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Totalsynthese von Erythropoietin: ein Ergebnis der
Entwicklung wegbereitender Synthesetechniken

Richard J. Payne*

Glycosylierungen sind die hé&ufigsten posttranslationalen
Modifikationen bei Proteinen, und geschétzte 50-70 % aller
Proteine des Menschen tragen kovalent gebundene Gly-
cane.'! Die Glycosylierung von Proteinen ist an verschie-
densten Prozessen beteiligt, einschlieflich Befruchtung, Im-
muniiberwachung, Hormonaktivitit, neuronale Entwicklung
und Proteinfaltung.” Trotz der unbestreitbaren Bedeutung
der Glycosylierung war es bisher mithsam, die Auswirkungen
dieser Modifikation auf die Struktur und Funktion von Pro-
teinen aufzukldren. Einer der Hauptgriinde hierfiir ist, dass
solche Glycoproteine in reiner Form schwer zugénglich sind.
Dieses Problem entsteht insbesondere dadurch, dass, anders
als die Proteinsynthese, der Glycosylierungsprozess nicht an
einer Matrize stattfindet. Glycosylierungen werden vielmehr
von Glycosyltransferasen gesteuert, die zu Mischungen von
Glycoformen fiihren. Da sich diese Glycoformen nur in der
Art der kovalent gebundenen Glycane unterscheiden, sind sie
mit chromatographischen Methoden oftmals unmoglich zu
trennen. Rekombinantes humanes Erythropoietin (thEPO),
ein Multimilliarden-Dollar-Wirkstoff zur Behandlung von
Anémie, ist ein aus 166 Aminoséduren aufgebautes Protein mit
vier Glycosylierungsstellen: drei hoch variable N-verkniipfte
Stellen (an Asn-24, Asn-38 und Asn-83) und eine stirker
konservierte O-verkniipfte Stelle (an Ser-126). Als Folge
seiner Produktion in Sdugerzellen wird rhEPO als komplexe
Mischung von Glycoformen vertrieben, und es ist unbekannt,
welcher der Glycosylierungszustdande von EPO die hochste
Aktivitét hat.

Wildtyp-EPO, in dem alle vier Glycosylierungsstellen mit
Glycanen besetzt sind, ist das ultimative Ziel aller Synthese-
bemithungen und war daher Gegenstand intensiver For-
schungen. Es gibt eine Reihe eleganter Synthesen von EPO-
Analoga.P! Kiirzlich beschrieb die Arbeitsgruppe von Kaji-
hara die Synthese von Volllingen-EPO [allerdings mit zwei
Aminosduremutationen (Glu21Ala and Gln78Ala) zur Er-
leichterung der Synthese] mit einem komplexen sialylierten
biantenniren Glycan.!! Der Zugang zu einer reinen Glyco-
form von EPO mit allen vier Glycanen war bislang ver-
schlossen.
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Im Prinzip sollte es einem groflen Team von Synthese-
chemikern mittels derzeit verfiigbarer Technologien gelingen
konnen, einen Zugang auch zu einem derart komplexen
Molekiil wie EPO zu erreichen. Dies kann aber nicht das Ziel
sein — vielmehr gilt es, wegbereitende Technologien zu ent-
wickeln und einzusetzen, mit denen jede Art von Glycopro-
tein in reiner Form fiir biologische Studien hergestellt werden
kann. Synthesemethoden wie Festphasenpeptidsynthese
(SPPS) und native chemische Ligation erfiillen solche Krite-
rien und wurden fiir die chemische Synthese von hunderten
von Proteinen eingesetzt. Das Fehlen robuster und operativ
einfacher Methoden zur Ankniipfung von Glycanen an Pep-
tide ist ein erhebliches Hemmnis fiir den raschen Aufbau von
Glycoproteinen, und der Fortschritt in diesem Bereich hinkt
der Entwicklung bei unglycosylierten Proteinen hinterher.

Kiirzlich berichteten nun die Arbeitsgruppen von Dani-
shefsky® und Unverzagt'® unabhingig voneinander iiber eine
neue Synthesestrategie fiir die einfache und effiziente Her-
stellung von N-verkniipften Glycopeptidfragmenten. Die
Danishefsky-Gruppe benutzte diese Strategie anschlieBend in
der ersten Totalsynthese von homogenem synthetischem
EPO mit vier Glycanen.”" Dieses Highlight soll die neuen
Methoden beleuchten und diesen Meilenstein in der Total-
synthese von Glycoproteinen wiirdigen.

