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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Bedeutung von glycosylierten Proteinen

Unter den bis heute bekannten posttranslationaledifMationen von Proteinen treten
Glycosylierungen besonders héufig auf. Es wird angenen, dass lUber 50 % aller
menschlichen Proteine glycosyliert stfid.Dabei ubt der Kohlenhydratanteil einen
erheblichen Einfluss auf die physikalischen, chehes und biologischen Eigenschaften
des jeweiligen Proteins alfs) Dies kann sich in einer veranderten biologischen
Halbwertszeit bemerkbar machen, daneben kommt esnen gréReren Wasserloslichkeit
und einer erhohten thermischen bzw. proteolytiscBeabilitat!¥ AuBerdem kann die
Glycosylierung von Proteinen entscheidend fiir d&wepression und Faltung séfrf
Die Funktionen von Glycoproteinen erstrecken sicherli einen weiten Bereich.
Glycoproteine spielen eine entscheidende Rollerimééekularen Erkennungsvorgangen wie
Zelladhasion, Zelldifferenzierung oder Zellwachstsowie bei der Wechselwirkung von
Wirtszellen mit Pathogenen und der rezeptorveritétieEndocytos€:? Weiterhin werden
sie von der Qualitatskontrolle bei der Proteinfagfum ER erkannt und dienen als Marker
bei der nichtzellularen Immunantwort sowie bei Bakteriellen und viralen Infektid.
Auf molekularer Ebene ist der genaue Einfluss dgc@ylierung auf die Struktur und die
Funktion von Proteinen in den meisten Fallen jedomth unklar. Da die Biosynthese von
Glycoproteinen weder templatabhéngig ist, noch rudieekter Transkriptionskontrolle
steht, wird immer eine Mischung verschiedener Giycoen synthetisiert, welche die
gleiche Aminosduresequenz besitzen, sich allerding#rt, Position und Anzahl der
Glycosylierungsstellen unterscheiden konH8n.So wurden vom menschlichen
CD59 Protein tber 150 verschiedene Glycoformen rgifol'? Das Glycosylierungs-
muster ist dabei nicht nur vom Organismus, demtyegllder Spezifitat sowie dem
Expressionslevel diverser Enzyme der Glycosyliesumaschinerie abhangig, sondern wird
auch von der Zuganglichkeit und der lokalen dregtisionalen Struktur des entstehenden
Proteins bestimnif! Die Glycoproteine der Komplementkaskade werdeh d#e in der
Leber synthetisiert, dennoch unterscheiden sie sitieblich in ihren Kohlenhydratan-
teilen® Zur Untersuchung von Glycoproteinen und derenagiischen Eigenschaften
bendtigt man ausreichende Mengen an homogenem iMatdédie Isolierung von
ausreichenden Mengen an einheitlichen Glycoproteisewegen der Mikroheterogenitat
8



Einleitung

mit den heute zur Verfugung stehenden Reinigungsven kaum moglich? Die
Entwicklung von neuen Methoden zur chemischen ungyreatischen Synthese von
naturlichen, ist deshallmenésslich far

uniformen Glycoproteinen systematische

biologische und medizinische Studien oder therapehe Ansatz€:?

1.2. Synthese von einheitlichen Glycoproteinen

Die Gewinnung von einheitlichen Glycoformen ist zeinem interdisziplinaren
Forschungsgebiet geworden. Die chemische Synthéseet beine vielversprechende
Alternative zu biologischen Methoden. Deshalb warderschiedene Ansétze entwickelt,

die sich teilweise erganzen und miteinander konebinverden kénnen (vgl. Abbildung 1).

konvergente Synthese
’ @

FmocHN &
@ GIeNAc @
A B C Remodeling u_nd
Transglycosylierung

stufenweise
Festphasensynthese

GleNAc
\

AA-
D

AUC

A

Ligationsstrategien zur
Peptidverldngerung
Expression in Zelllinien

("glycosylation engineering”)

Abbildung 1.

in vivo suppressor
tRNA Technologie

und Translation

(E. coli + MjTyrRs)

Mdglichkeiten zur Gewinnung von eitliceen Glycoproteinen

Bei der Festphasenglycopeptidsynthese wird wahdesdAufbaus der Aminoséauresequenz

die entsprechende Zuckeraminosaure eingeflgt. Biesneist nur fur Peptide bis zu



Einleitung

ungefahr 60 Aminosauren anwendbar, da es zur Aggoegund einer immer starkeren
Anhaufung von harzgebundenen Nebenprodukten konkaen''® Diese bestehen meist
aus Fehlsequenzen und sind oftmals sehr schwergemiinschten Produkt abzutrennen.
Alternativ kann die Zuckereinheit konvergent naclkr dPeptidsynthese gekoppelt
werden''® Diese Methode ist jedoch auf N-Glycopeptide besuttraind erfordert die
Schitzung aller nichtbeteiligten, reaktiven funkien Gruppen. Diese Limitation kann
durch die Synthese von Neoglycoproteinen umgangerdem. Dabei werden einmalig
vorkommende funktionelle Gruppen unter Bildung eim@natirlichen Protein-Zucker-
Bindung Uber Oxime, Thioether, Disulfide oder Tliemide chemoselektiv miteinander
verknipfti!?  Versuche, die Glycan-Peptid-Bindung enzymatisch nhifife der
Oligosaccharyltransferase aufzubauen, konntenmurenigen Fallen realisiert werd€f.
Eine weitere Madoglichkeit zur Synthese von einheid#in Glycoproteinen stellt das
Remodeling bzw. die Transglycosylierung dar. Dabed entweder ein Akzeptorpeptid
mit einer AsnGIcNAc-Einheit durch Festphasensyrghksergestellt oder eine Mischung
von isolierten Glycoformen durch den Einsatz vond&fi-N-Acetylglucosaminidasen
(ENGasen) vereinheitlicht. Diese Enzyme katalysietde hydrolytische Spaltung der
N,N’-Diacetylchitobiose-Einheit der Core-Strukflf.Beim Remodeling wird die Zucker-
einheit durch den Einsatz von spezifischen Glydosysferasen bis zum gewiinschten
Oligosaccharid verlangert, wobei jedoch nicht flutle a Zuckerbausteine bzw.
Verkniipfungsméglichkeiten Transferasen zur Verfiggustehert?®?! Bei der Trans-
glycosylierung wird die Tatsache genutzt, dass E®¢@aneben der Hydrolyse auch die
regio- und stereospezifische Verknipfung eines d3hgcharids mit einem
GIcNAc-Protein katalysiere[ﬁ.z] Speziell Endo-A und Endo-M wurden zur Synthese von
Glycopeptiden verwend&?? wobei eine erneute Hydrolyse des ProdukiiesAusbeute
limitieren kannEine weitere Alternative bietet die von Schudtzal. eingeflihrte Methode
der Code-Erweiterung durcim vivo suppressor tRNA Technolodi@. Dabei wird ein
orthogonales tRNA Synthetase-tRNA Paar Blethanococcus jannaschiierwendet, das
eine Amber-supressor tRNAa mit einer glycosylierten Aminosaure beladen kama u
diese damit direkt in ein Protein Gber ein zusélids TAG-Codon eingebaut wird. Zwar ist
diese Methode bislang noch auf Monosaccharide bbéskty durch Kombination mit
Remodeling oder Transglycosylierung konnen jedadiRgre Zucker erhalten werden.

Die Expression von menschlichen Glycoproteinen ukaeyotischen Zellen ist der
industriell genutzte Weg zu Glycoproteinen. Daberden in der Regel sehr komplexe

Mischungen von Glycoproteinen erhalten. Die Prodwktvon EPO in Chinese Hamster
10
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Ovary (CHO) Zellen ergab eine Proteinmischung mit3 1verschiedenen
Glycosylierungsmustern. Durch ein ,glycosylation gereering” konnen zellulare
Glycosyltransferasen manipuliert und damit die IStrten der Glycane verandert werden.
Gerngrosst al. konnten mit dieser Methode erstmals ein uniformasdnes Glycoprotein
mit komplexem N-Glycan in mutierten Hefe Zelllinierprimiererf®®

Die Verwendung von Ligationsstrategien kann ebéntair Synthese von Glycoproteinen
genutzt werden. Dabei werden kleinere Glycopeptidt@ne, die meist aus der
Festphasenglycopeptidsynthese stammen, mit setekiivgationsmethoden zu gréf3eren
Proteinen verlangert (vgl. 1.8)! Die zuvor erwéhnten GroRenprobleme der Festphasen-
synthese kénnen so weitgehend umgangen werden.

Eine weitere Methode, die bislang allerdings keafieu breite Anwendung fand, ist die
Beeinflussung der Glycanstruktur durch Inhibiermog Enzymen, die in der Biosynthese
von Glycoproteinen eine Rolle spielen. So hemmtspelsweise der Glycosyl-
transferaseinhibitor Tunicamycin (Abbildung 2) digynthese des lipidgebundenen
Oligosaccharidvorlaufers, der als Glycosyldonor der Bildung von N-Glycoproteinen

verwendet wird?®

NH,
[ ]
Ao
OH 0
o Q HO
HO X OH OH
AcHN
OH
© OH
HN
XN
o}
Abbildung 2. Tunicamycin

Als Resultat erhalt man nur O-glycosylierte PrateiDie Verwendung von Inhibitoren
spaterer  Trimming-Glycosidasen resultiert in einddeineren Bandbreite an
N-Glycoformen, anstelle einer kompletten Eliminieru&®p konnte bei Verwendung von
N-Butyldesoxynojirimycin die Anzahl der Glycoformerbeim HIV-Oberflachen-

protein gp120 von 100 auf 3 verringert werdéh.
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1.3. Ligationsstrategien zur Synthese von Glycoproteinen

Die chemische Ligation von ungeschitzten Peptidewohl die effizienteste Methode zur
Synthese von Proteinen bzw. Glycoproteinen. Dabed die spezifische Reaktivitat von

funktionellen Gruppen genutzt, die sich orthoganalden restlichen reaktiven Stellen der
Peptide verhalten und damit fir eine chemoselelk®gaktion genutzt werden konnen. Es
wurden verschiedenartige Strategien zur Verknupforg Peptiden entwickelt. Die hierzu

verwendeten Bausteine stammen meist aus der Festgigptidsynthese. Dabei wird im
Allgemeinen eine kunstliche, nicht amidische Bingluerzeugt. So wurden Thioester-,
Thioether-, Oxim-, Thiazolidin- oder Triazolstrukém zur Verknipfung von Peptiden

verwendet (Abbildung 334

0
7 - Peptid 2
) Thioester Peptl o . Peptid 2 —>  |Peptid 1 SW
e}
e}

Ligation
o
Peptid 2 —> |Peptid 1 S.
Th|oether Peptld 1 /\/SH " Br N/\/ Peptid 2
Ligation (¢} .

oom  EE N ] i j
Peptid 1 :
Ligation Regiddl HoN" — > |Peptid 1 P Peptid 2
o) 0
D) Thiazolidin [Bepig] /\f Pepid2| —» [Peptid 1 N Peptid 2
Ho\/ks

Ligation
HS

E) 3+2 Cyclo- N _APeptid 2}
(E) 3+2 Cy Peptid | ——  + N,—]Peptid 2 — NN N/-

addition i

Abbildung 3. Chemoselektive LigationsstrategietemuBildung kunstlicher Peptid-

verknipfungen

Obwohl in vielen Arbeiten nachgewiesen wurde, ahsse nicht natirlichen Strukturen die
funktionellen Eigenschaften der Proteine meistwanig verandern, ist die Verknipfung
Uber eine native Peptidbindung das bevorzugte &ieér Ligationsreaktion. Durch die
Entwicklung der nativen chemischen Ligation von Kenal. konnte die Einschrankung
auf kiinstliche Peptidverkniipfungen umgangen welfebabei fiihrt die chemoselektive

Reaktion von einem @rminalen Thioester und einem Peptid mit einem

12
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N-terminalen Cystein zur Ausbildung einer nativemidbindung. Der erste Schritt besteht
aus einer reversiblen Umesterungsreaktion der hippe des N-terminalen Cysteins mit
dem C-terminalen Thioester. Durch die raumlich msggte Zwischenstufe schliefl3t sich
ein irreversibler, intramolekularer S,N-Acylshifhter Ausbildung der thermodynamisch

stabilen Amidbindung an (vgl. Abbildung 4), wobed gut wie keine Racemisierung

auftritt >
f\x
CO
H Umesterung

H>N Peptid 2
9./

Peptid 1 s

l S,N-Acylshift

HS
0O
Peptid 1 H Peptid 2

Abbildung 4. Mechanismus der nativen chemiscligatibn

Wie andere Ligationsmethoden auch, kann die natthemische Ligation ohne

Verwendung von Schutzgruppen in wassriger Losungchdyefuhrt werden. Da die

Umesterung im ersten Schritt reversibel ist, singterne Cysteine in beiden

Peptidsegmenten in den meisten Fallen nicht storBrel milden Reaktionsbedingungen
sind auch im Hinblick auf die Synthese von Glycaenten vorteilhaft.

Eine Erweiterung der NCL ist die sog. sequentielidve chemische Ligation, wodurch die
Verknupfung von drei oder mehr Peptiden m('jglichd\W] Dabei besitzen die mittleren

Segmente neben einer C-terminalen Thioestereialieh ein N-teminales Cystein. Dieses
kann z.B. als 1,3-Thiazolidin-4-carboxo (Thz)-Eiithmaskiert werden. Nach der ersten
Ligation kann das Cystein freigesetzt werden uetitsfiir eine zweite Ligation mit einem

weiteren C-terminalen Thioester zur Verfligung. Adfiernative Schutzgruppe fur

13
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das Nterminale Cystein des inneren Segments kann auch pleotolabile
4-(Dimethylamino)phenacyloxycarbonyl (Mapoc)-Restwendet werdef? Dieser kann
nach dem ersten Ligationsschritt durch UV-Bestraglabgespalten werden.

Eine interessante Variante der sequentiellen NIt sdie kinetisch kontrollierte NCL
dar®? Hierbei wird die hohere Reaktivitit von Arylthitesy im Vergleich zu
Alkylthioestern ausgenutzt. So kann ein Segmentumifeschiitztem N-terminalen Cystein
und einem unreaktiven Alkylthioester mit einem Segtrmit C-terminalem Arylthioester

reagieren, ohne dass Nebenreaktionen wie Cyclisgeoder Polymerisation auftreten.

" HS
0 < 0
Peptid 1 SR H Peptid 2 SR HoN Peptid 3

l Native chemische Ligation

Methoxyamin-HCI

v

HS HS
(0]
H,N Peptid 2 H Peptid 3
|

l Native chemische Ligation

HS HS
0 0O
Peptid 1 H Peptid 2 ” Peptid 3

Abbildung 5. Sequentielle native chemische Ligatio

Wahrend am C-Terminus bis auf gewisse Ausnahmerleji&/al, Pré*® sowie Asp und
Glu*Y samtliche Aminosauren als Thioester eingesetzt evekbnnen, ist das niedrige
naturliche Vorkommen von Cystein (ca. 1.7 %) einmsEhrankung der NCL. Die
einfachste LOsung ist das Einbauen zusatzlichete@ws in die Proteinsequenz bei der
Festphasensynthese oder durch ortsgerichtete Mésage was allerdings Struktur und
Funktion des Proteins beinflussen kann. Aus dieseémnd sind eine Reihe von

cysteinfreien Ligationstechniken entwickelt wordeitine Moglichkeit stellt die
14
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Verwendung von Auxiliaren dar. Dabei handelt eshsiom Thiol-Hilfsgruppen

(vgl. Abbildung 6) am N-Terminus, die nach der ltiga wieder abgespalten werden

kénnen.
(A) (B) ,
R Peptid
HS R Peptid SH HN
o]
N
H 0o
MeO OMe MeO OMe
OMe
(C)
OH
Q
HO o o
HS ~
/\g/ NHAc
Peptid
0
H,N
2 \_)J\H
z o]
Abbildung 6. Auxiliare fur die cysteinfreie Ligai

Die haufigste Anwendung fanden dabei die 1-(2,4-®hoxy)aryl-2-mercaptoethyl-
Hilfsgruppe (A) sowie die 4,5,6-Trimethoxy-2-mertapenzyl-Hilfsgruppe (B), welche
beide mittels Trifluoressigsaure entfernt werdemrign!*3 Interessant ist die kirzlich
von Wong et al. eingefihrte zuckervermittelte Peptidverknipfung.ed@i erfolgt
wahrscheinlich (ber einen 14-gliedrigen cyclischgbergangszustand, wobei der als
Hilfsgruppe verwendete Sulfanylacetylrest nach dmyation mit DTT und Hydrazin
abgespalten werden kalifl. Die nachtragliche Alkylierung des Cysteins an der
Ligationsstelle mit Bromessigsaure zu einem psdslitamat oder die Entschwefelung
mit Raney-Nickel zu einem Alanin sind weitere Mdagkeiten einer cysteinfreien
Ligation!*>*8 Durch Verwendung eines reaktiveren Selenocysféindie Ligation ist eine
Selektivitat gegentiber anderen im Protein vorkomaeanCysteinen moglich” Die seit
1919 bekannte Staudinger-Reaktion findet in neuZest ebenfalls Anwendung in der
Proteinsynthese. Hierbei reagiert ein C-terminalhosphinothioester mit einem

N-terminalen Azid unter Bildung einer nativen Pdpthdung:*¢49

15
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1.4. Proteinspleil3en und Expressed Protein Ligation

Selbst durch die Verwendung von verschiedenen iogsstrategien und deren
Tandemvariationen stellte die Synthese von Prateimé mehr als 200 Aminoséauren

weiterhin eine grosse Herausforderung dar. Diddedlem wurde gel6st, tem mandie

1 154
Ala Asn 0

Cys'

j\ Asn154 ys
Cys1AIa
N Extein (, N Inteln C Extem
Succmlmld-
bildung

N,S-Acyltransfer

Cys
Asn1 54
(0]
Inteln
[c-Extein] Asn154A|a OH

Umesterung
Nucleophiler

Angriff

]

]
N S\, Cys*" i
o

’ ~
H

HS

HoN

Succinimid-

Peptidspaltun
ptiaspaltung o
bildung

o)

~
KS Cys*1 +

S,N-Acyltransfer l

HS.
O j\-
N-Extein N C-Extein
H -

Abbildung 7. Spleif3- und Spaltmechanismus furS$sDna B Mini-Intein
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lange Zeit unabhangigen Gebiete der Protein-Senfisga mit dem sog. Proteinspleil3en
kombinieren konnte, einem Phanomen, das erstm&RB 48itgleich von 2 Arbeitsgruppen
an der vakuolaren ATPase daccharomyces cerevisié@ce VMA) beobachtet wurde’
Beim Proteinplei3en handelt sich um einen postiaiogalen Prozel3, bei dem aus einem
Vorlauferprotein autokatalytisch eine interne Piridequenz entfernt wird und die beiden
flankierenden Bereiche unter Bildung einer neueptifleindung miteinander verknupft
werden. Dabei wird die interne Sequenz als Inteid die externe Sequenz als Extein
bezeichnet” in Anlehnung an die Termini Intron und ExdBeim RNA-SpleiRen sind
sog. SpleiRosomen als Katalysatoren notwehidigyvogegen das ProteinspleiRen nach
einem intramolekularen Mechanismus ohne exogenakBoen ablauft? Die Aufklarung
des Mechanismus des Proteinspleil3ens gelang nié ¥thin-vitro-Splei3systemen sowie
durch Mutagenesestudien und war eng mit der Meshamsaufklarung der nativen
chemischen Ligation verbund@ﬂ.ProteinspleiBen beinhaltet vier gekoppelte nucldeph
Substitutionen (vgl. Abbildung #® Der Vorgang beginnt durch den Angriff einer
aktivierten Thiol- oder Hydroxylgruppe der Seitetikevon Cystein bzw. Serin am
N-Terminus des Inteins auf die N-terminal benacteo@arbonylgruppe. Im Anschluss
kommt es durch eine Umesterungsreaktion zu einermweggten Zwischenprodukt mit
zwei N-Termini. Dessen Bildung wird durch die Tarsitruktur des Inteins begunstigt, die
N- und C-Extein in rAdumliche Nahe zueinander brifgt dritten Schritt erfolgt die
Cyclisierung des C-terminalen Asparagins, wodurels thtein freigesetzt wird. Dieser
Schritt ist im Gegensatz zu den beiden vorherigesversibel. Durch eine abschliel3ende
X,N-Acylwanderung werden beide Exteine Uber ein@en®eptidbindung miteinander
verknupft. Der gesamte Spleil3prozeld beinhaltet a®o Spaltung von zwei Peptid-
bindungen sowie die Bildung einer neuen Peptidbigdu

Die bisher Uber 200 bekannten Inteine zeigen eilaekes Konservierung spezieller
Aminosauren. Fast alle Inteine beginnen mit SedercCystein. Die wenigen Ausnahmen
besitzen ein Alanin am N-Terminus, weswegen es hieeinem direkten nucleophilen
Angriff des C-Exteins komn{t® Weiterhin weisen die meisten Inteine am C-Terminus
eine Triade aus His-Asn-(Cys/Ser/Thr) auf, wobeihalinteine mit Glutamin bekannt sind.
Zusatzlich sind im N-terminalen Spleil3bereich ofsndie Aminosduren Threonin und
Histidin konserviert, welche an der Splei3reaktomteiligt sind. Die Mehrheit der Inteine
sind bifunktionelle Proteine, die zusatzlich einenting-Endonuclease-Aktivitat be-

sitzen!®” Fehlt diese Endonucleaseregion, spricht man vameiMini-Intein.
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Durch Austausch der direkt am Spalten und Knipfen Peptidbindungen beteiligten
Aminosauren ist es mdglich, jeden Schritt des Bpl@igangs gezielt zu kontrollieren und
unabhangig voneinander ablaufen zu lassen. So tbilsieh der durch die
N,S-Acylwanderung entstehende Thioester auch daenn die weiteren Schritte durch
Aminosauremutationen blockiert sind (Fehlen der IGrungsmoglichkeit des
C-terminalen Asparagins durch Alaninaustau$th)Die Synthese eines C-terminalen
Thioesters ist somit durch thiolinduzierbare Spaiteines Zielproteins mdglich, das an
den N-Terminus eines modifizierten Inteins fusioniaurde!® Andererseits ist die
Asn-Cyclisierung und damit die Freisetzung des @Hs auch ohne die vorhergehende
Umesterungsreaktionen des SpleilBmechanismus mggliab durch eine Mutation des
N-terminalen Nucleophils im Intein zu Alanin errgioverden kann. Wird ein Zielprotein
mit seinem N-Terminus an den C-Terminus eines soicimteins fusioniert, so ist die
Synthese des Zielproteins mit einer beliebigen Mitealen Aminosaure maglich, wie zum
Beispiel Cysteil®® Somit kdnnen speziell solche Bausteine bereittiesterden, die fiir
die native chemische Ligation (vgl. 1.3) bendétigtrden. Die dadurch neu entstandene
Methode der Proteinsynthese wurde als ,expressegiprligation* (EPL) bezeichnét”
Die bis dahin bestehenden Grenzen der Festphasbasgn lange Peptide herzustellen,
konnten damit umgangen werden, da auf diese Weiseigiell die Synthese von
Fragmenten unbegrenzter Grof3e mit weitaus gering&est- und Kostenaufwand mdglich
ist. So wurde mit Hilfe der EPL ein 1407 AS grof¥salogon derf3-Untereinheit der
E. coli RNA-Polymerase hergestéffé! AuRerdem ist neben der Verwendung eines Intein-
Systems zur Zeit keine Alternative bekannt, einypebtid mit C-terminalem Thioester auf
molekularbiologischem Weg herzustellen. Zur Freige von N-terminalen Cysteinen
gibt es einige alternative Verfahren, wie die Spaidt von Met-Vorlauferproteinen mit
endogener Methionin-Aminopeptidase oder Brom&j&hoder den Verdau mit Proteasen,
wie Faktor Xa oder TEV, von Proteinen, die eine sprachende Signalsequenz
enthalteri®®% Allerdings kénnen hierbei Probleme wie unspezifisc®paltungen oder
Aggregation des Zielproteins unter den bendétigtediBgungen auftreten.

Die EPL hat das Repertoire zur Bestimmung von $aruk~unktion, Lokalisation und
Wechselwirkung von Proteinen enorm bereichert. Sorden Proteine mit Fluo-
reszenzlabel” segmentweiser Isotopenmarkierlfflg oder posttranslationalen Modi-
fikationerd®¥ synthetisiert. Weiterhin wurde sie zur Cyclisietifigpder zur Einfilhrung

unnatiirlicher Aminosauren verwendét.
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1.5. Das IMPACT-TWIN-System

Zur Reinigung von rekombinanten Proteinen werdemals Affinitatstags verwendet. Da
diese haufig mit der Struktur und der Aktivitat déglproteins interferieren, missen sie
nach der Reinigung z.B. durch Proteasen wieder sadgen werden, was einen
Zusatzschritt zur Abtrennung des AffinitAitsmarkernsl der Protease bedeutet. Dies kann
umgangen werden, wenn zwischen dem Affinitatstagy dem Zielprotein zusatzlich ein
Intein fusioniert wird, dessen Abspaltung induziererden kank’? Dies wird beim
IMPACT-TWIN (Intein Mediated_Rrification with an_Afinity Chitin-binding Tag-Two
Intein), einem neuen Proteinexpressions- und Reigsgystem von New England Biolabs,
ausgenutZf? Der kommerziell erhéltliche Expressionsvektor pTWINbesteht aus
7375 Basenpaaren und enthalt zur Selektion vonsfoemierten Bakterien ein

Resistenzgen fur die periplasmatis@ieactamase, was zu einer Ampicillinresistenz fuhrt.

N-terminale Fusion

', P st
JF 2nd CBD , vy
g "MCs x inaktive L \
g % Spaltstelle 1 ’ Y
4 B 7[5 - e S
~1st CBD pTW|N1 Promotor T . T
T7 promotor 7375 bp —> é [ CBD1 MCS/ CBD2 g
T s A P
N p inaktive
N s Spaltstelle 2
N 4
\i I3
C-terminale Fusion
Abbildung 8. Schematische Darstellung des pTWINGeve und Funktionsprinzip

des IMPACT-TWIN-Systems

Als Affinitatsmarker enthalt der Vektor SequenzénZwei Chitin-bindende-Doménen aus
dem Chitinase A1Gen vonBacillus circulansWL-12, die aus 51 bzw. 52 Aminosauren
bestehe®’? Weiterhin sind auf dem Vektor zwei modifizierteditte codiert. Zum Einen
handelt es sich um das 154 Aminosauren grof3e Mirid Ssp Dna B auSynechocystis
Sppl™, zum Anderen um das Mxe GyrA-Intein audycobacterium xenopidas
198 Aminosauren beinhaltéfl Zwischen beiden Inteinen befindet sich eine Melfac
klonierungsstelle (MCS), in die, unter Verwendunggeigneter Restriktionsenzyme und

einer Ligase, die Insertion des gewtlnschten Zielges Leseraster moglich ist. Die Fusion
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des Zielproteins ist dabei entweder mit seinem teraC-Terminus an eines der beiden
Inteine mdoglich (N- und C-terminale Fusion, vgl. Bldung 8). Dadurch kann ein
Fusionsprotein bestehend aus Met-Zielsequenz-MxeA3yBD2 oder CBD1-Ssp Dna B-
Zielsequenz exprimiert werden. Die Transkriptiom eetsprechenden Gene steht unter der
Kontrolle des induzierbaren T7-Promot&f$Iin Abwesenheit von IPTG ist die Expression
durch Bindung dekac-Repressors an diac-Operon Sequenz stark unterdrickt.

Um die ungewollte Spaltung zwischen den Chitin-bmadken-Domanen und den Inteinen zu
verhindern, wurden die Inteine modifiziert und digtsprechenden Spaltstellen inaktiviert
(vgl. Abbildung 7). So wurde beim Ssp Dna B-Inteizs N-terminale Cysgegen ein Ala
ersetzt, wodurch die ersten beiden Umesterungsoeakt des SpleiBmechanismus
blockiert sind, es aber weiterhin zu einer Cyctlisigy des C-terminalen A5 kommen
kann (vgl. 1.4). Die dabei resultierende Freisefzdes Zielproteins mit einem vorher
festgelegten, frei wahlbaren N-Terminus, ist pH-d utemperaturabhangiég] In der
Sequenz des Mxe GyrA-Inteins wurde das C-termiAaig® gegen ein Ala ersetzt. Somit
besteht die Mdglichkeit einer thiolinduzierbarenalbpng am N-Terminus des Inteins,
wobei die Spaltung am C-Terminus durch die nichgimtie Succinimidbildung des Asn
unterdriickt ist’? Auf diese Weise kann ein C-terminaler Thioester gaven werden. Die
generelle Vorgehensweise ist bei der N- und C-talem Fusion identisch. Nach
Expression und Lyse wird der losliche Rohextrakt awne Chitinsdule gegeben und
samtliche Fremdproteine werden durch griindlichesdhen entfernt. AnschlieRend wird
auf der Saule die Spaltung zwischen Intein undpZogéin induziert (durch Thiolzugabe
bzw. pH- und Temperaturdnderung) und es kann dagrgehte Protein eluiert werden. Im
Vergleich zu anderen Affinitatsstrategien, die exog proteolytische Spaltung sowie die
Entfernung der Protease und des Affinitatstagshadien, ist im Idealfall nur ein einziger

Chromatographieschritt zur Isolierung des reinezipfoteins notwendig.

1.6. BovineRNase A-D

Bei der bovinerRibonucleasdandelt es sich um ein Verdauungsenzym des Pani8eas
tritt als eine Mischung von 4 Isoenzymen auf, déeRiNase AD bezeichnet werdéefi? Die
Primarstruktur ist bei allen Varianten identischd uresteht aus einer einzelnen Peptidkette

von 124 Aminoséauren (Abbildung 9).
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H,N-Lys-Glu-Thr-Ala-Ala-Ala-Lys-Phe-Glu-Arg-Gin-His-Met-Asp-Ser-Ser-Thr-Ser-
Ala-Ala-Ser-Ser-Ser-Asn-Tyr-Cys-Asn-GIn-Met-Met-Lys-Ser-Arg-Asn-Leu-Thr-Lys-
Asp-Arg-Cys-Lys-Pro-Val-Asn-Thr-Phe-Val-His-Glu-Ser-Leu-Ala-Asp-Val-GIn-Ala-
Val-Cys-Ser-GlIn-Lys-Asn-Val-Ala-Cys-Lys-Asn-Gly-GIn-Thr-Asn-Cys-Tyr-GIn-Ser-
Tyr-Ser-Thr-Met-Ser-lle-Thr-Asp-Cys-Arg-Glu-Thr-Gly-Ser-Ser-Lys-Tyr-Pro-Asn-
Cys-Ala-Tyr-Lys-Thr-Thr-GIn-Ala-Asn-Lys-His-lle-lle-Val-Ala-Cys-Glu-Gly-Asn-Pro-
Tyr-Val-Pro-Val-His-Phe-Asp-Ala-Ser-Val-OH

Abbildung 9. Aminosauresequenz von RNase mit Gliyensgsstelle an

Asparagin 34

In der Sekundarstruktur bilden sich 4 Disulfidbréckaus (vgl. Abbildung 10), die einen
entscheidenden Teil zur Stabilitat der nativen Fbeitragen. Weiterhin besitzt dNase
vier Prolinreste, von denen im nativen Zustand ziwedler cis-Form (Tyr92/Pro93 und
Asnl113/Prol14) und zwei in der trans-Form (Lys4d4Rrund Vall16/Prol117) vorliegen.

