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Der (2-Phenyl-2-trimethylsilyl)ethyl-
(PTMSEL)-Linker ± ein neuer, mit Fluorid
spaltbarer Anker f¸r die Festphasensynthese
von gesch¸tzten Peptiden und Glycopeptiden**
Michael Wagner und Horst Kunz*

Professor Lutz F. Tietze zum 60. Geburtstag gewidmet

Die Festphasensynthese ist f¸r die schnelle Herstellung von
Peptiden und Peptidkonjugaten von besonderer Bedeutung.[1]

Das gilt insbesondere f¸r die kombinatorische Synthese von
Verbindungsbibliotheken und Scharen von Einzelverbindun-
gen. Dieses kombinatorische Syntheseprinzip ist inzwischen
auf die Herstellung einer Vielzahl von organischen Substanz-
klassen ausgedehnt worden.[2]

Eine wichtige Funktion bei allen Festphasensynthesen und
kombinatorischen Synthesen an fester Phase erf¸llt der
Anker. Er muss stabil w‰hrend der mehrstufigen Synthesen
sein, sich aber schlussendlich unter milden Bedingungen und
ohne Beeintr‰chtigung der hergestellten Produkte spalten
lassen. Am gebr‰uchlichsten sind s‰urelabile Anker,[1, 2] z.B.
vom p-Alkyloxybenzylester- und Triphenylmethyl(Trityl,Trt)-
Typ.[3] Bei deren Spaltung kˆnnen s‰urelabile Schutzgruppen,
etwa in den Aminos‰ureseitenketten der aufgebauten Pepti-
de, gleichzeitig gespalten werden. Bei sauren und basischen
Abspaltungsreaktionen treten h‰ufig unerw¸nschte Neben-
reaktionen an Peptiden ein, unter denen die Aspartimid-
bildung und die Umacylierung an Aspartyl-Peptiden oft
besonders schwer zu vermeiden sind.[4, 6] Vermeiden lassen
sich die meisten dieser Nebenreaktionen, wenn neutral
spaltbare Anker, wie Allyl-Anker,[5] verwendet werden.
Wegen ihres geringen sterischen Anspruchs sind die Allyl-
Anker-Ester jedoch gegen¸ber Aminolyse anf‰llig. Entspre-
chend neigen sie zur Diketopiperazin-Ablˆsung auf der Stufe
der harzgebundenen Dipeptide, wenn man die basenlabile
9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Gruppe als Amino-
schutzgruppe verwendet.

Auf (2-Trimethylsilyl)ethylester[6a] beruhende und mit
Fluoridionen spaltbare p-Silylmethylbenzyl-,[7] p-Silyloxyben-
zyl-[8] und �-Trimethylsilylbenzyl-Anker (SAC)[9] bieten eine
weitere Option zur schonenden Abspaltung der Peptide vom
Harz. Aber selbst mit dem empfindlichsten unter diesen, dem
SAC-Linker,[9] muss die Spaltung mit Tetrabutylammonium-
fluorid-Trihydrat in Dimethylformamid (DMF) vorgenom-
men werden und ergibt bei einem Tetrapeptid einen Aspart-
imidanteil von bis zu 80%. Wurde dagegen Benzyltrimethyl-
ammonium-hydrogendifluorid in DMF eingesetzt, war die
Spaltungsausbeute bei zwei einfachen Tetrapeptiden unbe-
friedigend (30 ± 40%), und das Rohprodukt enthielt das
Aspartimid noch bis zu ca. 10%. Diese Autoren empfehlen

daher f¸r die Spaltung dieses SAC-Ankers selbst die Acido-
lyse mit 1-proz. Trifluoressigs‰ure (TFA) in Dichlormethan,
zumal dann bei der Abspaltung auch die Fmoc-Gruppe
erhalten bliebe, was bei der Fluoridolyse nicht gelang.[9, 10]

Der (2-Phenyl-2-trimethylsilyl)ethyl(PTMSEL)-Linker 1
ist ein neuartiger, auf der PTMSE-Schutzgruppe[11] beruhen-
der Anker f¸r die Peptid-Festphasensynthese nach der Fmoc-
Strategie, der die Freisetzung von gesch¸tzten und speziell
auch Fmoc-gesch¸tzten Peptiden und Glycopeptiden in Form
der C-terminal freien S‰uren ermˆglicht. Bei ihm ist die C-O-
Bindung nicht in einer Benzylposition und damit geschw‰cht
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wie beim SAC-Linker 2,[9] sondern die C-Si-Bindung. Damit
wird er deutlich empfindlicher gegen¸ber Fluorid und zu-
gleich stabiler gegen¸ber S‰uren. Seine Spaltung gelingt
daher schon mit Tetrabutylammoniumfluorid-Trihydrat in
CH2Cl2 unter nahezu neutralen Bedingungen (Schema 1).