Konventionell werden N-verkniipfte Glycopeptide durch
zwei Methoden hergestellt: 1) linearer Einbau von vorab
hergestellten Glycosylaminosdure-,,Kassetten* in das harz-
gebundene Peptid oder 2) konvergente Losungs- oder Fest-
phasen-Aspartylierung von Glycosylaminen durch spezifische
Aspartinsidure(Asp)-Reste innerhalb einer Peptidsequenz.[!
Die groBten Nachteile der ,,Kassetten“-Strategie sind der
hohe Aufwand an kostbaren glycosylierten Bausteinen in den
iterativen Schritten und die aus sterischen Griinden verrin-
gerte Effizienz der Kupplungsreaktion bei groeren Glyca-
nen. Der Hauptnachteil der Aspartylierungsmethode ist die
erhebliche Bildung von Aspartimid-Nebenprodukten wih-
rend der Aktivierung der Asp-Seitenkette, die, vor allem bei
groleren Glycanen, oftmals schneller verlduft als die Bildung
der gewiinschten Amid-Verkniipfung. Die neue Strategie der
Gruppen von Danishefsky und Unverzagt ist in ihrer Ein-
fachheit elegant. Die Autoren demonstrieren, dass die Nut-
zung eines gem-Dimethyloxazolidinrings (auch bekannt als
Pseudoprolin(WPro)-Rest) als konformativ einschrankende
Gruppe von X-Serin(Ser)- und X-Threonin(Thr)-haltigen
Dipeptideinheiten, wie sie innerhalb der in allen N-ver-
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kniipften Glycoproteinen vorhandenen Asn-X-Ser/Thr-Kon-
sensussequenz gefunden werden, die Bildung von Aspart-
imiden durch die Reaktion einer Asp-Seitenkette mit einem
Glycosylamin wirksam unterdriickt (Schema 1). Die Autoren

in Losung:

(Danlshefsky) X{

Petld § /&/
Festphase:

(Unverzagt) 0/\/ [0}

o,i1

Schema 1. Konvergente Synthese von N-verkniipften Glycopeptiden durch 1Pro-abgeleite-

te Peptide. PGs = Schutzgruppen.

demonstrieren die Niitzlichkeit dieser Methode anhand der
Herstellung einer breiten Auswahl von Glycopeptiden und
Glycopeptidthioestern (einschlieBlich mehrerer Fragmente
von EPO) sowohl in Losung als auch an fester Phase. Anzu-
merken ist, dass die Herstellung von Glycopeptidthioestern
durch diese Strategie in Anbetracht der Verwendung dieser
Bausteine als Acyldonoren in der Ligationschemie besonders
niitzlich ist. Die Gruppe von Danishefsky erzeugte Glyco-
peptide und Glycopeptidthioester in Losung durch eine
Kupplungsreaktion mit freien Asp-Seitenketten an ansonsten
vollstdndig seitenkettengeschiitzten Peptiden mit WPro-ab-
geleiteten Serin- oder Threoninresten in der n+ 2-Stelle.l”!
Saure Entschiitzung lieferte anschlieend die gewiinschten N-
glycosylierten Zielstrukturen. Unter Verwendung einer Al-
lylester-Schutzgruppe an der Asp-Seitenkette und eines
WPro-abgeleiteten Serin- oder Threoninrestes in der n+2-
Stelle erreichten Unverzagt und Mitarbeiter die selektive
Demaskierung der Asp-Seitenkette, gefolgt von der Aspar-
tylierung eines Glycosylamins am Harz.®! Beide Arbeits-
gruppen fiithrten Glycosylamine in der Grofle von Monosac-
chariden bis Dodecasacchariden ein, und obwohl die Aus-
beuten fiir die groeren Oligosaccharide auf 20-30 % sanken,
wurden in allen Féllen wenige bis keine Aspartimide gebildet.
Vermutlich fiihrt die Umwandlung der normalerweise vor-
handenen trans-X-Ser/Thr-Bindung in die cisoide Geometrie
zu einer ungiinstigen lokalen Konformation, die die Neigung
des Riickgrat-Amids fiir nucleophile Angriffe an der akti-
vierten Seitenkette des Asp vermindert. Neben der Unter-
driickung der Aspartimidbildung ist einer der enormen Vor-
ziige dieser Methode, dass Ser- und Thr-abgeleitete WPro-
Dipeptide kommerziell verfiigbar sind (Verwendung als
spurlose Aggregationshemmer) und die Peptidvorldufer da-
her durch automatisierte Standard-SPPS-Techniken einfach
hergestellt werden konnen. Dariiber hinaus kénnen Glyco-
sylamine durch gut etablierte Prozesse direkt aus den ent-
sprechenden reduzierenden Zuckern hergestellt werden, von
denen viele ebenfalls kommerziell erhéltlich sind. Die Me-
thode ist so einfach, dass sie in der Forschung rasch und
verbreitet angenommen werden diirfte.

