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Bei hˆheren Organismen sind nahezu alle Proteine des
Blutserums und der Zelloberfl‰chen glycosyliert.[1,2] Auf
diesen Glycoproteinen befinden sich viele Asparagin-ver-
kn¸pfte Oligosaccharide (N-Glycane) mit einander ‰hneln-
den Strukturen. Alle N-Glycane enthalten das Core-Penta-
saccharid Man3GlcNAc2. Bei den biologisch relevanten kom-
plexen N-Glycanen ist dieses Pentasaccharid mit bis zu f¸nf
Antennen versehen und kann dar¸ber hinaus durch einzelne
Zuckerreste, z.B. Core-Fucose oder einen πbisecting™
GlcNAc-Rest, modifiziert werden. In einer mutierten CHO-
Zelllinie (CHO¼Ovarien chinesischer Hamster), die als
LEC14 bezeichnet wird, wurden N-Glycane mit einem neu-
artigen Glycosylierungsmotiv des Core-Pentasaccharids be-
schrieben.[3] Gem‰˚ der Strukturanalyse sollte ein zus‰tz-
licher GlcNAc-Rest vorhanden sein, der mit dem b-Mannosid
des Core-Trisaccharids b-1,2-verkn¸pft ist. Die betreffende
Glycosyltransferase wurde charakterisiert und als GlcNAc-
TVII bezeichnet.[4] Um den Strukturvorschlag zu verifizieren
und Derivate f¸r biologische Untersuchungen bereitstellen zu
kˆnnen, haben wir das mit einem Spacer funktionalisierte
LEC14-Nonasaccharid synthetisiert. Die NMR-spektroskopi-
schen Daten konnten den Strukturvorschlag best‰tigen.
‹berraschenderweise wurde bei der Zielverbindung der
einzelne GlcNAc-Rest des LEC14-Motivs durch die Galacto-
syltransferase erkannt, was zu einer bisher unbekannten
Verl‰ngerung f¸hrte. Das Auftreten dieser Antenne (b-1,2-
Verzweigung) f¸hrt zur Bildung eines dritten Asts am
zentralen b-Mannosid. Dies erweitert die Strukturmotive
der Core-Region von N-Glycanen und ermˆglicht damit eine
noch grˆ˚ere Vielfalt.

Das LEC14-Nonasaccharid 1 wurde in gesch¸tzter Form
durch Verwendung einer modularen Bausteinstrategie[5] er-
halten, die auf regio- und stereoselektiven Glycosylierungen
basiert.[6] Die Synthese des LEC14-N-Glycans wurde so
geplant, dass sowohl ein Vergleich mit der isolierten nat¸r-
lichen Verbindung mˆglich ist als auch eine anschlie˚ende
Umsetzung zu Neoglycokonjugaten f¸r Untersuchungen der
biologischen Aktivit‰ten dieses ungewˆhnlichen N-Glycans.[7]

Weiterhin sollte das synthetisierte LEC14-N-Glycan unter
Verwendung von Glycosyltransferasen verl‰ngert werden, um
vollst‰ndige N-Glycane mit biologisch relevanten Endgrup-
pen zu erhalten.

Zur ‹berf¸hrung des gesch¸tzten Nonasaccharids 1 in
Neoglycokonjugate wurden mehrere Syntheseschritte benˆ-
tigt einschlie˚lich der Kupplung des Saccharids an einen
Spacer, der selektiv f¸r die sp‰tere Ankn¸pfung an das
Tr‰germolek¸l aktiviert werden kann.[8] Vor der Kupplung
des Spacers mussten alle Schutzgruppen mit Ausnahme der
drei Benzylgruppen und des anomeren Azids nacheinander
entfernt werden.