Zur Synthese des Ankers (Schema 2) wird Trimethylvinyl-
silan 3 mit meta-Chlorperbenzoes‰ure (mCPBA) zu Trime-
thylsilyloxiran 4 epoxidiert. Dessen Reaktion mit Lithium-
di[(p-1-ethoxyethyloxy)phenyl]cuprat, welches in situ durch
Lithiierung von 1-(4-Bromphenoxy)-1-ethoxyethan mit n-
Butyllithium und Umsetzung mit Kupfer(�)-iodid erhalten
wird, liefert (2-p-Ethoxyethyloxyphenyl-2-trimethylsilyl)-
ethanol 5 in 85% Ausbeute. Die Ethoxyethyl(EE)-Schutz-
gruppe wird in MeOH unter Katalyse mit Pyridinium-p-
toluolsulfonat (PPTS) abgespalten. Der PTMSEL-Linker,
(2-p-Hydroxyphenyl-2-trimethylsilyl)ethanol 6, wird in 90%
Ausbeute erhalten (76% bezogen auf 4).

Das Polymer wird ¸ber die phenolische OH-Funktion
angebunden (Schema 2). Die N-Acyl-Aminos‰ure wird in
Lˆsung an den Anker gekuppelt. Eine Veresterung an fester
Phase geht oft mit einer Racemisierung einher. Der Alkohol 6
wird mit Chloressigs‰ureallylester zu 4-[2-Hydroxy-1-(trime-
thylsilyl)ethyl]phenoxyessigs‰ureallylester 7 umgesetzt. Die
Acylierung mit der Fmoc-gesch¸tzten Aminos‰ure (Fmoc-
AS-OH), in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)
und katalytischen Mengen 4-Dimethylaminopyridin
(DMAP)[12] liefert die als Allylester gesch¸tzte Verbindung
8 (Ausbeuten: �90%). Der Allylester in 8 wird quantitativ
mit [Pd(PPh3)4] und p-Toluolsulfins‰ure-Natriumsalz[13] oder
einem anderen Allyl-Abfangreagens[14] gespalten und gibt die
verankerbare Carbons‰ure 9 (Ausbeute ca. 54% ¸ber f¸nf
Stufen ausgehend von 4), die unter Verwendung von O-(1H-
Benzotriazol-1-yl)-N,N,N�,N�-tetramethyluronium-tetrafluo-
roborat (TBTU), N-Hydroxybenzotriazol (HOBt) und Diiso-
propylethylamin (DIPEA)[15] in DMF/CH2Cl2 an ein amino-
funktionalisiertes Polymerharz gebunden wird. Als Harze
wurden Aminomethylpolystyrol (AMPS; ACT, 200 ±
400 mesh, Beladung 1.00 mmolg�1) und aminofunktionali-
siertes Tentagel-Harz[16] (NovaSyn-TG-Aminoharz; Novabio-
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chem, 110 �m K¸gelchen, Beladung
0.43 mmolg�1), verwendet. Nichtum-
gesetzte Aminogruppen des Poly-
mers werden mit Acetanhydrid/Pyri-
din (1/3) acetyliert.

Die vorteilhaften Eigenschaften
des PTMSEL-Ankers zeigen sich in
der anspruchsvollen Synthese eines
TN-Antigen-Glycodecapeptids aus
der extrazellul‰ren Dom‰ne EC1
des LI-Cadherins[17] (Ratte), eines
Zelladh‰sionsproteins, welches vor-
nehmlich an Leber- und Intestinal-
zellen gefunden wird. Ausgehend
von dem mit Fmoc-Ile-OH belade-
nen Polymer 10a (Beladung
0.365 mmolg�1) wurde das Glycode-
capeptid Boc-Leu-Ala-Ala-Leu-
Asp(OtBu)-Ser(�Ac3GalNAc)-Gln-
(Trt)-Gly-Ala-Ile-OH 11 (Boc� tert-
Butoxycarbonyl) mit einem Peptid-
synthesizer (Perkin-Elmer AB-
I433A) hergestellt (Schema 3). Da-
bei wurden die Abspaltungen der
Fmoc-Gruppen in vier bis f¸nf 4-Mi-
nuten-Zyklen mit einer 30-proz. Lˆ-
sung von Piperidin in N-Methylpyr-
rolidon (NMP) und die Kupplungen
mit 10 æquivalenten Fmoc- oder
Boc-gesch¸tzter Aminos‰ure und
den Kupplungsreagentien HBTU,
HOBt und DIPEA innerhalb von
35 Minuten durchgef¸hrt. Der gly-
cosylierte Baustein Fmoc-Ser(�Ac3-
GalNAc)-OH[18] (3 æquiv.) wurde
mit O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N�,N�-tetramethyluronium-hexa-
fluorophosphat (HATU) und N-Hy-
droxy-7-azabenzotriazol (HOAt)[19]

