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Viele Proteine werden durch Glycosylierungen und Lipidie-
rungen posttranslational modifiziert."] Glycosylphosphat-
idylinositol(GPI)-Anker vereinigen diese beiden Arten der
Modifikation und sind fiir die Verankerung einer Vielzahl von
Proteinen an der Zelloberfliche verantwortlich.”! Die Fort-
schritte bei der Festphasensynthese von Peptiden und bei der
rekombinanten Herstellung von Proteinen haben, in Kombi-
nation mit der nativen chemischen Ligation (NCL) und der
Ligation exprimierter Proteine (EPL), zur Total- und Semi-
synthese einer Vielzahl von Proteinen gefiihrt.’! Diese Me-
thoden vereinfachen den Zugang zu homogenen Préparatio-
nen von Lipo- und Glycoproteinen, die anschlieBend als de-
finierte molekulare Sonden zur gezielten Untersuchung der
Auswirkungen von Glycosylierung und Lipidierung auf die
biophysikalischen Eigenschaften von Proteinen eingesetzt
werden konnen. Ferner eignen sich synthetische GPI-
Glycane und lipidierte GPI-Anker® gut zur Untersuchung
der biologischen Relevanz entsprechender natiirlicher Kon-
jugate dieser Verbindungen bei Stoffwechselerkrankungen
sowie bei Infektionskrankheiten.”! Die bisherigen Ansitze
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zur Synthese chemisch definierter GPI-verankerter Proteine
basierten auf Modellstudien; bislang ist noch kein syntheti-
sches GPI-verankertes Protein beschrieben worden.!:*!

Ein bedeutendes Mitglied der Klasse der GPI-veranker-
ten Proteine ist das Prionprotein (PrP).”! Viele Studien zeigen
den starken Einfluss der Membranverankerung des Proteins
iiber den GPI-Anker auf die Umwandlung des zelluldren PrP
(PrP°) in seine pathogene Isoform PrP scrapie (PrP%). Al-
lerdings ist der mogliche Einfluss der GPI-Verankerung auf
die Pathogenitit von PrP umstritten.'” Da die Isolierung von
homogenem GPI-verankertem PrP bislang nicht moglich war,
wurden die meisten In-vitro-Studien zur Funktion, Faltung,
Struktur und Stabilitit entweder mit rekombinantem PrP
ohne GPI-Anker, PrP mit einfachen GPI-Mimetika oder
heterogenen PrP-Préparationen aus Sdugetierzelllinien vor-
genommen.!'!! Aus diesem Grund konnten bis jetzt auch noch
keine eindeutigen Aussagen zur Funktion des GPI-Ankers
getroffen werden. Entsprechende Untersuchungen kénnten
mit chemisch synthetisiertem homogenem GPI-verankertem
Protein durchgefiihrt werden. Hier stellen wir die Entwick-
lung einer generellen Strategie zur Synthese von homogenen
GPI-verankerten Proteinen am Beispiel des Prionproteins
VOr.

Unsere Strategie beruht auf der Konstruktion definierter
GPI-verankerter Proteine unter Verwendung der EPL. Dabei
reagiert ein synthetischer GPI-Anker 2, ausgestattet mit
einem Cysteinrest an der 2-Aminoethylphosphatgruppe, in
einer Ligation mit Peptiden oder Proteinen mit einem C-
terminalen Coa-Thioester, um so die Synthese von GPI-ver-
ankerten Proteinen (1) zu ermdglichen (Schema 1). Zur
Synthese solcher Cystein-modifizierten GPI-Anker gibt es
mehrere Moglichkeiten. So wire die direkte Kupplung eines
Cysteinmolekiils an einen nativen GPI-Anker iiber eine
Amidbindung moglich, allerdings erschweren die amphiphi-
len Eigenschaften nativer GPI-Anker sowie die Instabilitét
von Lipidestern unter basischen Bedingungen diesen Ansatz.
Der Einbau eines geschiitzten Cysteinrestes in den GPI-
Anker vor der globalen Entschiitzung ist hier zu bevorzugen.
Dabei wird der Cystein-Ethanolamin-Phosphatrest in das
Glycanriickgrat in der letzten Stufe der GPI-Synthese ein-
gebaut. Die Thiol- und Aminogruppe des Cysteinrestes sind
mit sdurelabilen Gruppen wie tert-Butyl oder tert-Butoxy-
carbonyl (z.B. in 3) geschiitzt. Die Benzylschutzgruppen
lassen sich durch Hydrogenolyse abspalten. Durch die an-
schlieBende Umsetzung mit Sdure wird der Cysteinrest ent-
schiitzt und somit der Cystein-modifizierte GPI-Anker 2 er-
halten.

