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Die Synthese von einheitlich glycosylierten Glycoprotei-
nen" und Analoga®? ist ein neuartiger Ansatz, um den
Einfluss der Kohlenhydratketten auf die Funktion therapeu-
tischer Glycoproteine zu untersuchen. Diese Forschungen
ergaben sich zunéchst aus der Anforderung, definierte Gly-
coformen fiir derartige Untersuchungen bereitzustellen, und
sie erhielten zusdtzliche Bedeutung, nachdem gezeigt wurde,
dass einzelne Glycoformen'” sehr unterschiedliche Funktio-
nen haben kénnen.'? Die gegenwirtigen Methoden zur
Synthese von N-Glycoproteinen umfassen die Fest-
phasenglycopeptidsynthese,*'¥ die Verwendung von Trans-
glycosidasen!"” oder enzymatisches Remodeling,'®! maBge-
schneiderte Zelllinien!"”"® und besonders den Einsatz che-
moselektiver Ligationsmethoden.!”?! In der vorausgehen-
den Zuschrift® konnten wir durch Ligation exprimierter
Proteine (EPL) aktive RNase A erhalten, wobei das rekom-
binante RNase-Segment mit sieben Cysteinen durch die Bil-
dung von gemischten Disulfiden chemisch stabilisiert wurde.
Wir haben diesen Ansatz weiter ausgebaut und eine Glyco-
form der bovinen RNase, die ein biantennires komplexes
Nonasaccharid enthilt (RNase C*), durch sequentielle®*"
native chemische Ligation synthetisiert (Schema 1).

Die urspriingliche Strategie zum Aufbau N-glycosylierter
RNase sah lediglich eine Ligation an Cys40 vor (Schema 1),
die das rekombinante RNase-Fragment 40-124 mit dem
synthetischen Glycopeptidthioester RNase 1-39 verkniipfen
sollte. Ein Thioester von RNase 1-39, der ein acetyliertes N-
Acetylglucosamin an Asn34 enthielt, konnte nach der Fmoc-
Strategie an einem Polystyrol-Harz mit Safety-Catch-Linker
synthetisiert werden.”” Nach der Alkylierung, Thiolyse und
Entschiitzung wurde der Glycopeptidbenzylthioester von
RNase 1-39 erhalten, jedoch in geringer Ausbeute und
Reinheit. Diese Schwierigkeiten regten die Entwicklung
eines Safety-Catch/Rink-Amid-Doppellinker-PEGA-Harzes
an, das sich als giinstig fiir die Synthese von Glycopeptid-
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Schema 1. Retrosynthese von einheitlich glycosylierter RNase C.

thioestern mit komplexen N-Glycanen erwiesen hatte.[**%"]
Beim Versuch einer schrittweise Synthese des Glycopeptids
RNase 1-39 mit einem acetylierten komplexen N-Glycan-
Nonasaccharid an Asn34 brach die Reaktion iiberraschen-
derweise bereits bei Glycopeptiden mit weniger als 20 Ami-
nosduren aufgrund zahlreicher Nebenreaktionen ab. Daher
wurde eine weitere Ligation an Cys26 eingeplant. Dadurch
reduzierte sich der synthetische Glycopeptidthioester auf ein
14-mer (26-39), der Cys26 in maskierter Form fiir eine se-
quentielle native chemische Ligation mit dem Thioester E der
RNase 1-25 trigt (Schema 1). In der sequentiellen nativen
chemischen Ligation sollte der vor kurzem entwickelte
Thiazolidinschutz des N-terminalen Cysteins eingesetzt
werden, da dieses Verfahren auch als Eintopfreaktion
durchgefiihrt werden kann.?%!