manuell gekuppelt. Nach jeder
Kupplung wurde mit Acetanhydrid/
DIPEA/HOBt acetyliert (Capping).
Nach Abschluss der Synthese wurde
noch im Synthesizer ausgiebig mit
NMP und anschlie˚end mit CH2Cl2
gewaschen. Dies ist wichtig, da bei
der Fluorid-induzierten Abspaltung
kein NMP oder DMF vorhanden
sein darf. Tetrabutylammoniumfluo-
rid-Trihydrat (TBAF ¥ 3H2O) ist in
polaren, aprotischen Lˆsungsmitteln
wie DMF, NMP oder THF stark
basisch, in CH2Cl2 jedoch nur
schwach basisch (nahezu neutral).
Die Fluorid-induzierte Abspaltung
wurde manuell vorgenommen, in-
dem das Harz mit 2 æquivalenten
TBAF ¥ 3H2O (0.2 mmol) in CH2Cl2
25 Minuten gesch¸ttelt wurde.[20]
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Schema 2. Synthese des PTMSEL-Linkers und Anbindung der ersten Aminos‰ure.
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Schema 1. Fluorid-induzierte Spaltung des PTMSEL-Linkers.
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Abbildung 1 zeigt das Chromatogramm (HPLC) des
Rohproduktes 11, welches nach Spaltung des PTMSEL-
Ankers erhalten wurde. Die einzelnen Substanzen wurden
durch HPLC-MS-Analyse identifiziert. Der Hauptpeak
(92%) entspricht dem gew¸nschten Produkt. Als Neben-
produkte wurden das Aspartimid enthaltende Glycopeptid
12 (2%) und verschiedene Deletionssequenzen (zusam-
men ca. 4%) identifiziert. Es trat weder eine �-Eliminierung
am glycosylierten Serin-Fragment noch eine Deacetylierung
auf. Die Reinigung durch pr‰parative HPLC lieferte das
Glycodecapeptid in 66% Ausbeute bezogen auf die Anfangs-

beladung im Polymer 10a.[21] Bemer-
kenswert sind zwei Punkte: a) Im
Unterschied zu anderen Silyl-An-
kern, die mit TBAF in DMF, NMP
oder auch THF gespalten werden
m¸ssen, kˆnnen unter den milden
Bedingungen der Spaltung des
PTMSEL-Ankers Nebenreaktionen,
wie die Bildung von Aspartimiden
und umgelagerten Aspartyl-Pepti-
den, weitgehend unterdr¸ckt werden.
(Bei der Spaltung des SAC-Linkers 2
mit Benzyltrimethylammonium-hy-
drogendifluorid (BTAHF), die un-
vollst‰ndig ablief, wurde die Asparti-
mid-Bildung ebenfalls unterdr¸ckt.[9]

Allerdings ist nicht belegt, dass die-
ser, bereits mit 1%Trifluoressigs‰ure
in CH2Cl2 zerlegbare Anker durch
Fluorid und nicht durch die zur
H‰lfte neutralisierte Flusss‰ure ge-
spalten wird.) b) W‰hrend der Spal-
tung des PTMSEL-Ankers sind die
meisten der in der Peptidchemie
¸blichen Schutzgruppen (selbst
Fmoc, siehe Schema 4) sowie auch
basenempfindliche glycosidische
Bindungen und Schutzgruppen in
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Schema 3. Synthese eines Glycodecapeptids aus dem LI-Cadherin der Ratte.

Abbildung 1. HPLC-Chromatogramm des Glycopep-
tids 11 direkt nach der Abspaltung vom polymeren
Tr‰ger.[21] .
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Glycopeptidsynthesen stabil. So kˆnnen gesch¸tzte Glyco-
peptide von der Festphase abgelˆst und direkt in Fragment-
kondensationen eingesetzt werden.