Disulfidbriicken
I I T |
T Bt TR |
HaN— L COOH
1 26 40 58 65 72 84 95 10 124
Abbildung 10. Bovine RNase mit Disulfidmuster uhgt@sylierungsstelle

RNase Ast ein unmodifiziertes EnzymvahrendRNase BC undD am Asparagin 34 eine
Glycosylierung in der Consensus-Sequenz Asn-LeubEBitzenRNase Boesteht aus funf
Hauptglycoformen, die am Stickstoffatom der Seitdték von Asn34 ein verzweigtes
N-Glycan des Oligomannosidtyps (MagIcNAc,) tragen’® Der variable Mannose-
anteil besteht zu ungefahr 60 % aus Mamd zu 30 % aus Maf? Das
Glycosylierungsmuster der seltener vorkommendidase Cund D entspricht dem
komplexen biantennaren Typ bzw. einer heterogeneschiving. Neben zwei bis drei
Mannoseeinheiten treten zwei zusatzliche GIcNABie d-ucose-, zwei Galactose- sowie

zwei bis vierN-Acetylneuraminsaureeinheiten auf (Abbildung £3).
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1,2
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RNase C (Komplextyp)

Abbildung 11. N-Glycane an Asn34 von boviner RNBasend C

Bei derRNasehandelt es sich um eine Endonuclease, die derolyyidchen Verdau von
RNA unter Spaltung der Phosphor-5-Sauerstoffbindukatalysiert, bevorzugt nach
Pyrimidinbasen (U,C¥ Entscheidend an der Katalyse beteiligt sind diitHize12 und
119% Dabei fungiert der Imidazolring von Hisl2 als Baser ein Protonvom
2’-Sauerstoff des Substrats abstrahiert und daddesh Angriff auf das Phosphoratom
erleichtert. Die Seitenkette von His 119 fungidg S&ure, wobei sie den 5’-Sauerstoff
protoniert und damit den Austritt beschleunigt. Biminosauren Lys41 und Phel20 sind
ebenfalls am Katalysemechanismus beteiligt, indemden Ubergangszustand mit einem
pentavalent koordinierten Phosphoratom stabilisi€fe

Die RNaseist das am intensivsten untersuchte Enzym desathunderts?” was sie zu
einem interessanten Modellsystem z.B. fir das 8Stadier Glycoproteinsynthese macht.
RNase Avurde schon vor tiber 60 Jahren erstmals kristitt&l und war das erste Enzym,
dessen komplette Aminosauresequenz aufgeklart wekdente®® Die Synthese von
RNase Agelang bereits in LosuR§, an der FestphdS8, durch enzymatische
Fragmentkondensatibl und durch native chemische LigatiSil.Verschiedene Formen
von RNase Bmit Sialyl Lewis X Motiven konnten durch den Einsaton Endoglyco-
sidase H und speziellen Glycosyltransferasen hesifesverden®® Der Einfluss des
Kohlenhydratanteils auf Parameter wie Faltung, qoiytische Zuganglichkeit oder

physikalische Eigenschaften lasst sich bei dencheedenen Formen d&Nase besonders
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gut untersuchen, da die 3D-Strukturen mit AusnatieeeZuckerteils identisch sifid und
die Isolierung vorRNase Bnit verschiedener Anzahl an Mannoseeinheiten miggit>®
So gelang es mit Hilfe der Kapillar-Elektrophoresstmals bei deRNase Beinheitliche
Glycoformen in geringen Mengen zu isolieren und &nfluss des Kohlenhydratanteils

auf die dynamische Stabilitat und enzymatischeAtéti des Proteins nachzuweidéh.

2. Themenstellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von Mwmtan zur Synthese einheitlicher
Glycoproteine. Dabei sollten festphasenchemischogeene Glycopeptidthioester und
molekularbiologisch gewonnene Fragmente mit Hikée dativen chemischen Ligation zu
uniformen Glycoproteinen verkniUpft werden. Studiem Funktion von Glycoproteinen in
biochemischen Systemen sollten durch die Berdiisiglvon homogenem Material im
Milligrammmalfistab deutlich erleichtert werden. Bedidurch die schwierige Isolierung
einheitlicher Glycoproteine aus nattrlichen Quelstikroheterogenitat), ist die Synthese
solcher Proteine in den letzten Jahren zu eineerdssanten Forschungsgebiet geworden.
So ist es fur genaue Untersuchungen der biologmsdNdivitat sowie von Struktur—
Wirkungsanalysen unerlasslich, ausreichende Meageginheitlichen Glycoproteinen zur
Verfiigung zu haben.

Es sollte das Fragment der bovireNase40-124B mit einem N-terminalen Cystein mit
Hilfe eines Inteinsystems gewonnen werden. Diesagrirent sollte zur Untersuchung und
Optimierung von Ligationsbedingungen mit dem ThieeMet-RNasel-39 A bzw. dem
glycosylierten ThioesteRNasel-39 C verwendet werden. Mit Hilfe eines Enzymassays

sollte die Ruckfaltung zum nativen Enzym untersweobitden.
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3.

3.1. Bovine RNase A

Syntheseplanung uniformerRibonuclease

Die Synthese von einheitlichen Glycoproteinen eoittit Hilfe der nativen chemischen
Ligation realisiert werden. Zur Optimierung der R@ansbedingungen sollte dabei
zunachst die nicht glycosylierRNase Aals Modellsystem dienen. Dazu wurde das Protein
in die Fragmente Me®Nasel-39 A und RNase40-124B geteilt. Beide Segmente sollten
mit Hilfe des dualen Vektorsystems pTWIN1 hergdsteerden. FragmerB sollte dabei

durch Expression in einem bereits vorhandeBeroli Klon mit dem Vektor pTWIN!

gewonnen werden.
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Die Madoglichkeiten zur Isolierung und Reinigung deésagmentesRNase40-124 B aus
Inclusion Bodiessollten verbessert werden. Nach Verkniupfung degienteA und B
sollte das Ligationsprodukt M&Nasel1-124 rickgefaltet und mit Hilfe eines Assays

(Hydrolyse von cyclischem 2’,3’-CMP) die enzymakiscAktivitat nachgewiesen werden.

3.2. BovineRNase C

Zur Synthese von glycosyliertedRNase C1-124 sollte eine analoge Zwei-Segment-
Strategie wie zur Synthese von MeiNasel-124 verwendet werden. Dazu wurde das
Protein in die Fragment@Nasel-39 C mit komplexem N-Glycan am Asparagin 34 und
RNase40-124B geteilt. Mit Hilfe der nativen chemischen Ligatisallte die glycosylierte
RNase Cl-124 gewonnen werden (Abbildung 13 a). Der Aufba&on kirzeren Pepti-
den mit komplexem N-Glycan wie Baustel@ gelingt am Besten mit Hilfe der
Festphasenglycopeptidsynthese. Allerdings kam e i&anfihrung des glycosylierten
Aminosaurebausteins zu einer deutlichen Abnahme Kigpplungseffizienz bei den
nachfolgenden Schritten. Eine effektive Synthese lnotigten glycosylierten Fragments
RNasel-39C konnte deshalb bisher nicht realisiert werdenek&iAusweg ermoglichte die
Tatsache, dass sich an Position 26 der Aminos&guese ein weiteres Cystein befindet,
was fur eine Drei-Segment-Strategie durch sequentative chemische Ligation genutzt
werden sollte. Zur Synthese vdtNase C1-124 wurde diese deshalb in die Segmente
RNase40-124B, RNase26-39 D und RNasel-25 F unterteilt (Abbildung 13 b). Dabei
sollten die Segment® und F durch Festphasensynthese gewonnen werden. Se@mnent
sollte durch Inteinvermittelte Proteinspaltung dédra werden (vgl. 3.1). Eine zentrale
Aufgabe sollte dabei Segmebterfillen. Dieses tragt neben dem komplexen N-Glyaran
Asparagin 34 beide fir die native chemische Ligatiendtigten funktionellen Gruppen,
also einen Thioester am C-Terminus und ein N-tesias Cystein. Das Cystein sollte in
Form eines Thiazolidinringes maskiert werden, unkomtrollierte Polymerisation bzw.
Cyclisierung zu verhindern. In der ersten Ligatisallten die Segment® und D
miteinander verknipft werden. Durch Offnung desaZblidinringes sollte das Fragment
RNase 26-124 E mit N-terminalem Cysteingewonnen werden. Durch anschlie3ende
Ligation mit dem SegmeriNasel-25F sollte schlief3lich die vollstandigeNase CL-124
mit komplexem N-Glycan am Asparagin 34 erhaltendsar Als Alternative sollte eine

Variante des SegmentfkRNase 26-39 D verwendet werden, das anstelle des
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Thiazolidinringes die photolabile Mapoc-Schutzgregpgt. Das Volllangenprotein sollte
ruckgefaltet und die Aktivitat mit Hilfe eines Enmgssays untersucht werden.

Inteinvermittelte

Festphasenglyco-
Proteinspaltung

peptidsynthese

T Ml

RNase 1-39 )J\SR + RNase 41-124

Cc 9 B

Ruckfaltung
Native chemische Ligation

=5

i —| RNase C

HyN— — COOH

1 26 40 58 65 72 84 95 110 124
Ruckfaltung
Native chemische Ligation

o 34
RNase 1-25 )J\SR + RNase 27-124

F 9 E

Entschitzung
Native chemische Ligation

Festphasenpeptid-

synthese
S 34
< RNase 27-39 )J\SR t RNase 41-124
” HoN
o) o)

D B

U U

Inteinvermittelte
Proteinspaltung

(b)

Festphasenglyco-
peptidsynthese

Abbildung 13. Zwei- (a) und Drei-Segment-Stratepg zur Synthese fur bovine
RNase C
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4. Materialien und Methoden
4.1. Materialien
41.1. Biochemikalien und Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und Biochemikalien werdon folgenden Firmen bezogen:

Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland): Acetdrfiir HPLC
Fluka/Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland): L-Arginin, cyclisch#s3’-CMP,

3,3’-Dithiodipropionséure,
Methanthiosulfonsaui®methylester,
O-Methylhydroxylamin Hydrochlorid
MPAA, NaoHPO,, TCEP, Thiophenol
Merck (Darmstadt, Deutschland): AmeisenséauréifaLC
MBI Fermentas

(St. Leon-Rot, Deutschland): Proteinmolekulargéntsstandard (14.4-
116 kDa)

NuSep

(Frenchs Forest, Australien): 10 x SDS-Tris-Tricaufpuffer, 2x
SDS-Tris-Tricin Probenpuffer

Peg-Lab (Erlangen, Deutschland): IPTG

Roche (Mannheim, Deutschland): Complete Protedsbitor Cocktail

Roth (Karlsruhe, Deutschland): Ampicillin-Natriuais, Brilliant Blau

(Coomassie) R 250, Hefeextrakt, EDTA,
Glutathion reduziert/oxidiert, Guani-
diniumchlorid, Natriumchlorid, PMSF,
Roti-Quant Proteinbestimmung, TCA
20 % ige Losung, Tris, Tris-HCI,
Trypton/Pepton aus Casein

Serva (Heidelberg, Deutschland): Desoxycholat

Toronto Research Chemicals

(Toronto, Kanada): 2-Carboxyethyl-methantbifmat
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41.2. Proteine

Folgende Enzyme und Proteine kommen zum Einsatz:

Fluka/Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland): BSA (66.4 kDa), Lysoe{l4 kDa),RNase A
(13.6 kDa)

4.1.3. Thioester

Olaf Harjes (Diplomarbeit),

Nelson Lombana (Promotion),

Markus Puttner (Promotion): Thioester MRIasel-39

Manuela Schaffrath (Promotion): ThioesRidasel-39, Asn34(AgGIcNAC)

Stefano Mezzato (Promotion): ThioesRidase30-39, Asn34HeptaAc

Claudia Péhner (Promotion): ThioesRINaseThz-26-39, [Asn34Pria

Christian Heinlein (Promotion):  ThioesteNaselrhz-26-39, Asn34GIcNAc,
[Met30Nle, Met31Nle]

Daniel Varon Silva (Promotion): ThioesteNasel-25
ThioesteRNaseAcThz-26-39, Asn34NonaAc
ThioesteRNaseThz-26-39, Asn34Nona
ThioesteRNaseMapoc26-39, Asn34Nona
ThioestelRNaseThz-26-39 Asn34Nona[Met30Nle,
Met31Nle]

4.1.4. Puffer und Losungen

Alle Lésungen werden, soweit nicht anders angegelméindd-HO angesetzt. Losungen,
die fur die Arbeit mit Bakterienkulturen verwendetrden sollen, werden autoklaviert oder
sterilfiltriert (PorengroRe: 0.@m). Das Einstellen des pH-Wertes erfolgt mit 1 NeS&ure
und 1 N Natronlauge. Die pH-Werte verstehen sichiest nicht anders angegeben, bei

einer Temperatur von 2%.

Ampicillin-Stammlésung: 150 mg/ml, sterilfiltrier

IPTG-Stamml6sung: 1 M, sterilfiltriert
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10x Laufpuffer fur 10-20 % ige
NuSep-Gele :

61 g Tris, 90 g Tricin, 5 g SDSlddid-H,0O

Fixierlosung fur SDS-Polyacrylamidgele: 20 % ig&y) TCA
Farbeltsung fur SDS-Polyacrylamidgele: 50 % ige's) MeOH, 10 % ige (v/v) Essig-

Entfarbelésung fur SDS-
Polyacrylamidgele:
Lysepuffer (Puffer B1):

Waschpuffer Ifxclusion Bodieg:

Reduktionspufferlfclusion Bodiek:

Denaturierungslosung :

Ruckfaltungspuffer 1:

Ruckfaltungspuffer 2:

Ligationspuffer 1:

Ligationspuffer 2:

Ligationspuffer 3:

Abspaltungspuffer
(Thiazolidin) :

Denaturierungspuffer (Ligationen):

Ruckfaltungsgspuffer (Ligationen):

Puffer fur Enzymassay:

sawe, % iges (w/v) Brillant Blau R 250

10 % ige (v/v) Essigsaures tges (v/v) MeOH
500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 201 PMSF,
0.1mM TCEP, pH 8.5
1 mg/ml Desoxycholat, 2 mM EDTA, 0.2 mg/ml|
Lysozym (erster Schritt), pH 8.5
500 mM NacCl, 2 mM EDTA, 20M PMSF,
0.1mM TCEP, 100 mM DTT, pH 8.0
6 M GdmCI, 2 mM EDTA, 1 mMKEP,
pH 8.0.
500 mM NaCl, 2 mM EDTA, @bl PMSF,
500 L-Arginin, 1 mM TCEP, pH 7.4
500 mM NaCl, 2 mM EDTA, g PMSF,
500 L-Arginin, pH 7.4
100 mM N&lPQOy, 6 M GAmCI, 3 % (v/v)
Thiophenol, pH 7.0
100 mM N&IPO,, 6 M GAdmCI, 2 mM EDTA,
30 mM TCEP, 3 % (v/v) Thiophenol, pH 7.0
100 mM N&lPQy, 6 M GdmCI, 2 mM EDTA,
30 mM TCEP, 200 mM MPAA, pH 7.0

100 mM NgHPQy, 6 M GdmCI, 2 mM EDTA,
30 mM TCEP, 200 mM Methoxyamin, pH 2.0
6 M GdmClI, 841Tris, 2 mM EDTA,
0.2 M GSH, pH 8.5
0.1 M Tris, #nEEDTA, 0.3 mM GSSG,
pH 8.5
50 mM NaCacodylat, 0.3 m@+8l,3"-CMP
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4.1.5. Bakterienstamm und Medien

Bakterienstamm: Genotyp:

E. coliK12 (B ER2566) FfhuA2[lon],ompTlacZ:T7genegal,sulAll, A(mcrC-
mrr)114::1S10,Rincr-73::miniTn10)2Rggk210::Tn10)
1 (TetS),endAl [dcn.

Medium (uria Bertani Broth [°3:

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl ad 1 LddrH,O, pH 7.0

Alle Nahrmedien, Glasgerate, Pipettenspitzen ungeBEgorfgefal3e werden vor ihrer
Benutzung durch Autoklavieren (20 min, 121 °C, MPa) sterilisiert, hitzelabile
Losungen wie Antibiotika und IPTG werden steritfért und nachtraglich hinzugefigt.
Zum LB-Flussigmedium wird erst unmittelbar vor B&ung Ampicillin in einer

Endkonzentration von 15@/ml hinzugegeben.

4.1.6. Verbrauchsmaterialien

Brand (Wertheim, Deutschland): Polystyrol-Halbroikiivetten
Millipore (Bedford, USA): Centriplus YM-3 Zentufjationseinheiten,

Microcon YM-3 Zentrifugationseinheiten,
Nitrocellulosefilter 0.02pm

NuSep

(Frenchs Forest, Australien): Tris-Tricin FertiggéGradientengele 10-20%)

Chromatographie Zubehor Trott

(Kriftel, Deutschland): Schraubkappen PP 8-42/llkonische Glass-
vials mit Schraubgewinde

41.7. Gerate

Agilent Technologies

(Boblingen, Deutschland): XDB-C8n Saule (150 x 2.1 mm)
Alaris (Baesweiler, Deutschland): AseéN&GS-Spritzenpumpe
Analytik Jena (Jena, Deutschland): UV/VIS-Spektnatometer Specord 200
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CQOY Laboratory Products Inc.

(Michigan, USA): Aerobe glove box, Modell B

Eppendorf (Hamburg, Deutschland): Thermomixer carhpzentrifuge 5417R

GE Healthcare (Uppsala, Schweden): Spannungsqu@tledie Elektrophorese EPS
601, UV-Spektralphotometer Ultrospec 1000,
Akta Basic, Superdex Peptide PE (300x7.5)

Hanna Instruments

(Kehl am Rhein, Deutschland): pH-Messgerat HI 9321
Hewlett-Packard

(Waldbronn, Deutschland): UV/VIS-Dioden Array Spekneter 8452A
H+P Labortechnik

(Oberschleil3heim, Deutschland): Varioklav Dampfksator 25 T

Kendro (Newton, USA) Sorvall RC-5B Zentrifuge

LTF Labortechnik

(Wasserburg, Deutschland): Geldokumentation

Mettler Toledo (Giel3en, Deutschland):  Analysenwa@y&05, Laborwaage PE3600

Microfluidics Corporation

(Newton, USA): Microfluidizer M110-L

Micromass (Cray, USA): LCT ESI-TOF-Massenspekieten
New Brunswick Scientific

(Edison, USA): Inkubator Innova 4230

Philips (Hamburg, Deutschland): HP(L) Mitteldruckhbner, 120 Watt

Thermo Electron Coporation
(Fernwald, Deutschland): Vakuumkonzentrator RA.A0N,
Deepfreezer VX 690

Universitatswerkstatt
(Bayreuth, Deutschland): ElektrophoresekammePfoteingele
YMC (Schermbeck, Deutschland): YMC-Pack ODS-A A3 (100x2.0 mm)

fur die LC-MS

4.2. Methoden

Zentrifugationen von Proben in ReaktionsgefaRerdarerwenn nicht anders angegeben, in
einer Tischzentrifuge 5417R von Eppendorf bei 1300 durchgefihrt. Daneben steht fir

das Zentrifugieren von gré3eren Volumina eine 3bnRAC-5B Kihlzentrifuge
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(3000—12000 rpm) zur Verfigung, die mit einem SLZ0Q bzw. SS 34 Rotor betrieben
wird. Alle Zentrifugationsschritte werden, soferncht anders angemerkt, bei 4 °C
durchgefuhrt. Losungen von Proteinen oder Peptidenden in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Anschlie3end wird das Lésungsnuliieth Anlegen eines Hochvakuums
bei 0.1 mbar im Vakuumkonzentrator RC 10.10 bisTaockne eingedampft.
Bestimmungen der optischen Dichte von Bakterienkaft erfolgen mit einem
UV-Spektralphotometer Ultrospec 1000 bei 600 nm {§Din Polystyrol Halbmikro-

kuvetten (d = 1 cm). Als Referenz wird reines LB&en verwendet.
4.2.1. Proteinchemische Methoden
4.2.1.1. Protein-Gelelektrophorese, SDS-PAGE

Die Trennung von Proteinen wird durchgefuhrt naer Methode vonSchaggerund

™ Es werden kommerziell erworbene Tris-Tricin-Gele t nginem Acryl-

Jagow
amidgradienten von 10-20 % von NuSep verwendet. Baiprechende Lauf- und
Auftragspuffer wird nach den Angaben des Herstelieingesetzt. Vor dem Auftragen
werden flissige Proben jeweils mit dem gleichen ud@n 2x Proteinauftragspuffer
versetzt und 10 min bei 95 °C inkubiert. Bakterigtgis oder eingedampfte Proben werden
mit 20 ul 2x Proteinauftragspuffer und 20 dd-H,O versetzt und fir 10 min bei 95 °C
inkubiert. Samtliche Proben werden vor dem Auftragef das Gel 1 min bei 6000 rpm
zentrifugiert. Vom Uberstand werden 40 vom Proteinstandard, der vorher 10 min bei
95 °C inkubiert wird, 1Qul auf das SDS-Gel aufgetragen. Proben, die groRere
Konzentrationen an GdmCI (> 0.5 M) enthalten, warder dem Auftragen 40 min bei RT
auf einem Nitrocellulosefilter (Porengrof3e 0.Q2B) entsalzt. Als Laufpuffer fur die Gele
dient eine 2x Tris-Tricin-SDS-L6sung. Die elektropétische Auftrennung der Proteine
erfolgt in einer vertikalen Apparatur bei konstan®pannung von 150 V und einer
anfanglichen Stromstarke von 60 mA, die nach 80 Inaufzeit auf ca. 20 mA abfallt. Das
Gel wird 5 min in 20 % iger TCA fixiert und ansaiftiend 2 h unter leichtem Schatteln in
50 % igem (v/iv) MeOH, 10 % iger (v/v) Essigsaurel @ igem (w/v) Brilliant Blau
gefarbt. Das Entfarben der Gelmatrix erfolgt 6 8min 10 % iger (v/v) Essigsaure,

5 % igem (v/v) MeOH, bis die blaugefarbten Proteimben vor dem entfarbten

Hintergrund detektierbar werden.
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4.2.1.2. Expression des Fusionsproteins

Zu 5 ml LB-Medium werden 3(l der Glycerinkultur des gewiinschten Klons gegelosh
10 h bei 215 rpm und 36C inkubiert. AnschlieRend werden 4 ml dieser Susjpen
entnommen und damit eine 100 ml Kultur angeimptt drese fir 14 h bei 38C, 150 rpm
inkubiert. Daraufhin werden von dieser Kultur zwaln85 ml entnommen und jeweils
2.5 Liter frisches LB-Medium angeimpft. Die optigcBichte bei 600 nm in den neuen
Kulturen soll nach dem Animpfen jeweils 0.1 betragélle LB-Medien enthalten
Ampicillin in einer Endkonzentration von 15@®/ml. Die 2.5 Liter-Kulturen werden im
Anschluss bei 36C und 115 rpm bis zu einer @ von 0.6 inkubiert. Von dieser
Suspension wird ein Aliquot (10d) als Referenz vor der Induktion fUr eine spateRs-
PAGE entnommen und bei - 8CQ gelagert. Die Expression des Fusionsproteins irdh
Zugabe von je 1.875 ml 1 M IPTG-L6sung (0.75 mM @G Endkonzentration) zur
Bakterienkultur induziert und es wird weitere 3 &i 186 °C unter Schutteln (110 rpm)
inkubiert. Diese optimierten Expressionsbedingungemden bereits in vorhergehenden
Arbeiten ermittelt.Die Bakterien der IPTG-induzierten Kultur werdeni e °C und
10000 rpm (Sorvall RC-5B Kihlzentrifuge, SLA-15004Br) 15 min zentrifugiert. Das
Bakterienpellet wird in insgesamt 60 ml LysepuBdr bei 4 °C langsam resuspendiert und
die Losungen vereinigt. Von dieser Loésung wird &ligquot (100ypl) fur eine spatere SDS-
PAGE entnommen und bei -80C aufbewahrt. Anschlielend werden unldsliche
Bestandteile durch ein Sieb filtriert. Die so vaditete Bakterienlosung wird mittels
Microfluidizer unter standiger Eiskihlung aufgesdden. Es wird einmal mit 30 ml und
einmal mit 20 ml Lysepuffer B1 nachgewaschen ural ldisung in einem eisgekuhlten
Glasbehalter aufgefangen. Von der Suspension wird Adiguot enthommen und
anschlieRend das Lysat 15 min bei 10000 rpm un@ #entrifugiert und vom Uberstand
erneut ein Aliquot (100ul) entnommen. Die Suspensionen vor der Lyse sovee d
Uberstand und die Suspension des Lysates werde®QEyPAGE (vgl. 4.2.1.1) mit einem
Proteinstandard (Protein Molecular Weight Markernrentas: 14.4-116 kDa) untersucht.

4.2.1.3. Inclusion Body Préparation

Das Pellet der aufgeschlossenen Bakterien (vgll£2Peines 5 Liter Ansatzes wird in
60 ml kaltem Waschpuffer mit Lysozym resuspendigrd anschliel3end pelletiert. Es
folgen jeweils dreimal Resuspendieren und Pelletiemit 50 ml Waschpuffer ohne

Lysozym und anschlieBend funfmal Resuspendieren Hdedtrifugieren in 50 ml
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Lysepuffer B1. AbschlieRend wird zweimal mit je 401 dd-HO resuspendiert und
pelletiert. Samtliche Uberstande werden bei -80g&tagert. Von jeder Suspension und
jedem Uberstand wird ein Aliquot entnommen und [BDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1)
untersucht. Alle Zentrifugationsschritte werden bB2D00 rpm/4°C fur 20 min (Sorvall
RC-5B Kiihl-zentrifuge, SLA-1500-Rotor) durchgefihrt

4.2.1.4. Reduktion und Losen defnclusion Bodies

Die gereinigteninclusion Bodiesaus Abschnitt 4.2.1.3 eines 5 Liter-Ansatzes werite
30 ml B1 Puffer, pH = 8.5 mit 100 mM DTT resuspeamntiund 2 h bei 28C geschiittelt
(300 rpm). AnschlieRend wird der Ansatz pelleti@®min/12000rpm/4°C) und 2-mal
durch Resuspendieren mit 40 ml Bl Puffer ohne DTewaschen. Nach erneutem
Zentrifugieren werden die gereinigten und redueredBs in 7 ml Denaturierungslésung
(6 M GdmCI, 2 mM EDTA, 1 mM TCEP, pH = 8.0) gelostas durch 20-minutiges
Schitteln bei RT erreicht wird. Anschliel3end wirer ¢gH-Wert mit 1 N HCI auf pH 3-4
eingestellt und unl6sliche Bestandteile werden 2 roei 12000 rpm und 4C
abzentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig aimdtiert und mit 1 N NaOH auf pH 7.0
eingestellt. AnschlieRend wird die Proteinkonzamra nach Bradford bestimmt
(vgl. 4.2.1.5). Die gel6steimclusion Bodiesverden mit Argon entgast und in Portionen zu
je 333ul bei -80°C gelagert.

4.2.1.5. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen wird khife des Roti-Quant Systems, das
auf der Methode vorBradford'® basiert, nach Herstellerangaben durchgefilbie.

Detektion des Protein-Farbstoffkomplexes erfolg B85 nm. Zunachst wird eine
Eichkurve mit verschiedenen BSA-LOsungen der Kotragionen von 0.2-1 mg/ml in
Denaturierungslosung erstellt. Die Messungen egfolgiit dem UV-Spektralphotometer
Ultrospec 1000, als Referenz dient 20 % ige Ro@a@Losung (v/v). Fur die Eichgerade
werden 90Qul der 20 % igen Roti-Quant-Losung (v/v) mit 1@0der BSA-Eichlésung in

einer 1.5 ml Polystyrolkivette versetzt und nacmin bei die Absorption bei 595 nm
gemessen. Zur Konzentrationsbestimmung des deead&iriFusionsproteins (vgl. 4.2.1.4)
werden 100ul der geldsteninclusion Bodieszu 900 ul der 20 % igen Roti-Quant-

Losung (v/v) gegeben und nach 7 min die Absorpti@m 595 nm bestimmt. Ist die
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Absorption der Probe groBer als 0.9 wird das gelogtusionsprotein in

Denaturierungspuffer vor der Messung vorverdinnt.

4.2.1.6. Ruckfaltung und Inteinspaltung

Es werden 1 ml des denaturierten Fusionsproteiagt&li1l.4 in einem 100 ml-Glaskolben
mit Septum unter Argon vorgelegt. Zur InitiierungrdRickfaltung wird durch langsames
Zutropfen der Ruckfaltungslosung (500 mM NaCl, 2 B®TA, 20uM PMSF, 500 mM
L-Arginin, 1 mM TCEP, pH 7.4) mit Hilfe einer Spregnpumpe mit einer Geschwindigkeit
von 30 ml/h unter standigem Ruhren verdinnt. Nachgabe von 29 ml
Ruckfaltungslosung werden 1Q0 entnommen und mit 1 N HCI auf einen pH-Wert von
6.9 eingestellt. Davon werden nach 1 min @20fir eine SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1)
entnommen und eingefroren. Die restlichenu8®erden nach 24 h Inkubation bei 25 °C
mittels SDS-PAGE untersucht. Der Rest des Rickigkansatzes wird mit weiteren 30 ml
Ruckfaltungslosung bei einer Tropfgeschwindigkeibonv 60 mil/h bis auf eine
GdmCl-Konzentration von 0.1 M verdunnt. Im Ansclslwgird der pH-Wert mit 1 N HCI
auf 6.9 eingestellt und nach einer Minute ein Atifjuon 20yl fur eine spatere SDS-PAGE
eingefroren. Die restliche Losung wird fir weite?d h bei 25 °C inkubiert und im
Anschluf3 die Spaltungseffizienz mittels SDS-PAGEetsucht.

