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» Die Fihigkeit, biologische Molekiile mit
den Methoden der synthetischen Chemie
herzustellen, ist eine bedeutsame Errun-
genschaft der modernen Wissenschaft. "Trotz
der eindrucksvollen Synthesen der letzten
Jahrzehnte blieben aber die wichtigsten bio-
logischen Makromolekiile, die Nukleinsiu-
ren und die Proteine, mit diesen Methoden
nur begrenzt zuginglich. Fiir Nukleinsduren
ist die Synthese bis zu einer Kettenlidnge von
ca. 100 Nukleotiden (fiir DNA; die Grenze
liegt fiir RNA niedriger) Routine geworden.
Um aber lingere DNA Sequenzen (z.B. fiir
die Gensynthese) herzustellen, muss auf en-
zymatische Methoden fiir die Ligation von
chemisch-hergestellten DNA Fragmenten
zuriickgegriffen werden. Die Herstellung
von synthetischen Genen ist jetzt moglich
und wird im Einzelfall praktiziert!!], viel 6f-
ter wird aber eine natiirlich vorkommende
Sequenz mit enzymatischen Methoden re-
pliziert, amplifiziert und notfalls modifiziert.
Diese Moglichkeiten, kombiniert mit der
Fihigkeit, die Protein-Genprodukte in gut
manipulierbaren Organismen (z.B. Bakteri-
en, Hefe, virus-infizierten Zellen) zu pro-
duzieren (Expression oder Uberexpression)
erlaubt die Herstellung von relativ gro3en
Proteinmengen, falls erwiinscht mit verin-
derter Sequenz.

Diese Vorgehensweise ist eine der wich-
tigsten Komponenten in der modernen Er-
forschung von Struktur-Funktionsbezie-
hungen an Proteinen. Sie hat aber den Nach-
teil, dass mit wenigen Ausnahmen nur natiir-
lich vorkommende Aminosiuren in Protei-
ne eingebaut werden kénnen. Die Moglich-
keit, andere Aminosiduren einzubauen, wiir-
de ein ganzes zusitzliches Spektrum an An-
wendungen erlauben. Als Beispiele sind zu
nennen, der Orts-spezifische Einbau von
Aminosiureseitenketten mit Reportergrup-
pen fiir spektroskopische Methoden (Chro-
mophore, Isotopen fiir NMR und FTIR),
von Resten mit einer verinderten oder vol-
lig anderen Riickgratchemie, oder von Re-
sten mit Funktionalititen fiir Quervernet-
zung oder fiir Immobilisierung auf Ober-
flichen. Ein zusitzliches Anwendungsgebiet
ist die Herstellung von Proteinen mit natiir-
lichen post-translationalen Modifikationen,
die durch konventionelle Uberexpression
nicht oder nur schwer zuginglich sind (z.B.
lipidierte oder phosphorylierte Proteine).

Der Fortschritt der letzten Jahre auf die-
sem Gebiet wird hier zusammengefasst.
Nicht beriicksichtigt wird die Methode
der iz vitro Suppression, die prinzipiell
einige der Vorteile der chemischen Synthese
teile (fiir einen Vergleich der Methoden
sichel?)).

Chemische Peptidsynthese

Peptide sind seit einigen Jahrzehnten syn-
thetisch zugiinglich. Die Einfithrung der
Festphasenmethode vor 40 Jahren durch
Merrifield®! war ein wichtiger Durchbruch
und zusammen mit der Entwicklung geeig-
neter Schutzgruppenstrategien fiithree dies
dazu, dass Peptide mit einer Kettenldnge
von 60-70 Aminosiuren routinemiBig her-
gestellt werden kénnen. Diese Methode bie-
tet erheblich mehr Moglichkeiten fiir den
Einbau von unnatiirlichen Resten als die zel-
lulire Expression. Die Seitenkettenstruktur
kann erheblich variiert werden, es kénnen
D- statt .-Aminosiuren eingebaut werden,
und andere chemische Verkniipfungen als
Peptidbindungen verwendet werden. Post-
translationale Modifikationen kénnen ein-
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gefiihrt werden, z.B. durch Lipid-Zucker-
oder Phosphatreste. Die groen Vorteile der
chemischen Synthese konnten aber bis vor
wenigen Jahren nicht voll ausgeniitzt wer-
den, da die meisten Proteine eine Ketten-
linge von erheblich mehr als 60-70 Ami-
nosduren aufweisen und somit nicht als ein
einziges Fragment hergestellt werden kon-
nen. Ein analoger Ansatz zu der enzymati-
schen Ligation von DNA Fragmenten steht
nicht zur Verfiigung, zumindest nicht als ge-
nerell-anwendbare Methode. Es sind des-
halb bisher relativ wenige Proteine durch di-
rekte Synthese von einem einzigen Poly-
peptid hergestellt worden.

