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Peptidverkniipfung

Ein PEGyliertes, lichtspaltbares Auxiliar fiir die sequenzielle enzyma-
tische Glykosylierung und native chemische Ligation von Peptiden**

Claudia Bello, Shuo Wang, Lu Meng, Kelley W. Moremen und Christian F. W. Becker*

Abstract: Unser Verstindnis der spezifischen biologischen
Funktion von Proteinglykosylierungsmustern wiirde sehr von
zusdtzlichen Methoden profitieren, die einen direkten Zugang
zu homogenen Glykoproteinen ermoglichen. Hier wird die
Entwicklung und Anwendung einer effizienten Methode fiir
die Synthese komplexer, homogen glykosylierter Peptide, ba-
sierend auf einem multifunktionellen, lichtspaltbaren Auxiliar,
beschrieben. Der Einbau eines PEG-Polymers ins Auxiliar
ermoglicht die sequenzielle enzymatische Glykosylierung und
einfache Isolierung in sehr guten Ausbeuten. Die modifizierten
Peptide konnen mit Peptidthioestern, die durch direkte Hy-
drazinolyse und Oxidation der zugehorigen glykosylierten
Peptidharze erhalten werden, direkt nativ chemisch ligiert
werden. Die ligierten Glykopeptide lassen sich durch UV-Be-
strahlung unter milden Bedingungen entschiitzen. Die Me-
thode wird fiir die Synthese von Varianten des Tumormarkers
MUCI mit einem oder mehreren Tn-, T- oder Sialyl-T-Anti-
genen verwendet.

P osttranslationale Modifikationen (PTMs) beeinflussen die
Faltung und Aktivitit vieler Proteine. Ihre Fehlregulation ist
oft an der Entstehung und dem Fortschreiten schwerer
Krankheiten beteiligt.!! Obwohl sich unser Verstindnis der
Modifikation von Proteinen mit Kohlenhydraten in den
letzten Jahren deutlich verbessert hat,”’ wozu neue Synthe-
sewege, sowohl mithilfe hochentwickelter chemischer Me-
thoden® als auch durch die Kombination priparativer und
enzymatischer Ansitze,*! beigetragen haben, bleiben detail-
lierte Einblicke in diese Klasse der PTMs wegen ihrer Kom-
plexitdt und Heterogenitidt weiterhin eine Herausforderung.
Kiirzlich haben wir eine effiziente Methode zur Herstellung
von ortsspezifisch O-glykosylierten Mucin-1(MUCT1)-Poly-
peptiden vorgestellt,” wobei ein monodisperses PEG-Poly-
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mer am N-Terminus der Peptide eine quantitative enzymati-
sche Glykosylierung in Losung und anschlieBende Gewin-
nung der modifizierten Peptide durch einfache Gelpermea-
tionschromatographie (GPC), ohne aufwendige Reinigungs-
schritte, ermoglicht. Diese Methode liefert hohe Ausbeuten
und ist vielseitig anwendbar. Durch die direkte Verbindung
mit der nativen chemischen Ligation (NCL) konnen ldngere,
ortsspezifisch modifizierte O-glykosylierte Peptide erhalten
werden.

Jedoch verlangt dabei die proteolytische Entfernung des
Polymers den Einbau einer aus sechs Aminosduren beste-
henden Proteaseschnittstelle sowie eines nichtnativen Cy-
steinrests zur Durchfithrung der NCL-Reaktion. Um diese
Einschriankungen zu umgehen, kombinierten wir nun diese
beiden Funktionalititen (PEG-Einbau!® und Thiolgruppe fiir
die NCL) in einem lichtspaltbaren Auxiliar, das auf einem
1-Nitrophenyl-2-sulfanylethyl-Gertist beruht, wie es bereits
von den Gruppen von Aimoto® und Dawson! beschrieben
worden ist. Nach der photolytischen Entfernung des Auxiliars
bleibt ein natives Glycin an der Ligationsstelle zuriick. Die
milden Entschiitzungsbedingungen, in Kombination mit dem
hiufigen Vorkommen von Glycin in Proteinen, haben bereits
zu mehreren Anwendungen in Protein(semi)synthesen ge-
fiihrt."” Im Folgenden stellen wir die Synthese und Anwen-
dung eines lichtspaltbaren Auxiliars vor, das die Anbindung
eines PEG-Polymers fiir effiziente enzymatische Glykosylie-
rungen ermoglicht, die funktionellen Gruppen fiir NCL-Re-
aktionen bereitstellt und durch UV-Bestrahlung vollstidndig
entfernt werden kann (Schema 1).