4.2.1.7. Modifikation des Fusionsproteins, Rickfaltung und hteinspaltung

Modifikation mit GSSG

Es werden 1 ml des denaturierten Fusionsprot@ins?.1 mg (7.33 mM) TCEP versetzt
und bei einem pH-Wert von 7.0 frisch reduziert. Amschluss werden 61.4 mg (100 mM)
GSSG-Disulfid zugegeben und mit 1 N NaOH der pH-V¥erf 9.3 eingestellt. Nach 24 h
Inkubation bei 25 °C/1100 rpm wird der pH-Wert dasdifizierten Fusionsproteins mit
1 N HCI auf 7.4 gesenkt und die Losung in einem &ddGlaskolben mit Septum unter
Argon vorgelegt. Mit Hilfe einer Spritzenpumpe widie Rickfaltungslésung ohne TCEP
(500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2QuM PMSF, 500 mM L-Arginin, pH 7.4) mit einer
Geschwindigkeit von 30 mi/h zugetropft. Nach Vendiing bis auf 0.1 M GdmCI mit
59 ml Ruckfaltungslosung wird mit 1 N HCI auf einpH-Wert von 6.9 eingestellt. Nach
2 d Spaltung bei 25 °C wird die Spaltungseffizienittels SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1)

untersucht.
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Modifikation mit 3,3’-Dithiodipropionséure

Zu 1 ml des denaturierten Fusionsprotenesden 2.1 mg (7.33 mM) TCEP gegeben und
bei einem pH-Wert von 7.0 frisch reduziert. Im Anisiss werden 20.1 mg (100 mM)
3,3’-Dithiodipropionsaure zugegeben und mit 1 N Ma@er pH-Wert auf 8.5 eingestellt.
Nach 24 h Inkubation bei 25 °C/1100 rpm wird diesudg in vier 250ul-Portionen
aufgeteilt. Der pH-Wert der vier Ansatze wird au$,46.5, 7.5 und 8.5 eingestellt und die
Aliquots werden jeweils in einem 50 ml-Glaskolbeit ®eptum unter Argon vorgelegt.
Mit Hilfe einer Spritzenpumpe werden zu jedem Amshkd ml Rickfaltungslosung ohne
TCEP (500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2@M PMSF, 500 mM L-Arginin) mit einer
Geschwindigkeit von 30 ml/h zugetropft, was zu eiBedkonzentration von 0.1 M GdmCl
fuhrt. Der pH-Wert des Ruckfaltungspuffers entdprriclabei jeweils dem nach der
Reduktion eingestellten pH-Wert. Im Anschluss wadr pH-Wert aller Ansétze mit
1 N HCI bzw. 1 N NaOH auf 6.9 eingestellt, alle Atme zur Spaltung 2 d bei 25 °C
inkubiert und die Spaltungseffizienz der vier Arsdimittels SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1)
kontrolliert. FUr einen praparativen Ansatz werdeech Auswertung der SDS-PAGE
Ergebnisse 1 ml Fusionsprotein wie beschrieben fgedt und bei einem pH-Wert von
7.4 ruckgefaltet.

Modifikation mit Methanthiosulfonsaure-S-methyleste

Es werden 1 ml des denaturierten Fusionsprotein2rimg (7.33 mM) TCEP versetzt
und bei einem pH-Wert von 7.0 frisch reduziert. Anschlul3 werden 1.7l (2.1 mg,
50 mM) Methanthiosulfonsaur@methylester zugegeben und mit 1 N NaOH der pH-Wert
auf 8.5 eingestellt. Nach 24 h Inkubation bei 231300 rpm bzw. 1 h auf Eis wird der
pH-Wert des modifizierten Fusionsproteins mit 1 BlHauf 7.4 gesenkt und die Lésung in
einem 100 mi-Glaskolben mit Septum unter Argon wetegt. Mit Hilfe einer
Spritzenpumpe wird die Rickfaltungslésung ohne TGEFO mM NaCl, 2 mM EDTA,
20 pM PMSF, 500 mM L-Arginin, pH 7.4) mit einer Gescimgigkeit von 30 ml/h
zugetropft. Nach Verdinnung bis auf 0.1 M GdmCI B8itml Rickfaltungslésung wird mit
1 N HCI auf einen pH-Wert von 6.9 eingestellt. Nl Spaltung bei 25 °C wird die
Spaltungseffizienz mittels SDS-PAGE (vgl. 4.2.Jutbjersucht.
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Modifikation mit 2-Carboxyethyl-methanthiosulfonat

Zu 1 ml des denaturierten Fusionsproteins werdém®) (7.33 mM) TCEP gegeben und
bei einem pH-Wert von 7.0 frisch reduziert. AnseBend werden 9.21 mg (50 mM)
2-Carboxyethyl-methanthiosulfonat zugegeben undInN NaOH der pH-Wert auf 8.5

eingestellt. Nach 24 h Inkubation bei 25 °C/1100nrpvird die Losung in einem

100 ml-Glaskolben mit Septum unter Argon vorgeldgit Hilfe einer Spritzenpumpe

werden 59 ml Ruckfaltungslosung ohne TCEP (500 mACIN2 mM EDTA, 2 Tabletten

Complete, 500 mM L-Arginin) mit einer Geschwindigkeon 30 ml/h bis zu einer

Endkonzentration von 0.1 M GdmCI zugetropft. Im émsiss wird der pH-Wert mit

1 N HCI auf 6.9 eingestellt und nach jeweils 1 dd,23 d und 4 d ein Aliquot fur die

SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1) entnommen und die Spaltyeiglektrophoretisch untersucht.

4.2.1.8. Isolierung und Reinigung vonRNase 40-124

Fur die Isolierung der cysteingeschitzten Fragmetde RNase 40-124 werden die
verdunnten Ruckfaltungslosungen konzentriert. Zbhsticwerden die Losungen bei
25°C/4000 rpm fur 2 Minuten zentrifugiert, um aggiestes Protein zu pelletieren.
AnschlieRend werden die Uberstande der Rickfaltung einem Milliliter gelGster
Inclusion Bodieg60 ml) zunachst unter Argonatmosphéare in 6 x 10 ml CdagijyM-3
Zentrifugationseinheiten pipettiert. Bei 4 °C/606@m (Sorvall RC-5B Kiihlzentrifuge,
SS34-Rotor) werden die Losungen bis auf ein Volurm unter 50Qul konzentriert. Die
verbleibenden Losungen werden im Anschluss in 50D Microcon YM-3
Zentrifugationseinheiten Uberfihrt und bei 4 °CQA&pm (Eppendorf Tischzentrifuge
5417R) bis auf ein Volumen von etwa 1@0eingeengt. Die geschutzten Fragmente der
RNase 40-124 werden im Anschluss mittels RP-HPLC auf eiddB-C8 5 um
(150x2.1 mm) Saule mit einem linearen Gradientem 0 auf 50 % Acetonitril/Wasser/
0.1 % Ameisensaure bei einem Fluss von 1 ml/mid iBaulenvolumen gereinigt. Die
gesammelten Fraktionen mit den jeweiligen Zielpgiil, 2 und 3 werden vereinigt, im
Hochvakuum bis zur Trockne eingedampft und die Ratrdurch LC-MS Uberpruft.

LC-MS-Analyse:

Es werden jeweils 0.05 mg der isoliertd®Nase 40-124 1, 2 bzw. 3 in 10 %

Acetonitril/Wasser gelost und massenspektrometiistarsucht.
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Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisenséaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

RNase 40-124, durch Modifikation mit GSSG
Ausbeute: 2.1 mg pro Liter LB-Medium
1 SG: GorHe2N115013659 (9595.61)

Mbper = 9589.32; Mer= 1371.73 (M+7HJ*, 1200.43 (M+8HJ"*
3SG:  GaHesN1210148511(10208.24)

Mbper = 10201.47; Mer= 1459.33 (M+7HY", 1276.86 (M+8H)"
5 SG: GaHs91N 1270160513 (10820.87)

Mbper = 10813.62; Mer= 1546.66 (M+7H)", 1353.29 (M+8HJ"

RNase 40-122, durch Modifikation mit 3,3’-Dithiodipropionséure
Ausbeute: 2.8 mg pro Liter LB-Medium
1SG:  GooHe1aN112013:50 (9394.43)

Mbper = 9388.24; Mer= 1566.70 (M+6HJ", 1343.00 (M+7Hj"
3 SG: GodHe26N 1120136511 (9604.70)

Mber = 9598.24; Mer= 1601.56 (M+6HJ*, 1373.04 (M+7H}"
5SG:  GiHe3dN1120140513(9814.97)

Mper = 9808.25; Mer= 1636.53 (M+6HJ", 1403.03 (M+7Hj"

7 SG: G1He46N1120144515(10025.24)
Mper = 10018.25; Mer= 1671.59 (M+6HY", 1433.09 (M+7HJ"

RNase 40-123, durch Modifikation mit 2-Carboxyethyl-methanthidsukt
Ausbeute: 3.5 mg pro Liter LB-Medium

Ca18He46N112014455(10025.24), vollstéandig geschitzt

Mper= 10018.25

M ger= 1433.06 (M+7H)", 1254.00 (M+8HY'
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4.2.1.9. Synthese von Glycoproteinen durch native chemischagation

Synthese vollet-RNase 1-12%

In einem 1.5 ml Eppendorfgefald werden 0.4 mg (0,0861) Thioester MeRNasel-394
und 0.3 mg (0.03@mol) des mit Glutathion modifizierten Fragmemblase40-1241 in
90 ul entgastem Ligationspuffer (6 M GdmCI, 0.1 M JN&Q,, pH = 7.5) geldst. Die
Reaktion wird durch Zugabe von 3 % Thiophenol (@,7v/v) gestartet und mit Argon
Uberschichtet. Nach zwei Tagen Inkubation im Themnixer bei 1100 rpm/28C wird der
Erfolg der Reaktion durch LC-MS kontrolliert. FliedSDS-PAGE wird ul entnommen,
mit 25 ul dd-H,O versetzt und auf das Gel aufgetragen (vgl. 4.2.1.

LC-MS-Analyse der Ligation zu Met-RNase 1-124

Es werden 2u der Ligationsldsung entnommen, in gb10 % Acetonitril/Wasser/0.1 %
Ameisenséaure gelost und direkt massenspektronmfestersucht. Weitere |d werden zu
0.2 mg (12.8umol) DTT gegeben und bei 1100 rpm/25 geschiittelt bis die vorher triibe
Losung klar ist. Von dieser Mischung werdemplZzntnommen, in 2nl 10 % Acetonitril/
Wasser gelost und durch LC-MS untersucht.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisenséaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisensaure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 200mprd/ UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

CsgdHo1dN1720194513(13822.38)
Mper= 13813.37
Mger= 1254.35 (M+11H)"", 1153.11 (M+12H¥"

Synthese vorRNase 1-124, Asn34(&&lcNAc)7

In einem 1.5 ml Eppendorfgefall werden 0.3 mg (0.Q6®l) Glycopeptidthioester
RNase 1-39, Asn34(AgGIcNAc) 6 und 0.5 mg (0.049umol) des mit Glutathion
modifizierten FragmentBNase40-1241 in 30 ul entgastem Ligationspuffer (6 M GdmClI,

0.1 M NgHPOQy, pH = 7.5) geldst. Nach Zugabe von 3 % Thioph€0d ul, v/v) wird die
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Reaktion mit Argon Uberschichtet und nach zwei Tatgkubation bei 1100 rpm/2%C
durch LC-MS analysiert. Fiur die SDS-PAGE werdenl 2ntnommen, mit 3@l dd-H,O
versetzt und auf das Gel aufgetragen (vgl. 4.2.1.1)

LC-MS-Analyse der Ligation zu RNase 1-124, Asn3@&blAc)

Von der Ligationslésung werden B entnommen, zu 0.2 mg (12;8nol) DTT gegeben
und bei 1100 rpm/28C fir 15 min geschuttelt. Von dieser Mischung wer@eul in 25 pl

10 % Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure gelast durch LC-MS untersucht.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséaure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

CsgdHo2aN1720201512(14019.48)

Synthese von RNase 30-124, Asn34Heptadiod Acetatabspaltung zu RNase 30-124,
Asn34Heptd 0

In einem 1.5 ml Eppendorfgefal werden 0.21 mg @0.06ol) Glycopeptidthioester
RNase30-398 und 0.4 mg (0.042mol) des mit DTDP modifizierten FragmeriNase
40-1242 in 25 pul entgastem Ligationspuffer (6 M GdmCI, 0.1 M JN®Oy, pH = 7.5)
geldst. Nach Zugabe von 3 % Thiophenol (Ou¥5v/v) wird mit Argon tberschichtet und
zwei Tage im Thermomixer bei 1100 rpm/25 geschiuttelt. Der Erfolg der Reaktion wird
durch einen LC-MS-Lauf kontrolliert. Nach 2 Tagererden die Acetatgruppen durch
Zugabe von 2@l 10 % igem wassrigem Hydrazinhydrat mit 0.2 M Ddifekt in der rohen
Ligationsmischung abgespalten. Nach 1 h wird déolgrder Abspaltung mittels LC-MS

analysiert.
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LC-MS-Analyse von RNase 30-124, Asn34HeptaAc uaddBD-124, Asn34Hepta

Es werden jeweils 4l der Ligationslosung bzw. der Abspaltungsreaktian 0.2 mg
(12.8umol) DTT gegeben und bei 1100 rpm/Z5 fiir 15 min geschittelt. Davon werden je
2 ul entnommen, in jeweils 2pl 10 % Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure gelist
mittels LC-MS analysiert.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisensaure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

RNase 30-124, Asn34Hepta8c

Cs3Hs2MN 135019850 (12582.64)

Mper = 12574.63

Mger= 1573.42 (M+8H)", 1398.52 (M+9H3'

RNase 30-124, Asn34Heda

Ca9H791N 135018050 (11825.98)
Mper=11818.44

Mger= 1316.18 (M+9HJ', 1183.71 (M+10HY*

Synthese von RNase AcThz-26-124, Asn34Nod2Aend Acetatabspaltung zu RNase
AcThz-26-124, Asn34Noid3

Es werden 0.2 mg (0.044mol) acetylierter GlycopeptidthioestBNaseAcThz-26-3911
und 0.3 mg (0.031imol) des mit DTDP modifizierten Fragmerm&ase40-1242 in 25l
entgastem Ligationspuffer (6 M GdmCI, 0.1 M N&®Q,, pH = 7.5) in einem 1.5 ml
Eppendorfgefald geldst. Nach Zugabe von 3 % Thiogh@75ul, v/v) wird die Reaktion
mit Argon uberschichtet und zwei Tage im Thermomixel 1100 rpm/ 25C geschdttelt.
Der Erfolg der Ligation wird durch LC-MS analysieltach erfolgreicher Reaktion werden
die Acetatgruppen durch Zugabe von 2010 % igem wassrigem Hydrazinhydrat mit
0.2 M DTT direkt in der rohen Ligationsmischung abgalten. Nach 1.5 h wird der Erfolg
der Abspaltung mittels LC-MS analysiert.
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LC-MS-Analyse von RNase AcThz-26-124, Asn34Nonadlc RNase AcThz-26-124,
Asn34Nona

Von der Ligationslosung vor bzw. nach der Zugabe Mydrazinhydrat werden je 4 zu
0.2 mg (12.8umol) DTT gegeben und bei 1100 rpm/26 fir 15 min inkubiert. Die
L6ésung nach der Acetatabspaltung bleibt dabei tdn beiden Mischungen werden je
2 ul entnommen, in jeweils 25 pl 10 % Acetonitril/Was.1 % Ameisenséure geldst und
mittels LC-MS analysiert.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséaure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

RNase AcThz-26-124, Asn34Nond&c
Cs77H88dN 1410221511 (13689.76)

Mper = 13680.96

Mger= 1955.25 (M+7HJ*, 1711.32 (M+8HJ",

RNase AcThz-26-124, Asn34Ndia
Cs20Hg41N1410197511(12680.88)
Mper= 12672.71

Optimierte Synthese von MeNase 1-1246 und MetRNase 1-124, (SCE)4

In einem mit Schraubdeckel verschlieBbaren 1 ms@d&R werden 0.28 mg (0.Qénol)
Thioester MetRNase 1-39 4 und 0.50 mg (0.05Qumol) vollstandig SCE-geschlitztes
Fragment RNase 40-124 3 in 42 pul optimiertem Ligationspuffer 2 (6 M GdmCl,
0.1 M NaHPQ,, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP, pH = 7.5) gel6st und dieaRtion durch
Zugabe von 3 % Thiophenol (1.2d, v/v) gestartet. Das Reaktionsgefal3 wird unter
Argonatmosphare mit einem Schraubdeckel verschipsagei Tage bei 25C in einem
anaeroben Zelt inkubiert und mittels LC-MS analstsi&lr die SDS-PAGE wird 1ul
entnommen, mit 2.l dd-H,O versetzt und auf das Gel aufgetragen (vgl. 4p.Nach

erfolgter Ligation werden aus der Losungi2@ntnommen und mit 20l Ligationspuffer 2

42



Material und Methoden

(vgl. 4.1.4) ohne Thiophenol versetzt und 40 min2&’C inkubiert. Im Anschluss werden
2.2 mg (0.3 M) 2-Carboxyethyl-methanthiosulfonatgegeben und der pH-Wert mit
10 N NaOH auf pH = 8.5 eingestellt. Nach ReaktitreriNacht bei 25C im anaeroben
Zelt wird mittels LC-MS analysiert. Beide 20 Portionen (vor und nach der Reaktion mit
CEMTS) werden mit jeweils 23@ 10 % Acetonitril/\Wasser/0.1 % versetzt. Die Rgimg
erfolgt im Anschluss durch Gelfiltration (Superd®eptide PE (300x7.5) mit 10 %
Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure als Laufrhitteluss von 0.2 ml/min). Die
gesammelten Fraktionen mit den jeweiligen Peptidsarden vereinigt und im
Hochvakuum bis zur Trockne eingedampft. Es kénnd2 hg MetRNasel-1245 und
0.11 mg cysteingeschitzte MeNasel-12414 erhalten werden.

LC-MS-Analyse von M&Nase 1-124 und Met-RNase 1-124, (SCE)

Es werden vor und nach der Reaktion mit CEMTS jswnéiul der Ligationslésung
entnommen, in je 2kl 10 % Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure geloxl massen-
spektrometrisch untersucht.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisensaure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

Met-RNase 1-128

Ausbeute: 0.12 mg (36 %)

CsgdHo1dN 1720194513 (13822.38)
Mper=13813.37

Mger= 1536.69 (M+9HJ", 1383.10 (M+10H)*

Met-RNase 1-124, (SGE)4

Ausbeute: 0.11 mg (33 %)
Co04H951N1720210521 (14655.41)

Mper = 14645.32

Mger= 1629.23 (M+9HJ", 1466.45 (M+10H*
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Synthese von RNase Thz-26-124, Asn34Nb®iaund Thiazolidinéffnung zu RNase
26-124, Asn34Non&7

In einem 1 ml GlasgefaR werden 0.5 mg (0(hol) GlycopeptidthioesteRNase
Thz-26-39 15 und 2.0 mg (0.20umol) vollstandig SCE-geschitztes Fragment
RNase40-1243 in 125 ul optimiertem Ligationspuffer 2 (6 M GdmCI, 0.1 MajHPQ,,

2 mM EDTA, 30 mM TCEP, pH = 7.5) gelost. Die Reahktiwird durch Zugabe von
3 % Thiophenol (3.7ql, v/v) gestartet und das Reaktionsgefald unter Aagonosphare mit
einem Schraubdeckel verschlossen. Die Ligationsi@suird zwei Tage bei 25C in einem
anaeroben Zelt inkubiert und mittels LC-MS analgisietr die SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1)
wird 1 pul entnommen, mit 2@l dd-H,O versetzt und der Erfolg der Reaktion zuséatzlich z
LC-MS durch Gelelektrophorese kontrolliert. Die iBetzung des N-terminalen Cysteins
erfolgt durch Mischen der Ligationslésung mit dentkeichen Volumen an Ab-
spaltungslésung (6 M GdmCI, 0.1 M MPO,, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP, 0.2 M
Methoxyamin, pH = 2.0). Im Anschluss wird der pH-Mi@it 1 N HCI auf 3-4 eingestellt.
Nach 4 h und 21 h wird das Fortschreiten der Thidin®ffnung durch LC-MS-Analyse

kontrolliert.
LC-MS-Analyse von RNase Thz-26-124, Asn34NonaRMake 26-124, Asn34Nona

Es werden von der Ligationslésung nach 2 d und radizw. 21 h der Reaktion mit
Methoxyamin jeweils 1lul entnommen, in je 25l 10 % Acetonitril/Wasser/0.1 %
Ameisenséure gelést und mittels LC-MS untersucht.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisensaure; Gradient: linear,
a) Start 10 % B, in 20 min auf 50 %; b) Start 20B%in 20 min auf 40 %; Flussrate
200 pl/min, UV-Detektion von 215 bis 275 nm;

RNase Thz-26-124, Asn34Ndéa
Cs2Hg30N 1410196511 (12638.84)

Mper= 12630.69

Mger= 1580.85 (M+8H)", 1405.37 (M+9H3'
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RNase 26-124, Asn34Noha

Cs26H83dN 1410106511 (12626.83)

Mper= 12618.69

Mger= 1579.45 (M+8HJ", 1404.04 (M+9H}'

Synthese von RNase 1-124, Asn34Ndha

Zu 125yl Ligationmischung der Synthese vaid werden ohne Zwischenreinigung 0.2 mg
(0.071umol) des ThioesterBRNasel-25 18 in 25 ul Ligationspuffer mit 2100 mM TCEP,
pH = 7.0 gegeben und der pH-Wert der Reaktion mit llaOH auf einen Wert von 6.6
eingestellt. Nach jeweils 24 h Inkubationszeit wiler pH-Wert um jeweils 0.3 Einheiten
bis zu einem Wert von pH = 7.5 erhdht. Vor jederBitiohung wird die Ligation durch
LC-MS untersucht. Zusatzlich wird bei pH = 7.0 éhquot von 1l entnommen, mit
25 ul dd-H;O versetzt und mittels SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1) gsialt.

LC-MS-Analyse der Ligation zu RNase 1-124, Asn34Non

Es werden bei jeder pH-Stufe 2 pl der Ligationshgsientnommen, in 25 pl 10 %
Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure geldst undseaspektrometrisch untersucht.
Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

Ce3M1011N1750238512(15313.56)

Mger= 1531.74 (M+10HY*, 1392.49 (M+11H)"*

Synthese von RNase Mapoc-26-124, Asn34Nxdnand UV-Entschitzung zu RNase
26-124, Asn34Non&7

In einem 1ml Glasgefald werden 0.13 mg (0.Q860l) GlycopeptidthioesteiRNase
Mapoc-26-39 20 und 0.35 mg (0.035umol) vollstdndig SCE-geschitztes Fragment
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RNase40-124 3 in 25 pl optimiertem Ligationspuffer 2 (6 M GdmCI, 0.1 MapdPQ,,

2 mM EDTA, 30 mM TCEP, pH = 7.5) gelost. Die Reahktiwird durch Zugabe von
3 % Thiophenol (0.7%u, v/v) gestartet, das Reaktionsgefal? unter Argopaphare mit
einem Schraubdeckel verschlossen und mit Alufobe Mchteinwirkung geschuitzt. Zur
Untersuchung der Kinetik der Umesterung v@ad und der Reduktion des Fragments
RNase40-1243 wird bereits nach 1 h eine LC-MS durchgefihrt. Digationslésung wird
im Anschluss zwei Tage bei 2& in einem anaeroben Zelt inkubiert und mittels MG-
analysiert. Fur die SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1) wirdullentnommen, mit 25l dd-H,O
versetzt und der Erfolg der Reaktion mit LC-MS u&dlelektrophorese kontrolliert. Zur
Abspaltung der Mapoc-Schutzgruppe und Freisetz@sgNtterminalen Cysteins wird das
Reaktionsgefal3 unter Eiswasserkihlung 20 min mnereil25 Watt Hg-Lampe
(> 300 nm) bestrahlit. Die UV-Abspaltung wird im Ahéuss durch LC-MS analysiert.

LC-MS-Analyse von RNase Mapoc-26-124, Asn34Nod&Nase 26-124, Asn34Nona

Es werden je 1ul der Ligationslésung direkt und nach 20 Minuten -B¥strahlung
entnommen, in je 2%l 10 % Acetonitri/Wasser/0.1 % Ameisensaure geldst durch
LC-MS analysiert.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 200nin, UV-Detektion von 215 bis
275 nm;

RNase Mapoc-26-124, Asn34Nd&ia
Cs37Hg50N1420199511 (12832.04)

Mper = 12823.77

Mger= 1833.65 (M+7HY", 1604.86 (M+8HJ"

RNase 26-124, Asn34Noha

Cs26Hg3dN 1410196511 (12626.83)
Mger= 1804.55 (M+7HJ, 1579.19 (M+8H5"
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Synthese von RNase Mapoc-26-124, Asn34Nona, {3CE)

Zur Schitzung der SH-Gruppen vBiNaseMapoc-26-124 wird ein 2l Ligationsansatz
zur Synthese vo@1 nach 2 Tagen mit 2pl Ligationspuffer 2 ohne Thiophenol versetzt,
mit Alufolie vor Lichteinwirkung geschitzt und 40imbei 25°C inkubiert. Im Anschlul3
werden 2.75 mg (0.3 M) 2-Carboxyethyl-methanthifmdt zugegeben und der pH-Wert
mit 10 N NaOH auf pH = 8.5 eingestellt. Nach Reaktiiber Nacht bei 28C im
anaeroben Zelt wird die Reaktion mittels LC-MS sem@rt. Die Freisetzung des
N-terminalen Cysteins erfolgt durch UV-Bestrahlwngter Eiswasserkihlung fir 20 min
mit einer 120 Watt Hg-Lampe (> 300 nm). Die Effizzeder Abspaltung wird durch LC-
MS Uberpruft.

LC-MS-Analyse von RNase Mapoc-26-124, Asn34Nofd; ¥3und RNase 26-124, Asn34
Nona, (SCH)

Es werden je 1l der Ligationslésung nach Reaktion mit CEMTS umdAnschlufd nach
20 Minuten UV-Bestrahlung entnommen, in je gb10 % Acetonitril/Wasser/0.1 %
Ameisenséaure geldst und durch LC-MS analysiert.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisenséaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

RNase Mapoc-26-124, Asn34Nona, (SCE)

Cs61Hg8aN1420215519(13665.06)
Mper = 13655.71
Mger= 1709.62 (M+8HJ", 1519.76 (M+9H}"

Synthese von RNase Thz-26-124, [Asn34P4ajnd Thiazolidindffnung zu RNase 26-124,
[Asn34Pra] 25

In einem 1 ml Glasgefal3 werden 0.06 mg (0.Q330l) ThioesterRNaseThz-26-39,
[Asn34Pra] 23 und 0.35 mg (0.035umol) vollstdndig SCE-geschitztes Fragment
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RNase40-1243 in 25 pl Ligationspuffer 2 (6 M GdmCI, 0.1 M NHPQO,, 2 mM EDTA,
30 mM TCEP, pH = 7.5) gelost. Nach Zugabe von 3R@ghenol (0.75ul, v/v) wird das
Reaktionsgefal3 unter Argonatmosphare mit einem aBblaleckel verschlossen und die
Losung zwei Tage bei 28 in einem anaeroben Zelt inkubiert. Das Ligatiaokt wird
mittels LC-MS detektiert. Fur die SDS-PAGE (vgl24.1) wird 1ul entnommen, mit
25 pl dd-H,O versetzt und durch Gelelektrophorese analysiert Freisetzung des
N-terminalen Cysteins erfolgt durch Mischen der dtignslosung mit dem gleichen
Volumen an Abspaltungsléosung (6 M GdmCI, 0.1 MoNRO,, 2 mM EDTA, 30 mM
TCEP, 0.2 M Methoxyamin pH = 2) und anschlieRerifiastellung des pH-Wertes auf 3-4
mit 1 N HCI. Nach 20 h wird die Thiazolidin6ffnurdurch LC-MS-Analyse kontrolliert.
Die Reaktionsloésung (ca. 50) wird im Anschluf3 mit 20Qul 10 % Acetonitril/Wasser/
0.1 % Ameisenséure versetzt und durch Gelfiltra{aperdex Peptide PE, (300x7.5) mit
10 % Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure als tatiél, Fluss von 0.2 ml/min)
gereinigt. Die Fraktionen mit dem Zielpeptid werdggsammelt und im Hochvakuum bis
zur Trockne eingedampft. Es wird eine Ausbeute @d® mgRNase26-124, [Asn34Pra]
25erhalten.

LC-MS-Analyse von RNase Thz-26-124, [Asn34Pra]RiNdse 26-124, [Asn34Pra]

Es werden vor und nach der Behandlung mit Methoxyge 1 ul der Ligationslésung
entnommen, in je 2hl 10 % Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure geligt durch LC-
MS analysiert.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

RNase Thz-26-124, [Asn34Pr2j

CaeeH736N 1360150511 (10996.37)
Mper = 10989.11
Mger= 1572.78 (M+7HY, 1376.22 (M+8HJ"

RNase 26-124, [Asn34Pra@b
Ausbeute: 0.16 mg (44 %)
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CaesH736N 1360150511 (10984.36)
Myper= 10977.11

Mger= 1571.44 (M+7H)", 1375.16 (M+8H)'

Synthese von RNase 1-124, [Asn34RG]

In einem 1 ml Glasgefal werden 0.15 mg (0.@530l) ThioesterRNasel-25 18 und
0.16 mg (0.016umol) isoliertes PeptidRNase 26-124, [Asn34Pra]25 in 25 pul
Ligationspuffer 3 (6 M GdmCI, 0.1 M NHPO,, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP, 0.2 M
MPAA, pH = 7.0) gelost. Das Reaktionsgefal3 wirdeanArgonatmosphare mit einem
Schraubdeckel verschlossen und die Losung nacimeéliag Inkubation bei 25C in einem
anaeroben Zelt mittels LC-MS analysiert. Fur dieSSPAGE (vgl. 4.2.1.1) werden |2
entnommen, mit 25ul dd-H,O versetzt durch Gelelektrophorese analysiert. Die
Reaktionslosung wird im Anschluss mit 200 10 % Acetonitril/Wasser/0.1 %
Ameisenséaure versetzt und durch Gelfiltration (3dg@e Peptide PE (300x7.5) mit 10 %
Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure als Laufitkduss von 0.2 ml/min) gereinigt.
Die gesammelten Fraktionen mit dem Zielpeptid werdereinigt und im Hochvakuum bis
zur Trockne eingedampft. Im Anschluss wird das lsgtische Enzym rickgefaltet und ein
Aktivitatstest durchgefiuhrt (vgl. 4.2.1.10).