Zur Synthese des Glycopeptidthioesters der RNase 26-39
(6) (Schema 2a) wurde das Doppellinker-PEGA-Harz ver-
wendet, an dem die RNase 35-39 (1) wie beschrieben ange-
kniipft wurde.’® Der Fmoc-Asn-Baustein 2, der ein bian-
tennires komplexes Nonasaccharid trigt, wurde aus Eigelb®!
iiber eine disialylierte Fmoc-Asn-Vorstufe erhalten, die unter
sauren Bedingungen hydrolysiert wurde.®! Die Glycosyl-
aminoséure 2 (0.8 Aquiv.) wurde an das Harz 1 gekuppelt,
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Schema 2. Synthese des Thioesters der RNase 26-39: a) Fmoc-Asn-(Nonasaccharid)-OH (2) (R?=OH), PyBOP, DIPEA, DMSO/NMP; b) Ac,0/
AcOH/Pyridin (1:1:1.5) (R*=Ac); c) 20% Piperidin/NMP; d) manuelle Festphasensynthese mit Fmoc-Aminosauren (4 Aquiv.), HCTU (4 Aquiv.),
Cl-HOBt (4 Aquiv.), DIPEA (9 Aquiv.), NMP; e) 10% Hydrazin in THF/MeOH (1:1); f) TMSCHN,, n-Hexan, DCM; g) 3-Sulfanylpropionsaureethyl-
ester, DMF; h) TFA, 3-Sulfanylpropionséureethylester, TES, H,0. PyBOP = Benzotrlazolyl 1-oxytripyrrolidino-phosphoniumhexafluorophosphat,
DIPEA = Diisopropylethylamin, DMSO = Dimethylsulfoxid, NMP = N-Methylpyrrolidon, HCTU = N-[(1H-6-Chlorbenzotriazol-1-yl) (dimethylamino)-
methylen]-N-methylmethanaminium-hexafluorophosphat-N-oxid, HOBt = 1-Hydroxybenzotriazol, TES = Triethylsilan, Boc = tert-Butoxycarbonyl,
Trt="Triphenylmethyl, Pbf=2,2,4,6,7-Pentamethyl-2,3-dihydro-1-benzofuran-5-sulfonyl
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und die freien Aminogruppen wurden mit Essigsdureanhy-
drid/Essigsdure/Pyridin (1:1:1.5) blockiert, ohne dass der
Safety-Catch-Linker acetyliert wurde.” Unter diesen Be-
dingungen wurden auch die OH-Gruppen acetyliert, um ihre
mogliche Veresterung bei den nachfolgenden Peptidkupp-
lungen zu vermeiden. Die Ankniipfung der terminalen Ami-
nosduren war nach dem Einbau eines Lys-Ser-Pseudoprolin-
bausteins deutlich vereinfacht.’! Zusitzlich wurden Norleu-
cin-Reste anstelle von Methionin 30 und 31 verwendet, da die
bekannte Neigung dieser RNase-Sequenz zur Bildung von
Sulfoxiden wihrend der manuellen Synthese nicht unter-
driickt werden konnte. Im Allgemeinen hat ein Ersatz durch
Norleucin keinen Einfluss auf die Faltung und Aktivitidt der
meisten Proteine.’>*! Als weitere Verbesserung sollte der
Glycopeptidthioester  26-39  mit
einem entschiitzten N-Glycan erzeugt
werden, um die anschlieBende native
chemische Ligation zu vereinfachen
und Nebenreaktionen zu vermeiden.
Daher wurde eine Abspaltung der
Acetylgruppen an der Festphase®

7

7R =Alkin =

tionsempfindlichen Intermediate zu umgehen. Das durch
gemischte Disulfide geschiitzte Fragment B (9) und der
Thioester 6 wurden sehr effizient in Gegenwart von Tris-2-
(carboxyethyl)phosphan (TCEP)®" und Thiophenol ligiert,
und das N-terminale Cystein konnte anschlieSend durch eine
Behandlung mit Methoxyamin®! (0.2m, pH 3-4, 4 h) ent-
schiitzt werden. Allerdings ergab die folgende Ligation mit
dem Thioester E nur einen geringen Anteil der Vollldngen-
RNase. Stattdessen hatte sich das C-terminale N-Methoxy-
amid® von E in Abhingigkeit vom jeweiligen pH-Wert ge-
bildet. Trotz der wiederholten Zugabe von weiterem Thio-
ester E bei pH 6.5 konnte nur eine unvollstdndige Ligation
(ca. 20%) erreicht werden. Daher musste das entschiitzte
Glycopeptid RNase 26-124 mit acht freien Thiolgruppen

HO 9,

HO
NHAl
o

SCE=2-Carboxyethylthio
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Methanol behandelt wurde. FEine o
vollstindige Entschiitzung konnte
nur unter Verwendung einer opti-
mierten Loungsmittelmischung
(MeOH/THF 1:1) erreicht werden,
was darauf hindeutet, dass gleichzei-
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entfernt. Trotz einer begleitenden O-
Methylierung des Zuckerteils (10—
20%) konnte reiner Thioester 6 in
18% Ausbeute nach HPLC-Reini-
gung erhalten werden (siehe Hinter-
grundinformationen, Schema S3). SH

Der Thioester 1-25 (E) konnte l

E RNase 1-25 S(CH,),COOEt

d) 6 m GdmCI, 0.1 m NazHPQ4, 2 mm EDTA
30 mm TCEP, 0.2m MPAA, pH 7.0
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gebaut werden, wobei ein Ser-Ser- R

Pseudoprolindipeptid an den Posi-

tionen 15,16 und 21,22 eingesetzt und f) Riickfaltung + RNase-Assay

die vorherigen Bedingungen zur

Thioesterbildung und Entschiitzung '—|
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Segmente der RNase C wurden erste R