Die Synthese des Auxiliars (siche Schema S1 in den
Hintergrundinformationen, auch fiir die mit Nummern ver-
sehenen Verbindungen) nutzte zu Beginn die von Dawson
etal. entwickelte Methode.”) Ausgehend von Vanillin (1)
wurden die gewiinschten Methylbutanoat-, Nitro- und Me-
thylengruppen eingefiihrt (2). Die nachfolgend vorgesehene
Sharpless-Aminohydroxylierung! war, selbst unter ver-
schiedensten Bedingungen, ineffizient. Daher wurde eine
schrittweise Strategie entwickelt, die mit der Sharpless-Di-
hydroxylierung™” begann, um das Diol 3 zu erhalten, das
dann in vier Schritten und mit 63 % Ausbeute in den ent-
sprechenden Aminoalkohol 4 umgewandelt wurde.®! Die
Mitsunobu-Reaktion,'¥ gefolgt vom Schutzgruppenaus-
tausch (Acetyl zu tert-Butylsulfanyl),™ generierte die fiir
NCL-Reaktionen erforderliche geschiitzte Sulfanylamino-
ethylgruppe (5). Ein katalytischer Ester-Amid-Austausch!"
fiihrte die Verkniipfungsstelle fiir das PEG-Polymer — und
potenziell fiir andere Modifikationen — ein (6). Abschlie-
Bende PEGylierung des freien primédren Amins, Entfernung
der Boc-Gruppe und Reinigung lieferten das gewiinschte
Auxiliar 7 in 68 % Ausbeute iiber die letzten zwei Schritte.
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Schema 1. Die Auxiliar-vermittelte chemoenzymatische Glykosylierungsmethode. Die SPPS eines 20meren MUCT-
Peptids mit einem PEGylierten Auxiliar ist die Basis fuir konsekutive Glykosylierungs- und Prizipitationsschritte
(rechts). Die gleichen Peptidvorldufer kénnen in Peptidhydrazide und nachfolgend in Peptidthioester umgewan-
delt werden (links). Beide Peptide werden in Ligationsreaktionen verwendet, um erweiterte glykosylierte MUC1-

Repeats zu erhalten.

Als Nichstes untersuchten wir den Einbau des Auxiliars
in das MUCI1-Peptid durch Ersetzen des nativen N-termina-
len Glycinrests (Schema 1). Das MUCI-Tandem-Repeat-
Peptid wurde durch Fmoc-basierte Festphasensynthese
(SPPS) hergestellt und der N-Terminus mit Iodessigsiure
modifiziert (analytische Daten in Abbildung S3) und an-
schlieBend in einer Sy2-Reaktion mit dem Auxiliar 7 umge-
setzt. Dabei wurde unter allen getesteten Bedingungen, in-
klusive Reaktionszeiten iiber mehrere Tage, nur wenig Pro-
dukt erhalten.

Um diesen kritischen Schritt zu verbessern, wurde die
Synthese des MUCI-Peptids auf TentaGel-Harz wiederholt,
wobei die niedrigere Peptidbeladung und die besseren
Quelleigenschaften im Vergleich zum zuvor verwendeten
Wang-PS-Harz vorteilhaft fiir die Kupplung des Auxiliars sein
sollten. Eine mogliche sterische Hinderung durch die PEG-
Kette wihrend der Substitutionsreaktion wurde dadurch re-
duziert, dass das Auxiliar 8, das anders als 7 keine PEG-Sei-
tenkette enthélt, erst eingefithrt und danach am Peptidharz
PEGyliert wurde. Die Auxiliarsynthese wurde durch Ein-
fiihren einer Fmoc-Schutzgruppe am primidren Amin ent-
sprechend modifiziert (Schritt m in Schema S1). Die Sy2-
Reaktion des Auxiliars 8 mit iodacetyliertem MUC1-Peptid-
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hs Diese Strategie
wurde fiir die Herstel-
- lung eines MUCI1-Auxi-

