanismen
und dynamische Konformationsinderungen® oder die Her-
stellung polymerkonjugierter therapeutischer Proteine.!
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Breite Anwendung finden trotz ihrer fehlenden Regiospezi-
fitdt chemoselektive Reagentien (z.B. Succinimide oder Ma-
leimide),” die in groBer Zahl kommerziell verfiigbar sind.
Durch die zahlreichen nukleophilen Aminosidurefunktiona-
litdten (z.B. Lysin- und Cystein-Seitenketten) entstehen bei
solchen Ansétzen sehr wahrscheinlich heterogene Produkt-
gemische mit unvorhersehbaren Eigenschaften. Solche reak-
tiven Funktionalitéten, z. B. Cysteine, lassen sich zwar mittels
ortsgerichteter Mutagenese in das Zielprotein einfiigen, al-
lerdings miissen dazu bereits vorhandene reaktive Seiten-
ketten ebenfalls ausgetauscht werden oder der genetische
Code fiir das Einfiihren von nichtproteinogenen Aminosiu-
ren mit orthogonaler Reaktivitit erweitert werden.” Trotz
enormer Fortschritte auf diesem Gebiet ist eine universelle
Anwendung dieser Verfahren hinsichtlich der Vielfalt der
einzufithrenden Funktionalititen begrenzt. Zudem sinken die
Ausbeuten an modifiziertem Protein aufgrund der intrazel-
luldren Toxizitdt vieler kiinstlicher Aminosidurederivate
sowie der benotigten hohe Konzentration derselben.

Fiir regio- und stereoselektive Modifizierungen von Pro-
teinen stellen Enzyme eine augenscheinliche Alternative dar,
zumal hierfiir ein breites Repertoire an potenziellen Kataly-
satoren von der Natur zur Verfiigung gestellt wird. Eine
universelle und einfache Anwendung insbesondere im pra-
parativen Mafstab wird jedoch durch die hohe Spezifitit, die
Notwendigkeit des Einsatzes synthetisch anspruchsvoller
Substrate sowie die oftmals komplexen Erkennungssequen-
zen, z.B. im Fall der Phosphopantheinyltransferase (11
Aminosduren) oder der Biotin-Ligase (15 Aminosduren),
verhindert.®! So erkennen Transglutaminasen spezifische
Glutamin-Seitenketten nur, wenn diese von ausgewdihlten
Aminoséduren flankiert sind und sich zudem in einer hoch-
flexiblen Region des Proteins befinden. Die Anwendung von
Sortase, ein prinzipiell vielversprechendes Enzym fiir selek-
tive Modifizierung von Proteinen mit einer Erkennungsse-
quenz von fiinf Aminosiuren, wird durch den hohen Uber-
schuss des Biokatalysators sowie des Modifizierungsreagen-
zes (bedingt durch die Reversibilitdt und niedrigen Wech-
selzahlen der katalytischen Reaktionen) stark einge-
schriankt,) obwohl diese Einschrankungen durch die
Verwendung von Depsipeptiden zumindest teilweise um-
gangen werden konnen.®!

Die Entwicklung einer universellen und flexiblen Me-
thode fiir die regioselektive Einfithrung kiinstlicher Funk-
tionalitdten in Proteine bleibt daher eine anspruchsvolle
Herausforderung. Der Amino-Terminus von Proteinen stellt
diesbeziiglich ein attraktives Ziel fiir derartige Modifizie-
rungen dar, da per Definition jede Proteinkette nur einen
einzigen N-Terminus besitzt. Aufgrund der Reversibilitét
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enzymatischer Reaktionen konnte eine Ligation am N-Ter-
minus durch Proteinasen erreicht werden, wie sie bereits fiir
die bakterielle IgA-Protease”” oder Subtiligase!'” demon-
striert werden konnte. Nichtsdestotrotz weisen Proteasen
jedoch einen generellen intrinsischen Nachteil auf: Die native
Hydrolysereaktion ist gegeniiber der Ligation stark bevor-
zugt, was eine sorgfiltige kinetische oder thermodynamische
Kontrolle der Reaktion unabdingbar macht. Eine Vielzahl
von Studien basierend auf Losungsmittel-, Substrat- und
Enzym-Engineering fokussiert auf eine Verbesserung der
Diskriminierung zwischen beiden Konkurrenzreaktionen.!'"]