LC-MS-Analyse der Ligation zu RNase 1-124, [AsnajiPr

Von der Ligationslosung werden @ entnommen, in 25l 10 % Acetonitril/Wasser/
0.1 % Ameisensaure geldst und durch LC-MS untetsuch

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

Cs76H90aN 1700192512 (13671.18)

Mger= 1519.76 (M+9HJ", 1367.86 (M+10HY*
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Synthese von RNase Thz-26-124, Asn34GIcNAc, [Miet30¢t31NIle]28 und Thiazoli-
dindffnung zu RNase 26-124, Asn34GIcNAc, [Met3OM&31NIe]29

In einem 1 ml Glasgefall werden 0.08 mg (0.0dthol) Glycopeptidthioester
RNaseThz-26-39, Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31NI€]7 und 0.40 mg (0.04@mol)
vollstandig SCE-geschitztes FragmeRNase 40-124 3 in 25 ul optimiertem
Ligationspuffer 2 (6 M GdmCI, 0.1 M NAPO,, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP, pH = 7.5)
gel6st. Die Reaktion wird durch Zugabe von 3 % phienol (0.75ul, v/v) gestartet und
das Reaktionsgefal3 unter Argonatmosphére mit eiSehraubdeckel verschlossen. Die
Losung wird zwei Tage bei 28C in einem anaeroben Zelt inkubiert und mittels MS-
analysiert. Fur die Gelelektrophorese (vgl. 4.2.vird 1 pul entnommen und mit 2l
dd-H,O versetzt. Die Freisetzung des N-terminalen Cyste@rfolgt durch Mischen der
Ligationslosung mit dem gleichen Volumen an Abgpaisliosung (6 M GdmCl,
0.1 M NgHPQ, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP, 0.2 M Methoxyamin, pH =0p.und
anschliessender Einstellung des pH-Wertes mit 1 @l &uf 3-4. Nach 21 h wird die
Offnung des Thiazolidins durch LC-MS-Analyse kolfitest. Die Reaktionslésung (501)
wird mit 10 ul Ligationspuffer (6 M GdmCI, 0.1 M N&lPQ,, 2 mM EDTA, 100 mM
TCEP, pH = 7.0) versetzt und mit 1 N NaOH ein pHfiM@n 6.0 eingestellt. Nach 1 h
Inkubation unter Argonatmosphare wird die Reaktiont 200 ul 30 % Aceto-
nitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure versetzt und d@elfiltration (Superdex Peptide PE
(300x7.5) mit 25 % Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameis@are als Laufmittel, Fluss von
0.2 ml/min) gereinigt. Die gesammelten Fraktionei dem Zielpeptid werden vereinigt
und im Hochvakuum bis zur Trockne eingedampft. Esden 0.33 mg aRNase26-124,
Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31NIe29 erhalten.

LC-MS-Analyse von RNase Thz-26-124, Asn34GIcNAet30Nle, Met31Nle] und RNase
26-124, Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31Nle]

Es wird jeweils 1 pl der Ligationslésung (2 Tageak®nszeit) und der Reaktion mit
Methoxyamin (21 h Reaktionszeit) enthommen, in§eu210 % Acetonitril/Wasser/0.1 %
Ameisenséure gelést und durch LC-MS analysiert.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %

Ameisenséaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséaure; Gradient: linear,
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Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

RNase Thz-26-124, Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met3128¢]
Ca75H754N 138015650 (11182.49)

Mper=11175.28

Mger= 1398.77 (M+8HJ", 1243.61 (M+9H}'

RNase 26-124, Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31R&e]
Ausbeute: 0.33 mg (74 %)

C474H754N138015659 (11170.47)

Mper = 11163.28

Mger= 1397.14 (M+8HJ", 1242.01 (M+9H3'

Synthese von RNase 1-124, Asn34GIcNAc, [Met30Mi31NIe]30

In einem 1 ml Glasgefal3 werden 0.13 mg (0.Q4tol) ThioesterRNasel-25 18 und
0.33 mg (0.029umol) isoliertes PeptidRNase 26-124, Asn34GIcNAc, [Met30Nle,
Met31Nle] 29 in 25 ul Ligationspuffer 3 (6 M GdmCI, 0.1 M NHPQ,, 2 mM EDTA,
30 mM TCEP, 0.2 M MPAA, pH = 7.0) gelést. Das Reaksgefald wird unter
Argonatmosphéare mit einem Schraubdeckel verschiossel die Reaktionsldsung nach
einem Tag Inkubation bei Z%& in einem anaeroben Zelt mittels LC-MS analysie€iit. die
SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1) werden2 entnommen, mit 2l dd-H,O versetzt und durch
Gelelektrophorese analysiert. Die Reaktionslésucg @O0 ul) wird mit 10 ul Liga-
tionspuffer (6 M GdmCI, 0.1 M N&PQ,, 2 mM EDTA, 100 mM TCEP, pH = 7.0)
versetzt und mit 1 N NaOH ein pH-Wert von 6.0 estglt. Nach 1 h Inkubation unter
Argonatmosphére wird die Reaktion mit 200 30 % Acetonitril/Wasser/0.1 %
Ameisenséaure versetzt und durch Gelfiltration (3d@e Peptide PE (300x7.5) mit 25 %
Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure als Laufmitkduss von 0.2 ml/min) gereinigt.
Die gesammelten Fraktionen mit dem Zielpef@werden vereinigt und im Hochvakuum
bis zur Trockne eingedampft. Als Ausbeute kbnnéid @ng erhalten werden. Im Anschluss
wird das synthetische Enzym rlckgefaltet und ein tivitidtstest durchgefuhrt
(vgl. 4.2.1.10).
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LC-MS-Analyse der Ligation zur RNase 1-124, Asn8M@&L, [Met30Nle, Met31Nle]

Es werden 2ul der Ligationslosung entnommen, in 26 10 % Acetonitril/Wasser/
0.1 % Ameisensaure geldst und durch LC-MS untetsuch

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisenséaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@00min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

Ausbeute: 0.11 mg (27 %)

CsgsHo26N 1720198510 (13857.30)

Mper = 13848.49

Mger= 1540.64 (M+9H}', 1386.53 (M+10HY*

Synthese von RNase Thz-26-124, Asn34Nona, [Met30N81NIe] 32 und Thiazolidin-
O0ffnung zu RNase 26-124, Asn34Nona, [Met30Nle, N\ 33

In einem 1 ml Glasgefal werden 0.45 mg (0.1@810l) Glycopeptidthioester
RNase Thz-26-39, Asn34Nona, [Met30Nle, Met31NI&g2 und 1.5 mg (0.15umol)
vollstandig SCE-geschitztes FragmdRiNase 40-124 3 in 100 ul Ligationspuffer 2
(6 M GdmCI, 0.1 M NgHPQO4, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP, pH = 7.5) gelost. Nach
Zugabe von 3 % Thiophenol {8, v/v) wird das Reaktionsgefal3 unter Argonatmosphéa
mit einem Schraubdeckel verschlossen und die lagalbsung zwei Tage bei Z& in
einem anaeroben Zelt inkubiert. Die Reaktion wirdtets LC-MS untersucht. Fur die
SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1) werden @ enthommen, mit 2%l dd-H,O versetzt und die
Reaktion durch Gelelektrophorese analysiert. Dieigétzung des N-terminalen Cysteins
erfolgt durch Mischen der Ligationslosung mit demleichen Volumen an
Abspaltungslésung (6 M GdmCI, 0.1 M MPO,, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP, 0.2 M
Methoxyamin pH = 2.0) und anschliessender Eingstglldes pH-Wertes auf 3-4 mit
1 N HCI. Nach 20 h wird die Thiazolidin6ffnung dbarcLC-MS kontrolliert. Die
Reaktionslosung (ca. 2Q0) wird mit 40 ul Ligationspuffer (6 M GdmCI, 0.1 M N&PQ,,

2 mM EDTA, 200 mM TCEP, pH = 7.0) versetzt und thil NaOH ein pH-Wert von 6.0

eingestellt. Nach 1 h Inkubation unter Argonatmdsphwird die Reaktion mit 80Ql
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30 % Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure versetzt durch Gelfiltration (Superdex
Peptide PE (300x7.5) mit 25 % Acetonitril/Wassdr/@ Ameisensaure als Laufmittel,
Fluss von 0.2 ml/min) gereinigt. Die Fraktionen ahém Zielpeptid werden gesammelt und
im Hochvakuum bis zur Trockne eingedampft. Als Aeidie konnen 0.9 migNase26-124,
Asn34Nona, [Met30Nle, Met31NI&j3 erhalten werden.

LC-MS-Analyse von RNase Thz-26-124, Asn34Nona, 3[NM¢, Met31Nle] und
RNase 26-124, Asn34Nona, [Met30Nle, Met31Nle]

Es werden vor und nach der Behandlung mit Methoxyge 1 ul der Ligationslésung
entnommen, in je 2hl 10 % Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure geligt durch LC-
MS analysiert.

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisenséaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@00min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

RNase Thz-26-124, Asn34Nona, [Met30Nle, Met31B82¢e]
Cs20Hg43N 141019650 (12602.77)

Mper = 12594.78

Mger= 1576.29 (M+8HJ", 1401.23 (M+9H3'

RNase 26-124, Asn34Nona, [Met30Nle, Met31RE&)]
Ausbeute: 0.90 mg (48 %)

Cs28H843N 141019650 (12590.76)

Mper = 12582.78

Mger= 1574.22 (M+8H)", 1399.53 (M+9H]3'

Synthese von RNase 1-124, Asn34Nona, [Met30NI81Mkt] 34

In einem 1 ml Glasgefal werden 0.25 mg (0.Q@8%l) ThioesterRNasel-25 18 und
0.9 mg (0.07Jumol) isoliertes PeptidcRNase26-124,Asn34Nona, [Met30Nle, Met31Nle]
33in 60ul Ligationspuffer 3 (6 M GdmCI, 0.1 M NHPO,, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP,
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0.2 M MPAA, pH = 7.0) gelost. Das Reaktionsgefalfdwinter Argonatmosphare mit
einem Schraubdeckel verschlossen und die Ligatisoslg nach einem Tag Inkubation bei
25°C in einem anaeroben Zelt mittels LC-MS analysiéii. die SDS-PAGE (vgl. 4.2.1.1)
werden 2 ul entnommen, mit 25ul dd-H,O versetzt und durch Gelelektrophorese
untersucht. Die Reaktionslésung wird direkt ricledtet, das Zielproteir34a isoliert und

ein Enzymassay zur Bestimmung der Aktivitat durétilge (vgl. 4.2.1.11).
LC-MS-Analyse der Ligation zu RNase 1-124, Asn3aNdmet30Nle, Met31Nle]

Es werden 2ul der Ligationslosung entnommen, in 26 10 % Acetonitril/Wasser/
0.1 % Ameisensaure gelodst und durch LC-MS untetsiib Reinheit des nativen Enzyms
wird nach der Gelfiltration durch Losen von 0.01 34p in 10 % Acetonitril/Wasser/
0.1 % Ameisensaure und Analyse mittels LC-MS unighs

Séaule: YMC-Pack ODS-A S-gm (100x2.1 mm), Losungsmittel A: Wasser mit 0.1 %
Ameisensaure, Losungsmittel B: Acetonitril mit @4 Ameisenséure; Gradient: linear,
Start 10 % B, in 20 min auf 50 %, Flussrate 2@0min, UV-Detektion von 215
bis 275 nm;

RNase 1-124, Asn34Nona, [Met30Nle, Met31I18k]
Co30H1019N1750238510(15277.45)

Mper = 15267.87

Mger= 1698.47 (M+9HJ", 1528.77 (M+10H*

Native RNase 1-124, Asn34Nona, [Met30Nle, Met3184q|
Ausbeute: 0.77 mg (71 %, ruckgefaltetes Produ&h rizelfiltration)
Co3dH100MN 1750238510 (15269.45)

Mper = 15259.87

Mger= 1697.75 (M+9HJ", 1528.15 (M+10HY*
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4.2.1.10. Rickfaltung der synthetischen Enzyme

Vor der Ruckfaltung werden die isolierten Proteibiet-RNase 1-124 5, Met-RNase
1-124 (SCE)} 14, RNase 1-124, [Asn34Pra]26 und RNase 1-124, Asn34GIcNAc,
[Met30Nle, Met31NIe]30 zunéachst vollstandig denaturiert und reduziert..\Daerden die
lyophilisierten Produkte in je 2pl Denaturierungspuffer (6 M GdmCI, 0.1 M Tris, 2 mM
EDTA, 0.2 M GSH, pH = 8.5) fir zwei Stunden bei @¥pm/25 °C in einem Thermomixer
inkubiert. Die Ruckfaltung wird im Anschluss duré@-fache Verdinnung mit 1774
Renaturierungspuffer (0.1 M Tris, 2 mM EDTA, 0.3 mGBSG, pH = 8.5) eingeleitet.
Nach einem Tag Inkubation bei 25 °C und wird digyematische Aktivitat bestimmt
(val. 4.2.1.11)

Zur Rickfaltung vonRNasel1-124, Asn34Nona, [Met30NleMet31Nle] 34, wird das
restliche Volumen an Ligationslésung direkt 60-facih Renaturierungspuffer (0.1 M Tris,
2 mM EDTA, 0.3 mM GSSG, pH = 7.7) versetzt und eil 25 °C inkubiert. Im Anschluss
wird die Losung mit 90 % Acetonitril auf eine Komteation von 25 % CBCN gebracht
und das native Produl4a durch Gelfiltration (Superdex Peptide PE (300x7ri) 25 %
Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure als Laufrhittduss von 0.2 ml/min) gereinigt.
Die Fraktionen mit dem Zielprotein werden gesammaitl im Hochvakuum bis zur
Trockne eingedampft. Als Ausbeute kdnnen 0.77 niyed4aerhalten werden, mit denen
ein Aktivitatstest durchgefuhrt wird (vgl. 4.2.1)11

4.2.1.11. Aktivitatstest der riickgefalteten Ligatbnsprodukte

Die Bestimmung der Aktivitdt der verschiedenen Bgtischen Varianten der bovinen
Ribonucleasewvird mit Hilfe des Enzymassays von Croek al. durchgefiihrt!® Unter
Verwendung von cyclischem 2',3'-CMP als Substratdwilie Absorptionsénderung bei
292 nm gemessen. In einer Quarzkivette werden 1.@imer Losung von 50 mM
Natriumcacodylat mit 0.3 mg/ml cyclischem 2’,3’-CMBH = 7.0 vorgelegt, mit 100l der
jeweiligen Ruckfaltungslosungen vdn 14, 26 und 30 (vgl. 4.2.1.10) versetzt und unter
Ruhren (800 rpm) dber 3 Minuten mit einem UV/VISeDen Array Spektrometer die
Absorptionsanderung bei 292 nm gemessen.

Fur die Aktivitatsbestimmung voB4awerden 0.05 mg des isolierten Produktes in (100
von 50 mM Natriumcacodylat, pH = 7.0 gel6st, zu 16 eines 50 mM Natrium-

cacodylatpuffers mit 0.3 mg/ml cyclischem 2’,3’-CNtPeiner Quarzkiuvette gegeben und
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unter Rihren (800 rpm) Uber 3 Minuten die Absorménderung bei 292 nm gemessen.
Es kann ein §/Ky-Wert von 8.4 x 10M s bestimmt werden.

4.2.1.12. Bestimmung des Molekulargewichtes

Es wird mit einem Micromass LCT ESI-TOF Spektromegearbeitet, das mit einer
Agilent HP 1100 HPLC mit Diodenarray-Detektor gegefp ist. Fir HPLC-MS-Laufe
wird eine C18-Saule verwendet (YMC-Pack ODS-A, 180 S-03 pm) wobei als

Losungsmittel Gemische von Acetonitril in Wasset jaweils 0.1 % Ameisensaure (v/v)
zum Einsatz kommen. Gaseinlass wird tUber eine Zgmpumpe in 10 % Acetonitril/0.1 %

Ameisenséaure durchgefuhrt.
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5. Ergebnisse und Diskussion
5.1. Gewinnung vonRNase 40-124

Mit Hilfe des pTWIN-Expressionssystems ist es dushwendung der N-terminalen
Fusion moglich, Peptide mit einem von Methionin seftiedenen N-Terminus zu
gewinnen. In dieser Arbeit sollte auf diese Weias BragmenRNase40-124B mit einem
N-terminalen Cystein hergestellt werden. Nach dan Abschnitt 3 beschriebenen
Synthesestrategien sollte mit diesem Fragment greh8se von Volllangen Md&@Nase
1-124 sowie verschiedenen glycosylierten Variamerch native chemische Ligation mit
den jeweiligen Thioestern ermdglicht werden. Das Eupression des entsprechenden
Fusionsproteins bendtigte Genfragment wurde beiritginer friheren Arbeit mittels
2-Stufen-PCR synthetisiert und nach Behandlunggeéigneten Restriktionsenzymen in
den pTWIN-Vektor kloniert!® Das als pTWIN®* bezeichnete Plasmid wurde durch
Elektroporation inE. coli eingeschleust und mit dem gewonnenen Klon konnmtkddie
Expression des Fusionsproteins aus CBD, Ssp Dmatdiil undRNase40-124 initiiert
werden. Durch das Auftreten von sodnclusion Bodies (vgl. 5.1.2) kam eine
Affinitatsreinigung und Inteinspaltung auf eineritdtsdule nicht in Betracht. Eine neue
Strategie wurde deshalb entwickelt, die aus Préipar§Waschen) demclusion Bodies
Reduktion, Denaturierung und anschlieBender Riickfgl mit Inteinspaltung bestand
(vgl. 5.1.3).

5.1.1. Expression des Fusionsproteins und Lyse

Da die Parameter Expressionsdauer und Expressmopstatur bereits optimiert wurden,
konnte direkt mit der Gewinnung von gréReren Mengen Fusionsprotein begonnen
werden. Zur praparativen Expression des Fusionsptwurde der Klon mit dem
pTWIN1~Plasmid in 10 | ampicillinhaltigem LB-Medium bisi 2iner ORQy, von 0.6-0.9
kultiviert und mit 0.75 mM IPTG induziert. Nach 3viurden die Zellen geerntet, das
erhaltene Bakterienpellet in kaltem B1-Puffer rggumgliert und unter standiger Kihlung
mit Hilfe eines Microfluidizers unter Druck aufgésassen. Die Suspension und der
Uberstand der Lyse wurden mittels SDS-PAGE untétsued man konnte feststellen, dass
das Fusionsprotein ausschlieRlich im Pellet undhtnim Uberstand des zentrifugierten
Lysats zu finden war (vgl. Abbildung 14).
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5.1.2. Inclusion Body Praparation und Denaturierung

Bei der heterologen Uberexpression von fremden Geanitels rekombinanter DNA-
Technologie irE. colikommt es oftmals zur Bildung von sdgclusion Bodie$'®? Dabei
handelt es sich um dicht gepackte, meist amorplwefgte aus missgefalteten Proteinen,
die keine biochemische Aktivitat besitZé! Das Auftreten vonnclusion Bodiesst dabei
kaum vorhersagbar, da es keine direkte VerbinduigFaktoren wie Proteinsequenz,
Grosse, Hydrophobie oder Faltungsweg Hibt. Man vermutet, dass es bei einer
Expressionsrate des Zielproteins von Uber 2 % d=a@tproteinmenge zur Bildung von
Inclusion Bodieskommt!*®@ Bei einer solch hohen Uberexpression ist die Meage
verfligbaren Chaperonen der limitierende Fakfdr Thermischer und oxidativer Stress
sowie Mutationen durch RNA-Modifikation oder felilafte Translation kdnnen ebenfalls
zur Proteinaggregation beitragéff Weiterhin beinflussen die Expressionsbedingungen,
also Temperatur, pH-Wert, Induktionsrate, Saueilstazentration oder die
Kohlenstoffquelle, die Entstehung vdnclusion Bodie$'®*? Bei der Wahl eines T7
Promotorsystems konnte vermehrt die Bildung vontBsbachtet werdéi:? Im Fall von
Proteinen mit Disulfidbriicken ist vermutlich daslueierende Milieu des Cytosols fur die
Entstehung voninclusion Bodiesverantwortlich, da es die Ausbildung der Disulfide
verhindert. Oft kann trotz der Optimierung der gleragenannten Faktoren das Auftreten
von unléslichem Zielprotein nicht verhindert werd&ie Expression algiclusion Bodies
hat jedoch einige Vorteilé!? 1) Oftmals erhalt man eine sehr hohe Expressicastai
bis zu 30 % der Gesamtproteinmenge 2) Das Zielproiet weitgehend vor
proteolytischem Abbau geschitzt 3) Die Trennung Moslichen Proteinen durch
Zentrifugation oder Filtration ist einfach und selin4) Toxische Proteine, die
normalerweise die Wirtszelle abtéten, kdnnen aelseliWeise exprimiert werden. Ein
weiterer positiver Effekt ist die Tatsache, dasslusion Bodiesvorwiegend aus dem
gewlinschten Zielprotein besteH&H. Als Verunreinigungen treten meist andere
intrazellulare Proteine (z.B. Elongationsfaktor Ek); DNA, ribosomale RNA oder
Phospholipide auf, welche durch verschiedene Wasnl- Pelletierungsschritte entfernt
werden koénneft!¥ Die Reinheit detnclusion Bodieskann unter optimalen Bedingungen
am Ende der Praparation bis zu 90 % und mehr BeeidDer erste Schritt démclusion
Body Praparation besteht normalerweise in einem Zegtiionsschritt des Zelllysates
nach Zellaufschluss bei 15000-30000 g. Dadurch é&dndie relativ dichten IBson

l6slichen Komponenten abgetrennt weréléh. Zur Entfernung von restlichen

58



Ergebnisse und Diskussion

Zellwandbestandteilen wurde im ersten WaschscHrtsozym (Zellwandlyse) und
Desoxycholat (Binden von Membranproteinen) zugésdbze Abtrennung von stark
adsorbierten Proteinen kann auch mit einer Mischang chaotropen Reagenzien wie
Harnstoff oder Guanidiniumchlorid und Detergentigie Triton X-100, Berol 185 oder
Octylglucosid erreicht werdéht®'*! Dabei muss die kritische Konzentration der

chaotropen Reagenzien beachtet werden, ab demndigsion Bodiesselbst in Losung

ubergehen.
1
116 kDa ) —
66.2kDa p —
45.0 kDa ) —y
350kDa P gy
4 Fusionsprotein:
250kDa b . CBD + Intein +
184 kDa p 1y RNase 40-124
14.4kDa p Wy
Bahn 1: Proteinmarker Bahn 6 : Uberstand nach Waschpuffer mit Lysozym
Bahn 2: vor der Induktion Bahn 7 : Pellet nach 4. Schritt mit Waschpuffer
Bahn 3: nach der Induktion Bahn 8 : Pellet nach 5. Schritt mit Lysepuffer
Bahn 4: Suspension nach Lyse Bahn 9 : Pellet nach 2. Schritt mit Wasser
Bahn 5: Uberstand nach Lyse Bahn 10: Pellet nach 2. Waschen nach DTT-Reduktion
Abbildung 14. Ausschnitt aus der Inclusion Bodyfaration

Nach dem Waschschritt mit Lysozym wurde noch drémaWaschpuffer ohne Lysozym
resuspendiert und pelletiert. Im Anschluss foldterf Schritte mit Lysepuffer B1 und zwei
Schritte mit dd-HO. Nach jedem Waschschritt wurden von der Suspensi@ vom
Uberstand Aliquots entnommen und mittels SDS-PAGHEensucht. So konnte der
Reinigungsprozess verfolgt und gleichzeitig Ubeftpnierden, ob die IBs in eine I6sliche
Form zu Uberfiihren waren. Die steigende Qualitétragusion Bodiesst in Abbildung 14
zu sehen. Dabei ist im Vergleich zum urprunglicEefilysat eine deutliche Abnahme an
Verunreinigungen zu erkennen (Bahn 4 bzw. 10). f8flezach dem Resuspendieren mit
Desoxycholat und Lysozym konnte ein Grofteil deenfdtproteine in den Uberstand
gebracht werden (Bahn 6). Nach dem zweiten Wasdlischit dd-H,O wurden die
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Inclusion Bodiezunachst mit 100 mNDTT in B1-Puffer reduziert. Die vorher hellbraunen
IBs wurden dadurch fast weiss. Cysteinhalligglusion Bodieenthalten meist inter- und
intramolekulare Disulfidbriicken, welche die Loskelt deutlich herabsetzen kdnnen.
Durch Zugabe von Reduktionsmitteln wie DTT, DTEutathion odef3-Mercaptoethanol
kommt es zur Reduktion der IBs und einer Verbesggder Loslichkeit*'® Danach wurde
zweimal mit B1-Puffer gewaschen. Da es sich bei dpateren Rickfaltung des
Fusionsproteins (vgl. 5.1.3) nicht um eine oxidatRiickfaltung handelt, ist die komplette
Entfernung des Reduktionsmittels, z.B durch Dialysé&cht notwendig. Nach dem
Waschen wurden die reduzierterinclusion Bodies mit Denaturierungslésung
(6 M Guanidiniumchlorid, 2 mM EDTA, 1 mM TCEP, pH8&:0) geltst. Neben TCEP als
Reduktionsmittel kam zusatzlich EDTA als Chelathdd zum Einsatz, um die
metallkatalysierte Oxidation der Thiole durch Lafterstoff zu verhindern. Bei
Verwendung von Harnstoff als Chaotrop kann es hkimgérer Exposition zur
Carbamoylierung von Aminogruppen durch Isocyanatspu kommen'*? Zur
Denaturierung wurden in der Literatur alternativeluBilisierungsreagenzien wie
CetyltrimethylammoniumchloridN-Lauroylsarcosin, SDS oder Thiocyanatsalze beschrie
ben!*?? Das Aufldsen mit Temperatur- oder Druckénderunggrebenfalls méglich. Im
Anschluss wurde der pH-Wert des geldsten Fusiotsipauf 3 abgesenkt und Reste von
unléslichen Bestandteilen (v.a. Zelltrimmer) abd&mgiert. Der Uberstand wurde mit
1 N NaOH neutralisiert und die Proteinkonzentration m&radford auf 132 mg/ml
bestimmt (vgl. 4.2.1.5). Dies ergab bei einem vereten Volumen von 14 ml an Denatu-

rierungspuffer eine Gesamtproteinmenge von 1.8bdgn geldsteinclusion Bodies

5.1.3. Rickfaltung und Inteinspaltung

Die zuvor erwahnten Vorteile der Bildung vémclusion Bodiekommen nur dann zum

Tragen, wenn aus den denaturierten Aggregaten wiedve Proteinstrukturen gewonnen
werden konnen. Dies wird durch die Anwendung varseleiedenemn vitro Ruckfaltungs-

techniken erreicht. Die Ruckfaltung wird dabei durdie kontrollierte Senkung der
Konzentration an Denaturierungsmittel eingeleiteds durch Dialyse oder Verdinnung
erfolgt. Bei allen Ruckfaltungen sollte eine holo&dle Konzentration an teilgefalteten
Intermediaten vermieden werden, da es sonst zurre§ggion bei abnehmender
Konzentration an chaotropem Reagenz kommen kares Kann durch starkes Rihren in

einer gréfReren Menge Rickfaltungspuffer oder dsogh Pulsrenaturierung gewahrleistet
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werdenl*?¥ Generell ist die Faltungsausbeute fiir ein gegebd®esein immer von
Umgebungsparametern wie Proteinkonzentration, Testyre pH-Wert, lonenstéarke und
dem Zusatz von chaotropen Agenzien und niedermiaedu Additiven abh&ngig. Als
Additive konnen nicht denaturierende Konzentrationen GdmCl oder Harnstoff?2
Chapd!® Mischungen von Phospholipiden und Triton X-186, Laurylmaltosid!*
Tris[*? Glycerin, Metallionen oder PEG 4000 verwendet waff”? wobei der
Mechanismus der Ruckfaltungshelfer bislang kaunstaeden ist. Bei Verwendung von
PEG kann es auf Grund von amphiphilen Wechselwgkareur Adsorption an das Protein
kommen, was zusatzliche Reinigungsschritte erfoftfr Das auch in dieser Arbeit
verwendete L-Arginin wird in letzter Zeit sehr hiuéls ,universeller” Ruckfaltungshelfer
betrachtet* wobei seine Wirkung in der Hemmung der Aggregatarch Erhéhung der
Loslichkeit von Intermediaten zu bestehen scheimid unicht in der direkten
Beschleunigung der Ruckfaltufig®

Die Strategie zur Gewinnung des Fragmditgased0-124 ist in Abbildung 15 dargestellt.
Nach der Expression des Fusionsproteins wurden lmiitusion Bodiesgewaschen,
denaturiert und anschlie3end ruckgefaltet, um whieinspaltungsreaktion zu ermoglichen.
Dazu wurden die geldsten IBs unter Argon in eineofbkn vorgelegt und durch Zutropfen
von entgastem RuUckfaltungspuffer die RuUckfaltungrchdu langsames Verdinnen
eingeleitet. Obwohl die Spaltung d8spDna B-Inteins bei einem pH von kleiner als 7
stattfindet, wurde die Rickfaltung bei einem pH-Wen 7.4 durchgefuhrt. Dieser liegt
Uber dem isoelektrischen Punkt von 6.71 des Fugiotsins aus CBD 1, Intein 1 und
RNase 40-124. Dies sollte sich positiv auf die Ruckfafjurauswirken, da die
Aggregationstendenz normalerweise bei einem pH-\Aleseits vom isoelektrischen Punkt
des Proteins abnimrAtY Der Puffer enthielt neben L-Arginin auch TCEP als
Reduktionsmittel, um die aggregationsférdernde Wilgl von Disulfiden zu unterdrticken.
Die Inclusion Bodieswurden zunéchst bis zu einer GdmCI-Konzentration @2 M
verdinnt. Davon wurden 10 entnommen und auf einen pH-Wert von 6.9 eingkstel
Die restlichen 1Bs wurden bis auf 0.1 M GdmCI verdilund der pH-Wert auf 6.9 gesenkt.
Von beiden Verdinnungen wurden nach einer Minutk necch 24 h Proben fur die SDS-
PAGE entnommen (vgl. 4.2.1.1). In der Lésung kornmérend der Verdinnung optisch
keine Tribung bzw. Aggregation beobachtet werdem Rachweis, ob die Ruckfaltung
erfolgreich war und natives Protein erhalten wurglad spezielle analytische Methoden

notig. Dabei kann es sich z.B. um einen Enzymabksageln, bei dem die Aktivitat durch
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Umsatz eines Substrates und damit verbundene epk&pische Anderungen gemessen

wird.
Zielsequenz (ZS) = RNase 40-124
T7 S
Promotor | T
A [ CBD1
R
T
Expression
Inclusion Bodies
a) Reinigung
b) Lésen in 6 M GdmCl
denaturiertes Fusionsprotein (lslich)
Ruckfaltung und
Spaltung
9 kDa
RNase
40-124
25 kDa
CBD-Intein
Abbildung 15. Strategie zur Gewinnung von RNasg2/D-

Therapeutische Proteine kbnnen mit Immunoassaysgeagesen werden, wenn geeignete
Antikorper existieren. Weitere Moglichkeiten bietik¢ Fluoreszenzmessung, wenn interne
aromatische Aminosauren im Protein vorkommen odeie dViessung des
Circulardichroismus, der Aufschluss uber die Seluwsiduktur gibt. Durch limitierte
Proteolyse gewinnt man Informationen Uber die Koktipeit der nativen Struktur. Im Fall

der Inteinrlckfaltung ist die Analyse vereinfacllia nur korrekt renaturiertes Intein
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autokatalytische Aktivitat besitzt und es somitafudie Ruckfaltung und anschlieRende
Spaltung zu einer Verdnderung der Grof3e des Fysiotens kommt. Da aus einem
Protein zwei kleinere Peptide entstehen, kann diekfRltung mittels SDS-PAGE

analysiert werden. Vorraussetzung ist, dass atééere, die korrekt zurtickfalten, auch die

anschlieRende Spaltreaktion eingehen.

