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1. EPO

1.1. Entdeckung, Isolierung und molekulare Struktur

Das Vorkommen eines biologischen Faktors, der die
Produktion von roten Blutkçrperchen stimuliert, wurde
schon 1906 vorgeschlagen[1] und in weiterf�hrenden Experi-
menten best�tigt. Erythropoetin selbst wurde zuerst von
Goldwasser und Mitarbeitern 1977 an der University of
Chicago in hoher Reinheit aus humanem Urin gewonnen.[2,3]

Diese Arbeiten waren die Kulmination eines f�nfzehn Jahre
w�hrenden Forschungsprojektes. Dieses humane EPO
konnte als Glycoprotein identifiziert werden, das aus einer
Polypeptidkette von 166 Aminos�uren mit zwei Disulfid-
br�cken aufgebaut war (Abbildung 1).[4] Die Struktur des

bakteriell exprimierten, nichtglycosy-
lierten humanen Met-Lys-[Asn24Lys,
Asn38Lys,Asn83Lys]-EPO wurde
durch NMR-Spektroskopie[5] und
Rçntgenkristallographie bestimmt. Im
zweiten Fall war EPO an die extra-
zellul�re Dom�ne des EPO-Rezeptors
gebunden (Abbildung 2).[6]

Humanes, aus nat�rlichem Urin
isoliertes EPO hat nach Natriumdo-
decylsulfat-Polyacrylamidgelelektro-
phorese (SDS-PAGE) ein apparentes
Molekulargewicht von ca. 34 000 und

zeigt ein heterogenes Glycosylierungsmuster, vor allen wegen
einer unterschiedlichen Zahl von Sialins�uren. Sowohl na-
t�rliches humanes als auch rekombinant in S�ugerzellen ex-
primiertes EPO weisen drei N-glycosidisch verkn�pfte,
komplexe Oligosaccharide und eine O-glycosidisch ver-
kn�pfte Bindung auf (Abbildung 3).[7]

1.2. Rolle der Glycosylierung f�r die biologische Aktivit�t von EPO

Bei In-vitro-Experimenten konnte gezeigt werden, dass
eine Deglycosylierung von EPO, das aus nat�rlichen Quellen
isoliert worden war, dessen F�higkeit, an Rezeptor-expri-
mierende Zellen zu binden und diese zu aktivieren, nicht
verringert; allerdings wurde dabei die biologische Aktivit�t
in vivo inhibiert.[8] �hnliche Befunde wurden mit glycosy-
lierten und nichtglycosylierten rekombinanten EPO-Proben
erhalten.[9] Es folgt aus diesen Ergebnissen, dass in vivo die
Glycosylierung die Geschwindigkeit beeinflusst, mit der EPO
aus dem Blutkreislauf entfernt wird – sie beeinflusst aber
nicht Rezeptorbindung und -aktivierung.

Erythropoietin, bekannt als EPO, ist ein hormonelles Glycoprotein,
das die Produktion von roten Blutkçrperchen stimuliert. Rekombi-
nantes EPO wurde als „die wohl erfolgreichste Droge, die durch die
Revolution der rekombinanten DNA-Technologie hervorgebracht
wurde“, beschrieben. In j�ngerer Zeit hat das EPO-Glycoprotein-
molek�l eine Renaissance als bedeutendes Ziel der organischen Syn-
thesechemie erfahren. In diesem Kurzaufsatz mçchte ich auf fr�here
wichtige Arbeiten zur chemischen Synthese eines maßgeschneiderten
EPO-Analogons eingehen, das volle biologische Aktivit�t und ver-
besserte pharmakokinetische Eigenschaften aufwies. Das Design und
die Synthese dieses „synthetischen Erythropoeseproteins“ waren da-
mals ihrer Zeit voraus und haben in den letzten Monaten wieder neue
Bedeutung gewonnen. Ich mçchte hier die Geschichte einer der we-
sentlichen Leistungen der Synthesechemie etwas detaillierter doku-
mentieren, als es in der Prim�rliteratur mçglich ist, wobei auch auf den
heutigen Kontext eingegangen werden soll.