Ligationsexperimente im Eintopfver-
fahren durchgefiihrt, um die Isolie-
rung der thiolreichen und oxida-
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Schema 3. Sequentielle native chemische Ligation von RNase-Varianten, die an Asn34 Propargyl-
glycin oder GlcNAc-B-Asn enthalten. Die Zwischenprodukte 12 and 13 wurden isoliert, zu Volllan-
gen-RNasen ligiert und zuriickgefaltet.
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isoliert werden. Aufgrund der Oxidationsempfindlichkeit
dieses Intermediats wurden die Schritte mit den leichter zu-
ginglichen Alkin-®! (7) und GlcNAc-Thioestern (8) optimiert
(Schema 2b und Schema S3). Die Verbindungen 7 (14%
Ausbeute) und 8 (18 % Ausbeute) konnten an Doppellinker-
PEGA-Harz® synthetisiert werden. Die Ligationen der
Thioester wurden in 6M GdmCI-Losung unter Zusatz von
30 mm TCEP und 3% Thiophenol in einer Stickstoffatmo-
sphire durchgefiihrt (<10 ppm O,) (Schema 3). Nach zwei
Tagen konnten durch HPLC-MS hohe Umsitze gefunden
werden, worauf die Thiazolidine der Ligationsprodukte 10
(Schema S4) und 11 (Schema S5) durch Zugabe von 0.1m
Methoxyamin bei pH 34 geoffnet wurden. Das Cys-Peptid
12 wurde nach der vollstindigen Entschiitzung (LC-MS)
durch Gelfiltration unter sauren Bedingungen in 44 % Aus-
beute isoliert. Eine zusitzliche Reduktion von 13 mit TCEP
bei pH 6 vor der Gelfiltration ergab eine Ausbeute von 74 %
(Schema S5). Beide Cys-Peptide wurden anschlieBend mit
einem Uberschuss an Thioester E unter reduzierenden Be-
dingungen ligiert, wobei das stark aktivierende Thiol® p-
Mercaptophenylessigsdure (MPAA, 0.2M) verwendet und auf
besonderen Ausschluss von Sauerstoff geachtet wurde. Unter
diesen stringenten Bedingungen waren die Ligationen inner-
halb eines Tages beendet, und die Volllingen-RNasen 14
(Schema S4) und 15 (Schema S5) konnten durch Gelfiltration
erhalten werden. Die Riickfaltung der in 6M GdmCI + 0.2m
GSH gelosten RNasen 14 und 15 wurde durch Verdiinnen mit
einem 0.3 mM GSSG enthal-

tenden Puffer eingeleitet. Mit  , o» o o
einem Aliquot der Riickfal- wok-%,-x %

Angewandte

ergab nach einem Tag RNase 1-124 (20) (Schema S6). An-
gesichts der guten Loslichkeit von MPAA zusammen mit
ihren faltungsférdernden Eigenschaften*!! wurde die Reak-
tionsmischung direkt durch Verdiinnen mit einer 0.3 mm
GSSG-Losung zuriickgefaltet. Dabei ersetzt MPAA das iib-
licherweise als Reduktionsmittel zugesetzte GSH. Nach 4
Tagen wurde das Protein aus der Riickfaltungslosung durch
Gelfiltation isoliert (71 % Ausbeute, Schemata S1 und S7).
Die riickgefaltete synthetische RNase C 21 wurde auf enzy-
matische Aktivitat®? untersucht (Schema S7).*! Beim Ver-
gleich mit einer kommerziellen Probe von RNase A der
gleichen Konzentration ergab sich eine relative Aktivitét von
56 % . Das CD-Spektrum zeigt, dass das synthetische Glyco-
protein eine geordnete Struktur hat, die der nativen RNase
dhnelt (Schema S8). Die nahezu native Struktur und die hohe
enzymatische Aktivitdt des Endprodukts 21 belegen, dass die
chemische Synthese eines Glycoproteins mit der Komplexitat
der RNase tatsdchlich gelang. Am Beispiel der RNase C
Met30,31Nle (21) wurde die erste Synthese eines N-Glyco-
protein-Enzyms mit tiber 100 Aminosduren durch sequenti-
elle native chemische Ligation gezeigt.

Diese Semisynthese des Glycoprotein-Enzyms RNase C
durch sequentielle native chemische Ligation kombiniert als
Schliisselelemente die Verwendung eines rekombinanten
RNase-Fragments, das durch gemischte Disulfide stabilisiert
wurde, mit einem synthetischen Thioester, der nur einen
Thiazolidin-Schutz tragt. Bei den thiolreichen Peptiden war

Chemie
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durch Einwirkung von Meth-
oxyamin bei pH 3-4 entschiitzt
wurde. Nach Reduktion mit
TCEP und Gelfiltration in 25-
proz. Acetonitril wurde die
glycosylierte RNase 26-124
(19) mit freiem N-terminalem
Cystein erhalten (48 %, Sche-
mata S1 und S6). Die an-
schlieBende Ligation mit dem
Thioester 1-25 (E) verlief glatt
in Gegenwart von 0.2M MPAA
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Schema 4. Optimierte sequentielle native chemische Ligationen und Riickfaltung von RNase C Met30,31Nle, die ein
biantennires N-Glycan an Asn 34 enthailt.
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der strikte Ausschluss von Sauerstoff eine essenzielle Vor-
aussetzung fiir effiziente Ligationen. Aufbauend auf den
verbesserten Reaktionsbedingungen, die im Verlauf dieses
Projekts entwickelt wurden, riickt die Semisynthese von
thiolreichen N-Glycoproteinen und Analoga von therapeuti-
schem und biochemischem Interesse in greifbare Nihe.
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