Insbesondere das Substratmimetika-Konzept (z.B. der
Einsatz von Peptidyl-4-guanidinophenylestern (OGp), deren
Esterabgangsgruppe die Trypsin-spezifische Aminosédure
Arginin imitiert) ist vielversprechend, da es die Kniipfung
einer Vielzahl von sogar nichtpeptidischen Acylresten auf
Peptidsubstrate ermoglicht.['!

Hier berichten wir iiber eine Trypsinvariante (welche wir
Trypsiligase nennen), die eine ausgeprigte Priferenz fiir die
Tripeptid-Sequenz YRH (natiirliche Haufigkeit in bekannten
Proteinen der SwissProt-Datenbank: ca. 0.5%) aufweist.!"
Trypsiligase ist in der Lage, unter milden Reaktionsbedin-
gungen in einer Eintopfreaktion sowohl die Y-R-Bindung
innerhalb dieser Tripeptidsequenz zu spalten als auch diverse
Funktionalititen auf den neuen N-Terminus zu kniipfen.
Wesentlich fiir diese neuartige Proteolyse- und Ligationsse-
lektivitdt ist der Zymogen-dhnliche Charakter der Trypsili-
gase, wobei das Enzym seine Trypsin-dhnliche und damit
aktive Konformation erst nach Bindung spezifischer Sub-
strate erhélt. Die native Primérspezifitit fiir basische Ami-
nosédureseitenketten, welche in Zielproteinen sehr hiufig zu
finden sind und somit potenzielle Hydrolyseorte darstellen,
beruht auf der Aminosdure D189, welche sich am Boden der
S1-Bindungstasche des Wildtyp(wt)-Enzyms befindet.'
Trypsin D189K weist zwar eine geringe Esterase-Aktivitét
gegeniiber P1-Tyrosin-Seitenketten auf," ist proteolytisch
jedoch nahezu inaktiv. Wir postulieren, dass diese generelle
proteolytische Inaktivitdt durch zusétzliche Substratbin-
dungsstellen in sekundidren Bindesorten des Enzyms wieder-
hergestellt werden kann. Das Einbringen einer sauren Ami-
nosdure am Boden des S1'-Bindungsortes durch den K60E-
Austausch resultierte diesbeziiglich in einer Trypsinvariante
mit einer um zwei Groflenordnungen erhohten Aktivitit ge-
geniiber P1’-Arginin-Substraten im Vergleich zu Substraten
mit einer anderen Aminosiuren."'” Eine weitere zusitzliche
Substratbindestelle weist die Trypsinvariante N143H/E151H
auf. Diese zeichnet sich durch eine 350-fach hohere Aktivitét
gegeniiber Substraten mit P2'-Histidinresten aus.!'”)

Wir haben jede dieser individuellen Eigenschaften mit-
einander kombiniert und die resultierende Vierfach-Trypsin-
Variante K60E/N143H/E151H/D189K erzeugt (Trypsiligase;
Abbildung 1). In Hydrolysestudien unter Verwendung einer
Peptidbibliothek konnte die gewiinschte Spezifitit fiir die
Erkennungssequenz YRH bestétigt werden. Jegliche Ab-
weichung von dieser Sequenz resultierte in einer deutlichen
Abnahme der Kkatalytischen Effizienz (Abbildung S1).
Zudem ist die Trypsiligase in der Lage das Substratmimeti-
kum Acyl-4-OGp zu erkennen, sodass das mafgeschneiderte
Enzym zudem iiber ein synthetisches Potenzial verfiigen
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Abbildung 1. Trypsiligase-Design und -Aktivitit. a) Anderungen in den
Bindungsorten S1, S1’ und S2’ sowie die Einbindung der Sequenz
YRH. Die Spaltung der entsprechenden Bindung (geschwungene Linie)
wird durch das aktive S195 in Verbindung mit dem Oxyanionen-Loch
(Ruckgrat-Amide S195 und G193) erreicht. b) Acyltransfer des Benzoyl-
Glycyl-4-Guanidinophenylesters (Bz-Gly-OGp) auf AHAAG katalysiert
durch Trypsiligase in Gegenwart von Zn*" (-e-), Ni** (-m-) beziehungs-
weise der Trypsinvariante K60E/D189K in Gegenwart von Zn*" (-A-).
Die Analyse erfolgte HPLC-basiert. Bedingungen: 2 mm Bz-Gly-OGp,
15 mm AHAAG, 50 um Trypsinvariante, 100 um ZnCl, bzw. NiCl,.