[*] Prof. Dr. S. B. H. Kent
Department of Chemistry, University of Chicago
Chicago, IL 60637 (USA)
E-Mail: skent@uchicago.edu
Homepage: http://chemistry.uchicago.edu/faculty/faculty/person/

member/stephen-bh-kent.html

.Angewandte
Kurzaufs�tze S. B. H. Kent

12208 � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 12208 – 12217



1.3. Rekombinantes EPO als humanes Therapeutikum

Humanes EPO war eines der ersten rekombinanten Pro-
teine, die als humanes Therapeutikum zur Behandlung von

An�mie und zum Einsatz bei Dialysepatienten entwickelt
wurden.[10] Diese Patienten kçnnen damit eine wiederholte
Bluttransfusion vermeiden. Von der US Food and Drug Ad-
ministration (FDA) zugelassenes rekombinantes EPO wird in
CHO-Zellkulturen exprimiert und besteht aus einer
165 Aminos�ure langen Polypeptidkette, die identisch mit der
Sequenz des reifen humanen EPO ist (allerdings wurde das C-
terminale Arg166 w�hrend der Expression entfernt). Rekom-
binantes EPO weist ein heterogenes Glycosylierungsmuster
mit charakteristischen Isoformen auf. Sie unterscheiden sich
voneinander durch die Zahl der Sialins�uren, aus denen sich
eindeutige isoelektrische Punkte ergeben; isoelektrische Fo-
kussierung der rekombinanten EPO-Isoformen f�hrt zu
deutlich unterschiedlichen Mustern von rekombinantem und
nat�rlichem, aus Urin gewonnenem EPO (Abbildung 4).[11]

Dieser Unterschied in den Gesamtladungsmustern von
nat�rlichen und rekombinanten EPO-Isoformen bildet die
Grundlage f�r die Identifizierung der Herkunft des im Blut
von Ausdauersportlern gefundenen EPO.[11] Der Missbrauch
von EPO im Ausdauerleistungssport war nach seiner Ein-
f�hrung als Medikament weit verbreitet, und der Einsatz von
EPO als Dopingmittel f�hrt seit nunmehr �ber zehn Jahren
immer wieder zu Schlagzeilen. Dennoch bleibt die Behand-
lung mit rekombinantem EPO als Therapeutikum eine der
Erfolgsgeschichten der biotherapeutischen Industrie; EPO ist
„wohl das erfolgreichste Medikament, das die Revolution der
rekombinanten DNA-Technologie hervorgebracht hat“.[12]

1.4. EPO als Ziel der organischen Synthesechemie

In den sp�ten 1990er Jahren begann ein Team von Che-
mikern, Biochemikern und Biologen bei Gryphon Sciences
(South San Francisco, USA), durch chemische Totalsynthese
ein EPO-Analogon herzustellen, das eine definierte kova-
lente Struktur, volle biologische Aktivit�t und verbesserte
therapeutische Eigenschaften aufweisen sollte. Unser Ziel
war die eindeutige chemische Synthese eines EPO-Analo-
gons, dessen Polypeptidkette mit monodispersen syntheti-
schen Polymeren modifiziert ist, die die hydrodynamischen
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Abbildung 1. Die chemische Struktur von EPO. Wiedergabe aus Lit. [51].

Abbildung 2. Rçntgenkristallstruktur von Met-Lys[Asn24Lys,Asn38-
Lys,Asn83Lys]-EPO, gebunden an seinen Rezeptor. Wiedergabe aus
Lit. [6].
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Eigenschaften und Ladungen des EPO-Glycanger�stes
nachahmen. Es wurde erwartet, dass es die Herstellung von
chemisch synthetisierten Glycoprotein-mimetischen Formen
von EPO in hoher Reinheit und mit definierter kovalenter
Struktur ermçglichen w�rde, die EPO-Grundstruktur syste-
matisch derart abzuwandeln, dass EPO-Analoga mit verbes-
serten Wirkstoffeigenschaften erhalten werden kçnnten.

Eine solche Zielsetzung erfordert den Zugang zu effek-
tiven chemischen Methoden f�r die Proteinsynthese sowie
neue Verfahren zur Konstruktion von monodispersen Gly-
canmimetika. Zugleich m�ssen die molekularen Ursachen
der Auswirkungen der Glycosylierung auf die biologischen
Eigenschaften von EPO verstanden werden. Sind all diese
Voraussetzungen erf�llt, sollte dies zu einem chemischen
EPO-Analogon mit eindeutiger molekularer Struktur und
sorgf�ltig maßgeschneiderten Eigenschaften f�hren.

