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Abstract: Wir prisentieren eine neue Strategie zur spurlosen
Aufreinigung und synthetischen Modifikation von durch
native chemische Ligation erzeugten Peptiden und Proteinen.
Die Strategie umfasst die Immobilisierung eines photospalt-
baren semisynthetischen Biotin-Protein-Konjugats an Strepta-
vidin-Agarosepartikel, wodurch aufwendiges Umpuffern ver-
mieden und iiberschiissiges Peptid und Additive entfernt
werden konnen. Eine Desulfurierung der immobilisierten
Peptide und Proteine liefert nach Abspaltung die gewiinschten
Tag-freien Produkte. Mit dieser Methode konnte Alzheimer-
relevantes Tau-Protein aus einer komplexen EPL-Mischung
und dreifach phosphoryliertes C-terminales Tau-Peptid isoliert
werden.

Die Methoden der nativen chemischen Ligation (NCL) und
der Ligation an exprimierte Proteine (EPL; expressed protein
ligation) haben den Zugang zu Proteinen mit posttranslatio-
nalen Modifikationen revolutioniert.!! Beide Ligationen sind
chemoselektiv und beginnen mit der Reaktion zwischen
einem N-terminalen Cystein eines Peptids und einem C-ter-
minalen Thioester eines anderen Peptids, gefolgt von einer
intramolekularen Umlagerung unter Bildung einer Amid-
bindung. Da mindestens eines der beiden Fragmente syn-
thetisch generiert werden kann, konnen so posttranslationale
Modifikationen oder andere funktionale Markierungen ein-
gefithrt werden. NCL und EPL ebneten den Weg zu einem
tiefgreifenden Verstindnis von Proteinenfunktionen,” zum
Protein-Design,”! zur Bestimmung komplexer Proteinstruk-
turen durch NMR-™ und Réntgenspektroskopie,”! und sie
ermoglichten Einblicke in die Rolle posttranslationaler Mo-
difikationen in komplexen biologischen Prozessen.” Trotz
dieser Erfolge konnen die Durchfithrungs- und Aufreinigs-
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schritte von NCL- und EPL-Reaktionen zeitraubend und
unergiebig sein, besonders wenn nach der Ligation noch
weitere chemische Schritte mit wechselnden Reaktionsbe-
dingungen folgen, etwa eine Desulfurierung, um ein Cystein
durch ein Alanin an der Ligationsstelle zu ersetzen. Nicht-
native Thiole konnen entweder durch heterogene reduktive!”!
oder homogene radikalische!® Bedingungen desulfuriert
werden. Insbesondere homogene radikalische Desulfurie-
rungen finden hiufig Anwendung in der Proteinsynthese
aufgrund der milden Reaktionsbedingungen und guten Aus-
beuten, die jedoch bei Nutzung von Ubergangsmetallen
durch Adsorption drastisch sinken. Allerdings werden bei der
Desulfurierung ein Pufferaustausch und eine intermedidre
HPLC-Aufreinigung benotigt. Obwohl eine Eintopf-Ligati-
on/Desulfurierung in Anwesenheit von iiberschiissigen Al-
kylthiolen wie 2-Mercaptoethansulfonat (MESNa) oder
Glutathion moglich ist, versagt dieses Protokoll bei stark
aktivierenden Arylthiolen wie Thiophenol oder 4-Mercapto-
phenylessigsdure (MPAA), da diese als Radikalfanger fun-
gieren und mit der Desulfurierung konkurrieren.”’ So wurden
einige Methoden entwickelt, um Arylthiole aus Ligations-
mischungen zu entfernen, sodass eine Eintopf-Ligation/De-
sulfurierung ermoglicht wird. Beispiele sind die Fliissig/fliis-
sig-Extraktion von iiberschiissigem Thiophenol mit Die-
thylether und Festphasenextraktionen.!'”! In diesem Zusam-
menhang setzten Brik et al. einen difunktionellen Arylthiol-
Katalysator ein, der mithilfe eines Aldehyd-Harzes entfernt
werden konnte.""! In einem anderen Verfahren verwendeten
Payne et al. stark aktivierendes Trifluorethanthiol (TFET) als
Additiv, das nicht mit der Desulfurierung konkurriert.'" Eine
neuere Methode ist die sukzessive Anwendung von NCL und
Desulfurierung an fester Phase, bei der nach Behandlung mit
Trifluoressigsdure (TFA) Cystein-freies Ligationsprodukt er-
zeugt wird.["¥)

