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Die Totalsynthese eines homogenen Erythropoietins (EPO), das die
native Aminosduresequenz aufweist und Chitobioseglycane an jeder
der drei N-glycosylierten Wildtyp-Stellen trigt, wurde in unserem
Laboratorium erzielt. Wir beschreiben in diesem Kurzaufsatz unsere
ein Jahrzehnt dauernden Forschungsbemiihungen um die Synthese
dieser anspruchsvollen Zielverbindung. Entscheidend fiir den Erfolg
war das Zusammenspiel zwischen Biologie und Chemie, den beiden

Grundpfeilern der Naturwissenschaften.

1. Einfiihrung

Unsere Arbeitsgruppe berichtete kiirzlich iiber die erste
Totalsynthese eines homogenen Glycoproteins des Wildtyp-
Erythropoietins (EPO). In diesem Kurzaufsatz fassen wir ei-
nige Hohepunkte der ein Jahrzehnt dauernden Forschungs-
bemiithungen zusammen, die in der Synthese dieser kompli-
zierten Verbindung gipfelten. Indem wir dies tun, wollen wir
das Projekt auch in einen breiteren Zusammenhang stellen
und der fundamentalen Frage nachgehen, wie die chemische
Synthese die scheinbar iiberwiltigende Herausforderung zu
meistern vermag, gro3e Biomolekiile in zellfreiem Kontext
und ohne enzymatische oder Nukleinsdure-vermittelte Re-
aktionsfolgen zu synthetisieren. Uns bot sich die EPO-Syn-
these als eine Gelegenheit, unsere Uberzeugung auf den
Priifstand zu stellen, dass das Feld der chemischen Synthese
soweit gereift ist, dass selbst ein Glycoprotein der Komple-
xitdt von EPO kein génzlich unverniinftiges Syntheseziel
darstellt. Wir waren natiirlich nicht davon ausgegangen, dass
alle Teile des Puzzles bereits zur Verfiigung stehen. Dennoch
starteten wir mit der vielleicht naiven Hoffnung in das Pro-
jekt, uns die erforderlichen Teile aus mechanistischen Be-
trachtungen organischer Reaktionen ableiten zu konnen.
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Uberfliissig zu erwihnen, dass es im Feld der Proteinsynthese
zahlreiche eindrucksvolle Fortschritte bei der Herstellung
biologisch aktiver Glycoproteine und Glycopeptide gegeben
hat.'*) Wie wir sehen werden, sollte sich das hoch komplexe,
mehrfach glycosylierte EPO-Glycoprotein dennoch als ein
auBergewohnlich schwieriges Syntheseziel erweisen.

Bevor wir uns dem EPO-Projekt widmen, ist es vielleicht
angebracht, einige allgemeine Uberlegungen iiber die
Wechselbeziehungen zwischen Chemie und Biologie anzu-
stellen. Tatséchlich tritt immer deutlicher zu Tage, dass viele
der verlockendsten und anspruchsvollsten Probleme in der
Wirkstoffentwicklung nur durch das Zusammenspiel ver-
schiedener wissenschaftlicher Disziplinen zu 16sen sind. Erste
Bestrebungen, solche interdisziplindren Zusammenarbeiten
anzustrengen, fiihrten sehr rasch zu der Erkenntnis, dass die
verschiedenartigen kulturellen Gepflogenheiten der Kern-
disziplinen mit abweichenden sprachlichen Nuancen einher-
gehen. Solche Feinheiten miissen beriicksichtigt werden, will
man zu einer bestmoglichen Kommunikation zwischen den
Disziplinen gelangen.

Betrachten wir z.B. die Schnittstelle zwischen Biologie
und Chemie, die fiir uns von groftem Interesse ist, so sind
viele der kulturellen Verschiedenheiten in den unterschied-
lichen historischen Zielsetzungen der Kerndisziplinen ver-
wurzelt. So hat sich die Biologie traditionell dadurch her-
vorgetan, die Funktion biologischer Molekiile in auf3eror-
dentlichem Detail zu beschreiben, oftmals auch in Abwe-
senheit klar definierter Strukturen oder gar homogener
Substrate. Dagegen zielte die Chemie stets darauf ab, sich auf
relativ begrenzte, aber wohldefinierte Probleme der Struktur
zu fokussieren, wihrend bedeutende Aspekte der Funktion
(leider!) oft tibersehen wurden.

Vor dem Hintergrund dieser historisch bedingten Fokus-
sierung auf prézise Beschreibungen von Funktion (Biologie)
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und Struktur (Chemie) ruft auch der Begriff des ,,Mechanis-
mus“ unterschiedliche Assoziationen hervor. In Anbetracht
des hoheren Komplexitdtsgrades der Biologie lduft dort die
Beschreibung eines Mechanismus darauf hinaus, den Mini-
malbedarf der biologischen Komponenten anzugeben, die zur
Herbeifiihrung einer funktionellen Wirkung notig sind. Die
erfolgreiche Demonstration des funktionellen Phédnomens —
selbst in zellfreier Umgebung — geniigt, um den Mechanismus
als gut gesichert anzusehen. In der Chemie hingegen ist eine
Fragestellung typischerweise klar umrissen, und Mechanis-
men werden mit weit groBerem Detail untersucht. In der
Chemie betrachten wir, wie Substrate (und Reagentien)
wechselwirken, um eine strukturelle Anderung auf kovalen-
ter oder nichtkovalenter Ebene herbeizufiihren. Im Prinzip
will man in Erfahrung bringen, wie die strukturellen Gege-
benheiten in der Umgebung der Stellen der Bindungsbildung
oder -spaltung den chemischen Verlauf der Reaktion modu-
lieren.

Ein Indiz dafiir, dass man in der Chemie beziiglich eines
Mechanismus auf der richtigen Féhrte ist, ist die Féhigkeit,
aus den gewonnenen Einsichten eine neue chemische Um-
wandlung zu erschaffen. Darum gibt es in der chemischen
Synthese — und auch in der biologischen — eine fortwihrende
synergistische Wechselbeziechung mit dem mechanistischen
Verstédndnis.

Die Bedeutungen des Begriffs der Synthese sind in der
Biologie und Chemie hinsichtlich Auffassung und Geltungs-
bereich oft verschieden. Nach biologischem Verstindnis
umfasst eine Synthese ein relativ eingeschréinktes Spektrum
von Zielstrukturen, die durch enzymatische Wirkung unter
globaler zelluldrer Steuerung aufgebaut werden. Nicht selten
bestehen die Zielstrukturen aus sich wiederholende Motiven
(Polypeptide, Oligosaccharide oder Oligonukleotide). Insbe-
sondere im Fall der Polypeptide und Oligonukleotide werden
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diese Wiederholungseinheiten unter der Wirkung einer Ma-
trize mit eindrucksvoller Qualitdtskontrolle sowie (aus Sicht
des Chemikers) beneidenswertem Katalysator-Turnover und
exzellenter Ausbeute zusammengefiigt.

Dagegen kommt in der Sprache der Chemie der Synthese
eine breitere Begriffsbedeutung zu, insofern jede existenzfa-
hige Struktur, zumindest im Prinzip, im Labor aufgebaut
werden kann. Neu entwickelte Methoden ermoglichen den
Entwurf ginzlich neuer Strategien, die quasi wie von selbst
Zugénge zu neuen Zielstrukturen 6ffnen. Das Konzept, wo-
nach die Leistungsfihigkeit der Synthese beim Aufbau neu-
artiger, auch hoch komplexer Zielstrukturen nur durch das
Vorstellungsvermogen der Chemiker begrenzt wird, ist nach
unserer Sicht eine spezifische Botschaft, die die Chemie der
,Gedankenwelt* vermittelt.

In diesem Kurzaufsatz geben wir einen Uberblick iiber
unsere Unternehmungen zur Synthese von EPO. Als gelernte
Chemiker war unser Blick unweigerlich auf die strukturelle
Ebene gerichtet, einschlieflich der exakten Primérstruktur
des natiirlichen Glycoproteins. Zwar bildete die Synthese von
Modellverbindungen einen betréichtlichen Bestandteil unse-
rer Unternehmungen, am Ende gab es jedoch kein Vorbei-
kommen an der hoch konservierten Polypeptidstruktur des
realen EPO. Zudem mussten all die hoch konservierten
Glycosidierungsstellen iiber natiirliche Verkniipfungsweisen
mit Glycandoménen ausgestattet werden.

Was die glycosidischen Dominen selbst betrifft, wird das
Problem sogar noch komplizierter — Grund ist die starke In-
homogenitit der EPO-Struktur. Es musste ermittelt werden,
wie wir mit einer Zielstruktur umgehen sollten, die zwar be-
ziiglich ihrer primdren Proteinstruktur und biologischen
Funktion definierbar war, im chemischen Sinne jedoch einen
konzeptionellen ,,Verschnitt“ hypothetischer individueller
Strukturen darstellte, von denen keine zuvor in reiner Form
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charakterisiert wurde. In Anbetracht des uncharakteristisch
»laxen“ Managements der Natur (z. B. Bildung in Eizellen des
chinesischen Hamsters; CHO-Zellen) und der ebenso laxen
Kontrolle des EPO-Zellexports, musste es der Chemie iiber-
lassen bleiben, eine strukturell definierte Einheit zu erzeugen
und sicherzustellen, dass derartiges EPO seinen funktionellen
Zweck (die Erythropoiese) erfiillt. Dies war der Auftrag, mit
dem wir an das Projekt der EPO-Synthese herangingen.

1.1. EPO: ein essenzielles Glycoproteinhormon

Der Schwerpunkt unserer Diskussion wird auf den tech-
nischen Herausforderungen liegen, die die Synthese eines
Glycoproteins von der Komplexitidt von EPO mit sich bringt.
Zuvor wollen wir aber einen kurzen Blick auf die biologische
Funktion von EPO werfen. EPO ist ein aus 166 Aminosduren
aufgebautes Glycoprotein mit vier Glycosylierungsstellen
(Abbildung 1). Es vermittelt eine Reihe zentraler, mecha-
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Abbildung 1. Bandstruktur von EPO mit einer Konsensussequenz von
N- und O-verkniipften Kohlenhydratdoménen.

nistisch verschiedener biologischer Vorgidnge, von der Ery-
thropoiese (der Produktion roter Blutzellen) bis hin zur
Zellprotektion.”! Die Rolle von EPO in der Erythropoiese ist
gut verstanden. Beim Einsetzen von Hypoxie (Sauerstoff-
mangel) wird die Produktion von EPO in den Nieren stimu-
liert. Nach Freisetzung in den Blutkreislauf bindet EPO in
niedriger Konzentration an den homodimeren EPO-Rezep-
tor (EPOR) und 16st damit eine Kaskade von Ereignissen aus,
die zur Hemmung der Apoptose roter Blutzellvorstufen und
demzufolge verstiarkter Erythropoiese fiihrt. Damit eine
wirksame Erythropoiese stattfinden kann, muss zumindest
ein niedriger EPO-Spiegel iiber einen lédngere Zeitraum auf-
rechterhalten werden. Rekombinantes humanes EPO (rh-
EPO) und Analoga mit erhohter Plasmastabilitéit sind weit
verbreitete Wirkstoffe zur Behandlung von EPO-defizienter
Anémie.