2. Chemische Proteinsynthese

2.1. Geschichte

Vor �ber 100 Jahren stellte Emil Fischer fest, dass die
Herstellung von Proteinmolek�len eine wichtige Zielsetzung
der Synthesechemie sei. In seinen Ausf�hrungen anl�sslich
der Verleihung des zweiten Nobelpreises in Chemie sagte
Fischer: „Trotzdem wird das chemische R�tsel des Lebens
nicht gelçst werden, bevor nicht die organische Chemie ein
anderes noch schwierigeres Kapitel, die Eiweißstoffe, in glei-
cher Weise wie die Kohlenhydrate bew�ltigt hat.“[13]

Franz Hofmeister und Emil Fischer schlugen unabh�ngig
voneinander die Peptidtheorie zur Erkl�rung der kovalenten
Struktur von Proteinen vor. Proteine sind lineare Polymere
aus a-Aminos�uren, die durch Amid(Peptid)-Bindungen
miteinander verbunden sind. In den folgenden f�nf Dekaden
entwickelten Fischer, seine wissenschaftlichen Nachfolger
und Chemiker aus der ganzen Welt verschiedene anspruchs-
volle Methoden zur Totalsynthese von Peptiden, die in or-
ganischen Lçsungsmitteln durchgef�hrt werden kçnnen.[14]

Erst mit der Bestimmung der kompletten kovalenten
Struktur des Insulins mit 51 Resten durch Sanger in den
sp�ten 1950er Jahren[15] wurde die Aminos�uresequenz ver-
f�gbar, die eine Totalsynthese erst ermçglichte: „One signi-
ficant result of this work is that it demonstrates that insulin, and
probably other proteins, are homogeneous substances with
unique structures and are not merely statistically random po-
lymers of amino acids. This brings the science of proteins into
the realms of classical organic chemistry and opens up the way
to similar studies of the many other proteins that exist in nature
and hence to a better understanding of the chemistry of life.“[16]

Bis zu den 1970er Jahren haben immer leistungsf�higere
Methoden zur Herstellung von kristallinem Insulin gef�hrt,
das volle biologische Aktivit�t aufwies.[17] Gleichzeitig mit
diesen Entwicklungen wurde von Merrifield die Festkçrper-
peptidsynthese (SPPS) eingef�hrt.[18] SPPS ist der Archetyp
der Polymer-gest�tzten organischen Synthese; diese Methode

Abbildung 3. Struktur komplexer Glycane, die bei rekombinant in S�ugerzellen hergestelltem EPO nachgewiesen wurden. Die Pfeile markieren die
Spaltstellen spezifischer Glycosidasen. Wiedergabe aus Lit. [7].

Abbildung 4. Isoelektrische Fokussierung von nat�rlichen und rekom-
binanten EPO-Formen. Wiedergabe aus Lit. [11].
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machte die pr�parative Peptidchemie einem weiten Kreis von
Wissenschaftlern zug�nglich und erhçhte die Zahl der che-
misch hergestellten Peptide stark.

Die inh�renten Eigenschaften der beiden Syntheseans�t-
ze in Lçsung und im Festkçrper verhinderten jedoch eine
praktikable, reproduzierbare Totalsynthese von Proteinen
mit typischer Grçße.[19] Bei der SPPS kçnnen Nebenprodukte
entstehen, die von nicht vollst�ndigen Reaktionen oder Ne-
benreaktionen herr�hren. Da diese Produkte harzgebunden
sind, sammeln sie sich w�hrend der Synthese an und f�hren zu
einer komplexen Mischung von Endprodukten. Peptidsyn-
thesen in Lçsung haben den Nachteil geringer Lçslichkeit der
vollst�ndig gesch�tzten Peptidsegmente in organischen Lç-
sungsmitteln und f�hren damit zu langsamen Reaktionen und
schlechten Ausbeuten. Zus�tzlich kann unter basischen Re-
aktionsbedingungen Racemisierung an der C-terminalen
Aminos�ure auftreten. F�r Peptidsynthesen sowohl in Lç-
sung als auch an der festen Phase gibt es Besonderheiten, die
eine effektive Aufreinigung der Zwischenprodukte erschwe-
ren und ihre analytische Charakterisierung stçren.[19] Infol-
gedessen war die chemische Synthese von Proteinen mit mehr
als ca. 50 Aminos�uren ein entmutigendes und �ußerst frag-
w�rdiges Unterfangen.

Sieben Dekaden nach Fischer wurde der Status der pr�-
parativen Proteinchemie von Kenner 1977 anl�sslich seiner
„Bakerian Lecture“ vor der Royal Society �ber die letztlich
erfolglose Peptidsynthese in Lçsung des Enzyms Lysozym
eloquent zusammengefasst.: „… the vitality of organic syn-
thesis is far from exhausted by the efforts of the previous de-
cades. Nevertheless such investigations, intriguing though they
be, do not tackle the fundamental problem alluded to earlier in
this lecture, namely the simulation in the laboratory of Nature�s
marvellous intramolecular coupling of carboxyl and amino
groups on the template of protein biosynthesis … What is re-
quired is a general method for coupling sections of a polypep-
tide chain by virtue of an intramolecular condensation.“[20]

2.2. Chemische Ligation

Anfang der 1990er Jahre wurde jene Methode, die Kenner
sich vorgestellt hatte, nach dem Prinzip der „chemischen Li-
gation“ entwickelt:[21] die chemoselektive kovalente Kon-
densation ungesch�tzter Peptide, ermçglicht durch Bildung
einer nichtnat�rlichen Analogstruktur am Ligationsort (Ab-
bildung 5 A).