liar-Konjugats mit dem
Tn-Antigen (GalNAcal-
O-Thr) an Position 14
(Aux-MUC1(Tn) (10))
genutzt. Der Fmoc-
Thr(GalNAc-Ac;)-OH-
Baustein ermoglichte die
genaue Kontrolle der O-
Glykosylierungsstelle,
wobei alternativ auch die
Drosophila-Polypeptid-
GalNAc-Transferase 1
(dGaIlNACT1) zur orts-
spezifischen  Generie-
rung des Tn-Antigens
verwendet werden
kann.”! Das Konjugat 10
(siche  auch  Abbil-
dung S8) wurde nach
Iodacetylierung, Anbin-
den des Auxiliars, Spal-
tung vom Harz und Hydrazinolyse der Acetylschutzgruppen
des Zuckers in 4% Gesamtausbeute (basierend auf dem
SynthesemafRstab) erhalten.

Beim ersten Versuch, 10 zu synthetisieren, wurde das
GalNAc-Entschiitzen am Harz iiber Nacht mit 5% (v/v)
Hydrazinmonohydrat in Methanol durchgefiihrt. Uberra-
schenderweise wurden dabei nicht nur die Acetylgruppen
abgespalten, sondern das Peptid wurde vollstindig vom
Wang-TentaGel-Harz abgelost. Weitere Untersuchungen er-
gaben, dass Hydrazin durch nukleophilen Angriff auf den
Linker das geschiitzte Peptid unter Freisetzung eines Pep-
tidhydrazids quantitativ vom Harz abspaltet."”'¥ Diese auf
den ersten Blick unerwiinschte Reaktion bei der Herstellung
von 10 ermoglichte durch Verkniipfung mit der effizienten
Umwandlung von Peptidhydraziden in die entsprechenden
Peptidthioester!” die Synthese groBerer MUCI1-Segmente
durch sequenzielle NCL-Reaktionen mit Auxiliar- und
Hydrazid-modifizierten MUCI1-Peptiden. Um die Vorteile
solch difunktioneller MUCI1-Peptide vollstdndig nutzen zu
konnen, musste gezeigt werden, dass MUC1-NHNH, (16;
Schema 1) effizient in den entsprechenden Thioester 17 um-
gewandelt werden kann und dass die chemoenzymatische
Glykosylierung von Aux-MUCI(Tn)NHNH, (19; Abbil-
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dung 2) funktioniert. Aus fritheren Versuchen war bekannt,
dass Peptidthioester unter den verwendeten Glykosylie-
rungsbedingungen schnell hydrolysiert werden. Peptidhydr-
azide, die unter den Glykosylierungsbedingungen deutlich
stabiler sind, als Vorldufer eines Peptidthioester sollten
jedoch die sequenzielle enzymatische Glykosylierung und
nachfolgende Verkniipfung glykosylierter Peptide mittels
NCL ermoglichen. Dariiber hinaus bietet damit das gleiche
Peptidharz den Zugang zur Peptidsidure und zum Peptid-
hydrazid.

Um die Umwandlung von MUC1-NHNH, (16) in den
MUCI1-Thioester 17 zu testen, wurde das MUC1-Peptid-Harz
iiber Nacht mit 5% (v/v) Hydrazinmonohydrat in Methanol
inkubiert. MUC1-NHNH, (15) wurde in 85% Gesamtaus-
beute erhalten, und die Behandlung in Lésung mit einer TFA/
TIS/H,O-Mischung (92.5:5:2.5) fiithrte zum gewiinschten,
vollstidndig entschiitzten 16 (Abbildung S9). Umsetzung mit
NaNO, und anschlieBende Zugabe von MesNa lieferten den
Thioester 17 (Abbildung S10), der nach HPLC-Reinigung in
14 % Gesamtausbeute erhalten wurde.

