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Proteinexpression

Expression und Untersuchung von Pflanzen-
proteinen mit Leishmania tarentolae
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Glycosylation is an important post-translational modification that can be
found in many eukaryotic proteins. Since it can be crucial for protein
structure and function, properly glycosylated proteins are of paramount
importance for crystal structure determination. The eukaryotic expres-
sion system LEXSY, based on the protozoan Leishmania tarentolae, has
been used to express and crystallize fully glycosylated Arabidopsis
thaliana legumain 7y and elucidate the role of glycosylation for its function.
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B Leishmanien sind eine Familie einzelliger,
eukaryotischer Parasiten, die in ihrem Lebens-
zyklus einen Wirtswechsel zwischen Sand-
miicken (Phlebotominae) und Sdugern (z. B.
Hunde, Menschen) durchlaufen. Wahrend die
meisten Leishmania-Arten verschiedene Typen
der Leishmaniose hervorrufen, zeichnet sich
die Spezies Leishmania tarentolae durch eine
Besonderheit aus: Im Laufe der Evolution voll-
zog sie einen Wirtswechsel von Sdugetieren zu
Reptilien und ist nicht mehr in der Lage, Sau-
ger zu infizieren [1]. Dabei hat L. tarentolae
das den anderen Leishmanien-Spezies eige-
ne sdugertypische Glykosylierungsmuster bei-
behalten, was sie zu einem interessanten Orga-
nismus fiir die Proteinexpression macht [2].
Das Unternehmen Jena Bioscience hat daraus
das eukaryotische Proteinexpressionssystem
LEXSY entwickelt (Abb. 1, [3]). LEXSY zeich-
net sich durch eine mit prokaryotischen Sys-
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temen vergleichbare einfache Handhabbarkeit
aus, wobei ein kompletter eukaryotischer Pro-
teinfaltungsapparat und eine breite Palette
eukaryotischer Proteinmodifikationen, wie
Glykosylierung, Acetylierung und Myristoy-
lierung, zur Verfiigung stehen. Die Genera-
tionszeit von LEXSY ist mit sechs bis acht
Stunden fiir einen Eukaryoten vergleichsweise
niedrig, wodurch in kurzer Zeit hohe Zell-
dichten erreicht werden konnen. Leishmanien
konnen im Gegensatz zu anderen Parasiten
in glinstigem Medium (TB, BHI) kultiviert wer-
den und sind auch fiir die Anzucht in Fer-
mentern geeignet [4]; dabei konnen Protein-
ausbeuten von bis zu 500 Milligramm pro
Liter Kultur erreicht werden. LEXSY wurde
erfolgreich von der Arbeitsgruppe um Hans
Brandstetter an der Universitat Salzburg
genutzt, um die Rolle der Glykosylierung von
Legumain zu untersuchen [5].

<« Abb. 1: Prinzip des
induzierbaren Leish-
manien-Expressions-
systems LEXSY.
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Pflanzliche Legumaine (VPEs, AEPs)

Die Cysteinprotease Legumain wurde
urspriinglich in Vakuolen von Leguminosen
entdeckt, woher sie auch ihren Namen erhielt
[6]. Im Gegensatz zu Sdugern, bei denen es
nur eine Legumain-Isoform gibt, findet man
in Pflanzen bis zu sieben funktionelle Legu-
main-Isoformen. Legumaine spielen eine
wichtige Rolle fiir die Prozessierung und Rei-
fung von Samenspeicherproteinen in der
Vakuole, wodurch sie auch ihre Beinamen
vacuolar processing enzymes (VPE) und auf-
grund ihrer Substratspezifitat asparaginyl
endopeptidase (AEP) erhielten. Legumain wird
als inaktive Proform (Prolegumain), beste-
hend aus einer N-terminalen Caspase-artigen
Proteasedomine und einer C-terminalen Pro-
doméne, hergestellt (Abb. 2A). Diese Proform
ist stabil bei neutralem pH-Wert. Verschiebt
sich jedoch der pH ins Saure, wie z. B. im
Lysosom oder der Vakuole, kommt es zu einer
autokatalytischen Aktivierung durch Spal-
tung des Aktivierungspeptids, das die kata-
lytische Domédne mit der C-terminalen Pro-
doméne verbindet (Abb. 3, [6]).