�ber die Urspr�nge des Konzeptes der chemischen Li-
gation ist bereits berichtet worden.[22] Um die N�tzlichkeit der
Methode zu demonstrieren, verwendeten wir urspr�nglich
eine Thioester-bildende Ligationschemie (Abbildung 5B),
und nur kurze Zeit sp�ter entwickelten wir die „native che-
mische Ligation“ (Abbildung 5C), die auf Thioester-vermit-
telter, Amid-bildender Kondensation von ungesch�tzten
Peptidsegmenten am Xaa-Cys-Verkn�pfungsort basiert.[23]

Die native chemische Ligation wurde als konzeptionelle Er-
weiterung der Thioester-bildenden chemischen Ligation ent-
wickelt und ist in Einklang mit dem chemischen Ligations-
konzept, demzufolge zun�chst ein nichtnat�rlicher Thioester
am Ort der Ligation gebildet wird. Der Erfolg der nativen

chemischen Ligation basierte auf dem Wissen des korrekten
Reaktionsmechanismus. Der Schl�ssel hierzu waren geeig-
nete Thioarylkatalysatoren, die einen schnellen wie auch
einleitenden reversiblen Thioester-bildenden Schritt gew�hr-
leisteten; infolgedessen ist die Reaktion regioselektiv: Nur
der mit dem N-terminalen Cys gebildete Thioester kann die
irreversible intramolekulare Umlagerung eingehen, um das
Amid-haltige Endprodukt der Ligation zu bilden.[24,25] Die

Abbildung 5. Chemische Ligation von ungesch�tzten Peptidsegmen-
ten. A) Chemoselektive kovalente Kondensation, ermçglicht durch die
Bildung eines nichtnat�rlichen Analogons am Ligationsort;[21] B) che-
mische Ligation unter Bildung eines Thioesters;[21] C) native chemische
Ligation; das anf�ngliche Ligationsprodukt enth�lt einen nichtnat�rli-
chen Thioester, der sich durch eine intramolekulare nukleophile Reakti-
on in die native Peptid(Amid-)Bindung am Ligationsort umlagert.[23]
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native chemische Ligation wird in w�ssrigen Lçsungsmitteln
bei neutralen pH-Werten durchgef�hrt; chaotrope Substan-
zen wie 6m Guanidinium-Hydrochlorid ermçglichen es im
Allgemeinen, millimolare Peptidkonzentrationen zu ver-
wenden, was zu annehmbaren Reaktionsgeschwindigkeiten
und fast quantitativen Ligationsausbeuten f�hrt. Bis heute
bleibt die native chemische Ligation die wirkungsvollste Li-
gationschemie.

Das Prinzip der chemischen Ligation und die native che-
mische Ligation haben unsere F�higkeit beeinflusst, Proteine
durch chemische Totalsynthese herzustellen.[26] Die chemo-
selektive Reaktion von ungesch�tzten Peptiden ist praktisch
und robust. Dieses einfache Verfahren zur Totalsynthese von
Proteinen lçste mit einem Schlag alle Probleme, die den
klassischen Ansatz von Reaktionen in organischen Lçsungs-
mitteln mit einem maximalen Schutzgruppenkonzept so
schwierig gemacht hatten: In millimolarer Konzentration sind
ungesch�tzte Peptide in 6m Guanidinium-Hydrochlorid na-
hezu immer lçslich, sodass die native chemische Ligation in
wenigen Stunden ablaufen kann. Sogar mit grçßeren Pep-
tidsegmenten ist die Kondensation fast quantitativ. Da die
Reaktion unter neutralen Bedingungen durchgef�hrt wird,
erfolgt keine Racemisierung.