sollte. Trypsiligase-katalysierte Acyltransferreaktionen auf
P2'-Histidin enthaltene Peptide konnen wie erwartet durch
Metall-Dikationen induziert werden, was eine kinetische
Reaktionsfithrung vereinfacht. Um die Effizienz des neuen
Biokatalysators auch gegeniiber Proteinsubstraten verifizie-
ren zu konnen, wurde die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerase
(PPlase) humanes Cyclophilin 18 (hCyp18) (Abbildung 2;
Abbildung S2), welche 13 Lysine, 6 Arginine sowie 4 Cysteine
enthilt, als Modellprotein ausgewihlt. Um eine effiziente
Reinigung des Proteins mittels Affinitédtschromatographie zu
ermoglichen, wurde hCypl8 neben der Erkennungssequenz
YRH auch mit einer zusétzlichen Affinitétsfusion Strep-tag II
am N-Terminus versehen.!"

Eine Inkubation der hCypl8-Variante mit Trypsiligase
resultierte in einer quantitativen Spaltung der Affinitéatsfusi-
on innerhalb einer Stunde (Abbildung 2b). Auch nach zehn-
stiindiger Inkubation konnte kein unerwiinschtes Spaltpro-
dukt detektiert werden. Im néchsten Schritt wurde dem Re-
aktionsansatz das Fluorophor AlexaFluor 532 in Form eines
4-Guanidinophenylester ~ verkniipften ~ Peptides  (Ac-
Cys(AlexaFluor 532)-Ala,-OGp; Abbildung S3) im dreifa-
chen Uberschuss zum hCyp18 zugesetzt. Der Acyltransfer auf
dessen N-Terminus wurde mittels UPLC kinetisch verfolgt
(Abbildung S4).
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Abbildung 2. Trypsiligase-katalysierte N-terminale Spaltung der Affinititsfusion und Modifizierung von humanem Cyclophilin 18. a) Schema der N-
terminalen Modifizierungsreaktion. b) Zeitverlauf der Trypsiligase-katalysierten Spaltung des Strep-tag-1I-Fusionspeptides verfolgt mittels SDS-
PAGE. M: Gréfenstandard; R: Referenz (Strepll-YRH-Cyclophilin18). Bedingungen: 100 um Strepll-YRH-Cyclophilin18, 10 um Trypsiligase, 50 pm
ZnCl,, 100 mm HEPES, 100 mm NaCl, 10 mm CaCl,, pH 7.8. c) ESI-Massenspektrum des Reaktionsansatzes zum Zeitpunkt t=1 h (berechnete
Masse fiir AlexaFluor-532-modifiziertes hCyp18: 19322 Da). d) SDS-PAGE des isolierten Produkts AlexaFluor-532-hCyp18. M: GréRenstandard; C:

Coomassie-Farbung; F: In-Gel-Fluoreszenz.

Eine vollstindige Modifizierung des hCyp18 konnte be-
reits innerhalb einer Stunde beobachtet und durch massen-
spektrometrische Analyse bestitigt werden (Abbildung 2c¢).
Die gereinigte AlexaFluor-532-derivatisierte hCyp18-Vari-
ante zeigte in Aktivititsmessungen eine zum Ausgangskon-
strukt unverdnderte katalytische Effizienz. Des Weiteren
zeigte der Fluoreszenzfarbstoff nach Einfithrung in das Pro-
tein keine Anderung in der Quantenausbeute auf, was darauf
hinweist, dass das Modifizierungsverfahren auch die Farb-
stoffeigenschaften nicht verdndert. Neben dem AlexaFluor
532 konnte auch das Fluorophor Tetramethylrhodamin re-
giospezifisch auf den N-Terminus des hCypl8 transferiert
werden, was in diesem Fall zusétzlich durch massenspektro-
metrische Fragmentierungsexperimente bestétigt werden
konnte (Abbildung S4). Um die Universalitit dieser Methode
zu unterstreichen, wurden zudem noch drei weitere Proteine
unterschiedlicher Grofle und Sekundirstruktur mit einer
Vielzahl von OGp-Estersubstraten umgesetzt (Abbildung S2,
S3 und S5). Die Inkubation der jeweiligen StrepII-YRH-Fu-
sionsproteine mit Trypsiligase fiihrte in jedem Fall zur selek-
tiven und quantitativen Spaltung der Affinitdtsfusion. Auch
der darauffolgende Acyltransfer ausgewéhlter Funktionali-
tdten wie Biotin oder Polyethylenglykol verlief selektiv und
mit quantitativen Produktausbeuten. Massenspektrometrisch
konnte die Identitét der erhaltenen Proteinderivate verifiziert
und die Bildung unerwiinschter Spalt- respektive Nebenpro-
dukte ausgeschlossen werden. Schlussendlich verfiigten
zudem alle modifizierten Proteine nach der Modifizierungs-
reaktion iiber unveridnderte katalytische Aktivitdt (Tabel-
le S1).