Endogene und rekombinante Formen von EPO werden
als komplexe und untrennbare Mischungen von Glycoformen
hergestellt. Zwar ist bekannt, dass einzelne EPO-Glycofor-
men unterschiedliche biologische Aktivitdten und Biostabi-
lititen aufweisen,”™ dennoch war es ohne Zugang zu homo-
genem Material bislang sehr schwierig, die relativen Aktivi-
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titen einzelner Glycoformen prizise zu analyieren.”) Trotz
der Tatsache, dass derzeit verfiigbare Techniken keine ho-
mogenen Proben des Glycoproteins liefern konnen, sind nicht
nur wir der Meinung, dass das aufkeimende Gebiet der pra-
parativen Proteinchemie eine leistungsfdhige Losung fiir das
lange verfolgte Ziel der Synthese reiner EPO-Glycoformen
bereithalten konnte.

Tatséchlich hat sich das EPO-Glycoprotein basierend auf
seiner historischen Bedeutung in der Biomedizin und seiner
komplexen Struktur zu einem Priifstein fiir die chemische
Proteinsynthese herausgebildet. Im Verlauf der letzten 10
Jahre befassten sich mehrere herausragende Forschungs-
gruppen mit der Totalsynthese von homogenem EPO. Diese
Studien fiihrten zum einen zur Entwicklung bahnbrechender
Synthesemethoden, zum anderen zeigten sie deutlich die
Beschrankungen der modernen Proteinsyntheseverfahren
auf.

1.2. EPO: ein Priifstein fiir die Synthese biologischer
Verbindungen

Bevor wir iiber unser eigenes langjihriges Forschungs-
programm zur EPO-Synthese berichten, soll nochmals betont
werden, dass viele Forschungsgruppen eindrucksvolle Bei-
trage auf diesem Gebiet geleistet haben. Mehreren Gruppen
gelang die Herstellung von synthetischen oder semisyntheti-
schen EPO-Analoga, die Modifikationen innerhalb der nati-
ven Peptidsequenz oder den Glycosylierungsstellen tragen.
Einige dieser Produkte zeigen eindrucksvolle biologische
Aktivititen. Wir geben einen kurzen Uberblick iiber einige
bahnbrechende Fortschritte anderer Arbeitsgruppen auf dem
Gebiet, die im Verlauf der letzten 12 Jahre erzielt wurden.

1.2.1. EPO als Syntheseziel: erste Studien

Im Jahr 2001 setzten Flitsch und Mitarbeiter semisynthe-
tische Methoden ein, um Zugang zu homogenen EPO-Gly-
coformen zu erhalten, die Glycane an nichtnativen Cystein-
thiolgruppen trugen.'"”! In dieser Studie wurden rekombinant
hergestellte EPO-Mutationen (Asn—Cys) einer chemischen
Glycosylierung mit Glycosyl-3-N-iodacetamid unterzogen.
Dieser erste Erfolg — wenn auch mit rekombinantem Protein
erzielt — legte den Grundstein fiir spitere Arbeiten zur EPO-
Synthese. Nur wenig spéter synthetisierten Kent und Mitar-
beiter ein stabiles und wirksames EPO-Aglycon mit modifi-
zierter Aminosiurestruktur.""! Die Anbindung zweier Poly-
merdominen am Protein diente einer deutlich erhohten Zir-
kulationszeit in vivo. Die Arbeit von Kent etal. war ein
Meilenstein und unterstrich die Leistungsfahigkeit der che-
mischen Synthese und des rationalen Designs fiir die Ent-
wicklung verbesserter therapeutischer Leitstrukturen. In ei-
ner erst kiirzlich erschienenen Studie berichteten Kent und
Mitarbeiter iiber die Synthese des [Lys****]EPO-Aglycons,
in dem jeder der drei nativen, fiir die N-Glycosylierung vor-
handenen Asn-Reste durch Mutation gegen ein Lys ersetzt
wurde.['” Es zeigte sich, dass das synthetische Protein In-vi-
tro-Aktivitdt aufweist. Die Gruppen um Kajihara und Mac-
millan verbuchten ebenfalls eindrucksvolle Fortschritte in der
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EPO-Forschung. Richardson und Macmillan beschrieben die
Herstellung eines semisynthetischen EPO mit mehreren
Aminosduremutationen sowie zwei Glycanen an sowohl na-
tiirlichen als auch nichtnatiirlichen Glycosylierungsstellen.!"*!
Dieser Ansatz ist besonders niitzlich fiir die Ermittlung von
Struktur-Aktivitits-Beziehungen. In einem gemeinsamen
Projekt kombinierten die Gruppen von Kajihara und Mac-
millan Verfahren der chemischen Synthese und der bakteri-
ellen Expression, um ein EPO-Analogon mit mehreren
Aminosiuremutationen zu erzeugen.'¥! Bemerkenswert ist,
dass dieses EPO-Konstrukt zwei 11-mere Sialyloligosaccha-
ride trédgt, die dhnliche Strukturen aufweisen wie die natiir-
lichen N-Glycane des EPO. SchlieB3lich gelang Kajihara und
Mitarbeitern kiirzlich die elegante Synthese eines vollsyn-
thetischen EPO-Analogons mit einem 11-meren Glycan an
einer der nativen Glycosylierungsstellen (Asn83).”! Eine
Zusammenfassung dieser Meilensteine auf dem Weg zu syn-
thetischem EPO ist in Tabelle 1 gegeben.

Tabelle 1: Meilensteine auf dem Weg zu synthetischem EPO.

Flitsch, 2001.

@ semisynthetisches EPO-Analogon.

@ ein Glycan an einem mutierten Cys.

Kent, 2003.

@ vollsynthetisches EPO-Analogon.

@ nichtnative Aminosiuresequenz.

@ keine Kohlenhydratgruppen.

® Polymerdominen — wirksame Aktivitat in vivo.
Macmillan, 2008.

@ semisynthetisches EPO-Analogon.

® keine Kohlenhydratgruppen.

Kajihara und Macmillan, 2009.

@ semisynthetisches EPO-Analogon.

@ nichtnative Aminosiuresequenz.

o zwei Kohlenhydratgruppen (11-meres Glycan).
Kent, 2012.

@ vollsynthetisches EPO-Analogon.

@ nichtnative Aminosiuresequenz.

@ keine Kohlenhydratgruppen.

@ Aktivitdt in vitro.

Kajihara, 2012.

@ vollsynthetisches EPO-Analogon.

@ nichtnative Aminosiuresequenz.

@ eine Kohlenhydratgruppe (11-meres Glycan).
Danishefsky, 2012.

/ vollsynthetisches EPO.

/ native Aminosiuresequenz.

\/ Kohlenhydrate an allen nativen Stellen (Chitobiose).
/ Aktivitdt in vitro.

Die vorangehende Diskussion beleuchtet, zu welchem
Ausmal} EPO als Priifstein fiir die chemische Synthese ge-
dient hat. Mittels der Anwendung von Verfahren der re-
kombinanten Synthese, der ortsspezifischen Aminosiure-
mutation und der chemischen Synthese wurden eindrucks-
volle Fortschritte erzielt, die zu verbesserten Kenntnissen von
EPO sowie des breiteren Gebiets der Glycoproteinsynthese
gefiihrt haben. Dennoch kann es keinen Zweifel geben, dass
vor unserem 2012 erschienen Bericht!"! keine Totalsynthese
von EPO erreicht wurde. Nach unseren oben definierten
Kriterien muss eine Totalsynthese von EPO das Glycoprotein
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mit der nativen Aminosiduresequenz und mit Kohlenhydrat-
doméinen an allen nativen Glycosylierungsstellen erzeugen.
2012 erlangte unsere Arbeitsgruppe das erste homogene,
vollsynthetische Wildtyp-EPO mit Glycosylierungen an allen
vier nativen Stellen. Unser homogenes EPO-Glycoprotein
war dartiber hinaus gefaltet und zeigte erythropoietische
Aktivitit in vitro.

1.2.2. Einfiihrung in das EPO-Programm der Arbeitsgruppe
Danishefsky

Die erste Person, die uns iiber die wundersamen Eigen-
schaften von EPO erzéhlte, war Richard Lerner vom Scripps
Research Institute. Dieses schicksalhafte Gespriach sollte
unsere Arbeitsgruppe in eine aufregende neue Richtung
lenken, unsere Forschungsschwerpunkte damit fiir die
néchsten zehn Jahre signifikant beeinflussen und uns als In-
spiration fiir die Entwicklung eines Spektrums einflussreicher
methodischer Neuerungen auf dem Gebiet der Protein- und
Glycoproteinsynthese dienen.'”! Dariiber hinaus fiihrte uns
die Beschiftigung mit der Glycoproteinsynthese zur Synthese
therapeutisch niitzlicher Glycoproteine und Proteine, darun-
ter das Parathormon (PTH),!® das Parathormon-verwandte
Protein (PTHrP)!' und das follikelstimulierende Hormon
(FSH).[?

Zu Beginn unseres EPO-Programms wurde uns die Lii-
ckenhaftigkeit der zur Synthese mehrfach glycosylierter
Proteine verfiigbaren Methoden bisweilen schmerzhaft be-
wusst. Bevor wir einen ernsthaften Versuch zur Synthese von
homogenem EPO iiberhaupt in Betracht ziehen konnten,
mussten wir darum zuerst eine Reihe grundlegender pripa-
rativer Methoden entwerfen. Dabei stellte sich rasch heraus,
dass die Techniken, die wir zunéchst eigens im Rahmen der
EPO-Synthese erfanden, fiir das gesamte Feld der Glyco-
protein- und Proteinsynthese von Nutzen waren. Die Aus-
sicht, Fortschritte in der Proteinsynthese erzielen zu konnen,
war fiir uns besonders reizvoll, weil es ohnehin eine fest ver-
ankerte Zielsetzung unserer Arbeitsgruppe war, innovative
und breit einsetzbare neue Syntheseverfahren fiir herausfor-
dernde Zielmolekiile zu entwerfen. In der Tat wurden die
unten beschriebenen Methoden im Kontext der EPO-Syn-
these entwickelt und von uns und anderen in der Synthese
einer Reihe therapeutisch relevanter biologischer Molekiile
breit angewendet.