Synthese von Proteinen durch
Peptidsynthese und chemische Ligation

Die Begrenzung der Grof3e chemisch-syn-
thetischer Proteine konnte prinzipiell iiber-
wunden werden, falls einer der DNA-Liga-
tion analoges Verfahren zur Verfiigung stiin-
de. Uber enzymatische Ansiitze ist berichtet
worden (z.B.[#)), die sich allerdings bisher
nicht als allgemein-anwendbare Methoden
weiterentwickeln lieBen. Verschiedene che-
mische Methoden sind entwickelt wor-
den>l'wovon sich eine (die sogenannte na-
tive chemische Ligation) sich als besonders
leistungsfihig erwiesen hat!’l. Die dieser
Methode zu Grunde liegende Reaktion ist
seit Mitte der 50er Jahre bekannt!® wurde
aber bis vor einigen Jahren nicht fiir die Ver-
kniipfung zweier groerer Peptide verwen-
det. Das Prinzip ist in Schema 1 dargestellt.
Fiir die Herstellung eines Proteins aus zwei
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Schema 1: Mechanismus der nativen chemischen Ligation
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Peptiden wird typischerweise ein N-termi-
nales Peptid auf einer Thioesterfestphase
hergestellt. Nach Entfernung von der Fest-
phase durch ein Thiolreagenz entsteht das
Peptid mit einem C-terminalen Thioester.
Das zweite (C-terminale) Peptid wird so
hergestellt, dass es am N-"Terminus einen
Cysteinrest trigt. Wenn beide Peptide in An-
wesenheit von Thiophenol gemischt wer-
den, kommt es zu einer Transthioesterifi-
zierung zwischen dem C-terminalen Thio-
ester des ersten Peptids und dem Cystein-
rest des zweiten Peptids, wie in Schema 1
dargestellt wird. In einer spontanen Folge-
reaktion findet eine S->N Acyltransferreak-
tion mit der 0-Aminogruppe des Cysteinre-
stes unter Bildung einer natiirlichen Pept-
idbindung statt. Dieses Verfahren istin meh-
reren Fillen erfolgreich fiir die Herstellung
von Proteinen mit bis zu ca. 160 Aminosiu-
reresten verwendet worden!”l. Eine der An-
wendungsgebiete ist die Einfithrung un-
natiirlicher Aminosiuren!® I, Eine andere
ist die Herstellung von kovalent-verkniipf-
ten Dimeren, die durch Expression schwer
zuginglich sind'2,

Ein potentielles Problem bei der chemi-
schen Synthese von Proteinen ergibt sich da-
durch, dass die Proteine zunichst in nicht-
nativer, ungefalteter Form vorliegen. Die Er-
fahrung zeigt, dass viele, vielleicht alle Pro-
teine, durch geeignete Wahl der Bedingun-
gen und gegebenenfalls durch Addition von
Kofaktoren in die native Form gebracht wer-
den kénnen.