Trypsiligase kristallisierte in verschiedenen Kristallfor-
men, einschlielich der {iblichen trigonalen und orthorhom-
bischen Form, die zumeist fiir Trypsin beobachtet wird.["”]
Interessanterweise konnte fiir erstgenannte nur schwache
oder keine geordnete Elektronendichte fiir die Seitenketten
der Aminosduren I116-G19, G142-P152, L185-D194 und
S217-N223, welche das aktive Zentrum und die S1-Tasche
umgeben, beobachtet werden (Abbildung 3 a, Abbildung S6).
Diese Aminosdureseitenketten werden der Aktivierungsdo-
mine des Trypsinogens zugeordnet,” welche im Vorliufer-

Zymogen ungeordnet vorliegt und sich erst durch Entero-
peptidase-Spaltung zum aktiven Trypsin strukturiert, was
dem molekularen Mechanismus der Proteinase-Aktivierung
entspricht. Ansédtze, Zinkionen in diese Kristallform zu im-
plementieren, um eine Elektronendichte fiir die ,,Loops®,
welche die eingefiihrten Histidine tragen, zu erhalten, sind
fehlgeschlagen. Andererseits ist die Aktivierungsdoméne in
der orthorhombischen Form durchaus geordnet, obwohl diese
in der inaktiven Konformation vorliegt, was an der Wech-
selwirkung von D194 und H40 in der Zymogen-Triade deut-
lich wird.”"" | Soaking“-Experimente mit Zinkionen zeigen
eine deutliche Elektronendichte fiir das Dikation, welches
von N143H, E151H und K87* eines symmetrieverwandten
Molekiils koordiniert wird, obwohl keine signifikanten Um-
strukturierungen im Protein beobachtet wurden (Abbil-
dung 3b, Abbildung S6b).

Kokristallisation mit der Trypsininhibitor-Variante YRH-
Ecotin ergab Kristallformen bestehend aus vier Komplexen
in einer asymmetrischen FEinheit. Wihrend in jedem der
Komplexe ungeordnete Bereiche der Trypsiligase vorlagen,
nahm die Aktivierungsdoméne in drei der vier Komplexe eine
Trypsin-dhnliche aktive Konformation an (Abbildung 3c,
Abbildung S7), in der D194 mit dem N-Terminus 116 eine
Salzbriicke bildet, um das Oxyanionen-Loch zu formen,
welches fiir die Katalyse unabdingbar ist (durch korrekte
Ausrichtung der Riickgrat-Amide von G193 und S195).