Wir erkannten insbesondere, dass die Synthese des
mehrfach glycosylierten EPO die Entwicklung von Methoden
in drei Schliisselbereichen erfordern wiirde. Als erstes muss-
ten Verfahren fiir die konvergente Synthese von komplexen
Kohlenhydratdominen entwickelt werden.”!! Als zweites
benétigten wir ein Verfahren zur Konjugation von Kohlen-
hydrat- mit Peptiddoménen, um Glycopeptidfragmente zu
erzeugen. Als drittes mussten die einzelnen Glycopeptid-
fragmente zur Primaérstruktur des Glycoproteins verkniipft
werden. Hier interessierten uns vor allem Methoden fiir die
reiterative Kupplung von Glycopeptidfragmenten und fiir die
Kupplung von Glycopeptiden an verschiedene Aminosédure-
stellen.

Schlussendlich sollten diese Methoden fiir die Synthese
von EPO, einem Glycoprotein von beispielloser Grofle und
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Komplexitit, verwendet werden. Diese zentrale Herausfor-
derung wiirde einen betrédchtlichen Priifstein fiir unsere neu
entwickelten Methoden darstellen. Wir geben im Folgenden
einen ungefihr chronologischen Bericht unserer For-
schungsaktivitédten, die schlieBlich in der ersten Totalsynthese
von Wildtyp-EPO gipfelten. Beschreibungen zentraler me-
thodischer Fortschritte und ihrer Anwendungen auf das EPO-
Problem wechseln sich dabei ab. Die Strukturen der ver-
schiedenen Oligosaccharide, die zum Einsatz kamen, sind in
Abbildung 2 dargestellt.
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2. Entwicklung von Methoden fiir die Synthese von
Glycoproteinen

2.1. Eine Methode zur Synthese komplexer Glycopeptide aus
Kohlenhydrat- und Peptidvorstufen

Am Beginn unseres Programms war eine Reihe von Me-
thoden fiir den Zusammenbau kleiner Glycopeptide verfiig-
bar. Allerdings wiirde unser Ziel, eine vollsynthetische Route
zu komplexen Glycoproteinen zu etablieren, die Kupplung
grofer Glycodominen an ausgedehnte Polypeptidgeriiste
erfordern. Unsere erste Aufgabe bestand nun darin, ein effi-
zientes Protokoll entwickeln, mit dem wir kleine Glycopep-
tide wie z. B. 4 (Schema 1) aus geeigneten Oligosaccharid- (2)
und Peptiddomiinen (3) aufbauen konnten.’? Das unge-
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OH
H%&/
O HO
o O’&‘{ HO o
HO SO X
AcN AcN
H CH E

7: X=0H
NH,4HCO, (
8: X = NH,
Ser-Leu-Omn-Ala-Asn-Lys-Glu S Hg~S0:Na
I
Thr-Thr-Glu-Arg-lle-Asn-Gly—-SEt Phosphat, NaCl
1 78%

NCL

?tBu
+ Fmoc-HN-Cys-Ala-Asp-Ala-Ser-NH,

@ngewandte
Ch

1. HATU, EtsN
DMSO

2. Piperidin, DMF
Lansbury-Aspartylierung

HyN-Cys-Ala-Asn-Ala-Ser-NH,
10

Ser—Leu—Orn-AIa—Asn—Lys—('J‘llu

I ?
Thr-Thr-Glu-Arg-lle-Asn-Gly-Cys-Ala-Asn-Ala-Ser-NH,
12

Schema 2. Demonstration eines neuartigen Protokolls fur die Glycopeptid-Peptid-Ligation. DMSO = Dimethylsulfoxid, HATU = O-(7-Azabenzo-

triazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexafluorophosphat.

schiitzte Oligosaccharid 1 — das wir mithilfe einer eigens
entwickelten Glycalkupplungsstrategie erhielten — geht unter
Kochetkov-Bedingungen® eine anomere f-Aminierung ein
und bildet das Glycosylamin 2. Mithilfe des Aspartylie-
rungsprotokolls nach Anisfeld und Lansbury® wird 2 an den
Aspartatrest von 3 gekuppelt und liefert ein kurzes Glyco-
peptidfragment. Diese Zwischenstufe wird dann durch native
chemische Ligation (NCL)®! mit einer lingeren Peptid-
doméne gekuppelt, um das gewiinschte Glycopeptidaddukt 6
zu erhalten. Offensichtlich ist, dass eine optimal konvergente
Route zu Glycopeptiden wie 6 die direkte Kupplung der
Glycandoméne an das vollstandige Polypeptidfragment um-
fassen wiirde. Versuche, Aspartylierungen an derartig grof3en
Fragmenten durchzufithren, waren jedoch mit erheblichen
Komplikationen verbunden, die die Anwendungen einer
solchen Strategie ausschlossen. Wie wir beschreiben werden
(Abschnitt 4.2), gelang es uns erst 2012, die mit der direkten
Aspartylierung der groflen Glycandoménen verbundenen
Komplexititen zu meistern. Vor dieser Entdeckung wurde die
in Schema 1 dargestellte Methode routineméBig zur Synthese
von Glycopolypeptidfragmenten eingesetzt.

Die Reaktionsfolge aus Aspartylierung und nativer che-
mischer Ligation (NCL) ist in Schema 2 dargestellt.”? Das
vollstdndig entschiitzte Trisaccharid 8 wurde unter Lansbury-
Bedingungen mit dem Pentapeptid 9 gekuppelt. Das entste-
hende Glycopeptid 10 ging nach Entschiitzung eine bereit-
willige NCL mit dem Polypeptidthioester 11 ein und lieferte
das vollstindig entschiitzte Glycopeptidaddukt 12. Wichtig
ist, dass ein einzelnes stereoisomeres Produkt isoliert wurde,
das dem f3-verkniipften Glycosylamid entsprach.

2.2. Eine Methode zur Synthese mehtfach glycosylierter
Peptiddomdnen

Nachdem wir in der Lage waren, komplexe Glycopep-
tidfragmente mit einzelnen Glycandoménen zu synthetisie-
ren, galt unser néchstes Ziel dem Aufbau mehrfach glycosy-
lierter Peptide durch die Ligation von zwei synthetischen
Glycopeptidfragmenten. Uberlegungen beziiglich einer rein
chemisch vermittelten Ligation von Peptiden fithren natur-
gemif zu dem klassischen Verfahren der nativen chemischen
Ligation, das Kent und Mitarbeiter entwickelt haben.”! Al-
lerdings befanden wir eine direkte Anwendung der Kent’-
schen NCL-Methode in dem oben beschriebenen Peptid-
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Glycopeptid-Kupplungsprotokoll (Schema 1) als ungeeignet,
da die Synthese eines vorab gebildeten Glycopeptidthioesters
eine inhédrente Schwierigkeit darstellen wiirde. 2004 beschrieb
unsere Arbeitsgruppe das erste Protokoll fiir eine Glyco-
peptid-Glycopeptid-Ligation, das unsere neuartige o-Mer-
captoarylesterumlagerung (OMER) beinhaltete. Das allge-
meine Konzept ist in Schema 3 gezeigt. Ein inerter ortho-

NH

0]

Disulfid-
Reduktion;

- .
intramolekularer
O-S-Acyltransfer

Thioester-
bildung
—_—

Acyl-
transfer

NH
[¢]
[¢]

difunktionelles Glycopeptid (18)

Schema 3. Strategie fiir die Glycopeptid-Glycopeptid-Ligation.

Thiophenolester wird zundchst an das C-terminale Glyco-
peptid angefiigt (13).”°! Bei Reduktion des Disulfids geht die
Phenolguppe eine O —S-Wanderung ein und bildet in situ
einen Thioester (15), der fiir einen intermolekularen Thio-
esteraustausch mit dem Cysteinrest des Glycopeptid-Kupp-
lungspartners (16) aktiviert ist. Nach spontanem intramole-
kularem S—N-Acyltransfer (17—18) erhilt man das zwei-
doménige Glycopeptidaddukt. Dieser Ansatz wurde von uns
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und anderen als eine effiziente Methode fiir die Ligation von
Systemen genutzt, in denen das C-terminale Kupplungsfrag-
ment eine empfindliche Kohlenhydratdoméne trégt. Dariiber
hinaus wurde das OMER-Verfahren auch auf die Synthese
von cyclischen Peptid- und Glycopeptidsystemen angewen-
det.”

Am Beginn hatten wir die Existenz eines ungiinstigen,
aber dynamischen Gleichgewichts postuliert, in dem nur ge-
ringe Mengen einer hoch reaktiven Thioesterspezies (15)
vorliegen. In einer mechanistischen Studie®! wurde spiter
jedoch beobachtet, dass der Thioester bei den niedrigen pH-
Werten dieser Ligationen die hauptsdchliche Spezies ist. Wie
wir sehen werden (Abschnitt 2.3), wurde dieser mechanisti-
sche Befund fiir die Entwicklung cysteinfreier NCL-Varian-
ten ausgenutzt.

Ein Beispiel fiir das Synthesepotenzial der OMER-Me-
thode ist in Schema 4 gegeben.”” Die Glycopeptidvorstufen
19 und 20 wurden durch Standardsynthesemethoden herge-
stellt. Nach Disulfidreduktion gingen die Substrate die er-

EtS
S
oo )
Ac-Arg-Asn-Arg-Ser-Gly~ Y \CZ H2N—C)IIS—AIa—Asn-AIa—Ser-NH2
19 ph” StBu 20

Mes-Na, 75%

0.2 M NaCl, pH ~7.4,
NCL

H
g TR
Ac-Arg-Asn-Arg-Ser-Gly~ N\)J\H ‘Ala-Asn-Ala-Ser-NH,
Ph”” 21

Schema 4. Demonstration eines Protokolls fiir die Glycopeptid-Glyco-
peptid-Ligation.
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PhthN

AEDITTG j/:
SSEt
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1. Kuppeln
—_—

2. Entschitzen

tBuss”

S. J. Danishefsky et al.

hoffte cysteinvermittelte Ligation ein und lieferten das di-
funktionelle Glycopeptid 21 mit zwei differenzierten Koh-
lenhydratsektoren.

2.2.1. Anwendung auf EPO: Synthese des Glycopeptidfragments
22-37

Mit den nun verfiigbaren Methoden zur Synthese kom-
plexer Glycopeptide versuchten wir die Synthese des EPO-
Fragments 22-37, das eine Dodecasacchariddoméne trégt.
Wir synthetisierten das vollstindige biantennédre N-Glycan
22, das die fiir die Stabilitdt und Aktivitdt von EPO als wichtig
erachteten Fucose- und Sialinsduremotive enthilt. Die Syn-
these war weitgehend auf die konvergenten Glycalkupp-
lungsmethoden gestiitzt, die in unserer Gruppe entwickelt
wurden (Schema 5).%) Glycan 22 wurde unter Lansbury-As-
partylierungsbedingungen mit dem kleinen Peptid 23 ver-
kniipft, das den benotigten C-terminalen ortho-Thiophenol-
ester triagt. Das entstehende Glycopeptid 24 enthilt die
EPO(22-28)-Sequenz.* Mittels cysteinbasierter NCL und
OMER-Techniken kuppelten wir 24 mit dem Peptid 25 und
erzeugten das EPO(22-37)-Fragment 26 mit dem komplexen
Dodecasaccharid von EPO am nativen Asparaginrest.