1 2 3 4 5 Bahn 1: Proteinmarker
Bahn 2: 0.2 M GdmCI nach 1 min
116 kDa b | W Bahn 3: 0.2 M GdmCl nach 24 h
Bahn 4: 0.1 M GdmCI nach 1 min
66.2kDa P . Bahn 5: 0.1 M GdmCI nach 24 h
45.0kDa p o _
35.0kDa ) — 4 CBD + Intein + RNase 40-124
. : 4 CBD + Intein
25.0kDa p | ===
18.4kDa p —
144 kDa p | ==
4 RNase 40-124
Abbildung 16. Ruckfaltung und Spaltung des Fusimisms

Die Effizienz der Spaltung ist in Abbildung 16 zzhen. Dabei war zu erkennen, dass nach
einer Minute bei einem pH-Wert von 6.9 fast keipal8ing nachgewiesen werden konnte.
Dagegen war die Spaltung nach 24 h deutlich auagep®©b die Ruckfaltung oder die
Spaltreaktion der geschwindigkeitsbestimmende 8cisti konnte nicht geklart werden.
Zu erkennen ist das 25 kDa Fragment aus CBD urgnirgowie das 9 kDa Zielpeptid
RNase 40-124. Der Vergleich von Bahn 3 und 5 zeigt auBerd dass die
Spaltungseffizienz bei einer Konzentration von ML GdmCI héher war als bei
0.2 M GdmCI. Bei einer Verdiunnung bis auf 0.1 M Giimach einer Spaltdauer von 24 h
zeigte sich eine nahezu vollstadndige Spaltung de®ksproteins.

Trotz dieser anfanglich vielversprechenden Ergedgnisvar es nicht mdglich, das
gewilnschte FragmentRNase 40-124 zu isolieren bzw. massenspektrometrisch
nachzuweisen. Es wurde zunachst von einer Oxidatem Zielfragmentes ausgegangen,
das sieben Cysteine enthalt. Reduktionsversuclitainstoff oder GdmCI blieben jedoch
erfolglos (nicht gezeigt). Zur Gewinnung des FragteeRNase40-124 wurde deshalb
eine neue Strategie entwickelt, die auf der Modiiitn der Cysteine durch Bildung von

gemischten Disulfiden beruhte.
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5.1.4. Modifikation des Fusionsproteins, Rickfaltung und hteinspaltung

Die oxidative Ruckfaltung von Proteinen unter Diglidriickenbildung ist in einigen
Fallen durch die geringe Loslichkeit des reduzrerdenaturierten Peptids beeintrachtigt.
Dadurch kann es zu vermehrter Aggregation zu BederrRuckfaltung kommen. Zwar ist
fur die Spaltung des Inteins nur dessen korrekt&arstruktur verantwortlich, jedoch faltet
sich das 85 Aminosduren groRe Fragment 40-124 RNase bei Entfernung des
Denaturierungsmittels ebenfalls partiell zurickbBiahandelt es sich zunachst nicht um
eine oxidative Ruckfaltung, da der RuckfaltungspuifCEP als Reduktionsmittel enthalt.
Unter einer bestimmten Konzentration an GdmCI stjedloch moglich, dass es trotz
reduzierender Bedingungen zu einer irreversibldduBg von Disulfiden kommt, da diese
sich im Inneren einer kompakten Proteinstrukturinakfn kénnen und dann fir eine
Reduktion nicht mehr zuganglich sind. Da es sialdben 40-124 Peptid nur um einen Tell
der RNasemit sieben Cysteinehandelt, kann es nicht zur Ausbildung der vier veati
Disulfidbricken kommen. Da die Spaltung des Fugiarteins vollstandig war, kdnnte es
nach der Spaltung zu einer Aggregation von beoxigiertem und partiell riickgefaltetem
ZielpeptidRNase40-124 kommen. Auch bei einem vollstandig reduereZustand kénnte
die schlechte Loslichkeit des cysteinreichen Fragmeu einer Aggregation und den damit
verbundenen Problemen bei der Isolierung fuhrem.\Zarbesserung der Lo6slichkeit und
zur Vermeidung der Oxidation sollten deshalb diest€ye mit einer Schutzgruppe
versehen werden. Die selektive Schitzung von Qysteiin einem Protein ist leicht
durchfuhrbar, da das Thiolatanion die nucleophiStappe in Proteinen ist. Eine haufig
verwendete Modifikation ist dabei die Bildung voangischten Disulfiden, zum Beispiel
mit Glutathionl**? Alternativ kénnen Cysteinés-sulfoniert®3 oder mit lodessigsaure
carboxymethyliert werdefi®? wobei die letztgenannte Modifikation irreversibedt. i
Dagegen sind aus gemischten Disulfiden uBeéulfonierten Thiolen durch ein
Reduktionsmittel die Cysteine regenerierbar.

Durch Modifikation der Cysteine Uber gemischte [Mide sollte das Fusionsprotein
zunachst geschitzt werden, um das modifizierterreagRNase40-124zu gewinnen (vgl.
Abbildung 17). Dazu wurde das denaturierte, frisetluzierte Fusionsprotein mit einem
Uberschuss an Disulfid versetzt und anschlieBeadRiickfaltung eingeleitet. In diesem
Fall durfte der Ruckfaltungspuffer kein Reduktioni$eh enthalten, da es sonst zu einer
Entschitzung der Cysteine kommen wirde. Fur diduBi) von gemischten Disulfiden
sollten die zu modifizierenden Cysteine in redueier-orm vorliegen. Mechanistisch

verlauft die Reaktion Uber einen nucleophilengAff des deprotonierten Proteinthiolat-
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\/—

denaturiertes Fusionsprotein (I6slich)

Modifikation der
Cysteine

SR SR SR gg
, / SR

SR SR
SR

Rickfaltung und
Spaltung

SR SR SR

[
\ SR SR
SR

CBD-Intein RNase 40-124,
geschiitzte Cysteine

Abbildung 17. Modifikation der Cysteine, Riuckfafumd Spaltung

anions auf ein internes Schwefelatom des niedekulzsleen Disulfides unter Freisetzung
eines Thiolats (vgl. Abbildung 18). Thiole mit niegerem pl-Wert fungieren als bessere
Nucleophile (sind also reaktiver) da sie bereits beutralem pH-Wert deprotoniert
vorliegen. Deshalb wird zur Bildung gemischter Dfisie in der Regel ein leicht basischer
pH-Wert verwendet.

/\ (-‘
.éfs; + R—S—S—R T — > S—S—R + R—§

Abbildung 18. Mechanismus der Bildung gemischtsul@ide

Zunachst wurde versucht, dieclusion Bodiesnit oxidiertem Glutathion zu modifizieren.
Dadurch konnten mehrere geladene Gruppen ins Rraigefihrt werden, die die
Loslichkeit verbessern sollten. Allerdings konntdabei folgende Probleme auftreten:

Erstens enthalten die CBD und das Ssp Dna B-Irjeeigin Cystein. Diese bilden im
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nativen Zustand keine Disulfidbriicke aus und dast€y des Inteins ist nicht am
Katalysemechanismus der Inteinspaltung beteilggtogh konnte die Einflihrung von zwei
Glutathioneinheiten einen Einfluss auf die Strukbaw. Faltung von CBD und Intein
haben. Die Ruckfaltung kénnte damit beeintrachaggr vollstandig blockiert werden. Ein
zweites Problem konnte am N-terminalen Cystein B&&ase Peptids entstehen. Die
Spaltungseffizienz des Inteins kann von der Aminosdeben der Spaltstelle beeinflusst
werden*¥ Durch Einfihrung eines Glutathionrestes in Nachtizaft zum C-terminalen
Asparagin des Inteins konnte also selbst bei idliger Riuckfaltung die Spaltung des
Inteins und damit die Freisetzung des Zielpeptidstiert werden. Deshalb wurde als
Alternative das kleinere Disulfid 3,3’-Dithiodipragmsaure verwendet. Durch die
EinfUhrung der geladenen 2-Carboxyethylthiogrupphites eine erhdhte Loslichkeit des
Zielproteins unter reversibler Blockierung der @ysé resultieren.

Zur vollstandigen Reduktion wurden die gelostanlusion Bodieszunachst mit TCEP
versetzt und anschlieRend bei basischem pH-Welt/learschuss an Disulfid (GSSG bzw.
3,3-Dithiodipropionsaure) zugegeben und Uber Naciter Argon inkubiert. Die
Ruckfaltung erfolgte im Anschluss bei einem pH va@m unter den typischen
Bedingungen, allerdings ohne TCEP im Ruckfaltun§fepuum die gemischten Disulfide
zu erhalten. Beim Zutropfen der Ruckfaltungslésukgnnte ab einer GdmCl-
Konzentration von 2 M eine leichte Tribung der Liguund eine geringfigige
Proteinaggregation beobachtet werden. Nach AbsedksrpH-Wertes auf 6.9 und einer
Spaltungsdauer von jeweils zwei Tagen wurden dispeechenden Rickfaltungsansatze
mittels SDS-PAGE untersucht (Abbildung 19).

Bahn 1: Proteinmarker

116 kDa ) eas Bahn 2-4 : Rickfaltung ohne Modifikation
Bahn 5:  Rickfaltung nach DTDP-Mod.

66.2kDa p Bahn 6: Ruickfaltung nach GSSG-Mod.
45.0kDa p

35.0kDa )

WSS« CBD + Intein + RNase 40-124

250kDa b - Y Y 4 CBD + Intein

18.4 kDa p

14.4 kDa p ’
Abbildung 19. Ruckfaltung nach Modifikation mit DHFDnd GSSG
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Im Vergleich zur Ruckfaltung der unmodifiziertémclusion Bodiesunter reduzierenden
Bedingungen konnte dabei eine deutliche Abnahme Spltungseffizienz beobachtet
werden. Ob dies an einer Beeinflussung der Ruckfgltoder einer Blockierung der
Spaltstelle durch die eingefuhrte Schutzgruppe anathbarten Cystein lag, konnte durch
diese Experimente nicht geklart werden. Auch eimwollstandige Modifikation der
Cysteine unter anschlieRender Oxidation zu inted imtramolekularen Disulfiden bei der
nichtreduzierenden Ruckfaltung kommt als ErklarungBetracht (vgl. 5.1.5). Da das
Verhéltnis von ungespaltenem zu gespaltenem Fysiotesn bei der Glutathion- und bei
der 2-Carboxyethylthiomodifikation ahnlich war, wlerin erster Linie ein direkter Einfluf3
der Schutzgruppen auf die Rickfaltung vermutet.

Der isolelektrische Punkt kann, wie bereits erwadeh idealen pH-Wert der Rickfaltung
des entsprechenden Proteins beeinflussen. Deshalbewnach der Modifikation des
Fusionsproteins mit 3,3’-Dithiodipropionsdure eiRéckfaltungsreihe bei verschiedenen
pH-Werten erstellt. Dabei wurde ein pH-Bereich vioh bis 8.5 untersucht. Ersetzt man fir
die Berechnung des IEP die neun im Fusionsprotebldgten gemischten Disulfide mit
der strukturell vergleichbaren Aminosaure Glutaneshalt man einen IEP von 5.4. Bei
allen Ansatzen wurde der pH-Wert am Ende der Riickfg auf 6.9 eingestellt, da nur bei
einem pH von 6.5-7.0 eine Spaltung des Inteingdienitwerden kann, wogegen die
Ruckfaltung unabhéngig von der Spaltung bei einewcleeen pH-Wert durchfuhrbar ist.
Die Ruckfaltungslésungen bei pH 6.5, 7.5 @8 zeigten eine geringe Trubung, bei

116 kDa )
66.2 kDa )
45.0kDa p 4 CBD + Intein + RNase 40-124
35.0kDa )
4 CBD + Intein
25.0kDa p
184 kDa )
14.4 kDa p
4 RNase 40-124
Bahn 1: Proteinmarker Bahn 4: Ruickfaltung bei pH = 7.5 mit DTDP
Bahn 2: Riickfaltung ohne Modifikation Bahn 5: Riickfaltung bei pH = 6.5 mit DTDP

Bahn 3: Riickfaltung bei pH = 8.5 mit DTDP  Bahn 6: Riickfaltung bei pH = 4.5 mit DTDP

Abbildung 20. Ruckfaltung nach Modifikation mit@A in Abhéangigkeit vom pH
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einem pH-Wert von 4.5 aggregierte das Fusionspratahezu vollstandig. Daher konnte
bei diesem Ansatz praktisch keine Spaltung nachegmmi werden (vgl. Abbildung 20). Die
Spaltung nach Rickfaltung bei den anderen drei it verlief besser, wobei die
Spaltung nach Ruckfaltung bei einem pH von 8.5 stwaniger ausgepragt war. Jedoch
konnte generell keine Spaltungseffizienz von ul@e¥berreicht werden.

/\ O o_

] I Y /

S + R_S_S_C H 3 —_— S_S_R + H 3C_S\\
O

|l
o}
Abbildung 21. Mechanismus der Bildung gemischtsullide mit Thiosulfonaten

Zur Bildung gemischter Disulfide mit Proteinen kénn neben niedermolekularen
Disulfiden auch sog. Alkyl-alkanthiosulfonate verndet werdef'*® Diese Methode

verlauft sehr schnell und kann unter bestimmten tdnten mit aquimolaren Mengen an
Sulfonat zu einer vollstandigen Reaktion fuhrens Bafachste Alkyl-alkanthiosulfonat ist
das Methyl-methanthiosulfonat (Methanthiosulfons&methylester, MMTS). Durch

Verwendung dieses Reagenzes kdnnen SGidppen ins Protein eingefuhrt werden. Zur
Modifikation wurde das denaturierte Fusionsprotaeach frischer Reduktion 20 h bei
Raumtemperatur bzw. 1 h auf Eis mit MMTS inkubieia Anschluss wurde die

Ruckfaltung durch langsames Zutropfen des Ruckigkpuffers bei 7.4 ohne TCEP
initiiert, allerdings konnte bereits eine starkegfegation des Ansatzes bei einer GdmCI-

Konzentration von etwa 3 M beobachtet werden.

1 2 3 4 .
Bahn 1: Proteinmarker

116 kDa p Bahn 2: Ruckfaltung ohne Modifikation
Bahn 3: Riickfaltung nach 20 h MMTS-Mod.
66.2kDa p Bahn 4: Ruckfaltung nach 1 h MMTS-Mod.
45.0 kDa p
35.0kDa ) 4 CBD + Intein + RNase 40-124
4 CBD + Intein
25.0kDa p
18.4 kDa p
14.4 kDa p
4 RNase 40-124
Abbildung 22. Ruckfaltung nach Modifikation mit MMT

68



Ergebnisse und Diskussion

Die Analyse mittels SDS-PAGE nach Verdinnung bis @t M GdmCI und 2-tagiger
Spaltung bei pH= 6.9 zeigte ein komplett ungespakeFusionsprotein, was auf dessen
vollstédndige Aggregation wahrend der Rickfaltungizkzufiihren war. Da es sich bei der
SCH;-Gruppe um eine unpolare Gruppe handelt, wurdegdaamte Fusionsprotein durch
Einfihrung von neun solchen Gruppen vermutlich zdrbphob, wodurch es bei der
Ruckfaltung zu einer Aggregation unterhalb einestipemten GdmCI-Konzentration kam.
Als alternatives Alkyl-alkanthiosulfonat wurde da#ih das kommerziell erhéltliche
2-Carboxyethyl-methanthiosulfonat verwendet. Diesggeugt das gleiche gemischte
Disulfid, das mit der 3,3-Dithiodipropionsaure gemnen werden kann, allerdings sollte
die Reaktion schneller und quantitativ verlaufems@eltste Fusionsprotewurde dazu
reduziert und tber Nacht mit 2-Carboxyethyl-metha#ulfonat bei einem pH-Wert von
8.5 unter Argon inkubiert. Die Ruckfaltung wurde ewbeschrieben bei pH = 7.4
durchgefuhrt (vgl. 4.2.1.7) und die Spaltung m#t8sDS-PAGE analysiert.

Bahn 1: Proteinmarker

116 kDa ) Bahn 2: Rickfaltungslésung nach 1 d
Bahn 3: Ruckfaltungslésung nach 2 d
Bahn 4: Ruckfaltungslésung nach 3 d

662 kDa Bahn 5: Ruckfaltungslésung nach 4 d

45.0kDa p _

35.0kDa ) 4 CBD + Intein + RNase 40-124

4 CBD + Intein

25.0kDa p

18.4 kDa p

144 kDa p 4 RNase 40-124

Abbildung 23. Ruckfaltung nach Modifikation mit CEM

Es zeigte sich, dass die Spaltungseffizienz migesteler Reaktionsdauer zunahm, was auf
eine in diesem Falle positive Beeinflussung dereihgpaltung durch die Nachbar-
aminosaure hindeutete. Die Spaltung war bei denodifirierten IBs bereits nach einem
Tag maximal (vgl. Abbildung 16), allerdings konmtech nach 4 d Inkubationszeit bei dem
modifizierten Fusionsprotein eine Spaltung von e®@£0 % beobachtet werden.

Inwiefern schon die Ruckfaltung des Fusionsproteimsh die Modifikation der Cysteine
beeinflusst wird, sollte durch eine alternative atgie zur Bildung von gemischten
Disulfiden mit 2-Carboxyethyl-methanthiosulfonatersucht werden (Abbildung 24).
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/SR sr SR
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"\ RS\ SR
SR
\ SR
SR
denaturiertes Fusionsprotein (l6slich)
: . vollstandige Rickfaltun
partielle | Riickfaltung / und Spaltl%ng g
Modifikation der
Cysteine
p) SR $R gr
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teilweise nativ (1 M GdmCl) CBD-Intein RNase 40-124
geschitzte Cysteine
Abbildung 24. Alternative Strategie zur Gewinnungn vRNase 40-124 mit

geschutzten Cysteinen

Dazu wurde das unmodifizierte Fusionsprotaimachst unter reduzierenden Bedingungen
(TCEP) bis auf eine Konzentration von 1 M GdmCldiemt. Dadurch sollte zuné&chst eine
teilweise native Struktur des Inteins erzeugt werdé&ach 20 min wurde das
Modifizierungsreagenz 2-Carboxyethyl-methanthiocsudit zugegeben und ein pH-Wert
von 8.5 eingestellt. Ein mdgliches Problem istlikgrenzte Zugénglichkeit von Cysteinen
bei einer Konzentration von 1 M GdmCI, da nur expde Gruppen an der Oberflache fur
die Reaktion zur Verfigung stehen. Bereits im Ieneeiner kompakten Proteinstruktur
verborgene Cysteine konnten nicht modifiziert werdeDa das 2-Carboxyethyl-
methanthiosulfonat stark sauer ist, musste esguastieise zugegeben werden und sofort
der pH-Wert mit 1 N NaOH alkalisch gehalten werdem Absinken des pH-Wertes unter
7.0 konnte bereits zu einer unerwinschten Spalteg Inteins flihren. Nach einer
Inkubationszeit von 2 Stunden wurde die Losung ohReduktionsmittel auf
0.1 M GdmCIl verdinnt und nach drei Tagen bei einpht-Wert von 6.9 die
Spaltungseffizienz untersucht. Diese war identisciit der Spaltung des direkt
modifizierten Fusionsprotein@icht gezeigt). Aufgrund des geringeren experiraigrn
Aufwandes wurde deshalb die Methode der direktedif@tion bevorzugt.
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5.1.5. Isolierung und Reinigung vonRNase 40-124

Die in 5.1.4 gezeigten Ergebnisse der Rickfaltuthgsy. Spaltungseffizienz gaben noch
keine Auskunft Uber die Anzahl der modifiziertens@me im Fusionsprotein und im
gewinschten ZielpeptidRNase 40-124. Dazu sollte das Zielfragment aus den
Modifikationsmethoden mit GSSG, 3,3-Dithiodipropgiure und 2-Carboxyethyl-
methanthiosulfonat isoliert und massenspektronuotirisharakterisiert werden. Da das
Volumen durch die 60-fache Verdinnung bei der Raibkihg stark vergrol3ert war,
wurden die Losungen zunachst mit Hilfe von CenisgUltrafiltrationseinheiten
konzentriert. Es wurden zunachst 10 ml-Einheitenrweadet, mit denen eine
Volumenreduktion auf etwa 0.5 ml erreicht werdemrke. Zur weiteren Konzentration
kamen 0.5 ml-Einheiten zum Einsatz, mit denen &hfi@che Volumenreduktion mdglich
war. Beide Filtrationseinheiten enthielten eine Ndbeam mit einemcut off von 3 kDa.
Damit sollte sicher gestellt sein, dass das 9 kizdpZptid RNase40-124 im Uberstand
blieb und sich somit anreicherte. Um dies zu begét wurde zunéchst der Durchbruch
und der Uberstand aus der Ultrafiltration mitteBSSPAGE untersucht (Abbildung 25).

1 2 3 4

Bahn 1: Proteinmarker

116 kD
a - Bahn 2: Ruckfaltungslésung nach 1 d
Bahn 3: Durchbruch Centriplus
66.2 kD -
a b - | I- i ' Bahn 4: Uberstand Centriplus
45.0kDa p —
35.0kDa ) 4 CBD + Intein + RNase 40-124
- 4 CBD + Intein
250kDa p = %
18.4kDa p B
o~
14.4kDa p
4 RNase 40-124
Abbildung 25. Durchbruch und Uberstand der Ultriition

Im Durchbruch war wie gewlnscht kein Protein zuesellurch die Membran wurden also
alle Peptide zurickgehalten. Zur Reinigung bzw.lidsong wurde die konzentrierte
Proteinlésung auf eine semipréaparativeSaule (XDB-C8 fum, 150 x 2.1 mm) gegeben.
Durch einen linearen Gradienten von 10-50 % Acétibmnit 0.1 % Ameisensaure konnte
das FragmeniRNase 40-124 erfolgreich von den beiden anderen Proteigetnennt

werden.
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Abbildung 26 zeigt das HPLC-Profil der konzenteertRickfaltungslosung nach der
Modifikation mit CEMTS. Die Chromatogramme der Riattungen nach Modifikation
mit GSSG bzw. DTDP zeigten ein analoges Profil.

CBD-Intein

100

SSCE |

CESS SSCE .
efL7/\ZSSCE {
cess |

CESS
SSCE

)
CESS —SSCE

ssce 5 Fssce
"GN SSCE
CES\S CESS

SSCE

RNase 40-124

rel. Abs. (%)

ungespaltenes
Fusionsprotein

10 12 14 16 18 20  Zeit (min)

Abbildung 26. RP-HPLC Profil der konzentrierten Riattungslosung nach Modi-
fikation mit CEMTS

Die Untersuchung der gesammelten Fraktionen dedrafiementsRNase40-124 durch
LC-MS sollte Aufschluss Uber die Anzahl der Cysteadifikationen geben. In Form der
gemischten Disulfide mit Glutathion konnte das @egdtid erstmals massenspektrometrisch

nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 27).
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= \ 1459.33 1GS ,
° 5GS sgs 1600.14 3GS .
1353.29 1702.23 5GS
1546.66

1804.32

0
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800  m/z
(amu)
Abbildung 27. ESI-MS-Spektrum des Zielpeptids RH@sE41 mit GS-
Schutzgruppen
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Weiterhin konnte beobachtet werden, dass nichtsaedleen Cysteine des FragmeRfdase
40-124 als gemischtes Disulfid geschitzt wurden. ESI-MS-Spektrum konnten
Fragmente mit einer, drei oder finf SG-Schutzgrapetektiert werden. Ein Problem bei
der Bildung gemischter Disulfide ist die gleichmpt Ausbildung von Protein-Protein
Disulfiden. Diese kdnnen durch Disulfidaustauschsziven einem gemischten Disulfid
und einem Thiol des Proteins entstehen. Der Prozéssauf, wenn bereits gemischte
Disulfide ausgebildet wurden und gleichzeitig néieie Thiole im Peptid vorhanden sind.
Moglicherweise konnte daher kein Zielpeptid mit42pder 6 Modifikationen beobachtet
werden. Sobald eine gerade Anzahl an noch unmaaiien Cysteinen im Protein vorliegt,
kommt es entweder zur Modifikation beider Thioleendes wird Uber zweifachen
Disulfidaustausch ein Protein-Protein Disulfid ddbi. Da aus dem GSSG-Disulfid ein
freies Thiol gebildet wird, ist auch eine Rickreaktmdglich, wodurch die gemischten
Disulfide wieder gespalten werden konnen. Das Feldmes siebenfach geschitzten
Zielpeptids konnte auf eine Blockierung der Intpaitung im Falle einer Modifikation am
benachbarten Cystein hindeuten.

Aus einem Milliliter Inclusion Bodiekonnten mit dieser Methode 1.5 mg an geschutztem
Peptid RNase40-124 1 erhalten werden, was einer Ausbeute von 2.1 mglLpes LB-
Medium entspricht. Die Ausbeuteeinbuf3en sind vdenal durch eine unvollstandige
Inteinspaltung, Adsorption an die Membran und Agegten wahrend der Ultrafiltration
sowie durch Verluste bei der HPLC-Reinigung zu dneh.

Ein ahnliches Ergebniss wurde im Fall des mit BBhiodipropionsaure modifizierten
denaturierten Fusionsproteins erhalten. Im HPLCe@latogramm zeigte das Peptid einen
leicht verbreiterten Peak.

100 - 25.31 /2

S
4
2
20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00  Zeit (min)
Abbildung 28. RP-HPLC Profil des isolierten Zielpdp RNase 40-122
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Auch hier konnte keine vollstandige Bildung vonb&ier gemischten Disulfiden mit den
Cysteinen des Fragmerf@&Nase40-124 erreicht werden. Weiterhin konnte wie zueioe

gerade Anzahl an Schutzgruppen (2, 4, 6) nicht helaiet werden. Im Unterschied zur
Modifikation mit GSSG war allerdings auch siebehfageschiitztes Zielpeptid
nachzuweisen. Vergleicht man die Intensitaten im-MS-Spektrum, kann man davon
ausgehen, dass hauptsachlich 3-fach und 5-fachhigizses Zielpeptid gewonnen werden
konnte. Das Auftreten von siebenfach geschitzteagrrentRNase40-124 zeigt, dass die

Inteinspaltung auch bei einer Modifikation des kiearten Cysteins moglich sein sollte.

(M+7H) 7*
(M+6H) &*
5SCE | o
S 1403.03 !
100 - 3SCE ' , ) ' \
! 1373.04 :‘ . BSCE
< /160156 103693
X ! /
5 iSCE 7SCE 'I \
o 1433.00 1SCE 7SCE
wu 1566.70 1671.59

o

1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 miz
(amu)

Abbildung 29. ESI-MS-Spektrum des Zielpeptids RM@sE42

Im Falle der Modifikation des Fusionsproteins mi8’dithiodipropionsdure konnten
2.8 mg geschutztes Pep#Haro Liter LB-Medium erhalten werden.

Die massenspektrometrische Charakterisierung dedukRtes bei der Modifikation mit
2-Carboxyethyl-methanthiosulfonat lieferte ein valen anderen beiden Reagentien
abweichendes Ergebnis. Die LC-MS-Analyse (AbbilduB@) zeigte nicht nur einen
scharfen Peak des Zielpeptides, sondern konnte @iechollstdndige Modifikation aller
Cysteine im FragmenRNase40-124 bestatigen. Durch die schnelle Reaktion dein
Thiosulfonat wurden alle Thiole schnell und quatit Uber gemischte Disulfide
geschitzt, so dass ein Disulfidaustausch mit fréi@olen im Protein nicht mehr mdglich
war. AulRerdem ist im Falle von Thiosulfonaten dasder Reaktion freigesetzte Produkt
ein Sulfinat, so dass praktisch keine Ruckreakstattfinden kann. Mit dieser Methode
konnte also das mit der 2-Carboxyethylthiogrupp#sténdig modifizierte Zielfragment

RNase40-124 3 erhalten werden. Dieses ist nicht oxidationsengith und kann im
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trockenen Zustand mehrere Monate gelagert werdanoh Alie Ausbeute war mit 3.5 mg
gereinigtem PeptidB pro Liter LB-Medium im Vergleich zu den anderen difika-

tionsmethoden (GSSG bzw. 3,3’-Dithiodipropionsawa®) hochsten.

100 - 24.94 /3

S
8
<
2
0
16.00 20.00 24.00 28.00 Zeit (min)
(M+10H) 10*
100 - 912.30 1003.40 M= RNase + 7 SCE
111473 (M+8H)®*
. 1254.00
2 (M+7H) 7*
— 6+
1 836.33 1433.06 (M+6H) (M+5H)5+
1671.62
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/z
(amu)
Abbildung 30. LC-MS-Analyse des isolierten ZielppRNase 40-123 (7 SCE)

Neben der LC-MS-Analyse wurde die Reinheit des meges mittels SDS-PAGE
Uberprift (vgl. Abbildung 31). Diese zeigte auf Bah ein reines PeptiBNase40-1243

ohne Verunreinigung durch andere Proteine.

1 2 3 4 Bahn 1: Proteinmarker
Bahn 2: isoliertes Produkt
66.2kDa p W Bahn 3: Riickfaltungslésung nach 1 d
Le Bahn 4: Riickfaltungslésung nach 2 d
45.0kDa p B
35.0kDa ) ' S 4 CBD + Intein + RNase 40-124
_H 4 CBD + Intein
25.0kDa b W
18.4 kDa P .
14.4kDa b h " 4 RNase 40-124 3
Abbildung 31. Isoliertes Pept®l(RNase 40-124 + 7 SCE)
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5.2.  Synthese von Glycoproteinen durch native chesche Ligation

Nach der Gewinnung ausreichender Mengen des Baast®ase40-124B in stabiler
Form sollten durch native chemische Ligatidn mit entprechenden Thioestern
verschiedene glycosylierte und nicht glycosylieviarianten der bovinemRibonuclease

synthetisiert werden.