FEine Herausforderung bei EPL-Reaktionen ist der ge-
ringe GroBenunterschied zwischen dem ligierten Protein und
dem exprimierten Proteinsubstrat, was eine Aufreinigung
durch konventionelle chromatographische Methoden er-
schwert. So bietet HPLC-Chromatographie zwar eine relativ
hohe Sensitivitdt der Trennung, erfordert jedoch den Einsatz
von organischen Losungsmitteln, was speziell fiir gefaltete
Proteine ungiinstig sein kann. Affinitits-Tags sind hiufig
verwendete Alternativen;'¥ allerdings sind diese Tags oft
schwierig synthetisch einzufiihren (z.B. His-Tag) oder ver-
bleiben kovalent am semisynthetischen Produkt und beein-
flussen so moglicherweise die Struktur und Funktion des
Proteins. Infolgedessen wurden spurlos spaltbare Tags ent-
wickelt, welche die Aufreinigung synthetischer Peptide und
exprimierter Proteine durch eine voriibergehende Immobili-
sierung an einer festen Phase vermitteln.!"”
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Schema 1. Ligation, Desulfurierung und Aufreinigung von Komponen-
ten aus NCL- und EPL-Reaktionen durch einen photospaltbaren Biotin-
Linker.

Hier stellen wir eine neuartige Strategie zur spurlosen
Aufreinigung von posttranslational modifizierten und durch
NCL oder EPL erzeugten Peptiden und Proteinen vor, die
eine finale Desulfurierung erméglicht, um ein Alanin an der
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Abbildung 1. UV-Spaltung von photospaltbarem Biotin in Testpeptid 2 (siehe Hintergrundinformationen fiir experimentelle Details):

Agarose} .\
NH

Ligationsstelle einzubauen (Schema 1). Wir postulierten, dass
ein iiber eine photospaltbare 2-Nitrobenzyl-Gruppe ver-
briicktes Biotin an einer Lysin-Seitenkette diesen Zweck er-
filllen konnte. Trotz herausragender Fortschritte in der Ent-
wicklung spaltbarer Linker bei Festphasen-gestiitzten Me-
thoden fiir iterative Proteinligationen™ oder der Fluores-
zenzmarkierung von Proteinen™* ! haben wir keine Bei-
spiele in der Literatur gefunden, die den Einsatz von spurlos
photospaltbarem Biotin (PS-Biotin) bei EPL-Reaktionen
dokumentieren, um native Proteine voller Lénge zu erhalten
oder chemische Transformationen nach der Ligation durch-
zufithren. Wir haben fiir die Synthese der angestrebten Pep-
tidkonjugate auf den difunktionellen Linker 1 zuriickgegrif-
fen, der urspriinglich von van der Donk et al. zur Abspaltung
von Leader-Peptiden verwendet wurde.'® Die Synthese von
Linker 1 wurde analog dem literaturbekannten Protokoll
durchgefiihrt und ergab eine Ausbeute von 39% iiber vier
Schritte. Um zu priifen, ob 1 in Kombination mit Biotin als
eine gute photospaltbare Einheit fungiert, indem es namlich
eine hohe Affinitét zu Streptavidin zeigt, mit Licht niedriger
Intensitdt und kurzer Expositionszeit gespalten wird und das
Produkt in nativer Form freisetzt,'** haben wir 1 in ein durch
Fmoc-basierte Festphasenpeptidsynthese (SPPS) erzeugtes
Peptid eingebaut (siche Abbildung 1 und Hintergrundinfor-
mationen). Linker 1 wurde durch Inkubation mit dem Peptid
und Base an eine orthogonal entschiitzte Lysin-Seitenkette
gekuppelt. Dann wurden Biotin, Hydroxybenzotriazol
(HOBt) und N,N'-Diisopropylcarbodiimid (DIC) in N-
Methyl-2-pyrrolidon (NMP) in Anwesenheit von Tri-n-bu-
tylphosphin zugefiigt, was die In-situ-Reduktion des Azids
zum Amin bewirkte. Wir erhielten das Modellpeptid in 7%
Ausbeute und hoher Reinheit. Das Potential des Biotin-ge-
kuppelten Linkers 1 fiir Abspaltungsreaktionen wurde ge-