2.3. Zwei auxiliarbasierte Ansdtze fiir die cysteinfreie
Glycopeptidligation

Schon sehr friith in unserem Programm zur EPO-Total-
synthese stieen wir auf ein gro3es Problem, mit dem wir uns
auseinandersetzen mussten. Die Kent’sche NCL-Strategie
zur Verkniipfung einzelner Glycopeptidfragmente benotigt
einen Cysteinrest an jeder Ligationsstelle; dort werden die
Peptide fiir die Kupplung aktiviert. Wie viele natiirlich vor-
kommende Proteine und Glycoproteine verfiigt EPO iiber

HO,C HO _oH
0 HO o

"
m o

AcHN

HE®

AcHN AcHN
Hg%
onHO:C HO OH
\/w\ g; _ 22
ACHN =

AcHN

HQN\)J\ AEHCSLNE

Han

PBS, 1% PhSH, TCEP, 56% Ac—AENITTGEAEHCSLNE —H

NCL EPO(22-37) (26)

Schema 5. Synthese von EPO(22-37). PBS = Phosphatgepufferte Salzlésung, TBS =tert-Butyldimethylsilyl.
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sehr relativ wenige Cysteinreste (deren vier), die sich zudem
in fiir die Synthese ungiinstigen Positionen im Peptidriickgrat
befinden. Von Anfang an mussten wir daher einen Fokus auf
die Entwicklung von breit einsetzbaren Ligationstechniken
legen, die sich die Logik der NCL zu Nutze machen, aber kein
Cystein an den vorgesehenen Ligationsstellen erfordern
wiirden. Wie unten beschrieben, entwickelten wir tatsidchlich
mehrere auxiliarbasierte Ligationsstrategien, die mechanis-
tisch von der eleganten Logik der NCL inspiriert waren. Wir
wollen anmerken, dass schon vor unseren unten beschriebe-
nen Studien die Arbeitsgruppen von Kent? und Dawson
bahnbrechende Beitrage zur Entwicklung abspaltbarer Thiol-
basierter Auxiliare fiir die NCL an cysteinfreien Stellen ge-
leistet hatten.

2.3.1. Auxiliarbasierte OMER-Verfahren

Wie oben beschrieben (Abschnitt2.2), ergaben unsere
mechanistischen Studien, dass — etwas iiberraschend — ortho-
Thiophenolester einen leichten O —S-Acyltransfer eingehen
und die Thioesterspezies bei niedrigen pH-Werten (2-4) do-
miniert. In Anbetracht dieses Belegs fiir die Existenz eines
stochiometrischen Thioester-Intermediats erschien es uns
naheliegend, dass diese Reaktivitét fiir die Entwicklung eines
auxiliarbasierten cysteinfreien Ligationsprotokolls genutzt
werden konnte. Die Idee, skizziert in Schema 6, ist erfreulich
einfach:*! Zuerst werden die zwei Peptidfragmente durch
Veresterungs- (27) und reduktive Aminierungsmethoden (29)
in meta-Stellung an ein gemeinsames aromatisches Gerdist
(28) gekniipft. Das aromatische Auxiliar ist mit einer ge-
schiitzten Thiolgruppe in ortho-Stellung zwischen den beiden
Peptidfragmenten ausgestattet. Unsere Vorstellung war, dass
das Entfernen der Schutzgruppe am Thiol (30—31) eine
Kaskadensequenz auslosen wiirde, bestehend aus dem O —S-
Acyltransfer des C-terminalen Polypeptids (31—32) gefolgt
vom S —N-Acyltransfer zum Amin des zweiten Glycopeptids
(32—33). Die Abspaltung des Auxiliars wiirde schlieBlich die
native Peptidsequenz ergeben (34).

Diese allgemeine Strategie wurde unter verschiedenen
Szenarien in die Praxis umgesetzt, unter anderem in der
Synthese eines difunktionellen Glycopeptids (Schema 7).
Bevor die Methode auf realistische Zielstrukturen angewen-
det werden kann, bedarf es derzeit jedoch der Entwicklung
eines effizienten und milden Protokolls fiir die Abspaltung
des Auxiliars.

2.3.2. Temporir gebundene Auxiliare

Als néchstes iiberlegten wir, ein temporédr gebundenes
Aucxiliar fiir eine cysteinfreie Ligation zu nutzen. Der Ansatz
bestand darin, beide Glycopeptidfragmente an eine N-ter-
minale Thiobenzolgruppe® zu binden (13 +37—38), um so
die Reaktanten in eine ausreichende Néhe fiir den entschei-
denden S—N-Acyltransfer (38—39) zu bringen (Schema 8).
Nach der Entfernung des Auxiliars mittels einer zweistufigen
Sequenz wiirde man das native Glycopeptid 40 erhalten. Die
Tauglichkeit dieser Strategie wurde demonstriert, allerdings
besteht eine praktische Einschridnkung darin, dass ein Glycin
oder Alanin als C-terminale Aminosdure gefordert ist. In
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Schema 6. OMER-Strategie fiir die auxiliarbasierte cysteinfreie Ligati-
on.
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35
NHBoc

2. MeOH, NaH,PO,

1. 50% TFA/TIPS
2%

NH, SH

Schema 7. Demonstration eines OMER-basierten Auxiliar-Protokolls.

Fillen, in denen an beiden Ligationsstellen hoch verzeigte
Aminosduren vorliegen, werden stark verminderte Ausbeu-
ten erhalten.
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13

OMe
Auxiliar

MeO OMe 38

Schema 8. Tether-Strategie fur die auxiliarbasierte cysteinfreie Ligation.

2.3.3. Anwendung auf EPO: Synthese des Fragments 114—166

Der priparative Nutzen unserer Strategie mit temporar
gebundenem Auxiliar wurde in einer konvergenten Synthese
des Glycopeptidfragments 114-166 von EPO (45) demon-
striert (Schema 9).*Y Das EPO(114-127)-Glycopeptid 41, das
das O-verkniipfte Glycophorin an Ser126 trédgt, wurde nach
Standardmethoden synthetisiert. Das Peptid 42 wurde am N-
Terminus mit dem Thiobenzol-Auxiliar ausgestattet (43). Wie
geplant, kuppelten 41 und 43 durch auxiliarvermittelte cys-
teinfreie Ligation zum EPO(114-166)-Fragment mit dem
Auxiliar an Ala128. Die Benzylthiolgruppe wurde methyliert
(44), und nach Einwirkung von Triisopropylsilan (TIPSH)

Oi NHBoc 56
2 S

\/\H/OH

0
o
Boc—(AQKEAISPPDAA}-OH 2N \:)LO/Q MeO
114 125 Me SSEt OMe
l Auxiliar

127

® H.
o S
H 0 *
114 S~‘
'SEt

EPO(114-127) (41) MeO

OMe

S—N-Acyl-
transfer

S. J. Danishefsky et al.

O-—S-Acyl-

transfer

@D
NH
(0]
Polypeptid

[¢]
SH
39:R= %
Abspaltung
des Auxiliars < MeO OMe
40:R=H OMe

und Trifluoressigsdure (TFA) wurde das Auxiliar freigesetzt,
um das native EPO(114-166)-Glycopeptid 45 zu erhalten.

2.4. Eine Methode zur Synthese mehrfach glycosylierter Peptide
durch reiterative Ligation

Wie oben genannt, enthilt das EPO-Zielmolekiil vier
Glycosylierungsstellen. Unsere Synthesestrategie sah den
Aufbau von vier individuellen Glycopeptidfragmenten vor,
die dann tiber eine Abfolge von reiterativen Kupplungen
zusammengefiigt wiirden. Strategien fiir die sequenzielle oder
reiterative Peptidligation wurden von mehreren Arbeits-

A(l:m
® H—(APLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEAC RTGDR]—NHZ

128 166

OMe 42

reduktive Aminierung;
Entschiitzung

Acm

APLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR]—NH2

128 166

OMe EPO(128-166) (43)

2. Me-4-Nitrobenzolsulfonat, PBS, 81%

l 1. TCEP, DMF, NaH,POy, 57%

R

Acm

|
H—(AQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR]—NHZ

14

4:R=Y

TFA
TIPSH < MeO
45:R=H

166

EPO(114-166)

Me

OMe

OMe

Schema 9. Demonstration der Tether-Strategie: Synthese von EPO(114-166). Boc =tert-Butoxycarbonyl, DMF = N,N’-Dimethylformamid,

K= Lys(ivDde), TCEP = Tris (2-carboxyethyl) phosphan.
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gruppen mit Interesse an der Synthese komplexer Proteine
untersucht.’™ Wir wollten eine Methode entwickeln, mit der
wir unterschiedlich glycosylierte multifunktionelle Peptide
herstellen konnten. Die allgemeine Strategie ist in Schema 10
skizziert. Zwei Glycopeptidfragmente, 46 und 16, werden im
ersten Schritt durch OMER-vermittelte NCL gekuppelt. Das
entstehende difunktionelle Glycopeptid 47 wird mit einem
maskierten N-terminalen Cysteinrest ausgestattet, und nach
Abspaltung der N- und S-Schutzgruppen wird das Addukt 48

O O

o o HS
PGy—N - Polypeptid OR  + N Polypeptid
o 16

PGs—S~ 46
lNCL
, o O ohs O
PaN—N. "
PGs—S/_ 47 "o
l Remove PGy and PGg
o ° o o O o'® °
N ot !
— 49 Hs” 48 ©
\ 1.NCL
2. Abspaltung von PGy und PGg

..
O

@ngewandte
Ch

mit dem zweiten Glycopeptid (49) gekuppelt, sodass ein
groBBes Glycopeptid mit drei unterschiedlichen Oligosaccha-
riddoménen erzeugt wird.

In der Praxis wihlten wir die 1,3-Thiazolidin(Thz)-Grup-
pe zur Maskierung des Cysteins, da diese sich unter milden
Reaktionsbedingungen leicht abspalten Lisst.*®! Wie in
Schema 11 gezeigt, stellt die oben skizzierte Strategie der
reiterativen Kupplung ein gangbares Verfahren zur Synthese
trifunktioneller Peptiddominen dar. Die Fragmente 51, 52
und 54 wurden durch reiterative NCL in guten Ausbeuten zur
Zielsequenz 55 verkniipft.””