Expression von Legumain in LEXSY

Kritisch fiir die Herstellung und Funktion von
Legumainen ist eine Reihe posttranslationa-
ler Modifikationen. So wird die Prodoméne
iiber zwei Disulfidbriicken stabilisiert, akti-
ves Enzym tiber proteolytische Spaltung des
Aktivierungspeptids und ggf. der Prodoma-
ne hergestellt sowie Stabilitat und Funktio-
nalitdt der Proteasedoméne iiber Glykosylie-
rung reguliert [7]. Die Proteasedoméane ent-
hélt je nach Organismus und Isoform min-
destens eine und bis zu vier N-Glykosylie-
rungsstellen. Gerade auch deswegen hat sich
die rekombinante Herstellung von pflanz-
lichen Legumainen bislang als sehr schwierig
erwiesen. Mittlerweile hat sich LEXSY als ein
robustes Expressionssystem fiir die Herstel-
lung pflanzlicher Legumaine etabliert. Damit
ist es erstmals gelungen, die Legumain-Pro-
formen der - und y-Isoformen von A. thalia-
na (proAtLEG/Yy) in Milligramm-Mengen zu
exprimieren und aufzureinigen [8]. Die so
hergestellten Proteine konnten erfolgreich
iiber pH-Absenkung aktiviert werden, was
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die Funktionalitdt der Proteine bestatigte
(Abb. 2B). Zudem ist es gelungen, die Kris-
tallstrukturen von inaktivem proAtLEGy und
aktivem AtLEGyim Komplex mit einem Sub-
stratanalogon zu losen [5]. Dabei hat sich
unter anderem gezeigt, dass es Unterschiede
in der Glykosylierung der einzelnen Isofor-
men gibt und dass sich die Glykosylierungs-
stellen an strukturell und funktionell kriti-
schen Positionen befinden (Abb. 3).

Glykosylierung als Regulator von
Aktivitat und Stabilitat

Pflanzliche Legumaine besitzen eine stark
konservierte Glykosylierungsstelle am
Beginn des Aktivierungspeptids (Asn336;
Abb. 3), das im Zuge der Aktivierung gespal-
ten wird. Glykosylierung an dieser Stelle limi-
tiert die sterische Zuganglichkeit moglicher
Spaltstellen und bietet so eine elegante
Moglichkeit, den Aktivierungszustand zu
regulieren.

Eine weitere Glykosylierungsstelle befin-
det sich bei den Isoformen o und 8 am Boden
der Proteasedomidne auf der oll-Helix
(Asn150). Diese Helix trdagt bei Sauger-
legumainen ein konserviertes RGD-Motiv,
das fiir die Bindung an Integrinrezeptoren
genutzt wird. In einer friiheren Studie konn-
te gezeigt werden, dass die Bindung an Inte-
grine einen pH-stabilisierenden Effekt auf
humanes Legumain hat [7]. Ahnlich dazu
scheint es sehr wahrscheinlich, dass die Gly-
kosylierung an Asn150 bei pflanzlichen Leg-
umainen auch einen stabilisierenden Effekt
hat.

Mittlerweile ist es teilweise auch gelungen,
pflanzliches Legumain in Escherichia coli
herzustellen, wobei dieses aufgrund fehlender
Glykosylierung ein abweichendes autokata-
lytisches Spaltmuster aufweist und — anders
als das LEXSY-produzierte AtLEGy - keinen
stabilen = Zwei-Ketten(two-chain)-Aktivie-
rungszustand ausbildet [9]. Diese und ande-
re Beobachtungen zeigten auf, wie kritisch
die Wahl des Expressionssystems bei der
strukturellen und funktionellen Charakteri-
sierung von Proteinen ist.

Neben Legumain konnten mit LEXSY zahl-
reiche weitere, in anderen Systemen schwer
oder nicht exprimierbare Proteine gewonnen
werden, wie z. B. Antikorper [10], das Hepa-
titis-C-Virus-Hillprotein [11], das Trans-
membranprotein Channelrhodopsin 2 [12]
oder humane Kallikreine (KLKs) [13, 14].
Damit stellt LEXSY einen wichtigen Vertre-
ter im stetig wachsenden Arsenal von Expres-
sionssystemen dar. |
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A Abb. 2: Der Aktivitatszustand von Legumain wird iiber den pH-Wert gesteuert. A, Die Aktivie-
rung von Legumain erfolgt Gber autokatalytische Abspaltung der C-terminalen Prodoméne bei
saurem pH (Vakuole). B, Die mit LEXSY hergestellte Proform der B-Isoform von Legumain aus Ara-
bidopsis thaliana (proAtLEG) ist enzymatisch inaktiv bei neutralem pH und aktiv bei saurem pH.

M: Marker.

» Abb. 3: Basierend
auf der Kristallstruk-
tur der y-Isoform von
Legumain aus Arabi-
dopsis thaliana
(AtLEGY; PDB: 4NlJ)
wurden Glykosylie-
rungsstellen der At-
Legumaine model-
liert. WeiB: Glykosy-
lierung, gefunden bei
AtLEGo und &; dun-
kelblau: Glykosylie-
rung, gefunden bei
AtLEGo, Y und 3.
Disulfide sind als lila
Kugeln dargestellt.
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