5.2.1. Synthese von MetRNase 1-124

Um die Ligationsfahigkeit des mit Glutathion modiérten Fragmentd zu bestétigen,
wurde dieses zunachst mit dem molekularbiologisdwannenen Thioester Met-
RNasel-39 47 Jigiert. Dazu wurde ein Aquivalerit mit einem 3-fachen Uberschuss an
Thioester4 in 6 M GdmCI bei einem pH von 7.5 gel6ést und dieeR®n durch Zugabe
von Thiophenol gestartet, was eine Absenkung ded\igites auf ca. 7.0 zur Folge hatte
(Abbildung 32).

1

SSG ,SSG SSG

([

0
H2N—| Met-RNase 1-39 })J\S(CHZ)ZSO3H + HZN)\”/{ RNase 40-124 l_COOH
SN
4 Nee= 1,3,5

88G SSG SSG

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,
3 % Thiophenol, pH=7.0

HN—] Met-RNase 1-124 —coon

5

Abbildung 32. Ligation zu Met-RNase 1-124

Durch das zugesetzte Thiophenol bildete sich duftlolaustausch der reaktivere
Phenylthioested4a**3 AuRerdem sollten alle gemischten Disulfide voreduziert werden.

Nach 5 Minuten zeigte sich in der Lésung eine ligchribung, die bis Reaktionsende
nicht mehr verschwand. Die Reaktion wurde nach gemazunachst mittels SDS-PAGE
kontrolliert (Abbildung 32). Diese zeigt eine Banide erwarteten Bereich von 13.8 kDa,
wobei der im Uberschuss eingesetzte Thioester alir#u erkennen war. Als Referenz

wurde kommerzielllRNase Arerwendet, da diese fast das gleiche Laufverhalsiizt.
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1 2 3 4
116 kDa p = Bahn 1: Proteinmarker
Bahn 2: RNase A 1-124 reduziert
66.2kDa p | W Bahn 3: RNase A 1-124 oxidiert
Bahn 4: Ligation zu Met-RNase 1-124 5
45.0 kDa } " — nach 2d
35.0kDa p
25.0kDa p =
18.4kDa P
144kDa p = ._ﬁ_ 4 Met-RNase 1-124
| 4 Met-RNase 1-39
Abbildung 33. SDS-PAGE der Ligation zu Met-RNag€45

Neben der Reaktionskontrolle durch Gelelektroph®resnnte der Erfolg der Reaktion
auch mittels LC-MS-Analyse bestatigt werden. Beireklier Messung aus der
Reaktionsmischung nach zwei Tagen konnte das biggproduk in einem breiten Peak
aus Disulfidisomeren detektiert werden. Durch Zegaimes Uberschusses des Reduktions-
mittels Dithiothreitol vor der LC-MS-Analyse konmtedie oxidierten Formen der
Met-RNasel-124 reduziert werden, was zu einem deutlich $eheir Peak im HPLC-
Chromatogramm fuhrte (Abbildung 34).
4a

100 - l 19.42 /4
(a) 5 oxid
oxidiert
S 2439
3 |
<
2
3 A
100_ 17.99
(b)  4a~__
< 5 reduziert
s 21,54
%] -~
<
e
15.00 17.00 19.00 21.00 23.00 25.00 27.00  Zeit (min)
Abbildung 34. Analytisches HPLC-Profil der Ligationu Met-RNase 1-1246

(@) Ligationslésung nach 2 d, (b) Ligationslosungcim 2 d und
15 min DTT-Reduktion
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Das ESI-MS-Spektrum zeigte die mehrfach geladenatioken des Ligationsproduktes
Met-RNasel-1245 und konnte das erwartete Molekulargewicht von kB8 bestatigen.

10+
(M+12H) 12+ (M+10H)

100 115311 (M+11H) 1379.69

1254.35 1532.71

rel. 1 (%)

0 s Mumuuhh.khhu; Ly g ..“hl- .
1140 1200 1260 1320 1380 1440 1500 1560  miz
(amu)
Abbildung 35. ESI-MS-Spektrum von Met-RNase 15124

5.2.2. Synthese voRNase 1-124, Asn34(AgGIcNAC)

Die fur die Synthese voh eingesetzten Ligationsbedingungen wurden auf digHgge
einer RNase mit einem acetatgeschitzten GIcNAc am Asparagin Udkrtragen.
1.5 Aquivalente des entprechenden Thioesbeder durch Festphasensynthese gewonnen
wurdel®™¥ wurden in 6 M GdmClI-Puffer mit einem Aquivalehtgeldst. Die Reaktion

wurde mit Thiophenol gestartet und 2 Tage bei Rauperatur belassen (Abbildung 36).

Ac 1

AcQ NH SSG ,SSG SSG
NHAc

5 Gss ( ( (
H2N—| RNase 1-39 VKS(CHZ)ZCOOEt + HzN)\[\/{ RNase 41-124 l_COOH
N
6 SSG Ngs=1,3,5

SSG SSG

Ac 6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,
AcReo NH 3 % Thiophenol, pH =7.0

NHAc

HN—] RNase 1-124 —coon
7

Abbildung 36. Ligation zu RNase 1-124, Asn34GAaNAC)7
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Nach zwei Tagen zeigte die SDS-PAGE eine Produkitvam gleichen Bereich der als
Referenz verwendetdRNase AMolekulargewicht von 13.6 kDa, Abbildung 37).

116 kDa ) Bahn 1: Proteinmarker
Bahn 2: RNase A 1-124 reduziert
66.2 kDa ) Bahn 3: Ligation zu RNase 1-124,
Asn34(Ac;GIcNAc) 7

45.0kDa p

35.0kDa )

25.0kDa p

18.4 kDa p

144KkDa ) 4 RNase 1-124, Asn34(Ac;GIcNAc)

Abbildung 37. SDS-PAGE der Ligation zu RNase 1-A2434(AeGICNAC)7

5.2.3. Synthese voRNase 30-124, Asn34Hepta

Mit Hilfe des glycosylierten Thioesters 30-3® sollte zunachst der Einfluss eines
acetylierten, komplexen N-Glycans auf die Ligati@astion untersucht werden.

2

SSCE ,SSCE SSCE

o CESS ( ( r
H,N—|RNase 30-39 S(CH,),COOEt * HZNM RNase 41-124 l—COOH
o L\
8 E Nge= 1357

SSCE SSCE SsC

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,,
3 % Thiophenol, pH = 7.0

H2N—| RNase 30-124 l—COOH
9
OAc OAc
0]
Acf\)co Ae cO-
HeptaAc = V = NAe
OAc O%c 0.
Acgﬁmc o HACQ\ §OA°O
oA o © NHAc
Abbildung 38. Ligation zu RNase 30-124, Asn34HepaA
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Dazu wurde das SCE-geschitzte Fragn2edas aus einer Mischung von 1-, 3-, 5- und 7-
fach modifizierten Cysteinen bestarmdjt dem festphasenchemisch gewonnenen Glyco-
peptidthioeste8™*? in 6 M GdmCI unter Zugabe von Thiophenol ligiekbpildung 38).
Nach kurzer Zeit waren eine starke Tribung und diggregation in der Lésung zu
beobachten. Das Fortschreiten der Ligation wurdehn2 Tagen mittels LC-MS
kontrolliert. Dazu wurden der Reaktionyd entnommen und mit einem Uberschuss DTT
versetzt, bis die Lésung klar wurde. Im HPLC-Prdfinnte der Peak bei 18.62 min als
Ligationsprodukt 9 identifiziert werden. Bei 17.72 min eluierte den iUberschuss
eingesetzte Thioester, der zum PhenylthioeBeumgeestert war. Das FragmeRiase
40-124 konnte nicht nachgewiesen werden, ebenso Spuren des hydrolysierten
Thioesters8. Das ESI-MS-Spektrum bestatigte das erwartete kiddegewicht, wobei
mehrfach geladene Wasserstoffadukte gefunden wiAddsldung 40).

100 - 8a 17.72
S
4 |
<
®
14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 Zeit (min)
Abbildung 39. HPLC-Profil der Ligation zu RNase B4, Asn34HeptaA8
10+
(M+10H) (M+9H)9+
100, 1258.91 1398.52
(M+8H) &*
< 1573.42
g (M+7H) 7*
2
1797.69
O Lo e b n o 5 . _mh " L Ao . e 4t
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Abbildung 40. ESI-MS-Spektrum von RNase 30-1284%septaAd
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Da bei der Festphasensynthese freie OH-Gruppenligogaccharidteil zu unerwiinschten
Nebenreaktionen fuhren kénnen, waren die Hydroxylgen des Heptasaccharids im
Thioester 8 als Acetate geschitzt. Die Gewinnung nativer Qbgmide aus diesem

Baustein erfordert abschlie3end eine Entschitzwesy mkracetylierten Zuckers. Fur die
Desacetylierung wurden nach zweitagiger Reaktidn2be’C die Acetate durch Zugabe
von 10 % wassrigem Hydrazinhydrat mit DTT direkt kigationsmischung abgespalten
(Abbildung 41). Bei der Reaktion mit Hydrazinhydrstt die Reaktionszeit sehr genau zu
beachten. Bei einer langeren Inkubationszeit kammlwech Hydrazinolyse zur Spaltung
von Peptidbindungen kommen, was eine Zerstorung Lagationsproduktes zur Folge

hatte. Deshalb wurde die Reaktion bereits nachr &hende mittels LC-MS untersucht.

9
10 % Hydrazinhydrat
0.2MDTT
Ha—] RNase 30-124 —coon
10

NHAc

Abbildung 41. Acetatabspaltung zu RNase 30-1243#4deptalO

Das RP-HPLC-Chromatogramm zeigte als Hauptpeak2heéb0 min das gewinschte
Produkt 10 ohne Acetatschutzgruppen. Da mit einer Acetokdnkentration von 20 %
begonnen wurde, konnte der im Uberschuss einges&tibester8 abgetrennt werden.
Durch ESI-MS konnte das Molekulargewicht von 11[@akbestatigt werden. Dargestellt
sind die Peaks der 9- und 10-fach geladenen WasHadslukte bei 1325.68 und
1183.71 Da.
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100 - 1325.68

1183.71
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100, | © 21.50 10
;\3 T T T T T
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Abbildung 42. LC-MS-Analyse der AcetatabspaltungiGzu

5.2.4. Synthese vorRNase AcThz-26-124, Asn34Nona

Die Erkenntnisse der Umsetzung des Heptasacchadagdptids8 sollten auf die Ligation
mit einem Glycopeptidthioester, der ein Nonasaddhanthalt, angewandt werden. Dazu
wurde der ThioesteiRNase 26-39 11 verwendet!*! der zur sequentiellen Ligation

synthetisiert wurde (vgl. Abbildung 13).
2

SSCE ,SSCE SSCE

o CESS ( ( r
<SN RNase 27-39 S(CH,),COOEt + j\“/{ RNase 41-124 I—COOH

B NULN N

SSCE 'SSCE SSCE Ngce™
5“*({ RNase 27-124 —coon
Ac

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,,
3 % Thiophenol, pH=7.0

© 12
OAcOAc OAc OAc
AcO Q g O AcO Q
NonaAc = v OM@;/ OAc O
‘RM NHAG e
&&Wqﬁg
Abbildung 43. Ligation zu RNase AcThz-26-124, ANio34Acl2
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Allerdings trug Verbindund.1 durch eine Nebenreaktion bei der Synthese nichanulen
Hydroxylgruppen des Oligosaccharids Acetatschufggen, sondern war auch am
Stickstoff des Thiazolidinrestes acetyliert. Dieaalte das Offnen der Schutzgruppe unter
Freisetzung des N-terminalen Cysteins des Ligapimthiktes 26-124 zwar nicht méglich,
jedoch konntell als gutes Modellsystem dienen. Um die Reaktiviét tberprifen,
wurden 1.2 Aquivalente Glycopeptidthioestet mit 1 Aquivalent Cysteinpepti@ in
Gegenwart von 6 M GdmCI/0.1 M WaPO,-Puffer und Thiophenol als Aktivator bei
einem pH-Wert von 7.0 ligiert.

In der Reaktionsmischung konnte erneut eine stdmkdung bzw. eine Aggregation
beobachtet werden. Vor der LC-MS-Analyse musst@dalbsmit Hilfe von DTT reduziert
werden. Das gewinschte Ligationsprodukt konnte zagdi Tagen im Elutionsprofil bei
22.20 min detektiert und die korrekte Masse durSir®S bestatigt werden. Der Peak bei
20.47 min entspricht dem umgeesterten Phenyltteoesn1l.

) 22.20 12
100
11a\20.47 /
S
g
2
15.00 17.00 19.00 21.00 23.00 25.00 27.00 Zeit (min)
Abbildung 44. HPLC-Profil der Ligation zu RNase Az26-124, Asn34NonaAc
12
(M+8H) &*
100 - 1711.32 M+7H) T*
1955.25 (M+6H) &*
ef_ 2278.86
o
0
1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 miz
(amu)
Abbildung 45. ESI-MS-Spektrum von RNase AcThz-26Ash34NonaAt2
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Die anschlieRende Abspaltung der Schutzgruppen Qlegpsaccharidanteils zum ent-
schitzten LigationsprodukRNase AcThz-26-124 13 sollte durch Zugabe von 10 %
wassrigem Hydrazinhydrat erfolgen. Trotz Zugabe AT als Reduktionsmittel war ein
Verschwinden der Trubung nicht zu beobachten. Dut€iMS-Analyse konnte die
Umsetzung zul3 nicht bestéatigt werden. Es wurde eine irreversiBbeidation bzw.

Aggregation des entschiitzten Produktes vermutet.

12

10 % Hydrazinhydrat
0.2MDTT

<9Nj\({ RNase 27-124 —coon
Ac

ol
13

OH OH OH OH

0]
NHAc
OH oH

NHAc

Abbildung 46. Acetatabspaltung zu RNase AcThz-26A#34Nond 3

5.2.5. Optimierte Synthese von MeRNase 1-124

Auf Grund der auftretenden Schwierigkeiten bei Heyation (Aggregation, Oxidation)
mussten die Ligationsbedingungen optimiert werdere vermutlich durch Oxidation
ausgeloste Aggregation zeigte sich als grof3tes |[&mbv.a. bei der Analytik der
Reaktionen. Das symmetrische Disulfid des Thioplsendas sich langsam wéahrend der
Ligation bildet, neigt selbst zur Aggregation undnk auch fur Coprazipitationen von
Edukten oder Produkten sordéffl Daher sollte der Ligation ein alternatives Thitd a
Aktivator bzw. Reduktionsmittel zugesetzt werderegdn der guten Eigenschaften bei der
Reduktion vor der LC-MS-Analyse wurde deshalb zasda®TT ausgewahlt. Trotz einer
klar bleibenden Losung konnte allerdings keine tiarabeobachtet werden. Zwar konnte
durch ESI-MS eine Umesterung des Thioesters zunspethenden DTT-Derivat

nachgewiesen werden (nicht gezeigt), allerdingsnkdieser Thioester auf Grund der
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benachbarten OH-Gruppe sich in einen fir die natikemische Ligation unreaktiven
Oxoester umwandeln. Daher wurde stattdessen zatibigsmischung als Reduktionsmittel
TCEP zugegebéh? Dieses sollte sowohl die Oxidation von Thiopheral§ auch die
Bildung von Disulfiden verhindern. Zusatzlich wurder Chelatbildner EDTA verwendet,
um die metallkatalysierte Oxidation von Cysteinemcth Luftsauerstoff zu verhindern. Als
weitere Modifikation des Ligationsprotokolls wurderon diesem Zeitpunkt an alle
Ligationen in einem anaeroben Zelt ausgefuhrt, uma Einwirkung von Sauerstoff auf die
Reaktion auszuschliessen. Die Reaktionen wurdenerhald des Zeltes in einer
Argonatmosphére angesetzt, wobei ein mit Schraletiecerschliessbares Glasgefald
verwendet wurde, um die, bei einem aus Polypropyestehenden Eppendorfgefald
maogliche, Diffusion von Sauerstoff in den Reaktiogisdlter zu vermeiden. Diese
Bedingungen wurden zunachst mit dem molekularbistdggewonnenen Thioester Met-
RNase 1-39 4 getestet. AuBBerdem stand zu diesem Zeitpunkt dalkéstamdig
disulfidmodifizierte FragmenRNase40-1243 zur Verfligung. Beide Fragmente wurden in
einem 6 M GdmClI-Ligationspuffer bei pH = 7.5 gela#¢r zusatzlich 30 mM TCEP und
2 mM EDTA enthielt. Der Reaktionsstart erfolgte duZzugabe von Thiophenol, wodurch
sich ein pH-Wert in der Losung von 7.0 einstellte.
3

SSCE ,SSCE SSCE

o CESS ( ( (
HN— Met-RNase 1-39 VKS(CHz)zSO3H + HZNj\‘/{ RNase 41-124 __ |—coou
SN
4

SSCE SSCE SSCE

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 3 % Thiophenol, pH =7.0

HN—] Met-RNase 1-124 oo
5
Abbildung 47. Optimierte Ligation zu Met-RNase #-%2

Die veranderte Reaktionsfiihrung hatte zur Folgss diée Ligationslésung auch nach zwei
Tagen Inkubationszeit vollig klar blieb und keireerlAggregation beobachtet werden
konnte. Im Anschluss wurde die Ligation mittels SBAGE untersucht. Dabei zeigte sich
auf Bahn 2 eine deutliche Bande im Bereich von 18Ba, die das gleiche
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Migrationsverhalten besal3, wie die als ReferenaverdeteRNase A(Abbildung 48).
RestlicheRNase40-124 konnte nicht mehr detektiert werden.

116 kDa
Bahn 1: Proteinmarker

4
66.2kDa p Bahn 2: RNase 40-124
Bahn 3: Ligation zu Met-RNase 1-124 5
4
4

45.0 kDa Bahn 4: RNase A 1-124
35.0 kDa
:
25.0kDa p |
18.4kDa p
S 4 Met-RNase 1-124
144kDa b S 4 RNase 40-124
Abbildung 48. SDS-PAGE der optimierten LigatiorMei-RNase 1-128

Nach der Bestéatigung der Ligation durch LC-MS wuubies Produkt mit Hilfe einer
Gelfiltrationschromatographie isoliert. Als Ausbedkionnten 36 9% erhalten werden. Die
Reinheit des reduzierten Produktes NM#asel-124 5 wurde mittels LC-MS-Analyse
Uberprift und zeigte einen Hauptpeak bei eineridiskzeit von 21.28 min mit einer

kleinen Verunreinigung.

100 21.28/ 5
£
2
10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 Zeit (min)
Abbildung 49. HPLC-Profil des gereinigten Ligatipnsduktesb

Das korrespondierende ESI-MS-Spektrum des Haupspeaikite die erwartete Masse des
Produktes von 13.8 kDa. Zu sehen sind die siebmsneltfach geladenen Kationen vén
(Abbildung 50).

Durch die Optimierung des Ligationsprotokolls in hmexren Punkten konnte neben den
Reaktionen auch die Qualitat der RP-HPLC-Chromatogne und der ESI-MS-Spektren

wesentlich verbessert werden.
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(M+10H) 10*
100, (M+11H) 11 1383.10 (M+9H) **
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Abbildung 50. ESI-MS-Spektrum von Met-RNase 15124

5.2.6. Synthese von MeRNase 1-124, (SCEy

Um den Einfluss der freien Cysteine auf die Isolgy von5 zu untersuchen, sollten diese
im Ligationsprodukt MeRNase 1-124 durch 2-Carboxyethyl-methanthiosulfonat zu

gemischten Disulfiden umgesetzt werden.

5
(SH rSH rSH rSH
HoN Met-RNase 1-124 —coon
v S S
6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 1.5% Thiophenol,
0.3 M CEMTS, pH=8.5
rssce rSSCErSSCE rssce
HoN Met-RNase 1-124 —coon
LSSCE kSSCEKSSCEKSSCE
14
Abbildung 51. Synthese von Met-RNase 1-124, (S4E)
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Dazu wurde nach erfolgter Ligation Zu die Mischung im gleichen Verhaltnis mit
Ligationspuffer ohne Thiophenol verdinnt, um dieideten Cysteine durch frisches
TCEP zu reduzieren. Im Anschluss wurde ein Ubessl{0.3 M) an CEMTS zugegeben
und der pH-Wert auf 8.5 eingestellt. Der Thiophgealich verschwand sofort, was auf die
Bildung des gemischten Thiophenyl-disulfides hirtdéai Nach 1 min Reaktionszeit zeigte
sich durch LC-MS-Analyse bereits das 8-fach gestthiRroduktl4.

100 - 22.66/14
18.31
4b

—~ .

é

4

<

E2

0 Bt e e

8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 Zeit (min)
Abbildung 52. Analytisches HPLC-Profil der gescleénzaVet-RNase 1-124, (SGE)

14

Das ESI-MS-Spektrum zeigte eine Massenzunahme 82rD& (8 x 104) zu einer Masse
von 14655 Da. Es konnten die mehrfach geladeners®¥atsffaddukte des modifizierten

Ligationsprodukted4 gefunden werden.

(M+10H) 10*

(M+11H) (M+9H) °*

1333.17
_ 1629.23
& 11222.08
- (M+8H) &*

L 1832.99
0 o sana "‘.u. e e e ety ‘.L
1250 1350 1450 1550 1650 1750 1850 miz
(amu)
Abbildung 53. ESI-MS-Spektrum von Met-RNase 1{BX3E} 14

Das als Disulfid geschiitzte Produl4 wurde durch Gelfiltration gereinigt und konnte in
einer Gesamtausbeute von 33 % erhalten werdennkohiuss wurde das isolierte Produkt

rickgefaltet und ein Aktivitatstest durchgefuhrigl(v5.3). Da die Modifikation der
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Cysteine vor der Isolierung keine Ausbeuteverbesggn brachte, wurden weitere
Reinigungen von Ligationsprodukten durch Gelfiilbat ohne diesen zuséatzlichen
Reaktionsschritt durchgefuhrt.

5.2.7. Synthese voRNase 1-124, Asn34Nona

Die Synthese der komplettedRNasel-124 mit einem komplexen N-Glycan an Asn34
wurde mit Hilfe der optimierten Ligationsbedingungenter Anwendung der sequentiellen
Ligationsstrategie versucht (vgl. Abbildung 13).r Flie erste Ligation wurde dazu das
Fragment RNase 40-124 3 mit dem Glycopeptidthioested5 ligiert. Durch einen
alternativen Weg in der Festphasensynthese korart@lioesterl5 ohne Acetate an den
Hydroxylgruppen des Oligosaccharids gewonnen wefdén Dadurch konnte die
zusatzliche Behandlung mit Hydrazinhydrat nach degation zur Desacetylierung
umgangen werden.
3

SSCE SSCE SSCE

o CESS ( ( (
<SN RNase 27-39 S(CH,),COOEt *+ M RNase 41-124 I—COOH

TS s NS

SSCE SSCE SSCE
5”1\({ RNase 27-124 I—cooH

16

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 3 % Thiophenol, pH = 7.0

OH OH OH OH
o}

OH oH

NHAc

Abbildung 54. Ligation zu RNase Thz-26-124, AsnB4N6

Fragment3 und Thioested5 wurden im optimierten GdmCI-Puffer mit TCEP und Eb
geldst und zwei Tage unter Sauerstoffausschlusanaeroben Zelt bei Raumtemperatur
inkubiert. Das Fortschreiten der Ligation wurdetetg LC-MS-Analyse und SDS-PAGE
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kontrolliert. Neben umgeestertem Thioest&a konnte ebenfalls in geringen Mengen das

Verseifungsprodukt des Ethylesters detektiert werd@ieses schien flr eine Ligation,

bzw. Umesterung nicht mehr zur Verfigung zu stetsn,dass ein besser geeigneter

Thioester entwickelt werden sollten.

100 - 22.31 /16

§/ 15a

) l

E2

16.98
0 A A e A R e e T MARIa s s
10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 30.00  Zeit (min)

Abbildung 55. Analytische RP-HPLC der Ligation zMaRe Thz-26-124, Asn34

Nonal6

Nach dem Reaktionsende wurde das Thiazolidin d@ehandlung mit Methoxyamin

gedffnet. Dazu wurde die Ligationslosung mit demigien Volumen Ligationspuffer mit

0.2 M Methoxyamin versetzt, was einer Endkonzeiomatvon 0.1 M Methoxyamin

entsprach.

Y

Abbildung 56.

16

0.1 M Methoxyamin-HClI,
pH = 3-4

)\({ RNase 27-124 —coon

)

OH OH OH OH
o}
Q Q Q
NHAC

HO
OH oH OH
lo}

O
—_ OH
OH O
0}
Q o Q Ho Q OH
HO. H HO OH NHAc
Q HO Q
OH NHAc HO o O
O o) HO
NHAc
OH

Thiazolidin6ffnung zu RNase 26-¥&h34Nond 7

Die Reaktionskontrolle der Freisetzung erfolgtetdcbzw. 21 Stunden mittels LC-MS-

Analyse. Dabei zeigte sich nach 4 h im RP-HPLC4i&hgprofil ein Doppelpeak, dessen
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rechte Halfte dem urpringlichen Ligationsproddktzugeordnet werden konnte und der
linke Teil dem gewlnschten Abspaltungsproddit entsprach (Abbildung 57 a). Es
konnten also ohne Optimierung des HPLC-Gradientezi 22.6 kDa-Peptide, die sich nur
um ein einziges Kohlenstoffatom unterscheiden, ydisah getrennt werden. Das
entschitzte Produkit7 eluierte auf Grund seines weniger hydrophoben &kensa friiher
von der verwendeten RP-Saule. Nach 21 h Inkub&bomte im HPLC-Profil nur noch ein
Hauptpeak bei 19.65 min detektiert werden, der deeptid RNase26-124 17 ohne
Thiazolidin entsprach (Abbildung 57 b).

17 16

100 - N /

(a)
£
2
1 e
100_ 19-65

(b) ~—17
S
a ]
<
®
i e RN S NERMEN— e ——

8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 Zeit (min)

Abbildung 57. Analytisches HPLC-Profil der Thiadoloffnung zu RNase 26-124

Asn34Nond7 (a) Abspaltung nach 4 h, (b) Abspaltung nach 21 h.

Die Untersuchung der entsprechenden Peaks mit ESizkigte die mehrfach positiv
geladenen Kationen vdi6 und17. Im direkten Vergleich beider Spektren ist dieattuden
Verlust eines Kohlenstoffatoms resultierende Madgfmenz von 12 Da zu erkennen

(Abbildung 58 a und b).
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(M+9H) °*
100 - 1405.37
- (a)
(M+10H) (M+8H) &*
S
< | 1264.75 1580.85
o (M+7H) ™
1806.61
0
100 - 1404.04
(b)
g_ 1579.45
®
1263.55
1804.74
1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900  miz
(amu)
Abbildung 58. ESI-MS-Spektrum von RNase Thz-26-A2434Nonal6 (a) und

RNase 26-124, Asn34Nohd (b)

Nach erfolgreicher Freisetzung des N-terminalentéys folgte im Anschluss die Ligation

mit dem ThioesteRNase1-25 18**¥ um die kompletteRNase1-124 19 mit einem
komplexen N-Glycan zu gewinnen (Abbildung 59).

© 17

: Y
H2N—| RNase 1-25 })KS(CHZ)ZCOOEt + HZN)\'({ RNase 27-124 l—COOH
18

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 3 % Thiophenol, pH = 7.0

Y

H2N—| RNase 1-124 l—COOH
19
Abbildung 59. Ligation zu RNase 1-124, Asn34Ntiha

92



Ergebnisse und Diskussion

Dazu wurde ein dreifacher Uberschuss Véhin Ligationspuffer mit TCEP und EDTA
geldst und zur Reaktionslosung vaii zugegeben. Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH
vorsichtig auf einen Wert von 6.6 eingestellt. Nadinem Tag wurde die
Reaktionsmischung mittels LC-MS analysiert, wobeicth ESI-MS in der linken Halfte
des Peaks bei 22.16 min das Volllangenligationggtbdl9 nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 60).

18b 17.07
100 - \ i 19.3z/18a
9 17
4] 19 22.1(3/
< N
©
12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 Zeit (min)
(M+10H) 10*
100.- 1531.74
(M+11H) 11* o
12+ (M+9H)
< (M+12H) 1392.49
< 1701.78
- 1276.41
o
1178.38

o

T

1150 1250 1350 1450 1550 1650 1750 m/z

(amu)
Abbildung 60. LC-MS-Charakterisierung der vollstigesh RNase 1-124, Asn34
Nonal9

Zusétzlich zum Produki9 konnte allerdings in diesem Peak auch restlicte422 17

nachgewiesen werden, woflir moglicherweise der zuespH-Wert der Ligationslosung
verantwortlich war. AuRerdem konnte neben der Uerasg des Thioester8 zum

reaktiven Phenylthioestd&Ba eine Nebenreaktion vdl8 beobachtet werden. Das ESI-MS-
Spektrum zeigte, dass es sich hierbei um das Mg#moxl 18b des Thioesters handelte
(Abbildung 61). Das Verhaltnis von Thioester zu Metyamid betrug nach einem Tag bei
einem pH von 6.6 etwa 1:1. Um die Ligationsreaktmmnbeschleunigen, wurde der pH-

Wert deshalb mit 1 N NaOH stufenweise alkalischagestellt. Allerdings konnte ein
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Fortschreiten der Ligation unter Verbrauch des megsRNase26-12417 nicht mehr
festgestellt werden.

(M+4H) 4 (M+4H)
100.- 684.29 100 - 706.01
(M+3H) 3*
3+
(M+3H)
S 912.02 S
= = 941.04
o o
O-M?‘ ............. OM....Lu" .........
650 750 850 950 m/z 650 750 850 950 m/z
(amu) (amu)
Abbildung 61. ESI-MS-Spektrum von Methoxyat8iol(a) und Thioestet8a(b)

Stattdessen zeigte sich im HPLC-Chromatogramm omekmender Inkubationszeit und
hoherem pH-Wert eine Zunahme vom Methoxyad#th und eine Abnahme des Phenyl-
thioestersl8a bis nach drei Tagen nur nodi8b in der Ligationslésung nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 62). Eine weitere Zunahdes Ligationsprodukte®Nase
1-124, Asn34Non49 konnte nicht beobachtet werden.

1
17.07 19.37 /

-
o
o

1d ]

§_

®

SO 1703
2d 1(?- 18b——

% 19.06 /18a

%

®

0 ' 704
34 100 -

9 18b —

§_

®

16.00 47.00 1 18.00 19.00 20.00 Zeit (min)

Abbildung 62. RP-HPLC der Bildung von Methoxyaf88 aus Thioesteit8a
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Neben der Analyse mittels LC-MS wurden beide Ligagischritte durch SDS-PAGE
untersucht. Diese zeigte jeweils eine neu auftteBande im hohermolekularen Bereich.
Da die untersuchten Ligationsprodukte ein kompleke§lycan tragen, ist bei der
Gelelektrophorese das Migrationsverhalten nichtkexaroportiponal zum Molekular-

gewicht, wie dies normalerweise bei Proteinen zuagien ware. Auf Grund des grof3en
Oligosaccharidanteils erscheinen die Glycopeptideshdlb bei einem hoheren
Molekulargewicht als unglycosylierte Peptide mit deeichen Masse (Abbildung 63).