Dar�ber hinaus hat der Zugang zu gut charakterisierten,
ungesch�tzten, synthetischen Peptiden in hoher Reinheit die
Beschr�nkungen �berwunden, die durch die statistische Ak-
kumulierung von harzgebundenen Nebenprodukten hervor-
gerufen wurden, was die Synthese grçßerer Peptide verhin-
derte. Wie auch immer die Grçße der durch SPPS herge-
stellten Peptide ausf�llt, die chemische Ligation ermçglicht
nunmehr durch Verdopplung und wiederholte Verdopplung
die maximale Grçße der durch chemische Totalsynthese
hergestellten Polypeptidketten zu steigern. Mit dem Auf-
kommen der chemischen Ligation wurden Proteine mit voller
biologischer Aktivit�t und Molek�lmassen von �ber 20 kDa
durch Totalsynthese zug�nglich.[27,28]

2.3. Synthese von Peptidthioestern

Die effiziente Herstellung von Peptidthioestern als Bau-
steinen der nativen chemischen Ligation ist der Schl�ssel f�r
eine erfolgreiche chemische Proteinsynthese. �bliche Stra-
tegien der SPPS sind ungeeignet zur Pr�paration von Pepti-
den mit einem vorab gebildeten Thioester, da dieses Struk-
turelement leicht durch nukleophile Amine angegriffen wird.
Sowohl Piperidin, das verwendet wird, um die Na-Fmoc-
Schutzgruppen abzuspalten, als auch das freigesetzte und
neutralisierte N-terminale Amin, das bei der Standard-Boc-
Chemie nach jedem Schritt der SPPS entsteht, werden mit
einem vorhandenen Thioester reagieren (Fmoc = Fluore-
nylmethoxycarbonyl, Boc = tert-Butoxycarbonyl). Eine
zweckm�ßige Alternative, um diese Anf�lligkeit der Thioes-
ter-haltigen Peptide zu umgehen, bietet die In-situ-Neutrali-
sierungs-Boc-Chemie:[29] Bei jedem Schritt der Synthese wird
das Peptidharz mit dem vorab gebildeten Thioester in der
Gegenwart von hohen Konzentrationen der zugegebenen,
aktivierten Boc-Aminos�ure neutralisiert. Damit wird der
Thioester nicht den Amin-Nukleophilen ausgesetzt. Diese

einfache und effektive SPPS-Chemie wurde urspr�nglich
entwickelt, um eine Aggregation der wachsenden Peptidkette
zu minimieren – sie ist aber auch ein unkomplizierter Weg,
um Peptidthioester f�r die chemische Proteinsynthese zu
generieren.[30]

2.4. Aufreinigung und analytische Kontrolle

Peptidthioester sind vollst�ndig stabil unter Bedingungen,
die normalerweise f�r die Handhabung von synthetischen
Peptiden angewendet werden (typischerweise 0.1% Triflu-
oressigs�ure in Wasser/Acetonitril-Lçsungsmitteln). Die un-
gesch�tzten Rohpeptide kçnnen leicht �ber Umkehrpha-
sen(RP)-HPLC aufgereinigt werden. �ber analytische RP-
HPLC mit kombinierter Massenspektrometrie (LCMS) l�sst
sich die Qualit�t der Aufreinigung exakt verfolgen. Die Ver-
wendung von ungesch�tzten Peptidsegmenten hat die routi-
nem�ßige analytische Kontrolle durch hochauflçsende Me-
thoden wie LCMS erleichtert und die einfache Aufreinigung
von synthetischen Zwischenprodukten und Endprodukten
durch pr�parative HPLC ermçglicht. Die Reinheit und kor-
rekte Masse kçnnen durch LCMS direkt bestimmt werden, da
die Endprodukte in ungesch�tzter Form erhalten werden.
Eine solch pr�zise Bestimmung der Masse ist eine wichtige
Best�tigung, dass tats�chlich ein Proteinmolek�l mit korrek-
ter Struktur erhalten wurde.

3. Synthetisches Erythropoeseprotein (SEP)

In den sp�ten 1990er Jahren stand eine Reihe praktischer
Methoden f�r die Proteinsynthese zur Verf�gung.[31] Dies
ermçglichte es uns zu versuchen, ein Glycoprotein als Wirk-
stoff mit dem Ziel zu entwickeln, die therapeutischen Ei-
genschaften von EPO zu verbessern. Unsere Ziel war, ein
„designtes Glycoproteinanalogon“ – d.h. ein mimetisches
Glycoprotein mit definierter chemischer Struktur, voller
biologischer EPO-Aktivit�t und verbesserten pharmakoki-
netischen (PK-)Eigenschaften – durch chemische Totalsyn-
these herzustellen.

Mehrere Aspekte waren f�r das Design des SEP-Mole-
k�ls entscheidend: Zum einen sollten Modifikationen der
Polypeptidstruktur gleichzeitig die Synthese erleichtern und
die biologische Aktivit�t erhalten. Zum anderen sollten die
komplexen N-Glycane, die sowohl bei nat�rlichem als auch
bei rekombinantem EPO nachgewiesen wurden, durch Poly-
mere ersetzt werden, die �hnliche hydrodynamische Eigen-
schaften und Ladungsmuster aufweisen. Das oberste Ziel des
Forschungsvorhabens bestand darin, durch chemische Total-
synthese systematisch die therapeutischen Eigenschaften von
EPO zu verbessern.