LYR /N\)J\ AG N\)LNHZ

R
o ? @

Biotin-freies abgespaltenes Test-Peptid 2*
- - - - Biotinyliertes Test-Peptid 2

UV Absorption

Zeit (Min)

a) Kupplung

von 1; DIPEA = N,N-Diisopropylethylamin; b) In-situ-Reduktion und Eintopf-Biotinkupplung; NMP = N-Methyl-2-pyrrolidon; c) Abspaltung vom
Harz mit TFA; d) Immobilisierung auf Streptavidinpartikeln; e) photolytische Spaltung durch UV-Strahlung (1=297 nm, 7 min); HPLC-UV-Spuren
des Testpeptids 2 (m/z: 871.5 [M+2H]**, ber. m/z: 871.4) und des abgespaltenen Testpeptids 2 (m/z: 654.3 [M+2H]**, ber. m/z: 654.3).
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Abbildung 2. A) Tag-freie Aufreinigung von semisynthetischem Tau 5 (siehe Hintergrundinformationen fiir experimentelle Details): a) EPL; b) Spin-
filtration (Cutoff 30 kDa); c) Bindung an Streptavidin-beschichtete Partikel; d) Waschen und UV-Bestrahlung (1 =297 nm); B) mit Coomassie Bril-
liant Blue gefirbtes SDS-PAGE-Gel; C) anti-C-terminaler Tau-Western-Blot; D) anti-Biotin-Western-Blot.

testet, indem mit Streptavidin beschichteten Partikeln inku-
biert wurde. Die photolytische Abspaltung wurde durch
Fluoreszenzmessungen verfolgt und ergab eine Ausbeute von
82 % unbiotinyliertem Peptid 2* in nur 5 Minuten (Abbil-
dung S18 und Tabelle S4 in den Hintergrundinformationen).
Die Verwendung von Agarosepartikeln war essentiell, da
photolytisch abgespaltene Peptide von Azlacton-aktiviertem
Polyacrylamidharz verschiedene Nebenprodukte aufwiesen
(Abbildungen S27 und S28).