2.5. Eine auxiliar- und cysteinfreie Kupplung von
Glycopeptidfragmenten

Wie oben erwihnt, war eines unserer Hauptziele die
Entwicklung einer cysteinfreien Ligation. Wie in Ab-
schnitt 2.3 beschrieben wird, entwickelten wir zwei auxiliar-
basierte cysteinfreie Methoden. Allerdings haben diese An-
sitze eine Reihe wichtiger praktischer Einschrinkungen.
Erstens bereitet der S—N-Acyltransfer Probleme, wenn sich
verhéltnismiBig sperrige Aminosiduren an den Ligationsstel-
len befinden. Die Abspaltung des Auxiliars vom Peptidgeriist
ist ebenfalls schwierig, insbesondere in Gegenwart empfind-
licher glycosidischer Funktionalitdten. Vor diesem Hinter-
grund begannen wir iiber eine Strategie zur auxiliar- und cys-
teinfreien Fragmentkupplung nachzudenken.

In Anlehnung an die Silberionen-vermittelte Blake-
Aimoto-Fragmentkondensationsreaktion®! wollten wir die
charakteristischen FEigenschaften des C-terminalen ortho-
Thiophenolesters 13 nutzen, um einen hochaktivierten Gly-
copeptidacyldonor (56) zu erzeugen, der vom N-Terminus

. 2 Po : W0 ohs o eines zweiten Peptidsubstrats (57) angegriffen werden konnte
(Popepto ) N ; " (Schema 12). Die Hoffnung war natiirlich, dass der N-termi-

Hs” 0 XNy foo nale Rest von 57 kein Cystein sein miisste.
% Wie in Schema 12 gezeigt ist, konnten wir zwei komple-
Schema 10. Reiterative Ligationsstrategie. mentdre Sidtze von Reaktionsbedingungen identifizieren, die

StBu
Fmoc (0] é @
<N\é)l\Ala-Asn-Arg—Ser-GIy-Phe—O/Q + HzNL/Ia—Thr—Ala—Ala—Pro-NHz
= SSEt

51

AcHN-Ala-Glu(ODmab)-Asn-lle-Thr-Thr-Gly — O

SSEt
54

MesNa, PBS
TCEP, DMF

(0] 52

2. 10% Morpholin

1. MesNa, PBS, TCEP
3. 0.4 M MeONH,*HCI

(0]
HoN
+ 2 \i)]\AIa—Asn-Arg-Ser-GIy—Phe—Cys—AIa-Thr-AIa-AIa-Pro-NH2
HS” 53

AcHN-Ala-Glu(ODmab)-Asn-lle-Thr-Thr-Gly-Cys-Ala-Asn-Arg-Ser-Gly-Phe-Cys-Ala-Thr-Ala-Ala-Pro-NH,

55

Schema 11. Demonstration der iterativen Ligation. Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl.
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Polypeptid

'/* kein Cystein
Ry
N Polypeptid —_—
o
57

R1
u Polypeptid
o}
8

5

* TCEP: aktiviert selektiv Phenolester in der Gegenwart von C-terminalen Alkylthioestern

» AgCl mit HOOBt: aktiviert sowohl Alkylthioester als auch Phenolester

Koénnen wir diesen Reaktivitatsunterschied fur die reiterative Fragmentkupplung nutzen?

Schema 12. Strategie der Glycopeptidfragmentkupplung.

die erhoffte cysteinfreie Fragmentkupplung ermoglichten.”!
Wir fanden, dass TCEP selektiv Phenolester in Gegenwart C-
terminaler Alkylthioester aktiviert, wihrend Silberchlorid
mit HOOBt geniigend leistungsstark ist, um sowohl Alkyl-
thioester als auch Phenolester zu aktivieren.

Aufgrund dieser Befunde begannen wir zu untersuchen,
ob der beobachtete Reaktivitdtsunterschied fiir reiterative
Fragmentkupplungen genutzt werden konnte. Wie in Sche-
ma 13 skizziert ist, konnte die Strategie in die Praxis umge-
setzt werden. Das Glycopeptid 59, das einen ortho-Thiophe-

o/© + H—{(LRTITADTFRKGP}—8"

S.. CO,Et
59 'SEt 60
TCEP
80%
Fmoc—(NHRAQNITTGLRTITADTFRKGP)—S/\ + H—DTK'VRFYAWKRMEVG
61 CO,Et 62

AgCl, HOOBt

DIEA, DMSO

24 h, ~65%

Fmoc—[ NHRAQNITI'GLRTITADTFRKGPDTK'VRFYAWK'RMEVG]

63

Schema 13. Demonstration der Glycopeptidfragmentkupplung.
DIEA = Diisopropylethylamin.

nolester trigt, reagierte in einer selektiven TCEP-vermittel-
ten Fragmentkupplung mit dem Peptid 60, das mit einem C-
terminalen Thioester ausgestattet war; die Thioestergruppe
ist unter diesen Reaktionsbedingungen inert. Das resultie-
rende Addukt 61 reagierte in einer anschlieBenden AgCl/
HOOBt-vermittelten Fragmentkupplung leicht mit dem
Peptid 62 und lieferte das erwiinschte Glycopeptidfragment
63. Trotz der beeindruckenden Reaktionseffizienz fanden wir,
dass der C-terminale Aminosdurerest im Fragmentkupp-
lungsschritt fiir eine Epimerisierung anfillig ist. Dieses po-
tenzielle Problem konnte umgangen werden, indem man ei-
nen Prolin- oder Glycinrest an der Ligationsstelle platziert.
Wie wir unten genauer ausfiihren, sollte diese allgemeine
Strategie der cysteinfreien Fragmentkupplung breite An-
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wendung in unseren ersten Bemithungen um die Synthese des
EPO-Glycoproteins finden.

2.6. Eine leistungsfihige neue Strategie fiir die cysteinfreie
Glycopeptidligation

2007 gelang uns ein grofer methodischer Fortschritt auf
dem Gebiet der cysteinfreien Ligation und, in Erweiterung
davon, der Protein- und Glycoproteinsynthese.*” 2001 hatten
Yan und Dawson eine zweistufige Alaninligationsstrategie
vorgeschlagen und in die Praxis umgesetzt.!! Nach ihrem
Protokoll werden zwei Peptidfragmente durch cysteinbasierte
NCL verkniipft. Nach der Ligation wird der einstmalige Cys-
teinrest durch die Einwirkung von Raney-Nickel in ein Ala-
nin umgewandelt. Die Dawson-Methode mag konzeptionell
iiberzeugen, leidet aber unter erheblichen praktischen Be-
schrinkungen, die von der Verwendung groler Mengen Ra-
ney-Nickel bei empfindlichen Substraten herriihren. In einem
von uns und anderen***“*! als niitzlich empfundenen Fort-
schritt entwickelten wir ein mildes, radikalisches Dethiylie-
rungsprotokoll fiir die Umwandlung von Cysteinresten in
Alanine. Die Methode ist mit verschiedensten in Peptid- und
Glycopeptidsubstraten  anzutreffenden  Strukturmotiven
kompatibel.”! Es sei betont, dass die innere Logik hinter
diesem Fortschritt nicht einem Verlangen nach einer erfolg-
reichen Synthese entsprang, sondern aus einer nach heutigen
Standards obskuren Ubung von Erzeugen und Abfangen
freier Radikale hervorging. Abermals stellen wir fest, wie
eine chemische Synthese in entscheidender Weise das Ver-
stehen des Mechanismus voraussetzt.

In der Folge stellten wir mehrere Aminosduresurrogate
mit geeignet platzierten Thiolgruppen her. Diese Surrogate
werden an den N-terminalen Fragmenten angebracht und
gehen eine Thiol-unterstiitzte Ligation ein, um Addukte des
in Schema 14 gezeigten Typs zu bilden. Unter den Standard-
bedingungen unserer metallfreien Dethiylierung (MFD) las-
sen sich die einstmaligen Thiolgruppen leicht abspalten. Mit
diesem Ansatz ist es uns bisher gelungen, Ligationen an
Alanin-,*" Valin-,“*! Threonin-,*"! Leucin-*® und Prolinres-
ten® durchzufiihren. Andere Arbeitsgruppen haben das
allgemeine Konzept der Thioaminosédureligation mit nach-
folgender Desulfurierung weiter ausgedehnt, einschlieBlich
der Ligation von Phenylalanin-®" Lysin-Y Leucin-,*?
Glutamin-P* und Argininresten.”” Mit Ausnahme der Phe-
nylalaninligation nach Crich,® die vor unserem Bericht er-
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Diese Strategie wurde nun erweitert auf formale
Ligationen an: Val, Leu, Thr, Pro.

Polypeptid

Schema 14. Auxiliarfreie cysteinfreie Ligation: metallfreies Dethiylie-
rungsprotokoll.

schienen ist, setzt jede dieser Methoden MFD zur Abspaltung
des nicht langer benotigten Thiolrestes ein. Wie wir sehen
werden, erwies sich dieses MFD-Protokoll als entscheidend
fiir den Erfolg der EPO-Synthese.

3. Eine erste Strategie fiir die Totalsynthese von
EPO

Mit unseren verbesserten Methoden aus Abschnitt2
machten wir uns an die Herstellung der drei Glycopeptid-
doménen, die zusammengenommen das gesamte Glycopep-
tidriickgrat bilden wiirden. Die allgemeine Synthesestrategie,
in Schema 15 skizziert, erforderte die Zusammenfiihrung
dreier Glycopeptidfragmente: EPO(1-28), EPO(29-77) und
EPO(78-166). Wir konnten uns gut vorstellen, die beiden
ersten Doménen durch cysteinbasierte NCL zu verkniipfen,
wihrend die Verkniipfung an 77/78 iiber eine cysteinfreie
Fragmentkondensation erreicht werden sollte. Die Herstel-
lung der drei einzelnen Glycopeptidfragmente wird im Fol-
genden beschrieben.

gngewandte
Ch

3.1. Synthese des EPO-Fragments 78-166

EPO(78-166), die langste der drei gesuchten Unterein-
heiten, enthélt sowohl O- als auch N-verkniipfte Glycan-
doménen. Beim Betrachten der cysteinarmen Peptidsequenz
identifizierten wir mehrere gut gelegene Prolinreste, die ge-
eignete Stellen fiir unser TCEP-vermitteltes Fragmentkon-
densationsprotokoll (Abschnitt 2.5) sein sollten. Als erstes
synthetisierten wir die seitenkettengeschiitzten Polypeptidyl-
(68 und 70) und Glycopeptidyl-Substrate (69 und 72) (Sche-
ma 16).*I Das kurze Glycopeptid 67, das einen C-terminalen
ortho-Thiophenolester trédgt, reagierte in einer TCEP-ver-
mittelten Fragmentkupplung mit dem Polypeptid 68 zu der
Glycopeptid-Zwischenstufe 69. Diese Zwischenstufe wurde
anschlieSend durch Fragmentkupplung mit dem Polypeptid
70 verldangert. In der abschlieBenden Kupplung wurde das
Glycopeptid 71, das den EPO(88-166)-Abschnitt darstellt,
mit dem Glycopeptid 72 verbunden, um die EPO(78-166)-
Doméne zu liefern. Die Anwendung dieser Fragmentkupp-
lungsstrategie bot den entscheidenden Vorteil, dass das
wertvolle Glycopeptid 72, das die Dodecasaccharidgruppe
tragt, als konzentrationslimitierendes Reagens eingesetzt
werden konnte.