Zusammenfassend weisen die Strukturanalysen darauf
hin, dass sich die Trypsiligase auch nach der Aktivierung in
einem Zymogen-idhnlichen und damit inaktiven Zustand be-
findet. Um dies zu priifen, wurden weitere Untersuchungen
zur Reaktivitit von Trypsin, Trypsinogen und Trypsiligase
gegeniiber dem Suizidsubstrat 4-(2-Aminoethyl)benzolsulfo-
nylfluorid (AEBSF), welches dhnlich wie PMSF kovalent und
hochspezifisch ausschliefllich an die reaktive Hydroxygruppe
aktiver Serinproteinasen bindet. Massenspektrometrische
Analysen zeigen deutlich, dass Trypsiligase unter den ver-
wendeten Bedingungen im Gegensatz zu Trypsin (vollstindig
modifiziert) und Trypsinogen (vollstindig unmodifiziert) nur
partiell durch AEBSF modifiziert wird (Abbildung S8). Diese
Indizien sprechen fiir den in Abbildung 3d gezeigten mole-
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Abbildung 3. Trypsiligase nimmt in Abwesenheit geeigneter Liganden eine Zymogen-ahnliche Struktur ein. a) Die Aktivierungsdomine ist in der
trigonalen Kristallform | ungeordnet. Geordnete Trypsiligase-Seitenketten sind als Cartoon und Stabmodell in blau dargestellt; zu beachten ist die
Interaktion zwischen den Seitenketten D194 und H40 (der ,,Zymogen-Triade“). Zum Vergleich ist Wildtyp-Trypsin in weifd dargestellt (gestrichelter
Cartoon/diinne Stibe; PDB-Nummer: TMTS). Der Inhibitor Benzamidin markiert die S1-Tasche. Aktivierung des Wildtyp-Trypsinogens fiihrt zu
einer Salzbriicke zwischen D194 und dem neu gebildeten N-Terminus 116, was in der Ausbildung des Oxyanionen-Loch (Riickgrat-Amide S195
und G193) und Umstrukturierungen in der S1-Tasche resultiert (am Boden durch D189 und die Disulfidbriicke C191-C220 begrenzt). b) Obwohl
Seitenketten der Trypsiligase-Aktivierungsdomine (cyan) in der orthorhombischen Kristallform 11 definiert sind, ist weder das Oxyanionen-Loch
noch die S1-Tasche fiir eine enzymatische Aktivitit korrekt positioniert. Die eingefiigte Bindestelle fiir Metallionen ist durch ein Zinkion besetzt,
wobei ein symmetrieverwandtes Molekiil den zusitzlichen Liganden zur Verfiigung stellt (K87%). c) Im Komplex mit dem Substrat-ghnlichen Inhi-
bitor YRH-Ecotin (griin) nimmt Trypsiligase seine aktive Konformation ein und die S1-Tasche ist mit der Tyrosin-Seitenkette besetzt. d) Der postu-
lierte Substrat-vermittelte Aktivierungsmechanismus fiir Peptidligationen: Trypsiligase hat eine Zymogen-dhnliche Struktur (Z: flexibles N-termina-
les Peptid, Wechselwirkung von D194 mit H40, gelb bzw. blau), die in Gegenwart YRH-enthaltener Substrate und Zinkionen in die aktive Konfor-
mation tberfiihrt wird (E: Salzbriicke zwischen D194 und 116, Bildung der S1-Tasche und des Oxyanionen-Lochs), um die Y-R-Bindung zu spalten.
Reaktive O-Guanidinophenylester kénnen das Enzym in seiner Zymogen(-dhnlichen) Konformation acylieren und werden aufgrund des gestérten
Oxyanionen-Lochs nur langsam hydrolysiert. Wir gehen davon aus, dass dieses in Gegenwart von Zinkionen und N-terminal RH-enthaltenen
Peptiden partiell gebildet wird (hypothetischer Zustand E*) wodurch die Aminolyse (Peptidligation) kinetisch bevorzugt ist.