Der PTMSEL-Anker ist sterisch so anspruchsvoll, dass bei
Abspaltungen der Fmoc-Gruppe kein Verlust an polymerge-
bundenem Dipeptid durch Aminolyse zum Diketopiperazin
verzeichnet wird, was vor allem bei Sequenzen wie Pro-Pro-
Anker, Tyr-Pro-Anker, Pro-Gly-Anker zu bef¸rchten w‰re.
Schema 4 zeigt die Festphasensynthese des Tripeptids Fmoc-
Phe-Pro-Gly-OH 13. Selbst bei dieser Sequenz trat keine
Diketopiperazinbildung ein, was durch Beladungsbestimmun-
gen nach jeder gekuppelten Aminos‰ure und durch HPLC-
MS-Analyse des Filtrats der Fmoc-Abspaltung auf der Stufe
der zweiten Aminos‰ure (Pro) untersucht wurde. Die chro-
matographische Reinigung lieferte das gew¸nschte, N-termi-
nal Fmoc-gesch¸tzte Tripeptid in 90% Ausbeute bezogen auf
die Beladung in 10b.

Der PTMSEL-Linker ist daher f¸r Festphasensynthesen
von gesch¸tzten Peptiden und Glycopeptiden nach der Fmoc-
Strategie besonders geeignet. Seine Spaltung vom polymeren
Tr‰ger verl‰uft einfach, ohne absolutierte Lˆsungsmittel oder
teure Chemikalien und liefert die Peptide in nahezu reiner

Form. Die meisten gebr‰uchlichen Schutzgruppen (Fmoc,
Boc, Benzyloxycarbonyl (Z), Allyloxycarbonyl (Aloc), tert-
Butyl, Benzyl, Allyl, Trityl, Acetyl etc.) sind w‰hrend der
milden Spaltung des PTMSEL-Ankers stabil, sodass ortho-
gonale, dreidimensionale Schutzgruppenstrategien angewen-
det werden kˆnnen. Sonst leicht ablaufende Aspartimidbil-
dungen werden weitgehend unterdr¸ckt. Bei basenlabilen O-
Glycopeptiden treten keine Nebenreaktionen ein. Der neue
Linker ist sterisch so anspruchsvoll, dass keine Diketopiper-
azinbildungen auf der Stufe des an das Polymer gebundenen
Dipeptids eintreten.

Eine Festphasensynthese nach der Boc-Strategie ist aller-
dings nicht mˆglich, da der PTMSEL-Linker durch TFA
gespalten wird. Diese Labilit‰t wurde bereits bei der PTMSE-
Schutzgruppe[11] beschrieben.

Eingegangen am 11. Juli,
ver‰nderte Fassung am 4. Oktober 2001 [Z17477]
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neigenden Sequenz Pro-Gly.
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Naturstoffe sind biologisch validierte
Startpunkte im Strukturraum zur Entwicklung
von Substanzbibliotheken: Festphasensynthese
von Analoga des Protein-Phosphatase-
Inhibitors Dysidiolid**
Dirk Brohm, Susanne Metzger, Ajay Bhargava,
Oliver M¸ller, Folker Lieb und Herbert Waldmann*

Die kombinatorische Synthese von Substanzbibliotheken
an der festen Phase ist eine Schl¸sseltechnologie zur Auf-
findung von Protein-Liganden und -Inhibitoren, insbesondere
bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe und chemischer Werk-
zeuge f¸r das Studium biologischer Prozesse. Um bei diesem
Prozess eine hohe Effizienz zu erreichen, sind wirkungsvolle
Strategien f¸r das Design von Substanzbibliotheken von
grˆ˚ter Bedeutung. In dieser Arbeit beschreiben wir einen
strukturbasierten Ansatz zur Lˆsung dieses fundamentalen
Problems. Das grundlegende Prinzip dieses Ansatzes ist, das
strukturelle Grundger¸st biologisch aktiver Naturstoffe, die
von der Evolution f¸r die Bindung an bestimmte Proteindo-
m‰nen selektioniert wurden, als Basis f¸r die Entwicklung
von Substanzbibliotheken zu verwenden. Dar¸ber hinaus
belegen wir, dass die zentrale Herausforderung f¸r diesen
Ansatz, die vielstufige Synthese von Naturstoffen und ihrer
Analoga an der festen Phase, erfolgreich bew‰ltigt werden
kann.