3.2. Synthese des EPO-Fragments 29-77

Die Synthese des EPO(29-77)-Glycopeptidfragments er-
wies sich als relativ anspruchsvoll.”® Unser urspriinglicher
Plan sah die Verkniipfung der EPO(29-42)-Glycopeptid-
untereinheit mit der EPO(43-77)-Peptiddomine vor. Aller-
dings war die angedachte Kupplung aus verschiedenen
Griinden problematisch. Geringe Reaktivitét, falsche Polari-
tit und schwerwiegende Substrataggregation vereitelten eine
effiziente Reaktion. Um diese Probleme zu umgehen, ent-
wickelten wir eine zweistufige Fragmentkupplungsstrategie,
mit der sich das EPO(29-42)-Glycopeptidfragment sequen-
ziell in N—C-Richtung verldngern lassen sollte. Die erfolg-
reiche Anwendung dieser Strategie wiirde die Einfiihrung
geeignet aktivierter und differenzierter C-terminaler Funk-
tionalitdten erfordern. Wie in Schema 17 gezeigt ist, wurde
das Glycopeptid 74 mit einem hochreaktiven p-Cyanophe-
nylester ausgestattet. Das Ziel war eine HOOBt-vermittelte
Fragmentkupplung mit dem Peptid 75, das einen inerten or-
tho-Thiophenolester trdgt. Unter den basischen Reaktions-
bedingungen wurde unser gewohnlicher ortho-Thiophenol-
ester jedoch vollstidndig hydrolysiert. Infolgedessen entwar-
fen wir eine stabilere, ortho-substituierte Variante des
OMER-Esters, die gegen nukleophilen Angriff inert sein
sollte. Mit diesen Vorgaben kuppelte das EPO(43-57)-Peptid

@i 1.
Fmoc—(A N G }-sR H—{c Gl-skR h{a N s R}-ol
1 24 28 29 38 77 78 83 126 166
EPO(1-28) L EPO(29-77) e EPO(78-166)
NCL Fragment-
kondensation

Schema 15. Synthesestrategie erster Generation fiir EPO.
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70 SSEt 69 1“"
1. TCEP<HCI
HOOB, DIEA;
2. Piperidin
Fragmentkupplung
Fmoc—{ QALLVNSSQP |—0O + H—(WEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR)—OH
72 SSEt 7 166
1. TCEP-HCI
HOOB, DIEA;
2. Piperidin

Fragmentkupplung

H—[QALLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR }—OH
78

EPO(78-166) (73)

Schema 16. Synthese von EPO(78-166).
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Schema 17. Synthese von EPO(29-77).

75 mit 74 zur Zwischenstufe 76, in der der maskierte Thioester
intakt geblieben war. Das letzte Ziel wire die Fragment-
kupplung zwischen 76 und dem Peptid 77, das eine reaktive
C-terminale Alkylthioesterfunktion trégt. Wie erwartet
(Abschnitt 2.5), kuppelte das Phenolester-substituierte Poly-
peptid 76 unter TCEP-vermittelten Bedingungen mit 77 und
lieferte das angestrebte EPO(29-77)-Fragment 78.
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SSEt 77 CO,Et
TCEP
HOOB, DIEA
TCEP-mediated
fragment coupling
N—(AE HCSLNENITVPDTKVNFYAWKI REVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRG]— S/\
30 7
CO,Et

78

3.3. Synthese des EPO-Fragments 1—28

Obwohl es das kiirzeste Fragment ist, stellte die Synthese
der EPO(1-28)-Domine letztlich eine besondere préparative
Herausforderung dar, denn es befinden sich keine funktio-
nellen Cystein-, Prolin- oder Glycinreste in der Peptid-
sequenz.l Die Anwendung cysteinbasierter NCL- oder
Fragmentkupplungsstrategien war darum ausgeschlossen.
Versuche einer direkten Lansbury-Aspartylierung des Do-
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decasaccharidglycans mit dem vollstindigen EPO(1-28)-
Peptidsegment fithrten lediglich zur Bildung des Aspartimid-
Nebenprodukts. Um die Synthese von EPO(1-28) zu errei-
chen, griffen wir auf eine cysteinfreie Ligationsstrategie zu-
riick. Wir hatten kurz zuvor eine hoch effektive, metallfreie
Cys—Ala-Dethiylierung entwickelt (in Abschnitt 2.6 be-
schrieben), die unserer Meinung nach fiir die Synthese von
EPO(1-28) in Frage kam. In diesem Zusammenhang identi-
fizierten wir Ala21 als eine plausible Verkniipfungsstelle. Wir
synthetisierten das Polypeptid 79 und das kiirzere Peptid-
fragment 80, das einen tempordren N-terminalen Cys21-Rest
trug. 79 und 80 wurden unter gewohnlichen NCL-Bedingun-
gen zum Glycopeptid 81 ligiert. Daneben entstand in situ das
entsprechende Thiolacton 82 (Schema 18). Durch Behand-
lung des entschiitzten 83 mit Thiopropionsdure wurde der
Thiolactonring geoffnet, und die Zwischenstufe 84 wurde
gebildet. Das Molekiil war nun geeignet vorbereitet, um die
entscheidende Dethiylierung zu versuchen. Erfreulicherweise
fanden wir, dass 84 unter unseren milden MFD-Bedingungen
die erhoffte Dethiylierung zum EPO(1-28)-Segment 85 mit
dem nativen Ala21-Rest an der Ligationsstelle einging.

Damit hatten wir die drei benotigten Glycopeptidfrag-
mente zur Verfiigung und wollten nun versuchen, sie nach der
in Schema 15 skizzierten Strategie zu verkniipfen. Enttdu-
schenderweise blieben jedoch alle Bemiihungen, die EPO-
(29-77)- und EPO(78-166)-Glycopeptide durch Fragment-
kupplung zu verbinden, erfolglos. Stattdessen traten eine
starke Aggregation und Zersetzung der Glycopeptidvorstu-
fen auf (Abbildung 3). Uns wurde am Ende klar, dass wir eine
modifizierte Strategie benotigten.

4. Eine zweite Strategie fiir die Totalsynthese von
EPO

Als wir 2010 anfingen, iiber eine modifizierte Strategie fiir
die EPO-Synthese nachzudenken, hatten wir die Vielseitig-
keit und Effizienz unseres cysteinfreien NCL/MFD-Ansatzes
bereits an einer Reihe von komplexen Polypeptid- und Gly-
copeptidsystemen demonstriert.[***¥! Deshalb waren wir recht
zuversichtlich, dass diese Ligationsstrategie auch im Kontext
der EPO-Synthese erfolgreich eingesetzt werden konnte.
Unsere modifizierte Strategie fiir die Synthese von EPO sah
die iterative Verkniipfung von vier Glycopeptidfragmenten
iber eine cysteinbasierte NCL und zwei formale Alaninliga-
tionen vor. Wie in Schema 19 gezeigt, wurden temporire
Cysteinreste an den Positionen 79 und 125 angebracht. Im
Anschluss an die NCL sollten die einstmaligen Thiolfunk-
tionalititen durch MFD entfernt werden, um die nativen
Alaninreste an diesen Stellen zu erhalten. In unseren ersten
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Schema 18. Synthese von EPO(1-28).

Versuchen installierten wir weniger komplexe Chitobiose-
gruppen an allen fiir die N-Glycosylierung vorgesehenen
Stellen. Wie wir zeigen werden, gelang uns mithilfe dieser
allgemeinen Strategie die erste Totalsynthese eines glycosy-
lierten Wildtyp-EPO mit Chitobioseglycanen.

L.

H—{a N G sk H—c N al-sr H{c_N A)]  n-cs R }-oH
1 24 28 29 38 78‘ 79 83 12\4 125 166
% ; P 7
EPO(1-28) M EPO(29-78) EPO(79-124) . EPO(125-166)
NCL NCL; dann MFD NCL; dann MFD
Cys-Ligation Ala-Ligation Ala-Ligation

Schema 19. Synthesestrategie zweiter Generation fiir EPO.
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126 EPO(78-166)

Abbildung 3. Strategie erster Generation fiir die EPO-Synthese.

4.1. Eine Synthese des EPO(79-166)-Fragments

Ende 2011 waren wir in der Lage, eine konvergente
Synthese des EPO(79-166)-Fragments durchzufiihren.”® Die
Synthese beruhte auf den NCL/MFD-Verfahren, die in un-
serer Arbeitsgruppe entwickelt und optimiert wurden. Zwei
lange Peptide (86 und 87) und zwei kiirzere Glycopeptide (88
und 89) wurden nach unseren Standardmethoden hergestellt
(Schema 20). Die Fragmente 86 und 88 wurden iiber unsere
Pseudoprolinligation zu dem Glycopeptid 90 verkniipft, das

SH

I
H—(PWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAJ—SR
86, R = (CH,),CO,Et

H —o@
® 88 SSEt

6M GnHCI,
NaH,PO,, TCEP

Pseudoprolin-
Ligation

S. J. Danishefsky et al.

™1
xX-
Fragment-
kondensation

eine tempordre Thiolgruppe an Pro87 aufweist. In dhnlicher
Weise lieferte die cysteinbasierte NCL von 87 und 89 das
Glycopeptid 91 mit einem Cysteinrest an der Ligationsstelle.
Die beiden Glycopeptidfragmente 90 und 91 wurden durch
NCL zur Zwischenstufe 92 gekuppelt, die drei nicht ldnger
benotigte Thiolgruppen an HS-Pro87, Cys125 und Cys128
tragt. Erfreulicherweise fanden wir, dass 92 unter unseren
MFD-Bedingungen global dethiyliert wurde und das er-
wiinschte EPO(79-166)-Fragment bildete.

StBu Acm
|
H—(CPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR]—OH

165
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? 6M GneHCI,
o NaH,PO,, TCEP;
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79 166
92
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|
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9 166
EPO(79-166) (93)

Schema 20. Synthese von EPO(79-166).
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Schema 21. Vorgeschlagene Lésung fiir das Problem der Aspartimidbildung in der Lansbury-Aspartylierung.