3.1. Design

Die kovalente Struktur des SEP-Zielproteins ist in Ab-
bildung 6 abgebildet.[32] Die 166 Aminos�uren lange Poly-
peptidkette von SEP enth�lt auch das nat�rliche C-terminale
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Arg166, das nicht in rekombinantem humanem EPO gefunden
wurde. In den Positionen 24, 89, 117 und 126 wurden Ami-
nos�uren ausgetauscht, um geeignete Positionen f�r die Li-
gation der ungesch�tzten Peptidfragmente und das Anbrin-
gen der verzweigten Polymerketten zu generieren (siehe
Abschnitt 3.2).

Die komplexen N-Glycane von nat�rlichem und rekom-
binantem humanem EPO wurden durch ein „mimetisches
Glycanger�st“ ersetzt. Es handelte sich dabei um ein mono-
disperses verzweigtes Polymer, das planm�ßig konstruiert
wurde, um das hydrodynamische Volumen und andere Ei-
genschaften des nat�rlichen Glycoproteins nachzubilden.
Grçßere hydrodynamische Volumina verzçgern die renale
Clearance durch die glomerul�re Filtrationsrate (GFR –
Gesamtvolumen des Prim�rharns, das von allen Glomeruli
beider Nieren zusammen in einer definierten Zeiteinheit ge-
filtert wird). In die verzweigten Polymere wurden Carboxy-
late eingebaut, um die nat�rlich vorkommenden Sialins�uren
zu ersetzen. Es ist bekannt, dass diese negative Ladung die
Clearance durch die renale Filtration verlangsamt.[8, 9] Die
chemische Synthese der neuartigen Polymerkonstrukte ba-
sierte auf der Pr�zisionsoligomersynthese von Rose und Vi-
zzavona, bei der 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin/Succin-
s�ureanhydrid(TTD-SUCC)-Chemie zur Anwendung
kommt,[33] und umfasste eine Kombination von Festphasen-
chemie und Synthesen in Lçsungsmitteln. Das resultierende
monodisperse und verzweigte Polymer enthielt eine einzige
Aminooxyfunktion. Diese reagierte chemoselektiv mit dem
Keton eines L�vulins�ure-modifizierten Lysins unter Bildung

eines Oxims.[34] Ein Alanin wurde mit seinem N-Terminus an
jeden der TTD-SUCC-Oligomerzweige gebunden, um nega-
tive Ladungen bereitzustellen, die den Effekt von Sialins�u-
ren im humanen EPO-Glycoprotein simulieren sollten.

3.2. Synthese

Die Synthese von SEP ist in Abbildung 7 aufgef�hrt. Die
Polypeptidkette wurde, mit dem C-terminalen Peptid als
Startpunkt, aus vier synthetischen Segmenten durch auf-
einanderfolgende native chemische Ligationen aufgebaut.
Die beiden N-terminalen Cys-Reste 117 und 89 der Mittel-
segmente waren alkyliert, um anstelle der nat�rlichen Glu-
Reste „pseudo-Glu“-Einheiten zu generieren. Das nat�rliche
Cys161 wurde w�hrend der Alkylierungsreaktion durch das
orthogonale Cys(picolyl)-Derivat gesch�tzt. Die letzte Liga-
tion wurde mit Cys33 durchgef�hrt, wobei die Seitenketten
der nat�rlichen Cys7- und Cys29-Reste nicht gesch�tzt wur-
den. Die N- und C-terminalen Peptidsegmente enthielten
jeweils eine Kopie des verzweigten Polymers, das �ber eine
Oximbindung an die Seitenkette eines – durch L�vulins�ure
modifizierten – Lys-Restes angekn�pft war. Die nat�rlichen
Glycosylierungsorte von EPO befinden sich an den Positio-
nen 24 und 126, und es wurden deshalb die gleichen Stellen
gew�hlt, um die Polymere an das Protein zu binden. Aus der
Kristallstruktur der extrazellul�ren Dom�ne des EPO-Re-
zeptors im Komplex mit seinem Substrat EPO[6] konnte ent-
nommen werden, dass die Polymere diese Bindung nicht
stçren w�rden.