In einem nidchsten Schritt konnten wir zeigen, dass das
PEGylierte Auxiliar tatsdchlich eine schnelle enzymatische
Glykosylierung der MUC1-Peptide ermdglichte, dhnlich wie
es schon fiir das N-terminal PEGylierte MUC1 beschrieben
wurde.’! Die Glykosylierung von Aux-MUC1(Tn) (10) mit
der humanen Transferase C1GalT1 ergab Aux-MUCI(T) (11)
mit dem T-Antigen (Galf1-3GalNAca an Thrl4) in exzel-
lenter Ausbeute (Abbildung 1 und Abbildungen S12 A,B).
Inkubation mit einer Mischung aus Ethanol und Diethylether
bei —80°C induzierte das Ausfillen von 11, das dann durch
Zentrifugieren in 95% Ausbeute gewonnen (Abbildung 1
und Abbildung S12B) und direkt fiir den néchsten Glykosy-
lierungsschritt verwendet wurde. Die Inkubation von 11 mit
CMP-Neu5Ac in Gegenwart der rekombinanten Transferase
ST3Gall ermoglichte eine effiziente Verldngerung des Di-
saccharids zum Neu5Aco2-3GalB1-3GalNaca-Trisaccharid
und ergab Aux-MUCI(sT) (12) mit dem Sialyl-T-Antigen in
90% Ausbeute (Abbildung1 und Abbildung S12B). Mit
dhnlichen Bedingungen fiir alle Glykosylierungsreaktionen,
aber liangerer Inkubation mit dem Ethanol/Ether-Gemisch
bei —80°C (6-12 h statt 4 h) gelang es, die sequenzielle Gly-
kosylierung weiter zu vereinfachen, da auf die Spin-Séulen-
GPC verzichtet werden konnte. Als Kontrollexperiment
wurde MUCI1(Tn) ohne N-terminales Auxiliar und PEG
eingesetzt. Dabei konnten nach der enzymatischen Glykosy-
lierung nur 27 % an MUCI(T) isoliert werden, was die Vor-
teile der PEGylierung klar aufzeigt (Abbildung S12C).

Um alle Vorteile des Auxiliars zu demonstrieren, wurden
die glykosylierten Peptidkonjugate mittels NCL mit MUCI-
SR (17) verkniipft. Nichtglykosyliertes Aux-MUCI (9) wurde
verwendet, um optimale Ligationsbedingungen zu finden.
Die Thiolgruppe des Auxiliars wurde vor der Zugabe von 17
durch 6 h Inkubation mit TCEP bei 24°C entschiitzt. Die
optimierten NCL-Bedingungen fiir MUCI-Peptide (65%
Umsatz zum Ligationsprodukt nach zwei Tagen) basieren auf
einem NaPi-Puffer (pH 7.5) bei 30°C mit Aux-MUC1 (9) in
einer Konzentration von 8 mm und 2.5-fachem Uberschuss an
Thioester 17 (Abbildung S15A). Diese Bedingungen wurden
fiir die Synthese des glykosylierten MUC1-Aux-MUC1(Tn)
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Abbildung 1. Oben: Sequenzielle enzymatische Glykosylierung von 10
zu 11 und 12 als Ausgangsverbindungen fiir NCL-Reaktionen mit 17.
MUCT1: Tandem-Repeat-Sequenz des Mucins 1 VTSAPDTRPAPGSTAP-
PAH; die O-Glykane auf der Thr14-Seitenkette sind in Klammern ange-
geben. Tn: GalNAca, T: GalB1-3GalNAca, sT: Neu5Aca2-3GalB1-3Gal-
Naca. Unten links: HPLC-Chromatogramme nach Prizipitation und
der NCL-Reaktion nach 24 h. Injektionspeak bei 2 min; Peak bei

12.14 min: Peptidthioester 17. Unten rechts: ESI-Massenspektren.