116 kDa )
Bahn 1: Proteinmarker
66.2kDa p Bahn 2: RNase 40-124
Bahn 3: Ligation zu RNase 26-124 16
450kDa ) Bahn 4: Ligation zu RNase 1-124 19
35.0kDa )
25.0kDa p
18.4 kDa p 4 RNase 1-124, Asn34Nona
4 RNase 26-124, Asn34Nona
14.4 kDa p
4 RNase 40-124
Abbildung 63. SDS-PAGE der Ligation zu RNase ThzZZ6 Asn34Nond6 und

RNase 1-124, Asn34Noha

Obwonhl durch die sequentielle Ligationsstrategie Synthese einer vollstandig&Nase
mit einem komplexen Oligosaccharid erstmals gezemiden konnte, musste auf Grund
der geringen Effizienz der zweiten Ligation einte@lative Strategie zur Synthese \ich
entwickelt werden. Dabei sollte die Verwendung eia#ternativen Schutzgruppe zur
Maskierung des Cysteins an Position 26 sowie discldiel3ende Freisetzung des
N-terminalen Cys fir die zweite Ligation untersuaigrden.

5.2.8. Alternative Synthese voiRNase 26-124, Asn34Nona

An Stelle der Thiazolidinschitzung von Cys26 solitee photolabile Gruppe verwendet
werden. Solche Schutzgruppen werden haufig in deth8se organischer Molekile
verwendet**¥ da sie selektiv durch Bestrahlung entfernt werki@men. In der Synthese
von Proteinen durch sequentielle native chemiscigation wurde vor kurzem die
Verwendung der photolabilen 4-(Dimethylamino)phesacycarbonyl (Mapoc) Schutz-
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gruppe beschriebéff! Deshalb wurde fiir die erste Ligation der Thioe&biase26-3920
verwendet, dessen N-terminales Cystein durch eiapddGruppe geschitzt war. Dazu
wurde das SCE-geschiitzte Fragm@mhit 1.03 Aquivalenten Glycopeptidthioes®d in
einem 6 M GdmCI/NgHPO, Puffer geldst, der zur Reduktion TCEP enthiele Bieaktion
wurde unter Argonatmosphére mit Thiophenol aktiviend anschlieBend in einem
anaeroben Zelt bei 25 °C inkubiert, wobei mit Alidodie Einwirkung von Sonnenlicht

vermieden wurde.
3

SSCE ,SSCE SSCE

CESS ( ( r
+ RN 41-124
S(CH,),COOEt HZN)\’({ ase I—COOH
NN

SSCE SSCE SSCE

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 3 % Thiophenol, pH = 7.0

SH v
/(n/{ RNase 27-124 I—cooH
Mapoc—H

0]

21
OH OH OH OH
v Hog&omﬁ&%éo%
- OH oH OH C OH O
HO&/OM ol NHAC /&%
OH NHAc OHOEB \_of9 f oio
\%7\ NHAc
Abbildung 64. Ligation zu RNase Mapoc-26-124, Asligéa21

Um die Kinetik der Ligation zu untersuchen, wurdg Biesem Ansatz bereits nach einer
Stunde unter Sauerstoffausschluss eine Probe enteaonund durch LC-MS analysiert.
Dabei zeigte sich, dass der Thioes6moch in seiner urspringlichen Form vorlag, also
noch nicht zum Phenylthioester umgeestert war (lWbbg 65). Der Peak bei einer
Elutionszeit von 22.21 min entsprach dem Fragniiase40-124. Durch das Einwirken
von Thiophenol und TCEP lag dies in seiner entsaathiitForm mit freien Thiolen vor. Mit
den hier vorliegenden stark denaturierenden undziecknden Bedingungen konnte das
FragmentRNase40-124 zum ersten mal in der unmodifizierten Forihfreien Cysteinen
nachgewiesen werden, was bei der Isolierung nighglich war (vgl. 5.1.3). Das Liga-

tionsproduk®21 konnte nach einer Stunde noch nicht detektiert arerd
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100~ 1835.29

3 entschiitzt

S 22 21
100 - =
3 -
<
= 0-
8_
<
®
R —
17.50 18.50 19.50 20.50 21.50 22.50 23.50 Zeit (min)
Abbildung 65. Analytisches HPLC-Profil der Ligatsmnischung zu RNase Mapoc-

26-124, Asn34Non2l nach 1 h

Das folgende ESI-MS-Spektrum entspricht dem redtetieFragmenfRNase40-124 bei
22.21 min. Zu sehen sind die vier- bis achtfacladehen Wasserstoffaddukte.

(M+6H) &*
1162.77 (M+5H) 5*
1328.73

S 1859.95

—_— 4+

2 (M+4H)
2324.72

0- J‘M!ﬂ—“ L SETRRTRTSRRIR VRS T

1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 miz
(amu)
Abbildung 66. ESI-MS-Spektrum von reduzierter RMas&24

Nach zwei Tagen Inkubation unter anaeroben Bediggunvurde der Ligationsansatz
erneut mittels LC-MS analysiert. Es konnte nun #&auptpeak das gewilnschte
Ligationsprodukt21 nachgewiesen werden, wobei das FragniRNase40-124 vollig
umgesetzt war. Nach erfolgter Ligation wurde diepblaSchutzgruppe durch 20-minditige
Bestrahlung mit einer 120 Watt Hg-Lampe (> 300 afgespalten.
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21

20 min UV-Bestrahlung

HZNJ\N/{ RNase 27-124 —coon
17

0]

OH OH OH OH

HO&/Q Q Ho %2
v - OH Ho NHAc HO
OH oH OH OH O
HO&/OM OH NHAG OH
Abbildung 67. Abspaltung der Photoschutzgruppedade 26-124, Asn34Nodd

Das folgende RP-Profil zeigt den Vergleich zwiscklen Ligation zu21 nach zwei Tagen
und der UV-Bestrahlung zi7. Durch Abspaltung der hydrophoben Mapoc-Schutzagup
eluiert sowohl das entschuitzte Ligationsproduld,alch die Thiophenylforrd0a des im

leichten Uberschuss eingesetzten Thioesters fridreder RP-Saule.

100 - 23.04 21

(@)

20a

rel. Abs. (%)
-—

20.56

N

2219
(b) 20a-Mapoc ~—17

100

rel. Abs. (%)

11.00  13.00 15.00 17.00 19.00 21.00 23.00 25.00 27.00 Zeit (min)

Abbildung 68. HPLC-Profil der Ligation von Thioes0 und 3 nach 2 d (a) und

nach 20-min UV-Bestrahlung (b)
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In den korrespondierenden ESI-MS-Spektren ist dechd die Abspaltung der Mapoc-
Schutzgruppe hervorgerufene Massenverlust von 208u3erkennen. (Abbildung 69).

(M+8H) &*
1604.86
100 - 7+
M+7H)
M+9H) ** (
( ) ()
R 1426.48 1833.65
& (M+10H) 1°*
5 (M+6H) 5*
= 1a7.4p 128413
: 2139.26
0- o .
100 - 1579.19
1804.55
(b)
~ 1403.74
>
°
1148.74 1263.58 2105.26
0 . — —
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 miz
(amu)
Abbildung 69. ESI-MS-Spektrum v@h(a)und17 (b)

Die Ligation zwischen dem GlycopeptidthioesteNase Mapoc-26-39 20 und dem
FragmentRNase40-124 3 konnte ebenfalls durch SDS-PAGE bestatigt weré@snzeigte
sich eine neue Bande in einem hdheren Molekuladewals die 9.2 kDa Referenz
RNaset40-124 auf Bahn 2 in Abbildung 70.

Bahn 1: Proteinmarker

116 kDa
- . Bahn 2: RNase 40-124
66.2 kDa ) . Bahn 3: Ligation zu RNase 26-124 21 nach 2 d
! Bahn 4: Ligation zu RNase 26-124 21 nach 3 d
45.0kDa p
350kDa p |
25.0kDa p
18.4kDa b 4 RNase 26-124, Asn34Nona
144 kDa p
4 RNase 40-124
Abbildung 70. SDS-PAGE der Ligation zu RNase M&tb24, Asn34Non2al
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Durch Zugabe des Thioestd®®asel-2518 zur Ligationslésung nach der UV-Abspaltung
sollte eine Ligation zur komplettdRNasel-124 mit komplexem N-Glycari9 stattfinden.
Es trat jedoch auch nach verschiedensten VariamenUV-Abspaltung (Variation von
GefalBmaterial, Zeit, Intensitat, Kiihlung, Thioladdikeine zweite Ligation zd9 auf. Es
wurde eine Radikalbildung der zahlreichen Thiols desten Ligationsprodukt&d bzw.
des Thiophenol¥™ wahrend der UV-Bestrahlung vermutet, was zu uridiierten
Nebenreaktionen filhren koénnte. Deshalb wurde vatsutie Cysteine vor2l und das
Thiophenol vor der UV-Abspaltung als gemischte Dida zu schiitzen. Dazu wurde ein
Ligationsansatz z@1 nach zwei Tagen mit dem gleichen Volumen Ligatuiter 2 ohne
Thiophenol verdiinnt, mit einem Uberschuss an 2-@amthyl-methanthiosulfonat

versetzt und der pH-Wert auf 8.5 eingestellt.

21

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 1.5% Thiophenol,
0.3 M CEMTS, pH =8.5

/ SSCE SSCE ,SSCE SSCE
/N SSCE ( ( ( r
\©Y\o j\N /g‘/{ RNase 27-124 I—cooH
o T e NS

SSCE 'SSCE 'SSCE
22

OH OH OH OH

o)
Q Q Q
HO
v Ho&/o"‘o HO

NHAc

OH oH

— OH
OH OH O
o
Q5 Q o Q OH
HO o o OH NHAC
OH NHAC HO Q. oHo o Q
¢} o) HO
o

NHAc

Abbildung 71. Synthese von RNase Mapoc-26-124,)§SRBus21

Die vollstandige Modifikation der Cysteine v@i konnte nach Inkubation tUber Nacht
durch eine LC-MS-Analyse bestatigt werden. Im ES-Bpektrum sind die sieben- bis
zehnfach geladenen Kationen des durch Disulfidelgesten Ligationsprodukte?22 zu
sehen (Abbildung 72).
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(M+9H) °*
100. (M+10H)10* 151976
1367.77
S (M+8H) &*
S 1709.62 (M+7H) 7*
1953.72
OML’:&L“*QL‘AA‘LL
1350 1450 1550 1650 1750 1850 1950 2050 m/z
(amu)
Abbildung 72. ESI-MS-Spektrum des cysteingeschiitigationsprodukteg2

Nach vollstandiger Schiutzung der Thiolgruppen sotlie photolabile Mapoc-Gruppe
entfernt werden. Dazu wurde der Ansatz 20 min nvitllicht bestrahlt und anschlieRend
mittels LC-MS-Analyse untersucht. Dabei stelltehsi@doch heraus, dass durch die
Einwirkung des UV-Lichtes die gemischten Disulfidan grofdten Teil wieder abgespalten
wurden (nicht gezeigt). Die Modifikation der Cysieibei der UV-Bestrahlung erwies sich
damit als nicht praktikabel.

Auf Grund der unerwarteten und im Rahmen dieser eArtnicht zu I6senden
Schwierigkeiten bei der Verwendung der photolabNéspoc-Gruppe, musste wieder auf
die Thiazolidinmethode zuriickgegriffen werden. Dudie Probleme, die das zur Offnung
des Thiazolidinringes benétigte Methoxyamin veranggUmwandlung des Thioestel8
zum unreaktiven Methoxyamiti8b, vgl. 5.2.7), wurde anstelle der urpringlich gaepéa
sequentiellen Eintopf-Ligationsstrategie ein al&inrer Syntheseweg uber die Isolierung
des LigationsproduktdNase26-124 nach der Methoxyaminentschitzung untersucht.

101



Ergebnisse und Diskussion

5.2.9. Synthese voRNase 1-124, [Asn34Pra]

Zur Optimierung von Reaktions- und Reinigungsbedinggen sollte bei der sequentiellen
Ligation die Isolierung des entschitzten Ligatiansjpktes zunachst durch die Synthese
einer unglycosylierteRibonucleaséiberpriift werden. Diese sollte an Position 34 atlét
des nativen Asparagins ein Propargylglycin (Pragen.

Da es bei der Festphasensynthese von Glycopeptideh Einfigen der Glycosyl-
aminosaure oftmals zu Schwierigkeiten bei der Kopgl der folgenden Aminosauren
kommen kann, ist die nachtragliche Anknupfung vdig@3acchariden an Peptide eine
vielversprechende Alternative. Diese bendtigt jédoaneist eine aufwandige
Schutzgruppenstrategie und spezielle Reaktionspedgen. Diese Einschrankungen
konnen durch Verwendung von spezifisch komplementéunktionellen Gruppen, die nur
einmalig im Protein bzw. im Oligosaccharid vorkomme&mgangen werden. Auf diese
Weise ist der schnelle Zugang zu sog. Neoglycogeptimoglich. Diese besitzen zwar
keine native Verknipfung zwischen Protein und Zuclkénd aber schnell und einfach
herstellbar und kénnen als Analoga zu strukturellgriersuchungen verwendet werden.
Die Verwendung eines Propargylglycins mit termin@kinfunktionalitat ermdglicht eine
solche Gewinnung von uniformen NeoglycopeptidenrcBudie nachHuisgenbenannte
1,3-dipolare Cycloadditidt® konnen Azide mit Alkinen zu Triazolen umgesetzt aesr.

In Analogie koénnen Oligosaccharidazide Uber eingiospezifische Cu(l)-katalysierte
1,3-dipolare [3+2]-Cycloaddition an Alkinfunktionen,geclickt* werden (Click-
Glycosylierung). Durch die Verwendung von Pra alskikeinheit kdonnte so eine
Verkniipfung zwischen Protein und Zucker Uiber ein-Atistidin-Analogon erfolgef*”

Fur die Synthese voRNasel-124, [Asn34Pra] wurde zunachst der Thioe2@*® mit
einer aquimolaren Menge @&Nase40-1243 in einem 6 M GdmCI Ligationspuffer mit
TCEP und EDTA gel6st und die Reaktion durch Zugabe Thiophenol gestartet
(vgl. Abbildung 73). Anschliel3end wurde unter Sataffausschluss in einem anaeroben
Zelt fur zwei Tage inkubiert. Die Ligation wurde rdbh LC-MS und durch eine
SDS-PAGE analysiert. Die LC-MS Untersuchung zeggtee erfolgreiche Ligation, wobei
keineRNase40-124 mehr nachgewiesen werden konnte. Im RP-HPiddit war nur noch
ein geringer Anteil des ThioesteRiNaseThz-26-39, [Asn34Pra] zu sehen. Dieser lag zu
50 % in seiner urpringlichen Form vor und war zu%@urch zugesetztes Thiophenol

zum Thiophenylthioester umgeestert (vgl. Abbildutaga).
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6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 3 % Thiophenol, pH = 7.0
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Abbildung 73. Ligation zu RNase Thz-26-124, [Asma8}iR4

Die Offnung des Thiazolidins gelang durch Zugabs dkichen Volumens an 0.2 M
Methoxyamin in Ligationspuffer 2 direkt zur Ligatismischung. Der pH-Wert wurde im
Anschluss auf einen Wert von 3-4 eingestellt. DrénBhme der Proben fur die LC-MS-
Analyse, sowie die Zugabe des AbspaltungspuffersLagationsmischung wurde dabei

unter anaeroben Bedingungen durchgefuhrt.

24

0.1 M Methoxyamin-HClI,

pH = 3-4
=Z
HS ’/
HZN)\H RNase 27-124 —coon
o)
25
Abbildung 74. Thiazolidin6ffnung zu RNase 26-124n34Pra]25

Nach 21 h wurde die Abspaltung durch eine LC-MS{gs& kontrolliert. Der Vergleich
der RP-HPLC-Profile zeigte eine Verschiebung deteRenszeit um 0.5 min, was durch
den Verlust eines Kohlenstoffatoms und damit eimggrophileren Charakters vdb im
Vergleich zu26 erklart werden kann (Abbildung 75).
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100 - 22,01

rel. Abs. (%)

100 - 21.46

12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 Zeit (min)

Abbildung 75. HPLC-Profil der Ligation zu RNase Ttz124, [Asn34Prap4 (a)
und Thiazolindffnung zu RNase 26-124, [Asn34REa(b)

Die selektive Einwirkung des Methoxyamins auf ddmo€sters23a ist ebenfalls durch
eine frihere Elutionszeit zu erkennen (15.24 mmdi&n entschiitzten Thioes23a). Die
ESI-MS-Spektren der Ligationsproduk?d und 25 bestatigten die durch die Offnung des
Thiazolidinringes hervorgerufene Massendifferena ¢8 Da.

8+
100. 1223.44 (M+8H)
(a)
1376.22
_ (M+7H) 7*
&
% 1572.78 (M+6H) 6+
l 1834.65
OQJ&L‘“*JJL‘“*‘L
1007 [1222.44
1375.16 (b)
S
% 1571.44
1833.14
O‘JL: .‘LI - ‘r..AJIka.AL v v . . v ' A y - . . v y v ; ; " .
1250 1350 1450 1550 1650 1750 1850  m/z
(amu)
Abbildung 76. ESI-MS-Spektrum vafi(a) und25 (b)
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Nach der Freisetzung des N-terminalen Cysteins evdi@s entschitzte Ligationsprodukt
durch Gelfiltration in 10 % Acetonitril/0.1 % Ameissaure isoliert. Nach Eindampfen der
vereinigten Fraktionen konnte eine Ausbeute von%l4rhalten werden. Das isolierte
Produkt 25 sollte anschlieend mit dem Thioest8 zur vollstandigenRNase1-124,
[Asn34Pra]26 ligiert werden. Der Ligationspuffer enthielt aneli von Thiophenol als
Thioladditiv (4-Carboxymethyl)thiophenol (MPAA). BiVerwendung von MPAA sollte
sich positiv auf die Geschwindigkeit der Ligationuswirken. Wie Kkinetische
Untersuchungen zeigten, ist der geschwindigkeitshesende Schritt bei der nativen
chemischen Ligation der Thiol-Thioester Austau$th Weiterhin ist die Reaktivitat des
gebildeten Thioesters von entscheidender Bedeuiimgen Fortgang der Ligation. Ein
optimaler Thiolkatalysator sollte also einen readti Thioester gegeniber dem
N-terminalen Cystein formen (gute Abgangsgrupp&jiseine schnelle und vollstandige
Umesterungsreaktion mit dem eingesetzten Alkylttiee gewahrleisten. Alle diese
Eigenschaften vereinigt MPAA mit einem pR/ert von 6.6 in sich. Neben einer im
Vergleich zu Thiophenol 10-fach hdoheren Ligatiorssdmvindigkeit ist MPAA zudem sehr
gut wasserloslich, fast geruchslos und ein leiemdmabbarer Feststoff.

Fur die Ligation zu26 wurden 0.16 mg isoliertes Peptb mit einem dreifachen
Uberschuss an ThioesteRNase 1-25 18 in Ligationspuffer 3 (6 M GdmCl,
0.1 M NgHPQ,, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP, 200 mM MPAA, pH = 7.0) gst und flr
einen Tag unter anaeroben Bedingungen bei 25 ‘@iak (Abbildung 77).

=7
0 HS
H2N—| RNase 1-25 VKS(CHZhCOOEt + HZNM RNase 41-124 I—COOH

(0]

18 25

6 M GdmcCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 0.2 M MPAA, pH=7.0
Z

72

-,

HaN—] RNase 1-124 | —coor

26

Abbildung 77. Ligation zu RNase 1-124, [Asn34F18]
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Nach einem Tag wurde die Reaktion durch eine LCAM&lyse untersucht. Im HPLC-
Profil konnte dem Peak mit einer Elutionszeit vdn0Z min die gewlnschte Masse des
ProduktesRNasel-124, [Asn34PraR6 von 13.6 kDa zugewiesen werden. Zu sehen sind
die acht- bis elffach geladenen Kationen des Pgptizer im Uberschuss eingesetzte
Thioester 18 konnte auch als MPAA-Estet8c in einem Verhaltnis von etwa 60:40

detektiert werden.

18
18c /
100 - l 18.57
8
8
<
IS
B e .
10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 Zeit (min)
(M+10H) 10*
9+
M+9H)
1367.86 (
100 - (M+11H)11+
1519.76
1243.59
S (M+8H) &*
e 1709.51
8 S o S
1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 m/z
(amu)
Abbildung 78. LC-MS-Analyse der Ligation zu RNade4, [Asn34Pra]26

Neben der LC-MS-Analyse wurden beide Ligationentetit SDS-PAGE untersucht. Da
die beiden Ligationsproduk4 und 26 kein komplexes N-Glycan tragen, sollte sich das
Wanderungsverhalten auf dem Gel proportional zumlekidargewicht verhalten. In
Abbildung 79 sind beide Ligationen nitiNase40-124 als zusatzliche Referenz dargestellt.
Man erkennt nach jeder Ligation die stufenweisef3@rizunahme der jeweiligen Produkte
im Vergleich zurRNase40-124. Die neu entstandenen Banden liegen im &atear
Bereich von 11 kDa bzw. 13.6 kDa. Das Zielprot2thwurde im Anschluss uUber eine
Gelfiltration isoliert und lyophilisiert. Nach vaeflandiger Reduktion und Ruckfaltung

wurde ein Aktivitatstest durchgefuhrt (vgl. 5.2).
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116 kDa Bahn 1: Proteinmarker

Bahn 2: RNase 40-124
Bahn 3: Ligation zu RNase 26-124 24, 2 d
Bahn 4: Ligation zu RNase 1-124 26, 1 d

66.2 kDa

45.0 kDa
35.0 kDa

25.0 kDa

18.4 kDa
14.4 kDa

A RNase 1-124, [Asn34Pra]
<dl RNase 26-124, [Asn34Pra]
W RNase 40-124

Abbildung 79. SDS-PAGE der Ligation zu RNase Thz2Z6 [Asn34Pra] 24 und
RNase 1-124, [Asn34Pr&l6

Die Durchfihrbarkeit der sequentiellen Ligation meiher Isolierung des entschitzten
Ligationsproduktes konnte durch LC-MS, SDS-PAGE wpditer durch den Nachweis

enzymatischer Aktivitat (vgl. 5.3) bestatigt werden

5.2.10. Synthese vorRNase 1-124, Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31Nle]

Nach der Synthese vdb sollte die verbesserte Ligationsstrategie auf ce@vi@nung von
glycosylierterRibonucleasdibertragen werden. Der dazu verwendete Thioestaragt
neben einem GIcNAc-Rest an Asn34 auch NorleucirPasition 30 und 3%°% In der
nativen Sequenz befindet sich an diesen StelleneiigwMethionin. Bei der
Festphasensynthese kann es unter bestimmten Resdddiingungen zu einer Oxidation
des Schwefels von Methionin kommen. Da hierbei tdrasnere Sulfoxide entstehen,
kommt es zu einer Mischung aus verschiedenen FReptichit unterschiedlichen
Sulfoxidisomeren. Die Verwendung von Norleucin &selas Schwefelatom durch eine
nicht oxidationsempfindliche Methylengruppe, was oen meisten Fallen eine
vernachlassigbare Wirkung auf Faltung und Aktivités entprechenden Proteins [4t.

Fur die Synthese vo@8 wurden aquimolare Mengen von Glycopeptidthioe®dlase
Thz-26-124, Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31NI&7 und vollstandig SCE-geschutztes
FragmentRNase40-124 3 in Ligationspuffer 2 gelést und zwei Tage unteaenoben
Bedingungen inkubiert (Abbildung 80).
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Nach 48 h wurde das Fortschreiten der Ligation dur€-MS-Analyse untersucht. Das
RP-HPLC-Profil zeigte einen Hauptpeak bei 21.84 ,ndar dem Ligationsproduk28
zugeordnet werden konnte. Reste des FragniRN@se40-124 konnten nicht detektiert
werden, ebenso nur noch Spuren des Thioe2rgyl. Abbildung 82).

H 3

SSCE ,SSCE SSCE

CESS r ( r
S(CHz),CO0EL + N)\H/{ RNase 41-124 |—COOH
2
o U

SSCE SSCE SSCE

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 3 % Thiophenol, pH = 7.0

S
<Nj\r({ RNase 27-124 I—cooH
D)

28

Abbildung 80. Ligation zu RNase Thz-26-124, AsnGM&¢t, [Met30Nle,
Met31Nle]28

Nach der Ligation wurde das Thiazolidin geodffnetefgelang durch Zugabe des gleichen
Volumens an Ligationspuffer 2 ohne Thiophenol, @2 M Methoxyamin bei einem

pH-Wert von 2.0 enthielt. Es ergab sich eine Endkatration von 0.1 M Methoxyamin.

28

0.1 M Methoxyamin-HCI,

H pH = 3-4
H‘%&/NH

NHAc

HS
)\({ RNase 27-124 —coon
HoN
©

29

Abbildung 81. Thiazolidin6ffnung zu RNase 26-1Z034GIcNAc, [Met30Nle,

Met31Nle]29
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100 - 21.84 28
(a)
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4 |
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100 - 21.36
(b) ~—29
g 27a-Thz 27-Thz
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<
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10.00 14.00 18.00 22.00 26.00 Zeit (min)
Abbildung 82. HPLC-Profil der Ligation zu RNase T2124, Asn34GIcNAc,

[Met30Nle, Met31Nle]28 (a) und Thiazolidin6ffnung zu RNase
26-124, Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31NAS] (b)

Die ESI-MS-Spektren der entsprechenden Peaks naifgecrwartete Massendifferenz von

12 Da.
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Abbildung 83.
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Nach der Abspaltung wurde dem Ansatz zunéchsthieiscTCEP in Ligationspuffer
zugesetzt und bei einem pH-Wert von 6.0 reduzieBadurch sollte die
Aggregationstendenz bei der nachfolgenden Reinigugrgingert werden, bzw. bereits
durch Oxidation ausgefallenes Produkt wieder inub@sgebracht werden. Anschliel3end
wurde 30 % iges Acetonitril zugegeben, um eine Bndkntration von 25 % Acetonitril zu
erreichen. Danach wurde das Protein durch Getiina(Superdex Peptide PE, 300x7.5)
isoliert und 29 konnte in einer Ausbeute von 74 % erhalten werden. Diendegéden
Bedingungen der Isolierung (Reduktion, héhere Aagtitkonzentration) ergaben fast eine
Verdopplung der Ausbeute nach der Reinigung descbatzten Ligationsprodukt@® im
Vergleich zur Isolierung vo@5 (vgl. 5.2.9).

Fur die Synthese der komplett&Nasel-124 30 mit einem GIcNAc am Asparagin 34
wurde das isolierte ProduR® mit einem 1.5-fachen Uberschuss an ThioeRtdasel-25

18 in Ligationspuffer 3 (6 M GdmCI, 0.1 M NdPQO,, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP,
0.2 M MPAA pH = 7.0) gel6st und fur einen Tag uraeaeroben Bedingungen bei 25 °C
inkubiert (Abbildung 84). Der Erfolg der Reaktionusde nach 24 Stunden durch eine
LC-MS-Analyse und eine SDS-PAGE kontrolliert, woladle zu untersuchenden Proben
unter anaeroben Bedingungen entnommen wurden, nen@xidation des Zielproteins zu

verhindern.

@)
H.N—| RNase 1-25 })J\S(CHz)zcooa . HZNJ\H RNase 27-124 [—coon
0]
18 S

\ 6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA

30 mM TCEP, 0.2 M MPAA,pH=7.0

NHAc

HoN—] RNase 1-124 [—coon

3 30

Abbildung 84. Ligation zu RNase 1-124, Asn34GIcNIet30Nle, Met31NIeBO

Fur die Isolierung vor80 wurde die Ligationsldsung zunachst mit frischem PCEei

einem pH-Wert von 6.0 reduziert und anschlieBend 8@ % igem Acetonitril/
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0.1 % Ameisensaure eine Endkonzentration von 25 roCé&sCN eingestellt. Die

Reinigung erfolgte durch Gelfiltration. Nach Eindaflen der gesammelten Fraktionen
konnte eine Ausbeute von 0.11 mg erhalten werde®a.R2inheit des Produktes wurde
durch eine LC-MS-Analyse kontrolliert. Als Hauptgezluierte bei 21.53 min das Produkt

30, wobei Thioestet8 und seine MPAA-Form8cgetrennt zu erkennen waren.

100 21.53 30
4] 18¢c 18
<
: l
17.51 18.70
12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 Zeit (min)
Abbildung 85. HPLC-Profil der isolierten RNase 1412sn34GIcNAc,

[Met30NIe, Met31NIeBO

Das korrespondierende ESI-MS-Spektrum bestatigteedivartete Masse von 13857 Da
(Abbildung 86). Zu sehen sind die mehrfach geladéiasserstoffaddukte.

(M+10H) 10*
1386.53
1260.67 1540.64
= (M+8H) 8*
o
1732.93
0 Sl e St e
1300 1400 1500 1600 1700 1800 m/z
(amu)
Abbildung 86. ESI-MS von RNase 1-124, Asn34GIcN\Aet30Nle, Met31NIeBO

Die Untersuchung der Ligationen mittels SDS-PAGEtégte die Synthese vd@8 und
30. In Abbildung 86 sind drei Banden mit steigenderoldkulargewicht im Bereich 9.2,
11.2 und 13.8 kDa zu erkennen. Das MonosaccharicNA&i beeintrachtigte das
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Migrationsverhalten der Ligationsprodukte nur gefilyig, so dass eine Proportionalitat
zur Proteingrosse gewabhrleistet ist.