Proteine kˆnnen als modular aufgebaute Biomolek¸le
betrachtet werden, die aus individuellen Dom‰nen als Grund-
bausteinen zusammengesetzt sind. Dabei scheint die Gesamt-
zahl aller verf¸gbarer Proteindom‰nen eingeschr‰nkt zu
sein.[1] Es ist daher zu erwarten, dass in neu entdeckten
Proteinen mit stark variierenden Funktionen und Aktivit‰ten
die gleichen oder strukturell nah verwandte Dom‰nen in
verschiedenen Kombinationen und Zusammensetzungen als
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CH2Cl2-Lˆsungen mit Wasser wird ¸ber MgSO4 getrocknet und das
Lˆsungsmittel im Vakuum entfernt. Das Peptid f‰llt in nahezu reiner
Form an.
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A, 13.5 ± 15 min: 20% B in A); [�]23D � 1.96 (c� 0.90 in MeOH); 1H-
NMR (400 MHz, [D6]DMSO, 1H,1H-COSY): �� 8.53 (sb, 1H; �-NH,
Q), 8.08 ± 8.14 (m, 3H; NH, D, S, A), 7.85 ± 7.98 (m, 5H; NH, 2�A, Q,
L, G), 7.61 (d, 1H; NH, GalNAc, J� 8.6 Hz), 7.14 ± 7.26 (m, 15H; Trt),
6.85 (d, 1H; NH-Urethan, L, J� 7.43 Hz), 5.28 (s, 1H; H-4�), 5.00 (dd,
1H; H-3�, JH3,H4� 2.74, JH3,H2� 11.74 Hz), 4.85 (d, 1H; H-1�, JH1,H2�
3.13 Hz), 4.56 ± 4.64 (m, 1H; D�); 4.47 ± 4.52 (m, 1H; S�), 3.94 ± 4.40
(m, 9H; 3�A�, I�, Q�, L�, H-2�, H-5�, H-6�), 3.88 ± 3.92 (m, 2H; L�,
H-6�), 3.72 ± 3.76 (m, 2H; G�), 3.60 ± 3.64 (m, 2H; S�), 2.71 ± 2.73 (m,
1H; D�), 2.45 ± 2.49 (m, 1H; D�), 2.32 ± 2.38 (m, 2H; Q�), 2.07 (s, 3H;
CH3, NHAc), 1.71 ± 1.94 (m, 12H; 3�CH3, OAc, I�, Q�), 1.52 ± 1.59
(m, 2H; L�), 1.36 (s, 9H; 3�CH3, Boc), 1.33 (s, 9H; 3�CH3, tBu),
1.33 ± 1.42 (m, 5H; 2�L�, I�), 1.11 ± 1.18 (m, 10H; 3�A�, I�), 0.79 ±
0.86 (m, 18H; 4�L�, I�, I�); 13C-NMR (100.6 MHz, [D6]DMSO,
Breitband, DEPT): �� 172.86, 172.69, 172.18, 172.11, 172.02, 171.53,
170.39, 170.19, 170.04, 169.97, 169.91, 169.71, 169.34, 169.05, 168.22,
168.11, 156.03 (C�O), 145.00 (Cipso, Trt), 128.61 (Cpara, Trt), 127.54
(Cortho, Trt), 126.41 (Cmeta, Trt), 97.29 (C-1�), 80.39 (Cquart , Boc), 78.34
(Cquart , tBu), 69.37 (Cquart , Trt), 67.51 (C-3�), 66.96 (S�), 66.83 (C-4�),
65.92 (C-5�), 61.14 (C-6�), 56.04 (I�), 52.66, 52.39, 52.20 (2�L�, S�),
50.87, 49.28, 48.08, 47.95, 47.59, 46.57 (D�, Q�, 3�A�, C-2�), 41.61 (G�),
40.37, 40.22 (2�L�), 36.92 (D�), 36.08 (I�), 32.39 (Q�), 27.89 (3�CH3,
Boc), 27.66 (Q�), 27.37 (3�CH3, tBu), 24.46 (I�), 23.94, 23.82 (2�L�),
22.69, 22.33, 21.21, 20.22 (4�CH3, Acetyl), 20.18, 20.13 (4�L�),
18.05, 17.67, 17.38 (3�A�), 15.24 (I�), 11.08 (I�); MALDI-TOF-MS
(cca-Matrix, Positiv-Ionen-Modus): m/z : 1709.3 [M�Na]� , 1725.2
[M�K]� , 1731.3 [M�2Na]� .
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