(18) verwendet, das ausgehend von 17 und 10 in 78% Aus-
beute nach 36 h Inkubation bei 30°C erhalten wurde (Ab-
bildung S15B).

Nachdem die einzelnen Funktionen des Auxiliars in
MUCI-Peptiden gezeigt werden konnten, koppelten wir die
Glykosylierungs- und die NCL-Reaktion in einer sequenzi-
ellen enzymatischen Glykosylierung von Aux-MUCI(Tn)
(10) zum sialylierten core 1 enthaltenden Konjugat Aux-
MUCI(sT) (12), das durch Prizipitation isoliert und direkt in
einer Ligationsreaktion mit 17 verwendet wurde. In diesem
Fall war mehrmals die Zugabe von TCEP erforderlich, um die
tert-Butylsulfanylgruppe vollstindig vom Auxiliar zu entfer-
nen (Abbildung S15C). Die Zugabe von 17 und MesNa zur
Ligationsmischung fiihrte nach einem Tag in 70 % Ausbeute
zum gewiinschten Produkt 13 (Abbildung 1).

SchlieBlich wurde sowohl beim nichtglykosylierten
MUCI1-Aux-MUCI1 als auch bei 13 und 18 das PEGylierte
Auxiliar lichtinduziert abgespalten, und zwar durch UV-Be-
strahlung des Ligationsgemischs in Wasser oder in einer
Wasser/Acetonitril-Mischung. In allen Féllen wurde nach 30
Minuten Bestrahlung mit einer UV-A-Lampe kein Edukt
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Zuschriften

mehr detektiert. Gleichzeitig wurde das gewtiinschte Produkt
gebildet, welches mittels HPLC isoliert wurde (Abbildun-
gen S16-S18).

Wie bereits oben beschrieben sind Peptidhydrazide
niitzliche und unter den verwendeten Glykosylierungsbedin-
gungen stabile Vorstufen fiir die selbst schnell hydrolysie-
renden Peptidthioester. Die hydrazininduzierte Spaltung des
Aux-MUCI1(Tn)-Peptidharzes lieferte geschiitztes Aux-
MUCI1(Tn)-NHNH, (19; Abbildung S11A), das nach saurem
Entschiitzen in Losung erfolgreich in sequenziellen Gly-
kosylierungsreaktionen verwendet wurde, wobei das ent-
sprechende Hydrazid Aux-MUCI1(sT)-NHNH, (21) in Aus-
beuten #dhnlich denen an 12 erhalten wurde (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Sequenzielle enzymatische Glykosylierung von 19, einer
Vorstufe fiir glykosylierte Peptidthioester, und die entsprechenden ESI-
Massenspektren.

Die Behandlung mit NaNO,, Ascorbinsdure (um Nitros-
aminbildung am Auxiliar zu unterdriicken) und MesNa fiihrte
zum gewiinschten Thioester Aux-MUCI1(sT)-SR (22) in 63 %
Ausbeute (siehe die Hintergrundinformationen).