Zwei geplante Schliisselreaktionen mussten vor der ei-
gentlichen Synthese eingehend untersucht werden: Der
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Schema 1. Generelle Strategie zur Semisynthese von GPl-verankerten

Proteinen mithilfe nativer chemischer Ligation (R'= Lipidkette, R" =
Alkyl- oder Arylgruppe). Bn=Benzyl, Boc = tert-Butoxycarbonyl.

Einbau des Phosphatdiesters beruht auf der H-Phosphonat-
methode, die eine Oxidation von Phosphor(III) zu Phos-
phor(V) unter Verwendung von Iod in Pyridin und Wasser
erfordert.'"? Es war nicht auszuschlieBen, dass unter diesen
Bedingungen die vorhandene Thioetherfunktion oxidiert
wird. Des Weiteren muss zur Abspaltung der Benzylschutz-
gruppen durch Hydrogenolyse der Heterogenkatalysator
Pd/C eingesetzt werden, und Thioether kénnen, wenn auch in
geringerem Ausmalf als Thiole, solche Heterogenkatalysato-
ren vergiften.”) Um diese Bedenken auszuriumen, wurden
die beiden genannten Umwandlungen zunéchst mit einer
Modellverbindung gepriift (Schema 2).

Die Synthese beginnt mit der Herstellung des H-Phos-
phonats 5 (Schema 2). Das kommerziell erhiltliche N-Boc-S-
Bu-L-Cystein (4) wurde mit Succinimid aktiviert und bei 0°C
mit Ethanolamin umgesetzt. Die nachfolgende Umwandlung
zum H-Phosphonatmonoester 5 erfolgte durch Zugabe von
Phosphonsiure in Gegenwart von Pivaloylchlorid." Als
Modellsystem zur Evaluierung der Phosphorylierungs- und
globalen Entschiitzungsstrategie wurde das a-(1—2)-Di-
mannosid 6, das einen Teil des GPI-Glycans darstellt, ver-
wendet (Schema 2). Die Phosphonylierung der C-6-Hydro-
xygruppe von 6 wurde mithilfe von Pivaloylchlorid erreicht.
Die selektive In-situ-Oxidation zu Phosphor(V) mit Iod bei
0°C war innerhalb von 1 h vollstidndig, wobei kein oxidiertes
Schwefelprodukt beobachtet wurde. Die Bedingungen zur
Hydrogenolyse in Gegenwart von Thioethern wurden genau
untersucht.”! Unter Verwendung von Ameisensiure in Me-
thanol, kombiniert mit Pd/C und Wasserstoff, konnten die
Benzylschutzgruppen in 7 innerhalb von 2 h quantitativ unter
Bildung von 8 abgespalten werden (Schema 2). Die N-Boc-
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Schema 2. Test der Synthesestrategie: Synthese des GPI-Dimannosid-
Fragmentes. Reagentien und Bedingungen: a) N-Hydroxysuccinimid,
DIPC, THF, RT; b) Ethanolamin, THF, DMF, 90% uiber 2 Stufen;

¢) H;P0;, PivCl, Pyridin, RT, 75%. (d) 5, PivCl, Py; €) I,, Py/H,0, 0°C,
94% uber 2 Stufen; f) Pd/C, H,, 4% HCOOH in MeOH, quant.;

g) Hg(TFA),, TFA/Anisol, 0°C; dann HS(CH,),OH, AcOH, H,O, RT,
93%, h) pH 7.8, PhSH (1%, v/v), R=(CH,),SO,". DIPC = Diisopropyl-
carbodiimid, PivCl=Pivaloylchlorid, Py = Pyridin, TFA=Trifluoracetat/
Trifluoressigsdure.

und S-rBu-Schutzgruppen wurden mit Hg(TFA), in Trifluor-
essigsiure entfernt. Uberschiissiges Quecksilbersalz wurde
durch Zugabe von 2-Sulfanylethanol ausgefillt."*! Die Rei-
nigung mit Sephadex G-25 ergab das Dimannosid 9 als ge-
mischtes Disulfid mit einer S(CH,),OH-Gruppe.