Ein Nachteil der chemischen Ligation in
der gegenwiirtig eingesetzten Ausfithrung ist
die Notwendigkeit eines N-terminalen
Cysteinrestes. In giinstigen Fillen konnen
natiirlich-vorkommende Cysteine verwen-
det werden. Falls dies nicht zutrifft, kénnen
andere Aminosduren durch Cystein ersetzt
werden, was aber vermutlich nicht in allen
Fillen ohne Einfluss auf die Funktionalitit
bleibt. Es werden deshalb zur Zeit Verfah-
ren entwickelt, die eine Kopplung an Stel-
len ohne Cystein erlauben. In einem neuen
vielversprechenden Ansatz wird die Amino-
gruppe des N-terminalen Restes des zu kop-
pelnden Fragments mit einer Hilfsgruppe
versehen (1-Phenyl-2-mercaptoethyl), die
die notwendige Thiolgruppe enthiilt!'*]. Die
Hilfsgruppe kann nach der Ligation unter
sauren Bedingungen entfernt werden.

Die hier beschriebenen Ansitze zur Voll-
synthese von Proteinen kénnen fiir die Her-
stellung von Proteinen mit bis zu ca. 200
Aminosiuren verwendet werden (zum Teil
durch Ligation von 3 Fragmenten!”)). Prin-
zipiell konnten durch weitere Ligations-
schritte groBere Protein hergestellt werden,
allerdings wire der synthetische Aufwand
sehr gro3 und die Ausbeuten eher gering. In
solchen Fillen scheint die Kombination mit
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Schema 2: Mechanismus des ,Intein-Splicing”

molekularbiologischen Methoden besser ge-
eignet zu sein.

Kombination von synthetischen und
biosynthetischen Methoden

Biosynthetische Methoden fiir die Herstel-
lung von Proteinen bieten den Vorteil, dass
sie keiner prinzipiellen Begrenzung der Ket-
tenlinge unterliegen. Um diesen Vorteil mit
den Vorteilen des synthetischen Ansatzes zu
kombinieren werden Methoden fiir die Li-
gation zweier Fragmente gebraucht. Im ein-
fachsten Fall kann ein N-terminales Peptid
mit einer gewiinschten Modifikation und ei-
nem C-terminalen Thioester hergestellt
werden. Der Rest des Proteins kann {iberex-
primiert werden (z.B. in Bakterien), wobei
dafiir Sorge getragen werden muss, dass am
N-Terminus ein Cysteinrest vorhanden ist.

H
. N
4 N-extein 7 ( C-extein
(e}
(@]
SH

Dies kann iiber eine spezifische Protease-
schnittstelle nach einem kurzen Fusionsan-
teil und vor einem Cysteinrest erreicht wer-
den. Danach kénnen beide Fragmente li-
giert werden. Dieser Ansatz, der generell an-
wendbar fiir Proteine mit Modifikationen in
den ersten 60-70 Resten sein konnte, ist
noch nicht routinemiBig zum Einsatz ge-
kommen, obwohl erste Ergebnisse sehr viel-
versprechend sind!?l.

Falls der Bereich des Proteins, in den ei-
ne Modifikation eingefiihrt werden soll, wei-
ter als ca. 60-70 Aminosduren weg vom N-
Terminus liegt, wird eine andere Strategie
gebraucht. Der unmodifizierte Bereich kann
durch Uberexpression produziert werden,
der Rest des Proteins (wenn nicht zu lang)
einschlieflich der Modifikation durch Syn-
these. Allerdings fehlt dem exprimierten
Protein der reaktive C-Terminus (Thio-
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Herstellung von semi-synthetischen Rab7 durch in vitro Ligation
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Abb.: Anwendung der ,.Expressed Protein Ligation” Methode fiir die Herstellung von fluoreszierenden Rab Molekiilen. CBD = Chitin-bindende Domdine.

ester), sodass die chemische Ligation nach
Kentetal. nicht durchgefiihrt werden kann.
Die chemische Manipulation des C-Termi-
nus des nicht mit Schutzgruppen versehe-
nen exprimierten Proteins ist kaum maglich.
Eine Losung dieses Problems wird durch das
Phinomen des Protein-Spleillens gebo-
ten!!. Proteine, die in der Natur durch die-
sen Prozess heranreifen, haben eine N-Ex-
tein-Intein-C-Extein Struktur. Als Ergebnis
des Vorgangs wird das Intein herausge-
schnitten und die beiden Exiteinanteile li-
giert (Schema 2). Dieser Prozess beinhaltet
folgende Schritte: 1) N—=S Acyltransfer an
cinem Cysteinrest am N-Extein/Intein-
Ubergang; 2) Trans(thio)esterification mit ei-
nem Cystein-(oder Serin-) Rest am Intein/C-
Extein-Ubergang; 3) SN Acyltransfer am
Ubergang zwischen den beiden Exteinan-
teilen unter Beteiligung des C-terminalen
Asparaginrests des Inteins.