Basierend auf diesen Ergebnissen untersuchten wir die
mogliche Anwendung dieses Systems bei einer EPL. Wir
haben kiirzlich iiber die erste Semisynthese der ldngsten
Isoform von humanem Tau-Protein berichtet (441 Amino-
siuren),'”! einer Schliisselverbindung in der Alzheimer-For-
schung."® In diesem Verfahren wurde Biotin irreversibel in
den C-Terminus des Proteins an Position Lys438 fiir eine
finale Aufreinigung eingefiihrt. Durch die Anwendung unse-
rer spurlosen Aufreinigung verfolgten wir das Ziel, kovalent
gebundenes Biotin zu entfernen und durch effizientes Frei-
setzen von semisynthetischem nativem Tau-Protein 5 von
Streptavidin-beschichteten Partikeln unter milden Bedin-
gungen in einem Puffer freier Wahl eine Tag-freie Semisyn-
these von Tau zu realisieren (Abbildung 2 A). Die gewihlte
Ligationsstelle zwischen Gly389 und Ala438 erforderte eine
Punktmutation von Ala390 zu Cys, wobei bereits zuvor ge-
zeigt wurde, dass diese Mutation in Tau die Eigenschaft Tu-
bulin zu polymerisieren nicht beeinflusst.!'” Das synthetische
Fragment Tau[390-441](Ala390Cys) (4) wurde durch lineare
Fmoc-basierte SPPS generiert, bei der Lys438 mit einer or-
thogonalen Alloc-Seitenkettenschutzgruppe fiir die ortsspe-
zifische Einfiihrung von PS-Biotin eingebaut wurde. Das
Peptid wurde in guter Reinheit und mit einer Ausbeute von
8.6mg (3%) in einem 0.1-mmol-Ansatz erhalten. Der re-
kombinante o-Thioester 3 (Tau[1-389]SR) wurde, wie zuvor
beschrieben,'” in situ durch die Zugabe von MESNa zum
Intein-Fusionsprotein generiert, und simultane Peptidzugabe
leitete die EPL ein. Nach zwei Tagen wurde das EPL-Ge-
misch von der Séule eluiert und mit SDS-PAGE untersucht,
wobei eine Ligationseffizienz von etwa 70% festgestellt
wurde (Abbildung 2B, Spalte 4). Zuerst wurde iiberschiissi-
ges Peptid (5.8 kDa) durch Spinfiltration (Cutoff 30 kDa)
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entfernt, was einen gleichzeitigen Pufferaustausch fiir die
nachfolgende Bindung an Streptavidin ermdglichte. Nach 3 h
Inkubation wurden die Partikel gewaschen, und das Ligati-
onsprodukt 5 wurde durch UV-Bestrahlung (4=297 nm)
freigesetzt, wobei sich eine Ausbeute von 0.95 mg reinem
semisynthetischem Protein aus einem Expressionsvolumen
von 0.6L ergab (siche Hintergrundinformationen). Wir
konnten die Identitdt des Proteins S eindeutig durch einen
anti-C-terminalen Tau-Western-Blot (Abbildung 2C) und
MALDI-TOF-Spektrometrie (Abbildung S21) bestimmen.
Zuletzt gelang der Nachweis vollstdndiger Biotinabspaltung
vom Protein durch einen anti-Biotin-Western-Blot (Abbil-
dung 2D, Spalte 4).

Die Tatsache, dass Streptavidin keine Cysteine enthilt,
veranlasste uns, die praktische, schnelle und spurlose Auf-
reinigungsstrategie um eine Desulfurierung zu erweitern.
Hierzu synthetisierten wir die beiden Peptide Tau[421-425]
(6) mit C-terminalem N-Acylbenzimidazolin (Nbz) als Thio-
ester-Vorstufe!'” und Tau[426-441] (7) mit N-terminalem Cys
anstelle des Ala aus der C-terminalen Sequenz des Tau-Pro-
teins, ausgestattet mit PS-Biotin (Abbildung 3). Eine erfolg-
reiche NCL an Position 426 mit nachfolgender Desulfurie-
rung zwischen diesen beiden Peptiden wiirde eine Optimie-
rung der Synthese C-terminal modifizierter Varianten von
Tau bedeuten. Wir fiihrten die Ligation in einem Puffer mit
6M Guanidinhydrochlorid (Gn-HCl), 200 mm NaH,PO,,
200 mM MPAA und 10 mM TCEP bei pH 7.2 mit einem 1.5-
fachen Uberschuss an Peptid 6 durch. Die Reaktion wurde
nach 90 min beendet, da die vollstindige Umsetzung des PS-
Biotin enthaltenden Peptids 7 beobachtet wurde. Eine Ver-
diinnung der NCL-Losung mit Wasser war unbedingt not-
wendig, um die hohe Bindungsaffinitdt von Biotin zu Strept-
avidin beizubehalten (K ~107'*molL™"), die bei Gn-HCI-
Konzentrationen von 4M und hoher herabgesetzt wird.” 1 h
Inkubation der verdiinnten Ligationsmischung mit Strepta-
vidinpartikeln fiihrte zur vollstdndigen Immobilisierung des
Ligationsprodukts. Die homogene radikalische Desulfurie-
rung wurde direkt auf den Partikeln durchgefiihrt und verlief
quantitativ innerhalb 1h bei Raumtemperatur. Daraufhin
wurde die Losung abfiltriert, und die Partikel wurden gewa-
schen und dreimal fiir 5 min mit UV-Licht (4 =297 nm) be-
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Abbildung 3. NCL, Immobilisierung und Desulfurierung, verfolgt durch UPLC-UV/MS.