3.3. Analytische Charakterisierung

Die vollst�ndige, 166 Aminos�uren lange und polymer-
modifizierte SEP-Polypeptidkette wurde �ber RP-HPLC
aufgereinigt und anschließend unter gleichzeitiger Bildung
der nativen Disulfidbr�cken zum SEP-Protein gefaltet.[32] Die
Totalsynthese von SEP wurde mehrmals wiederholt, wodurch
mehr als 100 mg des hoch gereinigten Proteins erhalten wer-
den konnten. Das chemisch synthetisierte SEP gen�gte den
hçchsten analytischen Anforderungen der damaligen Zeit:
Das polymermodifizierte Protein lief als einzige Bande in
SDS-PAGE und bildete bei der isoelektrischen Fokussierung
(IEF) eine einzelne Bande mit pI = 5.0. Auch �ber LCMS
(Molek�lmasse: (50 825� 10) Da) konnte die Reinheit de-
monstriert werden. Aus dem Circulardichroismus(CD)-
Spektrum konnte f�r das gefaltete SEP auf einen hohen he-
likalen Anteil geschlossen werden (Abbildung 8).

3.4. Biologische Aktivit�t

Nach Abschluss der analytischen Charakterisierung wur-
den die biologischen Eigenschaften von SEP evaluiert. SEP
hatte volle In-vitro-Aktivit�t in einem Faktor-abh�ngigen
Zelllinienproliferationsassay und zeigte zudem in einem
Maush�matokritassay volle In-vivo-Aktivit�t (Abbildung 9).
Es ist wichtig anzumerken, dass die urspr�ngliche Intention,

Abbildung 6. Synthetisches Erythropoeseprotein (SEP). A) Kovalente
Struktur von SEP; B) Struktur der „mimetischen Glycangruppe“, aus-
gestattet mit einer negativ geladenen Ladungskontrolleinheit. Das ver-
zweigte Polymer war monodispers; molekulare Summenformel:
C737H1354N112O267, Molekulargewicht: 16057.2 (durchschnittliche Isoto-
penzusammensetzung). Wiedergabe aus Lit. [32].
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n�mlich ein mimetisches Glycoprotein mit verbesserten
physiologischen Eigenschaften zu entwickeln, umgesetzt
werden konnte: SEP hatte verbesserte PK-Eigenschaften und

wurde mit weniger als der H�lfte der Geschwindigkeit von
rekombinantem EPO der ersten Generation aus dem Blut-
kreislauf entfernt (Abbildung 9).[32]

Abbildung 7. Strategie f�r die chemische Totalsynthese von SEP. Wiedergabe aus Lit. [32].

Abbildung 8. Analytische Charakterisierung von SEP. A) SDS-PAGE, apparentes Molekulargewicht 73000; B) das Elektrospray-Massenspektrum
zeigt mehrfach geladene Zust�nde; C) das rekonstruierte MS-Spektrum ergibt eine gemessene Masse von (50825�10) Da; D) die IEF von SEP
ergibt eine einzige Bande bei pI =5.0; E) analytische HPLC von SEP; F) CD-Spektrum von SEP. Wiedergabe aus Lit. [32].
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3.5. Ein „designtes“ Glycoproteinanalogon

Es wurde ein mimetisches Glycoprotein mit einer neuar-
tigen Struktur und einer Molek�lmasse von 50825 Da in ho-
mogener Form durch chemische Totalsynthese hergestellt.
Das synthetische Erythropoeseprotein hatte volle biologische
Aktivit�t und bessere PK-Eigenschaften als rekombinantes
humanes EPO der ersten Generation.

4. Nachfolgende Entwicklungen

Das Design und die chemische Totalsynthese von SEP
haben demonstriert, dass die Synthesechemie mit gezielt
entwickelten, nicht in der Natur vorkommenden chemischen
Resten dazu genutzt werden kann, systematisch die Eigen-
schaften von biotherapeutischen Proteinen zu verbessern.
Seit der Verçffentlichung dieser ersten Arbeit hat es einige
weitere Entwicklungen gegeben.

4.1. Neue Synthesechemie

Unsere F�higkeit, die organische Synthesechemie zur
Herstellung von Proteinen zu nutzen, ist durch neuere Ent-
wicklungen in der chemischen Proteinsynthese stark verbes-
sert worden. Dazu z�hlen: sequenzielle native chemische
Ligation in Kombination mit der N-terminalen Cys-Schutz-
gruppe Thiazolidin (Thz),[35, 36] die eine Eintopfsynthese er-
mçglicht; Verbesserung des Thioarylkatalysators f�r die na-

tive chemische Ligation;[25] sowie eine vollst�ndig konver-
gente Synthese durch kinetisch kontrollierte Ligation.[33–39]