9 wurde als Substrat fiir die NCL mit rekombinantem PrP
(rPrP) mit einer C-terminalen MESNa-Thioesterfunktion
eingesetzt (MESNa = Natriumsalz der Mercaptoethansulfon-
saure).''! Die Inkubation des rPrP-Thioesters mit 9
(1.5 Aquiv.) in der Gegenwart von Thiophenol fiihrte zur
Bildung des Glycan-rPrP-Konjugats 10 in einer Ausbeute von
80%. Die Ligation war innerhalb von 12 h bei Raumtempe-
ratur abgeschlossen (Analyse durch Umkehrphasen-HPLC
(RP-HPLC), Abbildung 1A). Die Produkthomogenitit
konnte mit Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie
(ESI-MS) nachgewiesen werden, und die detektierte Masse
von 16929.5 Da stimmt gut mit der berechneten Masse
(16927 Da) von 10 iiberein (Abbildung 1B).

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde ein voll-
stindiger GPI-Anker synthetisiert. Native Prionen-GPI-
Anker bestehen aus einem fiir Sdugertiere typischen Pseudo-
pentasaccharidglycan, das durch eine Oligosaccharidver-
zweigung bis zum Trisaccharid Neu-Gal-GalNAc ergénzt
wird."! Sechs verschiedene Glycoformen von PrP-GPI
wurden bisher beschrieben, ohne die genaue Stelle fiir die
Ankniipfung oder die anomere Konfiguration der Oligosac-
charidverzweigung zu definieren.'”’ Details iiber die Lipid-
zusammensetzung in PrP-GPIs sind bisher nicht bekannt.
Angesichts dieser Unsicherheit in Bezug auf die Struktur
wurde als erstes Syntheseziel die Kernstruktur gewéhlt: das
GPI-Pseudopentasaccharid 2.
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Abbildung 1. A) RP-HPLC der NCL-Reaktion des rPrP-Thioesters mit 9
nach 12 h. B) ESI-MS des Materials, das aus der Fraktion bei 11 min
isoliert wurde.

Die konvergente Synthese von 2 setzte auf eine [342]-
Glycosylierungsstrategie, die ein Trimannosid mit einem
Glucosamininositol-Pseudodisaccharid  verbindet  (Sche-
ma 3). Die selektive Verkniipfung von Mannosyltrichloracet-
imidat 12 und dem Dimannosid 11" wurde mit TMSOT in
Diethylether vermittelt. Die Allylgruppe am reduzierenden
Ende von 13 wurde mit PdCl, in Acetatpuffer entfernt. Durch
Inkubation mit Trichloracetonitrii und DBU wurde das
Trimannosyltrichloracetimidat 14 gebildet. Die Verkniipfung

von 14 mit 15 erfolgte in der Gegenwart katalytischer Mengen
TMSOTf, was zum differentiell geschiitzten Pseudo-
pentasaccacharid fiithrte. Inkubation mit Natriummethanolat
ergab anschlieend 16 mit 80 % Ausbeute iiber beide Stufen.
Benzylierung der zentralen Mannoseeinheit und Entfernung
der Allylgruppe am Inositolrest lieferten 17. Die anschlie-
Bende Phosphorylierung wurde in einem Schritt unter Ver-
wendung des H-Phosphonats 18 als Diacylglycerinphosphat-
Surrogat durchgefiihrt und lieferte so 19.1”! Die Abspaltung
des C-6-Silylethers an der terminalen Mannoseeinheit gelang
durch in situ generiertes HCI in Methanol. Eine weitere
Phosphorylierung mit § ergab den vollstidndig geschiitzten
und lipidierten GPI-Anker 21.