4.2. Eine allgemeine Strategie fiir die Oligosaccharid-
Aspartylierung

Wie oben angemerkt (Abschnitt 2.1), ist die Herstellung
von N-verkniipften Glycopeptiden durch Lansbury-Asparty-
lierung oft bereits dann problematisch, wenn moderat grofie
Polypeptidsubstrate im Glycosylierungsschritt eingesetzt
werden, da es zu einer starken Bildung von Aspartimidpep-
tidyl-Nebenprodukten kommt.” Fiir die Syntheseeffizienz
bedeutet dies eine betrachtliche methodische Einschrankung.
In Anbetracht einer fehlenden Methode fiir die direkte Ver-
kniipfung von langen Polypeptidfragmenten mit Glycan-
kupplungspartnern gingen wir (und andere) stattdessen iib-
licherweise so vor, dass wir kurze Glycopeptid- und lédngere
Polypeptidfragmente herstellten und anschlieBen kuppelten.
Diese strategische Erfordernis hat betrdchtliche Auswirkun-
gen auf die Konvergenz und Ausbeute, wie in Abschnitt 3
illustriert wurde.

Im Rahmen unseres Glycoprotein-Totalsynthesepro-
gramms begannen wir nach einer Losung fiir das lange be-
stehende Problem der Lansbury-Aspartylierung grof3er
Peptidylsubstrate zu suchen. Wir erkannten, dass 1) Pseu-
doprolindipeptide, die von Ser oder Thr abgeleitet sind, in der
Festphasenpeptidsynthese (SPPS) anspruchsvoller Peptid-
sequenzen groBe Nutzen haben® und 2)die generische
Konsensussequenz fiir die N-Glycosylierung in nativen Pro-
teinen Asn-Xaa-Ser/Thr ist. Wir fragten uns, ob die Einfiih-
rung einer temporiren Pseudoprolingruppe an der (n+2)-
Position relativ zum Asp-Rest die Aspartimid-Bildung un-
terdriicken konnte — vielleicht durch Veridnderung der loka-
len Struktur oder des elektronischen Charakters des Peptids
an der Aspartylierungsstelle. Da ein Ser- oder Thr-Rest an der
(n+2)-Position universell lokalisiert ist, wiirde eine solche
Strategie — falls erfolgreich — eine allgemeine Losung fiir das
sehr schwierige Problem der effizienten Peptid-Glycan-
Kupplung bieten.

2012 gelang uns die Umsetzung des Pseudoprolin-basier-
ten Aspartylierungskonzepts, wie in Schema 21 gezeigt.*!
Tatsédchlich wurde die Methode urspriinglich entwickelt, um
die Synthese der a- und -Untereinheiten des FSH zu be-
werkstelligen.”! Unter unseren optimierten Bedingungen der
Eintopf-Aspartylierungs/Entschiitzung wurden vollstdndig
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geschiitzte Polypeptidsequenzen betriachtlicher Liange der
Lansbury-Aspartylierung mit Glycandoménen unterworfen,
und nach Entschiitzung erhielten wir vollstdndig ausgearbei-
tete Glycopeptidfragmente. Wie unten beschrieben, ermog-
lichte die Entwicklung dieser leistungsfihigen Syntheseme-
thode die Erlangung einer bemerkenswert raschen und kon-
vergenten Totalsynthese des EPO-Glycoproteins. Interes-
santerweise konzipierte die Arbeitsgruppe von Unverzagt
unabhingig von uns die gleiche Losung fiir das Problem der
Aspartimid-Bildung in der Lansbury-Aspartylierung. Ihre
elegante Studie, die die Effekte der Einfithrung eines &hnli-
chen Pseudoprolindipeptid-Motivs an der (n -+ 2)-Position
durch Festphasenglycopeptidsynthese beschreibt, wurde kurz
vor Erscheinen unserer Arbeit in der Angewandten Chemie
veroffentlicht.

4.3. Konvergente Synthese der EPO(79—124)-, EPO(29—78)- und
EPO(1-28)-Fragmente

Alle drei N-verkniipften Glycopeptidfragmente, EPO-
(79-124), EPO(29-78) und EPO(1-28), wurde mithilfe der
oben beschriebenen Eintopf-Aspartylierung/Entschiitzung
hergestellt.!'! Die geschiitzten Peptidvorstufen (94, 96 und
98) mit den Pseudoprolindipeptidmotiven wurden durch
SPPS synthetisiert (Schema 22). Unter Lansbury-Bedingun-
gen kuppelte jedes Peptid bereitwillig mit Chitobioseglycan.
Durch anschlieBende Zugabe eines TFA-Cocktails (TFA/
TIPSH/H,O/Phenol) wurden die Pseudoprolinfunktionalita-
ten demaskiert und die Peptidschutzgruppen entfernt, sodass
die erwiinschten Glycopeptidfragmente 95, 97 und 99 mit den
benotigten Cysteinschutzgruppen und C-terminaler Funktio-
nalisierung erhalten wurden. Das vierte EPO-Fragment (91),
das den EPO(125-166)-Sektor bildet, wurde nach unserer in
Schema 20 skizzierten Route hergestellt.’ Die bemerkens-
werten prédparativen Vorziige, die unsere neu entwickelte
Aspartylierungsmethode bietet, lassen sich in diesem Szena-
rio sehr gut beurteilen. Jedes der drei N-verkniipften Glyco-
peptidfragmente wurde in einem einzigen Schritt aus einer
durch SPPS hergestellen Vorstufe erzeugt.
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StBu

BOCA[CAEHCSLNEDIT\/PDTKVNF YA WKREVGQQA\/EVWQGLALLSEAVLRGQ)—SB Boc{APPRLlCDSRVLERYLLEAKEAEDITTG)» SEt

Boc—ZLLV, DSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDA]*S/\

COzEt 2
e Pseudoprolin- 94 2

dipeptile HATU, DIPEA, DMSO;
dann TFA/TIS/H,O/Phenol
; Eintopfprozess aus
Aspartylierung
und Entschitzung
Acm Acm

| |

8 1 2

9% 98

HATU, DIPEA, DMSO; HATU, DIPEA, DMSO;
dann TFA/TIS/H,O/Phenol dann TFA/TIS/H,O/Phenol
: Eintopfprozess aus ; Eintopfprozess aus
Aspartylierung Aspartylierung
und Entschitzung und Entschitzung
StBu

H—{ZLLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDA}—- S/\j

H—{CAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKREVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQ}-SEt

7 T2 CO,Et B}
EPO (79-124) (5)

H—(APPRLICDSRVLERYLLEAKEAEN \'WG)—SE(
1

7 2

EPO (29-78) (97) EPO (1-28) (99)

Schema 22. Demonstration des Aspartylierungsprotokolls: Synthese von EPO-Glycopeptidfragmenten.

4.4. Erste Totalsynthese der Primdrstruktur von EPO

Da uns nun die vier EPO-Glycopeptidfragmente zur
Verfiigung standen, wollten wir als nichstes die in Schema 19
skizzierte Kupplungsstrategie austesten. Die Glycopeptide 95
und 91 wurden unter Standard-NCL-Bedingungen zu der
Zwischenstufe 100 verkniipft, die der EPO(79-166)-Doméne
entspricht (Schema 23). Dieses Konstrukt reagierte in einer
zweiten cysteinbasierten NCL mit 97 zum EPO(29-166)-
Fragment 101. Die drei Cysteine wurden unter MFD-Bedin-
gungen in die benotigten Alaninreste an den Positionen 79,
125 und 128 iiberfiihrt. Nach Entfernung der Acm-Schutz-
gruppen!® wurde das Glycopeptid 103 erhalten. Im letzten
Schritt lieferte eine cysteinbasierte NCL mit EPO(1-28) (99)
die EPO(1-166)-Primérstruktur 104 mit der Wildtyp-Ami-
nosduresequenz und allen vier nativen Glycosylierungsstel-
len.

4.5. Totalsynthese des gefalteten EPO-Glycoproteins
In einer parallelen Studie untersuchten wir eine alterna-

tive, kinetisch kontrollierte Ligation™! (KCL) als mogliche
Syntheseroute fiir EPO. Das Ziel war eine Optimierung der

EPO (79-124) (95)  +

Synthesekonvergenz!"® durch die Verkniipfung der drei EPO-
Fragmente in einem Eintopfprozess. Unsere Uberlegung war,
die erste Verkniipfungsstelle von Gly28—Cys29 zu Cys29—
Ala30 zu verschieben, wodurch es moglich sein sollte, eine
Serie kinetisch kontrollierter cysteinbasierter Ligationen
auszufiihren (mithilfe eines temporaren Cysteins anstelle des
Alanins an Position 30), die die vollstindige Glycopeptid-
sequenz mit nicht-nativen Cysteinresten an den Positionen 30,
79, 125 und 128 liefern wiirde. Eine einziger globaler MFD-
Schritt gefolgt von Acm-Abspaltung sollte zur EPO-Primér-
struktur fithren.

Diese Strategie erwies sich als hoch effizient. Die modi-
fizierten Glycopeptidfragmente 105 und 106, die differen-
zierte C-terminale Thioesterfunktionalititen aufweisen,
wurden mithilfe der oben beschriebenen Eintopfmethode aus
Aspartylierung und Entschiitzung hergestellt.® KCL von 105
mit 106 und anschlieBende In-situ-Aktivierung des Gln-Al-
kylthioesters in der Gegenwart von 100 ergab das gewiinschte
Glycopeptid 107. Durch Anwendung von MFD-Bedingungen
wurde 108 erhalten, und anschlieSende Entschiitzung ergab
die EPO(1-166)-Primérstruktur (104). Die Retentionszeiten
im HPLC und die massenspektrometrischen Daten des Ma-
terials beider Routen (Schema 23 und 24) waren identisch.

EPO (125-166) (91)

6M Gn+HCI, Na;HPO,, TCEP,

MPAA; dann MeONHo+HCI, DTT, 72%

NCL

Acm

HA[ CLLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDACSACPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR }OH

13

EPO(79-166) (100)

166

6M Gn+HCI, NapHPO,,

TCEP, MPAA

EPO (29-78) (97), 74%

R R

NCL

R

H—(CAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKREVGQQAVEVWOGLXLLSEAVLRGQCLL\/NSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAXSAXPLRT\TADTFRKLF RVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR )—OH

E 7

Gn+HCI, NaHPO,, tBusSH
Bond-Breaker, VA-044, 68% MFD

EPO(29-166) e

<101,X:Cys‘R:Acm

102, X =Ala, R = Acm

AgOAc,

HOAC/H,0, 62% < 103,X = Ala, R = H

6M Gn+HCI, NapHPO,,

TCEP, MPAA

EPO (1-28) (99), 73%

NCL

H—( APPRLICDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKREVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQCLLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR ]—OH
T

E 7

166

EPO(1-166) (104)

Schema 23. Totalsynthese der EPO-Primirstruktur. DTT = Dithiothreitol, MPAA = 4-Mercaptophenylessigsaure.
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H—(APPRLICDSR\/LERYLLEAKEAENITTGC]—S@J +

H—(CEHCSLNENITVF’DTK\/N F‘(A\l\/KRE\/GQQAVE\/WQGLALLSEAVLRGQ)*SE(

1 29 30

EPO (1-29) (105)

R R

EPO (30-78) (106) ®

6M GneHC, Na;HPO,, TCEP;
dann EPO(79-166) (100), Gn*HCl,
NasHPO,, TCEP, MPAA

KCL

,
o 7

| | |
HA( AF'F'RLICDSRVLERYLLEAKEAENIWGCXEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKREVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQXLLVNSSQF‘\NEPLOLHVDKAVSGLRSL'I'I'LLRALGAQKEAISPPDAXSAXF'LRTITADTFRKLFRVVSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR)f OH

1 29 79

Gn+HCI, Na;HPOy, tBuSH
Bond-Breaker, VA-044, 54% MFD

166

107, X =Cys, R=Acm

108, X = Ala, R =Acm
AgOAc, <

HOAC/H,0, 73%

Faltung

104, X = Ala, R = H EPO-Primérstruktur

TriseHCl, CuSOy4
N-Lauroylsarcosin

Erythropoietin (109)

Schema 24. Totalsynthese von gefaltetem EPO.