Ein aktueller Fokus auf die Synthese von EPO mit na-
t�rlichen Kohlenhydratstrukturen hat zu zahlreichen wichti-
gen Beitr�gen f�r die chemische Synthese von Proteinen ge-
f�hrt. Zum Beispiel wurde die Methode von Yan und Daw-
son, die nach einer nativen Ligation durch Desulfurierung
eine Xaa-Ala-Bindung generiert,[40] ausgeweitet und auf ein
breites Spektrum von Xaa-Yaa-Bindungen angewendet.[41–44]

Hierzu wurde auch ein lçslicher Katalysator f�r die De-
sulfurierung entwickelt.[45] Es wurden auch komplexe/remo-
dellierte Glycane, die aus nat�rlichen Quellen isoliert worden
waren, f�r die Glycoproteinsynthese verwendet.[46] Außerdem
wurde f�r eine Semisynthese definierter EPO-Glycoformen
die Ligation exprimierter Proteine (expressed protein ligati-
on) angewendet.[47]

4.2. Strukturelle Charakterisierung der synthetischen Proteine

Zus�tzlich zu den neuen Synthesemethoden gab es auch
erhebliche Fortschritte bei der Charakterisierung der syn-
thetischen Proteinprodukte. Wegen der komplexen makro-
molekularen Natur von Proteinen m�ssen die synthetischen
Proteine einer rigorosen analytischen Kontrolle unterzogen
werden. Hierzu z�hlen die LCMS und ladungsbasierte Me-
thoden wie die IEF, �ber die die Homogenit�t gepr�ft werden
kann. Die exakte kovalente Struktur kann auch durch pr�zise
Bestimmung der Masse �ber LCMS – falls �ber die gesamte
Bande gemessen wird – oder durch direkte Einspritzung des
gereinigten synthetischen Proteins bestimmt werden. Die
Struktur des gefalteten Proteins kann eindeutig �ber multi-
dimensionale NMR-Spektroskopie[38] oder durch Rçntgen-
strukturanalyse unter Einbeziehung der Kristallographie von
Racematen bestimmt werden.[38, 39,48] Nur nachdem eine
akribische Charakterisierung die Reinheit und chemische
Struktur des synthetischen Proteins festgestellt hat, sollte die
biologische Aktivit�t untersucht werden.

4.3. Zuk�nftige Perspektiven

Wie in dem k�rzlich erschienenen Kurzaufsatz von Da-
nishefsky et al. so eloquent zusammengefasst wurde,[49] hat
die zehnj�hrige Entwicklung bei den Methoden zur Synthese
von Glycopeptiden nun dazu gef�hrt, dass die Totalsynthese
von EPO mit einer komplexen nativen Glycanstruktur in er-
reichbare N�he ger�ckt ist. Aus diesen Arbeiten werden sich
n�tzliche Anwendungen der organischen Synthesechemie f�r
die Herstellung von EPO-Glycoformen mit definierter
Struktur und biologischen Eigenschaften ergeben: „de novo
chemical synthesis might provide a powerful path to designed
glycoproteins as it offers, in principle, precise structural control
while providing opportunities for systematic variation of both
the structures of the glycodomains and their location within the
peptide sequence.“[50]

Durch das Design und die chemische Totalsynthese von
SEP wird ein Weg zu systematisch abgestimmten Eigen-
schaften von EPO und anderen Glycoproteinen geebnet.

Abbildung 9. Biologische Aktivit�t von SEP in vitro und in vivo. A) Fak-
tor-abh�ngige Zelllinienproliferation in vitro; B) H�matokrit in M�usen
als Antwort auf SEP (rot) oder rekombinantes EPO (blau). Wiedergabe
aus Lit. [32].
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die chemische Totalsynthese von SEP – ein designtes
mimetisches Glycoprotein mit verbesserten Eigenschaften –
war ein Meilenstein in der organischen Synthesechemie von
Proteinen. Sie illustriert anschaulich, wie effizient sich die
Prinzipien der medizinischen Chemie dazu anwenden lassen,
die Eigenschaften von Proteintherapeutika zu verbessern.

Allgemein wird die Anwendung von pr�parativer orga-
nischer Proteinchemie zusammen mit fortschrittlichen phy-
sikalischen Methoden die Aufkl�rung der molekularen
Grundlagen der Proteinfunktion sehr erleichtern. In Zukunft
wird es mçglich sein, Enzyme von Grund auf neu zu ent-
werfen. Unter Verwendung der Synthesechemie und An-
wendung der vollen Bandbreite chemischer Funktionalit�ten
werden diese de novo entworfenen Enzyme als leistungsf�-
hige und selektive Katalysatoren jedwede chemische Trans-
formation ermçglichen. Dann wird die Wissenschaft der
Proteine wirklich Teil des Reichs der organischen Chemie
sein.
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