Es bestehen mehrere Moglichkeiten, die
Inteinbiochemie fiir synthetische Zwecke
zu verwenden. In einem vielseitig anwend-
baren Ansatz werden mutierte Inteinpro-
teine verwendet, die nur den ersten der 3
Schritte durchlaufen kénnen!!. Das thio-
esterverkniipfte Produkt dieses Schrittes
kann mit Thiolreagenzien gespalten werden,
sodass der Anteil, der in dem mutierten In-
teinprotein das N-Extein bildet, als Frag-

ment mit einem C-terminalen Thioester ab-
gespalten wird. Dieses Fragment kann wie
oben beschrieben mit einem anderen Pep-
tid oder Protein mit einem N-terminalen
Cysteinrest ligiert werden. Dieses Verfahren
wird ,,expressed protein ligation genannt,
und ist fiir die Herstellung einer Reihe von
Proteinen verwendet worden!!®!7], Ein Bei-
spiel fiir die Anwendung dieses Ansatzes
wird in Abb. 1 gezeigt. Es sollte ein Rab-Pro-
tein (G'T'Pase der Ras-Superfamilie, die an
der Regulation des vesikuliren Protein-
transports beteiligt ist) hergestellt werden,
das in der Nihe des C-Terminus einen flu-
oreszierenden Rest trigt. In diesem Bereich
liegen zwei Cysteinreste, die intakt bleiben
sollten, da sie posttranslational modifiziert
werden (durch Geranlygeranylierung). Es
wurde ein ,Minintein“ Konstrukt herge-
stellt, das aus Rab7 (C-terminal verkiirzt), ei-
nem Inteinbereich und einer Chitin-bin-
denden Domiine (CBD) besteht. Nach Ex-
pression in k. co/i konnte dieses Protein an
immobilisiertes Chitin gebunden und da-
nach mit einem Thiolreagenz gespalten wer-
den. Das entstehende C-terminal aktivierte
Rab7 wurde anschlieBend mit einem flu-
oreszierenden Hexapeptid ligiert (Sequenz:
CK(dansyl)SCSC). Das entstehende Protein
zeigte Fluoreszenzinderungen bei der
Wechselwirkung mit Partnerproteinen und

konnte enzymatisch an den Cysteinresten
geranylgeranyliert werden!!8l, Uber einen
dhnlichen Ansatz konnte ein fluoreszieren-
des, prenyliertes Derivat von Rab7 direkt
durch Ligation mit einem dansylmarkierten
und prenyliertem Hexapeptid hergestellt
werden!],

Zusammenfassung

Die Fortschritte der letzten Jahre haben da-
zu gefiihrt, dass mit Hilfe der chemischen
Peptidsynthese modifizierte Aminosiuren
an praktisch jede Stelle in der Sequenz
eines Proteins eingefithrt werden kann.
Dies kann fiir kleine Proteine (bis zu ca.
180 Aminosiduren) durch chemische Syn-
these alleine erreicht werden. Fiir groBere
Proteine ist eine Kombination mit biosyn-
thetische Methoden erforderlich, z.B. unter
Ausnutzung der Moglichkeiten der Intein-
biochemie. Zusitzlich zu der Moglichkeit
des Einbaus von unnatiirlichen Nukleotiden
konnen postranslationale Modifikationen
eingefiihrt werden, die mit reinen biosyn-
thetischen Methoden bewerkstelligt werden
konnen. Die Moglichkeiten werden von
groBem Nutzen fiir Untersuchungen von
Struktur-Funktionsbeziehungen an Pro-
teinen sein.
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