Um das Potenzial dieses Ansatzes weiter zu untersuchen,
wurde ein vollig ungeschiitztes Konjugat aus zwei glykosy-
lierten MUCI-Peptiden synthetisiert (Abbildung 3). Dafiir
wurde ein MUC1-Peptid mit einem Tn-Antigen an Position 7
(23) hergestellt und in den entsprechenden Thioester iiber-
fiihrt. Hydrazinspaltung, Entschiitzung, Behandlung mit
NaNO, und MesNa lieferten reibungslos das gewiinschte
Peptid MUC1(Tn’)-SR (24; Abbildung S20) in 43% Aus-
beute. Dieses wurde in einer NCL-Reaktion mit 10 in 35 %
Ausbeute zu 25 (Abbildung S21) umgesetzt.
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Die Glykosylierung und Prézipitation von 25 fiihrte zu
MUCI(T?)-Aux-MUCI(T) (26; Abbildung 3 und S22), das
aus zwei MUCI1-Tandem-Repeats mit einem T-Antigen an
verschiedenen Positionen besteht. Dieses viel lingere Peptid
mit nur einem Auxiliar in der Mitte wurde effizient durch
Prézipitation unter dhnlichen Bedingungen wie oben be-
schrieben isoliert (80%). AnschlieBend wurde es 6 min bei
365 nm bestrahlt, und das gewiinschte 27 wurde in 53%
Ausbeute erhalten. Das Konjugat 26 wurde in einem weiteren
Glykosylierungs-Prazipitations-Schritt in das sialylierte 28
iberfiithrt (68 % isoliert; Abbildung3 und S23). UV-Be-
strahlung entfernte das Auxiliar, und reines MUC1(sT")-G-
MUCI(sT) (29) wurde in 12% Ausbeute nach HPLC-Reini-
gung erhalten (Abbildung 3). Die beschriebenen Ergebnisse
zeigen die Moglichkeiten dieser Methode fiir die chemoen-
zymatische Synthese glykosylierter Peptide sowie das Poten-
zial zur Kombination mit NCL, um groBere Polypeptide mit
unterschiedlichen, aber spezifischen Glykosylierungsmustern
zu erhalten.

Das hier vorgestellte PEGylierte Ligationsauxiliar er-
moglicht die sequenzielle quantitative enzymatische Gly-
kosylierung von Peptiden in Losung ohne aufwendige chro-
matographische Reinigungsschritte, und es vermittelt spur-
lose NCL-Reaktionen. Die Auxiliar-modifizierten (und gly-
kosylierten) Peptide konnen in NCL-Reaktionen mit anderen
MUCI1-Tandem-Repeat-Peptiden, die einen C-terminalen
Thioester tragen, verwendet werden. Alle hier eingesetzten
Peptidthioester wurden durch Hydrazinolyse und Oxidation
der gebildeten Hydrazide erhalten. Die mit ihnen durchge-
fithrten NCL-Reaktionen ergaben Ausbeuten > 65%, und
das Auxiliar lie3 sich sauber von den Ligationsprodukten
entfernen. Die lichtinduzierte Abspaltung des Auxiliars hin-
terldsst einen Glycinrest an der Ligationsstelle, was diese
Methode auf die Verwendung an Positionen mit natiirlichen
Glycinresten, die gliicklicherweise hédufig in Proteinen vor-
kommen, beschrdnkt. Die Kombination des neuen PEGy-
lierten Auxiliars mit der Synthese von Peptidthioestern durch
Hydrazinolyse ermoglicht die direkte Herstellung ortsspezi-
fisch O-glykosylierter Peptidthioester, wodurch sich neue
Wege zur Synthese von Polypeptiden mit zwei oder mehr
MUCI1-Tandem-Repeats mit unterschiedlichen Glykosylie-
rungsmustern eroffnen. Das Steuern der Bildung des Thio-
esters und des Entschiitzens der Thiolgruppe im Auxiliar er-
moglicht auch die gezielte Verldngerung jedes Peptidbau-
steins in C- und N-terminale Richtung. Wir werden diese
Methode nutzen, um eine Bibliothek ortsspezifisch O-gly-
kosylierter MUC1-Varianten mit unterschiedlichen Glyko-
sylierungsmustern zu synthetisieren, um diese fiir eine de-
taillierte Untersuchung dieser Muster in der MUC1-Funktion
einzusetzen.

Die Methode ist nicht auf die Synthese glykosylierter
MUCI1-Analoga beschrinkt, sondern sie kann auch fiir die
Synthese vieler groflerer, posttranslational modifizierter
Proteine verwendet werden. Einschrdnkungen ergeben sich
nur durch die Identifizierung eines passenden Glycinrests fiir
die Positionierung des Auxiliars und die Verfiigbarkeit pas-
sender Chemie oder Enzyme fiir die Einfithrung der ge-
wiinschten PTMs.
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Abbildung 3. Synthese der ungeschiitzten glykosylierten Peptide 27 und 29 durch NCL, Glykosy-
lierung und UV-Bestrahlung und ihre HPLC-Chromatogramme und Massenspektren.
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