Die stufenweise Entschiitzung wurde unter den fiir das
Dimannosid 9 beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt
(Schema 4). Der Hydrogenolyse mit Pd/C in Ameisensdure
und Methanol folgte die Abspaltung der sdurelabilen Boc-
und fert-Butylgruppen in TFA mit Hg(TFA),. Uberschiissige
Quecksilbersalze wurde mit 2-Sulfanylethanol ausgefillt; der
Cystein-modifizierte GPI-Anker 22 wurde als Heterodisulfid
erhalten und mit ESI-MS identifiziert (siche Hintergrundin-
formationen).

GPI-Anker 22 wurde direkt fiir die Ligation mit dem re-
kombinanten PrP (rPrP) mit einem C-terminalen MESNa-
Thioester eingesetzt.''1 Die Ligation des rPrP-Thioesters mit
22 (1.5 Aquiv.) wurde in 6M Guanidin-Hydrochlorid bei
pH 7.8 in Gegenwart von 1% (v/v) Benzolthiol durchgefiihrt.
Die Reaktion verlief mit einer Ausbeute von 50 %, und das
erhaltene rPrP-GPI 23 wurde mit RP-HPLC gereinigt und
massenspektrometrisch  analysiert (berechnete Masse:
17705 Da; Abbildung 2 A,B).*"! Uberschiissiger GPI-Anker
22 ohne die S(CH,),OH-Schutzgruppe konnte zuriickge-
wonnen und fiir weitere Ligationen eingesetzt werden, wo-
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Schema 3. Synthese des geschiitzten GPI-Pseudopentasaccharids 21 mit eingebautem 2-(Cysteinylamino)phosphat. Reagentien und Bedingungen:
a) TMSOTY, CH,Cl,, 95%; b) PdCl,, AcONa, AcOH, AcOEt, RT; c) Cl;CCN, DBU, CH,Cl,, 68 % tber 2 Stufen; d) TMSOTf, CH,Cl,, 0°C; ) NaOMe,
MeOH, 50°C, 80% iiber 2 Stufen; f) BnBr, NaH, DMF, 0°C—RT, dann PdCl,, AcONa, AcOH, RT, 76% iiber 2 Stufen; g) 1) 18, PivCl, Pyridin, RT,
2) 1y, Py/H,0O, quant. iiber 2 Stufen; h) HCl, MeOH 0°C—RT, 88%; i) 1) 5, PivCl, Pyridin, RT, 2) I,, Py/H,0, quant. tiber 2 Stufen. All=Allyl,

Bz =Benzoyl, DBU =1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en, TIPS = Triisopropylsilyl, TMSOTf = Trimethylsilyltrifluormethansulfonat.
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Schema 4. Abschluss der Synthese des Cystein-modifizierten GPI-
Pseudopentasaccharids und dessen native chemische Ligation mit
rPrP-Thioester.
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Abbildung 2. A) ESI-MS-Spektrum von 23. B) Entfaltetes Spektrum von

23 (berechnetes Molekulargewicht: 17704 Da). C) SDS-PAGE des gerei-

nigten 23 (rechte Spur), linke Spur: Molekulargewichtsmarker.
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durch sich die Effizienz der Reaktion erhohen lie. Es war
keine Zugabe von Detergentien oder Lipiden zur Solubili-
sierung von 22 oder 23 wihrend der Ligation erforderlich,
anders als bei literaturbekannten Ligationen mit lipidierten
Peptiden.>16:21]

Zum einen verleiht der GPI-Anker 22 dem Protein lipo-
phile Eigenschaften, und zum anderen gewihrleistet die
grof3e hydrophile Kopfgruppe eine gute Wasserloslichkeit.
Die Faltung von 23 in seine native Form wurde durch schnelle
Verdiinnung (1:10) in 20 mM Natriumacetat bei pH 5.5 und
anschlieBende Gelfiltration erreicht.”” Gefaltetes rPrP-GPI
23 konnte in einer Ausbeute von 90 % erhalten werden. Die
Homogenitit von 23 wurde mit SDS-PAGE verifiziert, wobei
das Protein eine scharfe Bande bei 17 kDa ergab (Abbil-
dung 2 C). Circulardichroismus(CD)-Spektren belegen eine
a-helicale Struktur des Proteins, was fiir PrP¢ charakteristisch
ist. Dabei entsprechen die gemessenen molaren Elliptizitdten
fiir 23 denen fiir PrPC, das durch Expression in bakteriellen
und eukaryotischen Systemen gewonnen wurde, und sie un-
terscheiden sich nicht von denjenigen fiir gefaltetes rPrP ohne
GPI-Anker (Abbildung 3 A)."®* Gefaltetes 23 war Islich in
wissrigen Puffern ohne Zusatz von Tensiden oder Lipiden.