strahlt (siche Hintergrundinformationen). Wir konnten eine
exzellente isolierte Ausbeute von Peptid 8 von 97 % (basie-
rend auf Peptid 7) ohne HPLC-Aufreinigung und mit mini-
malem Zeitaufwand erzielen.

Wir wollten nun den Nutzen dieser NCL-Schnittstelle
erweitern und das synthetisch anspruchsvolle, an Ser396, 400
und 404 phosphorylierte Peptid Tau[390-441] generieren
(Abbildung 4). Die betreffenden Serine liegen bei Alzheimer-
Patienten stark phosphoryliert vor.!! In einer friitheren
Studie haben wir solche dreifach phosphorylierten Peptide

Tau[390-441]: AEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL
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durch enzymatische Phosphorylierung erzeugt, was jedoch
zur Bildung heterogener Gemische mit unterschiedlichen
Phosphorylierungsmustern fiihrte.”? Um unser Ziel zu er-
reichen, nutzten wir die zuvor etablierte NCL an Position 426
zwischen Peptid 7 und dem dreifach phosphorylierten Peptid
9, das wir durch Standard-SPPS erhielten. Es ist wichtig
festzuhalten, dass wir zuvor nicht in der Lage waren, Peptid
10 durch lineare Synthese zu generieren (Daten nicht ge-
zeigt). Desulfurierung und Biotin-basierte Aufreinigung er-
gaben Peptid 10 in einer Ausbeute etwa 70% gemafl UV-
Spektren. Verbleibende Verunreinigungen
konnten teils auf Abbruchsequenzen des durch
SPPS generierten Ausgangsmaterials zuriick-
gefiihrt werden, die nicht durch HPLC entfernt
werden konnten. Eine finale HPLC-Aufreini-
gung erbrachte eine isolierte Ausbeute von
45% in hoher Reinheit (>95%).

Zusammenfassend haben wir eine photo-
spaltbare Biotin-Lys-Verbriickung genutzt, um
ein praktisches Protokoll zur Erleichterung
chemischer Umwandlungen nach der Protein-
ligation und zur spurlosen Aufreinigung von
Peptiden und Proteinen zu etablieren. So
waren wir in der Lage, sowohl Tag-freies se-
misynthetisches Tau-Protein als auch dreifach
phosphoryliertes, 52 Aminosduren langes C-
terminales Tau-Peptid zu generieren. Die un-
komplizierte Synthese und ortsspezifische Im-
plementierung in Peptide, die giinstige An-
gleichung zwischen NCL- und Desulfurie-
rungsbedingungen und die guten Abspaltei-
genschaften machen diesen Linker zu einem
niitzlichen Werkzeug fiir die Immobilisierung
und spurlosen Aufarbeitung von NCL-Reak-
tionen.

Abbildung 4. Spurlose NCL/Desulfurierung von Tau[390-425]-Nbz (9, 1.5 Aquiv.) und
Tau[426-441] (7, 1 Aquiv.) mit PS-Biotin. Desulfurierungsprodukt Tau[390-441](pS396/

400/404), aufgereinigt durch C18-HPLC (Acetonitril/Wasser-Gradient) und isoliert in

einer Ausbeute von 459%.
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