Danishefsky und Mitarbeiter bewiesen die Niitzlichkeit
der Methode mit der Synthese von drei N-verkniipften Gly-
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R’ = beliebige Aminosaure, R? = H oder CH3, R® = COOH, COOR oder COSR

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

copeptidfragmenten von EPO, die anschlieBend zum Wild-
typ-EPO mit vier Glycanmodifikationen konjugiert wur-
den.! Der verwendete Ansatz der chemischen Zerlegung
erforderte lediglich Methoden der klassischen nativen che-
mischen Ligation.®! Die Autoren fanden,
dass die nativen Cys-Reste in EPO (an den
Positionen 7, 29, 33 und 161) fiir den Zu-
sammenbau der linearen Struktur nicht ideal
platziert waren, weshalb sie nichtnatiirliche
Cys-Reste in die Sequenz einfiihrten. Dabei
bedienten sie sich der von Yan und Dawson
beschrieben Abfolge aus nativer chemischer
Ligation und Desulfurierung, mit der Cys-
Reste im Anschluss an das Ligationsereignis
zu Alanin(Ala)-Resten desulfuriert werden
konnen.”) Die Gegenwart von 18 Ala-Resten
in EPO bot geniigend Zerlegungsstellen. Die
Autoren spalteten die lineare Sequenz zwi-
schen Gly-28 und Cys-29, GIn-78 und Ala-79 sowie Ala-124
und Ala-125 und erhielten dadurch die vier Zielfragmente A—
D, die dann in C-zu-N-terminaler Richtung durch drei se-
quentielle native chemische Ligationsereignisse zusammen-
gebaut wurden (Schema 2). Das native Ala-79 in Fragment C
wurde durch einen Thiazolidinrest ersetzt, wihrend Ala-125
in Fragment D durch einen Cys-Rest ersetzt wurde. Cys-33
und Cys-161 wurden mit Acetamidomethyl(Acm)-Gruppen
geschiitzt, um, mit der von Wan und Danishefsky entwickel-
ten Methode der metallfreien Dethiylierung (MFD),!” eine
selektive Desulfurierung der nichtnatiirlichen Cys-Reste zu
erreichen. Die Fragmente A—C, von denen jedes eine N-ver-
kniipfte Glycosylierungsstelle besitzt, wurden durch konver-
gente Aspartylierung in Losung aus WPro-abgeleiteten Pep-
tiden hergestellt. Die Autoren bauten das vereinfachte
Chitobiose-Disaccharid anstelle des komplexen Glycans ein,
das normalerweise in endogenem EPO oder rthEPO verliegt.
Bei diesem schrittweisen, linearen Aufbau wurden zuerst die
Fragmente C und D unter Standardbedingungen der nativen
chemischen Ligation ligiert, gefolgt von der Demaskierung
der Thiazolidineinheit zur Bildung des Glycopeptids CD.
Nachfolgende Ligation von CD mit dem Glycopeptidthioes-
ter B, Desulfurierung der freien Cys-Reste (an den Positionen
79 und 125) und Abspaltung der Acm-Schutzgruppe lieferten
BCD. Zum Abschluss ergab die Ligation von BCD mit dem
Glycopeptidthioester A die vollstindige entfaltete lineare
Sequenz von EPO (ABCD) mit drei N-verkniipften Chito-
biose-Einheiten und einer O-verkniipften Tetrasaccharid-
Einheit. Eine elegante Erweiterung dieser Arbeit war die
anschlieBende Herstellung von EPO durch eine kinetisch
kontrollierte Ein-Topf-Ligation, dieses Mal in N-zu-C-termi-
naler Richtung. In diesem Fall wurden modifizierte Varianten
der Glycopeptidthioesterfragmente A und B hergestellt und
ligiert, wobei eine C-terminale Ethylthioester-Einheit an Gln-
78 zuriickblieb, die mit Fragment CD in hoher Ausbeute di-
rekt zu Volllingen-EPO umgesetzt werden konnte. Desulfu-
rierung und Abspaltung der Acm-Schutzgruppe ergaben
dann entfaltetes EPO, und das Volllingen-Glycoprotein
wurde erfolgreich gefaltet. Fiir dieses synthetische tetragly-
cosylierte EPO wurde gefunden, dass es Erythrocytenbildung
in vitro hervorruft und hohere Aktivitdten als ein syntheti-
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Schema 2. Totalsynthese von EPO mit vier Glycanen durch native chemische Ligation.

sches EPO-Aglycon aufweist (welches durch linearen Aufbau
erzeugt wurde). Noch ist nicht klar, wie sich die Aktivitit
dieser einzelnen EPO-Glycoform im Vergleich zu thEPO mit
mehreren komplexen N-verkniipften Glycanen gestaltet; dies
wird aber ohne Frage Gegenstand zukiinftiger Studien sein,
wo nun die Herausforderung der Gewinnung einer einzelnen
glycosylierten Form gemeistert wurde.

Zusammengefasst sollte die konvergente Aspartylie-
rungsstrategie, die von den Arbeitsgruppen von Danishefsky
und Unverzagt entwickelt wurde, einen verbesserten Zugang
zu N-verkniipften Glycopeptiden bieten, so wie es mit der
chemischen Totalsynthese von EPO bereits demonstriert
wurde. Die Methode sollte breite Anwendung als Werkzeug
fiir die Synthese vielféltiger Glycoproteine fiir detaillierte
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biologische Studien finden. Dies umfasst auch den Zugang zu
dem sehnsiichtig erwarteten Wildtyp-EPO mit drei komple-
xen biantenniren oder triantenniren N-verkniipften Glyca-
nen, deren Synthese ohne Zweifel der nichste Meilenstein in
der Glycoproteinsynthese sein wird.
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