Zur Untersuchung des Einflusses des GPI-Ankers auf die
Membranassoziation wurde 23 in kleine unilamellare 1,2-
Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin(DOPC)-Vesikel
(SUVs) inkorporiert und mit einem Vesikel-Zentrifugations-

A) %
15

molare Elliptizitat / 10° —»

T T T T T |
190 200 210 220 230 240 250
Alnm —

Abbildung 3. A) CD-Spektrum von gefaltetem 23 (o) und rPrP () bei
0.2 mgmL~" in NaOAc-Puffer bei pH 5.5. B) Immunblotting-Analyse
des Vesikel-Pull-Down-Assays mit 23 (obere Reihe) und rPrP (untere
Reihe) mit dem PrP-spezifischen Antikérper A7. DOPC-Vesikel mit
einem durchschnittlichen Durchmesser von 80 nm wurden mit 23 ge-
mischt. Spur 1: Pellet der Zentrifugation bei niedriger Umdrehungszahl
von rPrP-GPI- und rPrP-Lésungen vor Zugabe von Vesikeln; Spur 2:
Uberstand der Zentrifugation bei hoher Umdrehungszahl der Vesikel
nach Inkubation mit PrP-Proben; Spur 3: Pellet der Zentrifugation bei
hoher Umdrehungszahl der Vesikel nach Inkubation mit PrP-Proben.
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assay untersucht. Ein Zentrifugationsschritt bei niedriger
Umdrehungszahl entfernte unlosliches Protein vor dem
Transfer in die Vesikel (Abbildung 3B, Spur 1). Es wurde
keine Prazipitation von 23 festgestellt. Vollstandig 16sliches
23 wurde 1:10 in eine Losung mit 10 mgmL  SUVs verdiinnt
und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei der nachfol-
genden Ultrazentrifugation wurden die Vesikel und die damit
assoziierten Proteine prézipitiert. Die Analyse der erhaltenen
Pellets und der Uberstinde ergab, dass sich 23 ausschlieBlich
im Pellet befand (Abbildung 3B, Spuren 2 und 3). Diese
Beobachtung lédsst den Schluss zu, dass 23 quantitativ mit den
Vesikeln assoziiert, obwohl der Anker nur eine einzige Cis-
Kette enthélt; dagegen werden in peptidischen GPI-Mimeti-
ka mindestens zwei Lipidketten fiir eine effiziente Veranke-
rung benotigt. rPrP ohne GPI-Anker hingegen verblieb unter
den gleichen Bedingungen im Uberstand (Abbildung 3B,
Spur 2). Diese Beobachtungen unterstreichen die besonderen
Eigenschaften von GPI-Ankern bei der Membranassoziation
von Proteinen.

Wir haben eine generelle Strategie zur Synthese homo-
gener GPI-verankerter Proteine entwickelt, basierend auf der
nativen chemischen Ligation eines synthetischen Cystein-
modifizierten GPI-Ankers mit einem rekombinanten Protein,
das iiber einen C-terminalen Thioester verfiigt. Der Zugang
zum lipidierten GPI-Anker beruht auf der Einfithrung des
Cysteinrestes in das GPI-Riickgrat vor der vollstdndigen
Entschiitzung und einer sinnvollen Wahl der Schutzgruppen.
Diese Strategie wurde zur Synthese eines GPI-verankerten
Prionproteins verwendet. Die préparative Zugénglichkeit von
lipidierten GPI-Ankern in Milligramm-Mengen zur selekti-
ven Proteinmodifizierung mithilfe nativer chemischer Liga-
tion eroffnet die Moglichkeit zur gezielten Untersuchung,
welche Auswirkungen diese komplexe posttranslationale
Modifikation auf die Proteinstruktur und -funktion hat. In-
vitro- und In-vivo-Experimente mit diesem GPI-verankerten
PrP sollen helfen, den Einfluss der GPI-vermittelten Mem-
branassoziation auf die Umwandlung in die pathogene PrP%-
Form aufzukléren.
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