kularen Mechanismus fiir die vorgestellte Ligationsreaktion.
Der Begriff Konformationsgleichgewicht zwischen Zymogen
und aktivem Enzym (Zymogenitit) ist fiir Trypsin-dhnliche
Serinproteinase-Familien bereits beschrieben.”” Im Unter-
schied zu Trypsin ist das Gleichgewicht zwischen ungeord-
neter inaktiver (Trypsinogen-dhnlicher) und geordneter ak-
tiver (Trypsin-dhnlicher) Struktur bei der Trypsiligase deut-
lich in Richtung zymogener (ungeordneter) Konformation
verschoben. Dieses Verhalten konnte auch fiir die Trypsin-
variante D189S beobachtet werden,™ was zu der Vermutung
fiihrt, dass der Aminosidureaustausch D189 K sowohl zu einer
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Destabilisierung der S1 als auch der Aktivierungsdoméne
fithrt. In der Tat bildet die Carboxy-Seitenkette von D189 im
Wildtyp-Trypsin Wasserstoffbriicken zu den Amidgruppen
von $190 (2.7 A), A221 (3.0 A) und G226 (3.5 A), die die S1-
Bindungstasche begrenzen — Wechselwirkungen, die durch
die Mutation zum Lysin in Trypsiligase nicht méglich sind.
Die Einpassung hochaffiner Substrate, welche die Erken-
nungssequenz YRH enthalten, verschiebt das Konforma-
tionsgleichgewicht, was ausreichend Energie liefert, um das
Enzym in die aktive Konformation zu zwéingen. Dadurch
findet eine Hydrolyse von Peptidsubstraten (nahezu aus-
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schlieBlich) in Gegenwart von YRH-enthaltenen Substratse-
quenzen statt. Auf der anderen Seite weist die Zymogen-
dhnliche Struktur in einem der vier Trypsiligase-Molekiile im
Komplex mit YRH-Ecotin darauf hin, dass diese Verschie-
bung hin zur Zymogen-dhnlichen Konformation unvollstén-
dig zu sein scheint. Das erklédrt weshalb der Transfer Enzym-
gebundener Acylreste auf spezifische Arg-His-Akzeptor-
peptide (Ligationsreaktion) gegeniiber dem Transfer auf
Wasser (Hydrolyse) bevorzugt ist. Da das gebildete Produkt
nicht mehr tiber eine intakte Erkennungssequenz verfiigt, ist
die Riickreaktion (Proteolyse) praktisch nicht existent, sodass
die Modifizierungsreaktion nicht nur quantitativ sondern
auch irreversibel verlauft.

Anderungen in der Integritit der Aktivierungsdomine
sind bekannte Phédnomene fiir Trypsin-dhnliche Proteinasen
und reichen vom ,aktiven Zymogen®“ beim gewebsspezifi-
schen Plasminogenaktivator® iiber die ,, An-aus“-Aktivie-
rung bei Trypsin/Trypsinogen®! bis zum dem Blutgerin-
nungsfaktor IXa, der bei fehlendem Kofaktor und Substrat
nahezu inaktiv ist.?!! Auch die Existenz von Intermediaten
solcher Enzymformen wurde bereits diskutiert.””! Des Wei-
teren ist bekannt, dass der Ubergang vom ungeordneten zum
geordneten Zustand im Wesentlichen reversibel ist: Trypsi-
nogen kann durchaus durch ausgeprigte Ligandbindung in
die aktive Konformation® und Trypsin durch Inaktivierung
durch Serpine in eine Zymogen-dhnliche Form gezwungen
werden.””!

Unseres Wissens stellt der beschriebene Katalysemecha-
nismus der Trypsiligase jedoch die erste Anwendung einer
Substrat-aktivierten Katalyse als erweiterte Form sowohl des
,Induced Fit*“ als auch der bereits bekannten Substrat-assis-
tierten Katalyse dar. Zu den iiblichen Vorteilen von Enzymen
(Aktivitat unter milden Reaktionsbedingungen mit strenger
Kontrolle der Regio- und Stereoselektivitit) ermoglicht der
hier beschriebene Mechanismus hochselektive Proteinmodi-
fizierungen. Basierend auf diesem Konzept ist zum einen die
Entwicklung orthogonaler Substrat-Ligase-Paare fiir spezifi-
sche Anwendungen denkbar sowie eine einfache Anpassung
an biotechnologische Prozesse moglich. Obwohl die akti-
vierte Form der Trypsiligase destabilisiert ist, profitiert der
Ansatz von der Robustheit des Wildtyp-Enzyms, was in einer
ausgeprigten Toleranz gegeniiber ausgewdhlten Additiven
und Reaktionsbedingungen resultiert. Bedingt durch die
hochrestriktive Spaltaktivitdt auf der einen Seite und die
quantitativen Produktausbeuten auf der anderen ermoglicht
der Trypsiligase-basierte Modifizierungsansatz die Kompati-
bilitdt mit bereits etablierten Methoden der Proteinexpressi-
on, wie z.B. die Spaltung von Affinitdtsfusionen und zeigt
einen neuen universellen Weg vom Gen zum modifizierten
Zielprotein auf (Abbildung S1d).

Schlussendlich ist es nicht undenkbar, dass die Natur
selbst sich dieses Prinzips als eine Art Erweiterung zur Ko-
faktor und Substrataktivierung, wie es fiir die Convertase
beschrieben ist,” in bislang unentdeckten enzymatischen
Reaktionen angeeignet hat.
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