116 kDa » H Bahn 1: Proteinmarker
Bahn 2: RNase 40-124
66.2kDa p Bahn 3: Ligation zu RNase 26-124 28, 2 d
Bahn 4: Ligation zu RNase 1-124 30,1 d
45.0kDa p
35.0kDa )
25.0kDa p
18.4 kDa ) |
4 RNase 1-124, Asn34GIcNAc
144 kDa b <& RNase 26-124, Asn34GIcNAc
W RNase 40-124
Abbildung 87. SDS-PAGE der Ligation zu RNase Th22628 und RNase 1-124

30, Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31Nle]

Das isolierte Pepti@0 wurde anschlieRend denaturiert, rickgefaltet wrfdeazymatische
Aktivitat untersucht (vgl. 5.3).
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5.2.11. Synthese vorRNase 1-124, Asn34Nona, [Met30Nle, Met31Nle]

Nach der erfolgreichen Synthese vollstandigdlasemit einem Monosaccharid sollte mit
der gleichen Strategie eine Form der bovifRebonucleasel-124 mit einem komplexen
N-Glycan am Asparagin 34 gewonnen werden. Dazu &urth einer ersten Ligation
annahernd aquimolare Mengen des GlycopeptidthiceRiHaseThz-26-3931 mit dem
vollstandig SCE-geschitzten PepRiNase40-124 3 in Ligationspuffer 2 (6 M GdmCl,
0.1 M NaHPQ,, 30 mM TCEP, 2 mM EDTA, pH = 7.0) gel6st. Die Reak wurde durch
Zugabe von 3 % Thiophenol gestartet und zwei Tageruanaeroben Bedingungen bei
25 °C inkubiert. Der Thioest&d1 enthielt neben dem Oligosaccharid an Asn34 Noiteuc
an den Positionen 30 und 31 (vgl. 5.2.10).

Nach zwei Tagen wurde die Ligation mittels LC-MSabmsiert. Der Hauptpeak bei
21.54 min konnte dem PeptiB@Nase Thz-26-124 32 mit Nonasaccharid zugeordnet
werden. Sowohl ThioesteBl, als auch Cysteinpepti®@ waren nahezu vollstandig
umgesetzt, wobei der Phenylthioest8ta noch in Spuren detektierbar war (vgl.
Abbildung 90a).
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Abbildung 88. Ligation zu RNase Thz-26-124, AsnB&iNMet30Nle, Met31NIep2
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Nach der Ligation wurde der Thiazolidinring durceandlung mit 0.1 M Methoxyamin
geoffnet (Abbildung 89). Samtliche Schritte wie Beaentnahme fir die LC-MS, Zugabe
des Methoxyamins sowie pH-Wert-Justierung erfolgtelabei unter anaeroben

Bedingungen.

32

0.1 M Methoxyamin-HCI,
pH = 3-4

Y

HS
)\”/{ RNase 27-124 I—COOH
H,N
o)
33

Abbildung 89. Thiazolidin6ffnung zu RNase 26-1Zh34Nona, [Met30Nle,
Met31Nle]33

Nach einer Inkubationszeit von 21 h wurde die Offjdes Thiazolidins durch LC-MS
bestétigt. Nach der Abspaltung wurde der Ansatzehist mit TCEP in Ligationspuffer bei
einem pH-Wert von 6.0 reduziert und mit 30 % igesetnitril/ 0.1 % Ameisensaure auf

eine Endkonzentration von 25 % Acetonitril eingliste

100 - 21.54 32
(a)
S
] 31a
: l
©
17.12
0 A
100 - 21.15
(b) ~——33
S
a |
<
2
0 L e
8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00  Zeit (min)
Abbildung 90. HPLC-Profil der Ligation &2 (a) und Thiazolindffnung 228
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Anschliessend wurde das Protein durch Gelfiltrat{@uperdex Peptide PE, 300x7.5)
isoliert. Dabei konnt83 in einer Ausbeute von 48 % erhalten werden. DienRat des
entschitzten Ligationsproduktd®@Nase 26-124 33 wurde durch eine LC-MS-Analyse
bestétigt. In Abbildung 90 b ist das RP-HPLC-Prdfik gereinigten Glycopepti@8 nach
der Gelfiltration dargestellt. Der Vergleich der tR#ionszeiten mit dem geschutzten
LigationsprodukB2 (Abbildung 90 a) zeigte fi83 eine friihere Elutionszeit von 0.4 min.
Die korrespondierenden ESI-MS-Spektren der beidmtee 32 und 33 zeigten die
erwartete Massendifferenz von 12 Da. Dargestaill siie sechs- bis zehnfach geladenen
Wasserstoffaddukte (Abbildung 91). Die daraus tesenden Massen stimmen gut mit
den berechneten Molekulargewichten von 12594 D&2lozw. 12582 Da B3 tiberein.

(M+9H) **
1261.28 (M+8H) &* (a)
g 1576.29
= | (M+7H) 7
[0
= (M+6H) &*
1801.38
L 2101.52
0 st i) L* .. UGG | — R S — -
100 - 1399.53
1259.55 (b)
9
- 1574.22
®
1799.09
O ST VOO N G 20332
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 m/z
(amu)
Abbildung 91. ESI-MS-Spektrum v@2a(a) und 33 (b)

Fur die Synthese der komplettBiNasel-124 mit komplexem MGlycan am Asparagin 34
wurde das isolierte GlycopeptBB mit 1.2 Aquivalenten an Thioest&Nasel-25 18 in

Ligationspuffer 3 (6 M GdmCI, 0.1 M NHPQ,, 2 mM EDTA, 30 mM TCEP, 0.2 M
MPAA, pH = 7.0) gelost und fur einen Tag unter anben Bedingungen bei 25 °C

inkubiert (Abbildung 92).
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Abbildung 92. Ligation zu RNase 1-124, Asn34NokiztBONle, Met31NleB4

Die Reaktion wurde nach 24 Stunden durch LC-MS nmmiitels SDS-PAGE kontrolliert,
wobei alle zu untersuchenden Proben unter anae®bdmgungen entnommen wurden.
Die LC-MS-Analyse bestatigte die erfolgreiche Ligat zur kompletten bovinen
Ribonucleasd-124 34 mit Nonasaccharid und Norleucin an Positionen 80 81. Dabei
konnte restlichdRNase26-12433 nicht mehr nachgewiesen werden (Abbildung 93). Das
korrespondierende ESI-MS-Spekrum bestatigte diederete Masse von 15277 Da. Der
im Uberschuss eingesetzte Thioedi@fag sowohl in seiner urspriinglichen Form, als auch
als Thioester von MPAAS8cvor.

Die Untersuchung der Ligationen mittels SDS-PAGEté#tgte die Synthese v@2 und

34 (Abbildung 94). Da beide Ligationsprodukte ein kdexes N-Glycan tragen, weicht
das Migrationsverhalten von unglycosylierten Progai ab. Die beiden neu entstandenen
Banden liegen bei hoherem Molekulargewicht, alss diermalerweise (12.6 kDa bzw.
15.3 kDa) der Fall wére.

Somit konnte die Methode der sequentiellen Ligaionmit einer Isolierung des
entschitzten Ligationsproduktes zur Synthese ei@&gcoproteins mit komplexem

N-Glycan erfolgreich angewandt werden.
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Abbildung 93. LC-MS-Analyse der Ligation zu RNad424, Asn34Nona,
[Met30Nle, Met31NleB4
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Abbildung 94. SDS-PAGE der Ligation zu RNase Th2Z6 Asn34Nond2 und
RNase 1-124, Asn34Nof34

Die vollstandigeRNasel-124, Asn34Nona, [Met30Nle, Met31NI&4 wurde im Anschluss
direkt aus der Ligationslosung rtickgefaltet undysiert (vgl. 4.2.1.10 und 4.2.1.11).
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5.3. Ruckfaltung und Aktivitatstest der synthetisclen Enzyme

Die Messung der enzymatischen Aktivitat v&ibonucleasebietet eine sehr sensitive
Methode zum Nachweis von nativen Proteinstrukt{fféhDazu wurden die gewonnenen
Varianten der bovineRibonucleasaach ihrer Synthese rickgefaltet. Die Proténé4,

26 und 30 wurden zunachst aus der jeweiligen Ligationsmisghwhne vorherige
Ruckfaltung isoliert. Da es dabei durch die Einwitg von Luftsauerstoff zu einer
Oxidation der Cysteine kommen konnte, wurden dieigegyten Produkte zundchst unter
denaturierenden Bedingungen frisch reduziert. Dae®lgte durch eine zweistliindige
Inkubation in einem 6 M Guanidinpuffer, der 0.2@6H als Reduktionsmittel enthielt.
Zusatzlich wurde dem Puffer 2 mM des ChelatbildnEEBTA zugegeben, um eine
metallkatalysierte Reoxidation der Thiole durch tkafierstoff zu verhindern. Im
Anschluss erfolgte eine 60-fache Verdinnung mit KRaltungspuffer (0.1 M Tris,
2 mM EDTA, 03 mM GSSG, pH = 8.5). Daraus resui@ierein oxidatives
Regenerationssystem (,oxido-shuffling”) aus oxithen GSSG und reduziertem GSH in
einem Verhéltniss von etwa 1:18% Diese Mischung gewahrleistete die Ausbildung der
korrekten Disulfidbricken durch schnelles ,reshnfff falscher Disulfide und erhdhte
somit die Geschwindigkeit und die Ausbeute der athign Ruckfaltung.

Die Bestimmung der Aktivitdit wurde mit Hilfe des Hmassays von Crookt al.
durchgefuhrt!® Neben der Spaltung von RNA-Strangen konnen als r&uebt
2',3'-cyclische Nucleosidphosphodiester verwendetrden,die das Produkt der Trans-
phosphorylierung von RNA durcRNasesind**¥ Diese cyclischen Intermediate werden
durch Hydrolyse zum 3-Phosphomonoester umgewafd@lt Bei Verwendung von
cyclischem 2’,3’-Cytidinmonophosphat kann die durdle Hydrolyse hervorgerufene
Absorptionsanderung bei 292 nm gemessen und somBestimmung der enzymatischen

Aktivitat verwendet werden.

c c
HO 0 RNase HO o
o 0 AR 59 O  OH
X ot—o
o o |
o
Abbildung 95. Hydrolyse von cyclischem 2’,3’-Cytidonophosphat durch RNase
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Nach einem Tag wurden aus den Rickfaltungsmischungsm MetRNase 1-124 5,
Met-RNase 1-124, (SCE) 14, RNase 1-124, [Asn34Pra]26 und RNase 1-124,
Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31NIe30 jeweils 100ul enthommen, zu 1600l 50 mM
Natriumcacodylat mit 0.3 mg/ml cyclischem 2’,3'-CMfegeben und bei 25 °C fir drei
Minuten die Absorptionsanderung bei 292 nm verfolgt

Die Absorptionsdnderungen der durch rickgefalt@&eptid5 bzw. 14 hervorgerufenen
Hydrolyse von CMP bestétigte die native Struktur bleiden Enzyme. Im Vergleich zur
Referenz, die kein Enzym enthielt, ist eine Zunahiee Absorption bei 292 nm zu

erkennen. Der Einfluss der gemischten Disulfide ¥drwurde nicht untersucht, da diese
durch Reduktion vor der Ruckfaltung bereits entferarden.

-0.014
5
g
<
E
= 14
N
ﬁ
<
§
5 s 8 2 & A 2~ CMP-Referenz
-0.04-
0 50 100 150 200 250 300 Zeit (s)
Abbildung 96. Aktivitatstest nach der Rickfaltung yund14

Die Aktivitat und damit eine native Proteinstrukkkmnnte nach einem Tag auch bei der

RNasel-124, [Asn34PraP6 undRNasel-124, Asn34GIcNAc, [Met30Nle, Met31NI&D
nachgewiesen werden (Abbildung 97 und 98).
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Abbildung 97. Aktivitatstest nach der Rickfaltung 26
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Abbildung 98.

Aktivitatstest nach der Rickfaltung 30

Fur die Ruckfaltung ddRNasel-124mit komplexem N-Glycan wurde die Ligationslésung

zu 34 nach einem Tag Reaktionszeit direkt mit Ruckfaggpuffer (0.1 M Tris, 2 mM
EDTA, 0.3 mM GSSG, pH=7.7) verdiunnt.

OH OH
HO
OH oH

34

NHAC

NHAC

RNase C

124 (entfaltet)

OH OH Oxidative 1: 60 Verdlinnung mit 0.3 mM GSSG,
g:@ W 0 Riickfaltung 2 mM EDTA, 0.1 M TRIS, pH = 8.5

OH oH
&/WO
HO

NHAC

N HAc

RNase C
(nativ)

34a

Abbildung 99. Ruckfaltung zur nativen RNase 1-B2h34Non&4, [Met30Nle,

Met31Nle]
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Da der Ligationspuffer 0.2 M MPAA als Reduktionstgitenthielt, wurde durch 60-fache
Verdinnung mit 0.3 mM GSSG eine oxidative Ruckfadisiosung mit einem Verhaltnis
von Thiol zu Disulfid von etwa 10:1 erzeugt. Da MRAuf Grund seines niedrigeren
pks-Wertes (6.6) im Vergleich zu Glutathion ¢g#8.7) eine besseres Nucleophil und eine
bessere Abgangsgruppe {88 sollte die oxidative Ruckfaltung unter Bildung der
korrekten Disulfide schneller und quantitativer Mefen. Da der Enzymassay direkt aus
der Ruckfaltungslésung auf Grund der hohen Hinterdabsorption von MPAA nicht
durchgefuhrt werden konnte, erfolgte die Rickfaitiiber einen Zeitraum von vier Tagen,
um eine moglichst vollstdndige Renaturierung zeiehen. Vor der Reinigung wurde die
Lésung mit 90 % Acetonitril auf eine GEIN-Konzentration von 25 % gebracht und das
native Protein34a durch Gelfiltration (Superdex Peptide PE, 300x7tBi 25 %
Acetonitril/Wasser/0.1 % Ameisensaure gereinigtkBsnten 71 %34a erhalten werden.
Zur Bestimmung der Aktivitat wurden vom isoliertBnodukt 0.05 mg in 104l 50 mM
Natriumcacodylatpuffer gelést und zu 16@0 Natriumcacodylatpuffer mit 0.3 mg/ml
cyclischem 2’,3-CMP gegeben. Anschlie3end wurderidrei Minuten die Absorptions-
anderung bei 292 nm gemessen. Abbildung 100 zemytzdnehmende Absorption,
hervorgerufen durch die von nativétakatalysierten Hydolyse von cyclischem CMP. Als

Referenz wurde Uber die gleiche Zeit die Absor@iomerung ohne Enzym gemessen.

0.05-
RNase C 34a
i
e}
<
°
P
[=2]
N
<
*
-0.04 & o = = = F— CMP-Referenz
0 50 100 150 200 250 300 Zeit(s)

Abbildung 100. Aktivitatstest v@da

Die katalytische Aktivitat wurde mit kommerziell&Nase Averglichen. Es konnte ein
kealKm-Wert fir die synthetisch®Nase C34avon 9.6 x 16 M s* bestimmt werden
(Literatur: 5.6 x 16M ™ s™ fiir RNase A1.5 x 1M s fur RNase R!*°"")
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Neben dem Nachweis der katalytischen Aktivitat kerghe erfolgreiche Rickfaltung auch
durch eine LC-MS-Analyse bestatigt werden. Der \&oh) der beiden ESI-MS-Spektren
von 34 und34azeigte ein um 8 Da leichteres Molekulargewicht @da (Abbildung 101).

Dieses resultiert aus dem Verlust von acht Wassétimen bei der oxidativen

Ruckfaltung unter Bildung von vier Disulfiden.

(M+10H) 10*
(a)
_ (M+9H) **
S
— 1698.47
® (M+8H) &*
\ 1910.61
O B sy e gttt tmpop g et omrrr et ey
100 - 1528.15
(b)
1697.75
9
°
1910.06

0

1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 m/z
(amu)

Abbildung 101. ESI-MS-Spektrum von reduzierter RN&ag-12434 (a) und nativer
RNase C 1-1234a(b)

In dieser Arbeit konnte mit Hilfe des Inteinsysted® Synthese von Peptiden mit
N-terminalem Cystein etabliert werden. Da cystagime Fragmente auf Grund ihrer
Oxidationsempfindlichkeit oftmals nicht stabil bzechwer handhabbar sind, wurde eine
Methode entwickelt, um Peptide mit N-terminalem @ys zu gewinnen, deren Cysteine
als Disulfide geschitzt waren. Diese Fragmente teanmit C-terminalen Thioestern durch
native chemische Ligation zur Reaktion gebracht deer Dabei konnten die

Ligationsbedingungen optimiert werden, so dass tlogareaktionen, Analytik und

Ausbeuten reproduzierbar wurden. Standiger Sadfssschluss (anaerobes Zelt) und
reduzierende Bedingungen (TCEP) waren dabei diehtiggten Kriterien. Durch

sequentielle native chemische Ligationen konnterscleedene Varianten der bovinen

Ribonucleaseerhalten werden. Die Isolierung von Ligationspragakgelang am Besten
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nach Reduktion mit TCEP und anschlielBendem Ansd{@ein% Ameisensaure) bei einer
Acetonitrilkonzentration von 25 %.

Es konnte die Synthese eines homogenen Glycopsotaih komplexem NGlycan und
nativer Struktur realisiert und durch einen Enzysagsbestatigt werden. Die gewonnenen
Erkenntnisse und Methoden sollten auf andere Ghyteme Ubertragbar sein und damit in
Zukunft die Synthese von weiteren uniformen Glyotgihen erméglichen.
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6. Zusammenfassung

Die Bereitstellung von ausreichenden Mengen anedtidhen Glycoproteinen ist bis heute
auf Grund der Mikroheterogenitat und der damit wadenen Probleme bei der Isolierung
aus naturlichen Quellen eine ungeltste Aufgabe.mithomogenem Material sind jedoch
detaillierte Untersuchungen auf dem Gebiet derk8irtMVirkungsbeziehung méglich, was
beispielsweise zur Optimierung von therapeutiscidycoproteinen verwendet werden
kann. Deshalb sollten in dieser Arbeit Methoden Zuwtalsynthese von uniformen
Glycoproteinen etabliert werden. Dazu sollte diembselektive Reaktion von Glyco-
peptidthioestern und molekularbiologisch gewonnergagmenten mit N-terminalem
Cystein Uber die native chemische Ligati¥CL) ausgenutzt werden. Diese Methode
sollte am Beispiel des gut untersuchten Modellpnstebovine Ribonucleasel-124
entwickelt und optimiert werden. Zur Synthese Veiesdener Formen ddrRNasedurch
NCL wurde das Cystein 40 als Ligationsstelle gewéhks rragment 40-128 mit
N-terminalem Cystein sollte mit dem Thioester NRMase 1-39 A bzw. kirzeren
glycosylierten Varianten tber sequentielle Ligasechritte zur vollstandigeRNaseligiert
werden.

Zur Gewinnung des N-terminalen Cysteinfragmentesl2ZdB der RNasewurde das
pTWIN-Expressionssystem verwendet, das die indbarey, autokatalytische Spaltung von
Inteinen ausnutzt. Durch Expression des entprearer®lasmids pTWIR* in E. coli
konnte das Fusionsprotein in Form von unldslicimetusion Bodie®rhalten werden.

Zielsequenz (ZS) = RNase 40-124

T7
Promotor %
—> Q @
T
‘ Expression

| SR
- SR SR SR
-9 P vy
< > «W SR SR

Py Modifikation "N
nclusion Bodies der Cysteine ‘ Riickfaltung und

a) Reinigung Spaltung
b) Lésen in 6 M GdmCI
SR $R SR

RS SR SR
4 R t SRo-

denaturiertes Fusionsprotein (ldslich) CBD-Intein  RNase 40-124
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Diese wurden gereinigt, solubilisiert und unterimgtrten Bedingungen rickgefaltet. Trotz
einer fast vollstdndigen Inteinspaltung konnte dasrk oxidationsempfindliche und
maoglicherweise unldsliche ZielpeptiBNase40-124 B nicht isoliert werden. Deshalb
wurden die sieben Cysteine des Fragmentes vor dekf&tung und Inteinspaltung durch
die Ausbildung gemischter Disulfide geschutzt. DkReaktion mit GSSG oder
3,3’-Dithiodipropionsaure ergab eine Mischung vaptden mit einer ungeraden Anzahl
(1, 3, 5, 7) von modifizierten Cysteinen. Die vtillsdige Reaktion aller Cysteine gelang
mit 2-Carboxyethyl-methanthiosulfonat, allerdinggrde die Spaltungseffizienz des Inteins
dadurch reduziert. Nach Reinigung mittels RP-HPLdhrike das 7-fach geschutzte und
nicht mehr oxidationsempfindliche Fragmétitlase40-1243 in einer Ausbeute von bis zu
3.5 mg pro Liter LB-Medium erhalten werden.

Die Ligationsfahigkeit der als Disulfid modifiziem Fragmentd und 2 wurde zunachst
mit dem Thioester MeRNasel-39 4 bzw. dem glycosylierten Thioest®&Nase30-39 8
untersucht und die erfolgreiche Reaktionsaund 9 mittels LC-MS bestatigt. Mit Hilfe des
vollstandig modifizierten Fragmente®RNase 40-124 3 konnte unter optimierten
Ligationsbedingungen die vollstindige MeMasel1l-124 5 erhalten werden und nach
einem RuUckfaltungsschritt die enzymatische Aktivitlurch Hydrolyse von cyclischem
2',3’-CMP nachgewiesen werden.

3

SSCE ,SSCE SSCE

o CESS ( ( (
H2N—| Met-RNase 1-39 })J\S(CHZ)ZSO3H + HzNj\[\/{ RNase 41-124 l—COOH
o (L
4

SSCE SSCE SSCE

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 3 % Thiophenol, pH = 7.0

HN—] Met-RNase 1-124 oo

5

Die Synthese von glycosylierteRNase 1-124 sollte mit Hilfe einer sequentiellen
Ligationsstrategie versucht werden. Dazu wurdeFlagment 1-39 in den Thioester 125
und den glycosylierten Thioester -36 D geteilt, dessen N-terminales Cystein durch
verschiedene Schutzgruppen maskiert wurde. Dietibigawischen dem vollstandig SCE-
geschitzten FragmenRNase 40-124 3 und den Thioestern Thz-26-395 bzw.
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Mapoc-26-3920 konnte erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Ligatiu 16 bzw. 21 und
die anschlieRende Abspaltung der Schutzgruppenr Ufrigisetzung des N-terminalen

Cysteins konnte mittels LC-MS nachgewiesen werden.

OH OH OH <OH
Q Q posaClo
o HO
HO HO: HO-
OH NHAC
OH oH H <OH
o)
Q5 Q Ho=FQ OH
HO. Ho o OH NHAC
OH NHAC HO R oHO o Q
o d  “Ho NH
OH

NHAc
0}

R—] RNase 27-124 I—cooH

16 Rr-= (N]\/

/
21 R= _N SH
T O

Zwar konnte nach der Offnung des Thiazolidinringag Methoxyamin eine zweite

Ligation mit dem ThioesterRNase 1-25 18 zur vollstdndigen RNase 1-124 19
nachgewiesen werden, allerdings reagierte der grb&t des Thioesters mit Methoxyamin
zum unreaktiven Methoxyamid.

Deshalb wurde anstelle der sequentiellen Eintog&tionsstrategie ein alternativer
Syntheseweg mit einer Isolierung des Ligationspktekl 26-124 nach der Methoxy-
aminentschitzung angewandt. Diese Methode konntedem LigationsprodukteRNase
Thz-26-124 24 und 28 etabliert werden. Die entschitzten Produkte wurden einer
Ausbeute von 44 % bzw. 74 % isoliert und mit deno&hterl8 zu denRNaser26 und 30
ligiert. Nach einer Ruckfaltung der synthetischent&ine konnte mit einem Enzymassay
deren Aktivitat nachgewiesen werden. Die gewonndasenntnisse konnten schlief3lich
zur Synthese der kompletteRNase 1-124 34 mit einem Nonasaccharid an Asn34
angewandt werden. Die Isolierung des entschitzigatibnsprodukte83 aus der Reaktion
von RNase40-1243 mit dem Glycopeptidthioestd®NaseThz-26-3931 gelang mit einer
Ausbeute von 48 %. Das Produkt wurde r& zur Reaktion gebracht und direkt
zurickgefaltet. Nach Reinigung mittels Gelfiltratikonnte das native EnzyB#ain einer

Ausbeute von 71 % gewonnen werden.
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R
|

H2N—| RNase 1-124 I—COOH

26 R=Pra
30 R = AsnGIcNAc; [Met30Nle, Met31NIe]

34 R = AsnGIcNAc,Man GlcNAc,Gal,; [Met30Nle, Met31Nle]

Die RNaseAKktivitat des synthetischen Glycoprotei@4a wurde durch Vergleich mit der
Aktivitat von RNase Amit einem ka/Km-Wert von 9.6 x 10M™ s bestimmt RNase A=
5.6 x 16M*s? RNase B= 1.5 x 16M™*s?).

OH OH

OH OH
o
Q Q —<_|-O
O HO
HO HO HO
OH NHAG

OH oH OH <OH
Ho&o »WO‘O oH NHA o
Ho Ho e o © Q
OH NHAG oHo o 4 o0s NH
NHAc
OH
RNase C
(nativ)
34a

Durch die vorliegende Arbeit konnte eine reprodimaee Methode zur
molekularbiologischen Gewinnung von Fragmenten Riterminalem Cystein etabliert
werden. Mit Hilfe eines rekombinanteRNaseFragmentes und den entprechenden
Thioestern bzw. Glycopeptidthioestern konnte erigrean biologisch aktives, homogenes
RNaseGlycoprotein mit komplexem N-Glycan erhalten werd®iese Strategie sollte in
Zukunft auf die Synthese von weiteren biochemisctd wherapeutisch interessanten

Proteinen Ubertragbar sein.
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7. Summary

The production of sufficient amounts of homogeneglysoproteins still remains a very
difficult task. The microheterogenity leads to anier of problems when trying to isolate
single glycoforms from natural sources. Detailediture activity relationships are only
possible with uniform material, e.g. for optimizinthe properties of therapeutic
glycoproteins. Therefore methods aiming at the |tadgnthesis of homogeneous
glycoproteins should be investigated in this wofke chemoselective native chemical
ligation was chosen to connect glycopeptide tharestwith fragments bearing an
N-terminal cysteine. This strategy was optimizethgibovineribonucleasel-124 as a
model system. The cysteine at position 40 was teslaxs the ligation site for the different
forms of RNase With the fragment 40-12B in hand, ligations with thioester M&Nase
1-39 or other glycosylated thioesters were investid.

In order to obtain the N-terminal cysteine fragmétitlase40-124 B the pTWIN1
expression system was used, which contains selficlg inteins. After overexpression of

the plasmid pTWIN%the fusion protein was obtained as insolibt#usion bodies

Target (ZS) = RNase 40-124

T7

Promoter T
D |A= @
R

R
‘ expression

SR
SR SR SR

?R %SR

\/ SR SR

SR

inclusion bodies modification .
of cysteines refolding and
a) purification cleavage
b) dilution in 6 M GdmCl RSR gr

RS\ SR SWSR
~/ . SRR

denaturated fusion protein (soluble) CBD-Intein  RNase 40-124

These were purified, dissolved and refolded usm@timized refolding buffer. Although
a nearly complete intein cleavage was achievediag not possible to isolate the target
peptide RNase40-124 B due to its potential insolubility and sensitivitg oxidation.
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Therefore the 7 cysteines of the peptide were nemtibs mixed disulfides prior to
refolding and intein cleavage. The reaction withS&Sor 3,3’-dithio dipropionic acid gave
a mixture of target peptides containing 1, 3, 5 @mdixed disulfides. Complete protection
of the seven cysteines could be achieved usingriibggethyl methane thiosulfonate,
however, the cleavage efficency of the intein wettuced. After purification by RP-HPLC
the fully protected fragmemNase40-1243 was obtained yielding up to 3.5 mg per liter of
LB- medium.

Subsequently it was shown, that the disulfide medifragmentd and2 were suitable for
native chemical ligation with thioester MBNasel-394 and glycosylated thioest®Nase
30-398. The formation of the ligation produdsand9 was confirmed by LC-MS analysis.
With the fully protected peptid@Nase40-1243 it was possible to synthesize the complete
Met-RNasel-1245 under optimized ligation conditions. After refaidi theRNaseactivity

of the synthetic protein was determined by meaguhe hydrolysis of cyclic 2’,3'-CMP.

3

SSCE ,SSCE SSCE

o CESS ( ( (
H2N—| Met-RNase 1-39 })J\S(CHZ)ZSO3H + HzNj\[\/{ RNase 41-124 l—COOH
o (L
4

SSCE SSCE SSCE

6 M GdmCl, 0.1 M Na,HPO,, 2 mM EDTA
30 mM TCEP, 3 % Thiophenol, pH = 7.0

HN—] Met-RNase 1-124 oo

5

The synthesis of glycosylatd@Nasel-124 was attempted by using a sequential ligation
strategy. TheRNasefragment 1-39 was divided into thioester 1R2and the glycosylated
thioester 26-3®, where the N-terminal cysteine was selectivelytgoted. The ligation of
RNase 40-124 3 with the thioesters Thz-26-395 and Mapoc-26-3920 gave the
glycopeptidesl6 and21. After deprotection ofL6 with methoxyamine the second ligation
was conducted by addition of thioesRiXasel-2518 yielding the full lengtrRNasel-124

19 with a nonasaccharide at Asn34. This ligation midl proceed to completion since the

majority of the thioestet8 was converted to a methoxyamide.
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In order to circumvent this problem, the sequentiaé pot strategy was modified by
isolating of the deprotected ligation product. Thisthod was demonstrated starting with
the thioester23 and 27 giving the ligation product®NaseThz-26-12424 and28. The
deprotected glycopeptides were isolated in yield$440% and 74 %. These products were
allowed to react with thioesté&8 to the full lenght protein26 and30.

R
|

HaN—] RNase 1-124 —coon

26 R=Pra
30 R = AsnGIcNAc; [Met30NIe, Met31Nle]

34 R = AsnGIcNAc,Man,GlcNAc,Gal,; [Met30Nle, Met31NIe]

After refolding of the synthetic peptides tR&laseactivity was confirmed by an enzymatic
assay. These improvements set the stage for thleesys of complet®&Nasel-12434 with

a nonasaccharide at Asn34. The ligation producRNbBse40-124 3 and glycopeptide
thioesterRNase26-124 31 was isolated after deprotection with methoxyamimet8 %
yield (33). After elongation of the isolated product withaésterl8 refolding was initiated
by adding refolding buffer directly into the ligati solution. Purification by size exclusion

chromatography gave the native enzy®d@ in a yield of 71 %. Th&kNaseactivity was
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assayed and k../Kn-value of 9.6 x 1®M™ s* was found RNase A= 5.6 x 16 M™ s,

RNase B= 1.5 x 16M™*s?).

OH OH OH OH
<o
Q Q —<_[-Q
fe) HO
HO HO HO
OH NHAG

OH oH

OH OH O
[@e)
Q o Q HO=0, OH
HO: HO 10 OH NHAc
-Q HO Q
OH NHAG HO o
O

4 “ofo NH
NHAC
OH

34a

RNase C
(native)

In the course of this work a method for the promurctof protein fragments bearing an

N-terminal cysteine was established via recombinexgression. With a recombinant

RNase fragment and the corresponding thioesters andogbptidthioesters the first

synthesis of a homogeneous, biologically aciRidaseglycoprotein with a complex N-
glycan was achieved. This approach should be vedufmv the synthesis of additional

glycoproteins of biochemical and therapeutical ang@nce.
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