Wir waren nun bereit, die Faltung einer vollstdndig syn-
thetischen, geeignet glycosylierten EPO-Primérstruktur nach
dem in der Literatur beschriebenen Protokoll fiir aus CHO-
Zellen abgeleitetes inhomogenes EPO zu versuchen. Tat-
sdachlich ergab die Behandlung von 104 mit CuSO, als
Oxidationsmittel und N-Lauroylsarcosin als Additiv voll-
standig homogenes EPO-Glycoprotein. Der Leser mag sich
unsere Freude (und Erleichterung) vorstellen, als die mas-
senspektrometrische Analyse die Bildung des gefalteten
Glycoproteins bestétigte.

4.6. Totalsynthese von nichtglycosyliertem gefaltetem EPO-
Protein

Um die Effekte der Proteinglycosylierung auf die physi-
kalischen Eigenschaften von EPO zu erforschen, wendeten
wir die in Abschnitt 4.4 beschriebene Synthesesequenz auf
die Herstellung von nichtglycosyliertem EPO-Protein an.
Unsere fritheren Bemiihungen zur Totalsynthese von nicht-
glycosyliertem EPO hatten mit Komplikationen aufgrund der
sehr niedrigen Loslichkeit der vollstindig aufgebauten,
nichtglycosylierten Peptidkette zu kimpfen.'” Hier bot nun
die in Abschnitt 4.4 eingesetzte Route den bedeutenden
Vorteil, dass der Aufbau der vollstindigen Peptidsequenz den
letzten Syntheseschritt vor der Proteinfaltung darstellt
(Schema 25). Unsere Versuche zur Synthese und Faltung von
nichtglycosyliertem EPO-Protein waren in der Tat erfolg-
reich, obwohl Aggregations- und Loslichkeitsprobleme die
Aufnahme qualitativ hochwertiger massenspektrometrischer
Daten sehr erschwerten. Diese Studien fungierten als eine
Bestitigung fiir den Befund, dass CHO-Zellen ihr naszie-
rendes EPO selbst in einer horrenden Mixtur von Glycofor-
men mit bewundernswerter Selektivitét glycosylieren.
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4.7. Vollsynthetisches gefaltetes EPO-Glycoprotein besitzt
erythropoietische Aktivitdt

Letztlich konnten wir die erythropoietische Aktivitit der
ungefalteten EPO-Priméirsequenz (104) sowie von ungly-
cosyliertem EPO-Protein (119) und gefaltetem EPO-Glyco-
protein (109) ermitteln. Wahrend ungefaltetes EPO(1-166)
keine nachweisbare Aktivitit zeigte, waren gefaltetes EPO-
Glycoprotein (109) und gefaltetes unglycosyliertes EPO (119)
biologisch aktiv. In In-vitro-Zellproliferationsstudien ver-
mittelten sowohl 109 als auch 119 die Bildung von Erythro-
idkolonien aus CD34 +-Progenitorzellen. Glycosyliertes
EPO zeigte eine sehr viel hohere Aktivitdt als nichtglycosy-
liertes, was vermutlich an der geringen Stabilitdt des nicht-
glycosylierten EPO liegt (Abbildung 4).

5. Schlussfolgerungen

Wie haben hier einen Uberblick iiber die Strapazen,
Riickschldge und Fortschritte bei der Vervollstindigung un-
seres zehn Jahre anhaltenden Projekts zur Synthese eines
funktionellen EPO gegeben. Gliicklicherweise waren wir in
der Lage, die vollstindige Primérstruktur zu erzeugen, ohne
Eingestidndnisse zur Vereinfachung des Problems machen zu
miissen. Dariiber hinaus ist es uns gelungen, Glycosylierun-
gen an jeder der nativen Stellen einzufithren. Es wurde ge-
zeigt, dass ungefaltetes EPO biologisch unfunktionell ist,
wihrend gefaltetes EPO tatsédchlich Erythropoiese induzier-
te. Wir hoffen, dass nunmehr die Voraussetzungen geschaffen
sind, um noch tiefere Einblicke in die komplexen Struktur-
Aktivitdts-Beziehungen (SAR) zu gewinnen, die die Effekte
der Glycosylierung auf die Aktivitdt von EPO bestimmen.
Um diesem anspruchvollen Ziel am Ende gerecht zu werden,

www.angewandte.de

emie

7815


http://www.angewandte.de

Angewandte

7816

Kurzaufsiitze

unglycosyliertes EPO (79-124) (110)  +

S. J. Danishefsky et al.

unglycosyliertes EPO (125-166) (111)

B6M Gn+HCI, Na;HPO,, TCEP+HCI,
MPAA; dann MeONH,*HCl, 34%

NCL
Acm
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)

166

unglycosyliertes EPO(79-166) (112)

6M Gn+HCI, Na,HPO,,
TCEP-HCI, MPAA, 33%

unglycosyliertes EPO (29-78) (113)

R R
|

NCL
R

|
H—(CAEHCSLNEN\TVPDTKVNFYAWKREVGQQAVEVWQGLXLLSEAVLRGQCLLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAXSAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR )—OH

» 7

166

unglycosyliertes EPO(29-166)

GnHCI, Na;HPO,, TCEP+HCI, < 114, X=Cys, R =Acm

tBuSH, VA-044 MFD

AgOAc; dann DTT
45% tber 2 Stufen

115, X = Ala, R = Acm
116,X = Ala, R =H
6M Gn+HCI, NagHPO,,

TCEP+HCI, MPAA, 35-40%
unglycosyliertes EPO (1-28) (117)

NCL

HA[APPRL\ CDSRVLERYLLEAKEAENITTGCAEHCSLNENITVPDTKVNFYAWKREVGQQAVEVWQGLALLSEAVLRGQCLLVNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLRSLTTLLRALGAQKEAISPPDAASAAPLRTITADTFRKLFRVYSNFLRGKLKLYTGEACRTGDR }—OH
7 ™

2

166

EPO(1-166) (118)

TriseHCI, CuSOy4
N-Lauroylsarcosin

Faltung

gefaltetes unglycosyliertes EPO (119)

Schema 25. Totalsynthese von gefaltetem nichtglycosyliertem EPO.

Abbildung 4. Bild einer humanen BFU-E-Kolonie (Erythroid Burst For-
ming Unit). 60 ngmL™' synthetisches gefaltetes EPO (109) und

20 ngmL™" rhKL stimulieren aufgereinigte CD34-Zellen aus Nabel-
schnurblut, und nach 2 Wochen ist die BFU-E-Kolonie gebildet.

wird es erforderlich sein, eine Bandbreite von N-glycosylier-
ten Derivaten mit variabler Komplexitit an den nativen As-
paraginstellen zu erzeugen. Drei tiberaus interessante Fragen
konnten sich hierdurch beantworten lassen: Erstens hoffen
wir, verlésslichere Informationen iiber die Auswirkungen ei-
ner Glycosylierung auf die EPO-Faltung gewinnen zu kon-
nen. Zweitens planen wir, die Beziehung zwischen EPO-
Glycosylierung und erythropoietischer Aktivitit ermitteln zu
konnen. Drittens wollen wir, auch in hoheren Organismen,
die Auswirkungen von Glycosylierungen auf das Verhalten
in vivo untersuchen. Um solche Ziele zu erreichen, wird es
notig sein, unsere Chemie auf anspruchsvollere Glycodomé-
nen auszudehnen. Die Entwicklung in diesem Bereich
schreitet voran, und wir sind zuversichtlich, dass sich die oben
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vorgestellte Chemie auf komplexere Szenarien erweitern
lasst. Trotz der verbleibenden Herausforderungen darf
einstweilen gesagt werden, dass schon vieles gelernt wurde.

An dieser Stelle wollen wir das relativ sichere Terrain der
Berichterstattung verlassen und uns in die riskantere Di-
mension der Vorhersage begeben. Aus den oben beschrie-
benen Synthese-Ubungen ziehen wir die Zuversicht, dass die
chemische Synthese ein Leistungsniveau erreicht hat, das es
ihr ermoglicht, hoch komplexe Strukturen zuginglich zu
machen, von denen man bisher glaubte, sie wéiren nur durch
rein biologische Verfahren zugénglich. Fiir ernsthafte Erwéa-
gungen, klassische biologische Verfahren durch chemische
Synthesen in kommerziellen Anwendungen abzul6sen, ist es
aber sicher zu frith. Erstens miissen die Allgemeingiiltigkeit
und Beschriankungen dieser im Rahmen des EPO-Projekts
gemachten Fortschritte etabliert werden. Eine Anwendung
auf andere komplexe biologische Systeme (Zytokine, Vakzi-
ne) wird helfen, die methodischen Beschrankungen abzuste-
cken. Ferner werden sicher Probleme bei der Synthese bio-
logischer Spezies auftauchen, die sich am besten durch eine
Kombination beider Herangehensweisen 16sen lassen. Zum
Beispiel konnte die enzymatisch vermittelte Synthese von
Oligosacchariden mit der Aspartylierung und MFD-gestiitz-
ten NCL kombiniert werden, um homogene, aktivitétsopti-
mierte Glycopolypeptide zu gewinnen. Die kontinuierliche
Erprobung und Verbesserung dieser Methoden wird ver-
niinftige Vorhersagen beziiglich ihrer Kommerzialisierung
zulassen.

Wir schlieBen mit dem Gedanken, dass eine stidrkere
Beschiftigung mit sprachlichen Aspekten eine verbesserte
Synergie zwischen den beiden Grundwissenschaften der
Biologie und Chemie bewirken konnte. Beide Kerndiszipli-
nen titen gut daran, sich fiir die sprachlichen Eigenarten der
jeweils anderen Disziplin zu sensibilisieren. Wir hoffen, dass
diese Bestandsaufnahme unserer Riickschldge und Erfolge in
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der Synthese von EPO"! seinen Teil zu diesem Vorhaben
beitragt.

Diese Forschung wurde von den National Institutes of Health
(HL25848 an S.J.D.) unterstiitzt.
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