Zun‰chst wurden die drei p-Methoxybenzylgruppen
(Mpm) des Fucoserests von 1 mit Cerammoniumnitrat
(CAN) in Acetonitril/Wasser oxidativ gespalten. Die Phthal-
imidogruppen von 2 wurden in einer Eintopfreaktion ent-
fernt. Diese verl‰uft ¸ber drei Stufen, die speziell f¸r N-
Glycane entwickelt wurden und anomere Azidgruppen nicht
angreifen. Die Verwendung von Ethylendiamin in n-Buta-
nol[9] bei 80 8C lieferte eine intermedi‰re Pentaaminoverbin-
dung. Nach der Acetylierung und O-Deacetylierung wurde
das wasserlˆsliche Nonasaccharid 3 durch Festphasenextrak-
tion in einer Gesamtausbeute von 96% isoliert. Die an-
schlie˚ende Reduktion der Azidgruppe mit einem ‹ber-
schuss an Propandithiol in Methanol/Triethylamin[10] f¸hrte
nach der Entfernung der fl¸chtigen Komponenten zu dem
entprechenden Glycosylamin. Das Amin wurde sofort mit
einem ‹berschuss an N-Benzyloxycarbonyl-6-aminohexan-
s‰ure unter Verwendung von O-(Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumtetrafluoroborat/Hydroxybenzotriazol
(TBTU/HOBt) in N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) acyliert.
Unter diesen Bedingungen wurde eine O-Acylierung be-
obachtet, die durch Zugabe von w‰ssrigem Methylamin zur
Reaktionsmischung vor der Aufarbeitung r¸ckg‰ngig ge-
macht werden konnte. Nach der Reinigung durch Umkehr-
phasen(RP)-HPLC wurde 5 in 31% Ausbeute erhalten. Die
katalytische Hydrierung durch Palladiumhydroxid lieferte das
mit einem Aminohexanoylspacer versehene Nonasaccharid 6
in 95% Ausbeute nach Grˆ˚enausschlusschromatographie
(Schema 1).

Die Struktur von 6 wurde durch Elektrosprayionisations-
Massenspektrometrie (ESI-MS)[11] und eine Reihe von zwei-
dimensionalen NMR-Experimenten (COSY, TOCSY,
HMQC, HMQC-COSY, NOESY)[12] best‰tigt. Verbindung
6[13] und das isolierte LEC14-Nonasaccharid[3] unterscheiden
sich nur in ihrem Aglycon, entweder Aminohexans‰ure in 6
oder Asparagin im isolierten LEC14. Trotz dieser unter-
schiedlichen Aglycone weisen beide Verbindungen nahezu
identische Protonenresonanzen auf (Tabelle 1).

Aus dem hohen Grad an ‹bereinstimmung im anomeren
πFingerprint™-Bereich[14] schlussfolgerten wir, dass die Struk-
turzuordnung[3] korrekt ist, die aus den Analysen der geringen
Mengen an isoliertem LEC14-Nonasaccharid-Asparagin ab-
geleitet wurde. Auch die b-1,2-Verkn¸pfung des GlcNAc-
Rests mit dem zentralen b-Mannosid (LEC14-Motiv) wurde
somit durch Totalsynthese des gesamten N-Glycans best‰tigt.

Anschlie˚end wurde die ‹berf¸hrung von 6 in ein Neo-
glycoprotein vorbereitet. Zum Aufbau der biologisch rele-
vanten Galactoseendgruppen bei N-Glycanen sind enzyma-
tische Methoden hervorragend geeignet.[15] Verbindung 6
tr‰gt zwei terminale N-Acetylglucosaminreste, 5 und 5’
(Schema 1), die bekanntlich leicht durch Galactosyltransfe-
rase (EC 2.4.1.22) verl‰ngert werden kˆnnen. Eine unter
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Schema 1. Synthese von LEC14-Konjugaten: a) [(NH4)2Ce(NO3)6] (CAN), CH3CN/H2O, 80 8C (71%); b) 1. Ethylendiamin, nBuOH, 80 8C; 2. Ac2O,
Pyridin; 3. MeNH2 (41%) in H2O (96% f¸r Stufen 1±3); c) 1. Propandithiol, NEt3, MeOH; 2. CBZ-Aminohexans‰ure 4, TBTU, HOBt, N-Methylpyrrolidon
(31% f¸r Stufen 1±2 nach RP-HPLC); d) PdO/H2O/H2, MeOH/AcOH (95%); e, f, g) UDP-Galactose (1 æquiv.), Galactosyltransferase, alkalische
Phosphatase (80%, 84% bzw. 88%); h) 1. Thiophosgen, CH2Cl2/H2O, NaHCO3; 2. BSA, H2O, NaHCO3; i) CMP-N-Acetylneuramins‰ure (CMP-Neu5Ac),
a-2,3-Sialyltransferase, alkalische Phosphatase (Ausbeute nicht bestimmt). Mpm¼ p-Methoxybenzyl, Ac¼Acetyl, Bzl¼Benzyl, CBz¼Carbobenzyloxy.



Verwendung von Galactosyltransferase, alkalischer Phospha-
tase[16] und einem ‹berschuss an Uridin-5©-diphospho(UDP)-
Galactose durchgef¸hrte Reaktion unter f¸r N-Glycane
optimierten Bedingungen ergab jedoch ¸berraschenderweise
nicht nur das erwartete Undecasaccharid 8, sondern auch das
Dodecasaccharid 9.

Beide Strukturen wurden sp‰ter durch ESI-MS und zwei-
dimensionale Hochfeld-NMR-Spektroskopie best‰tigt. 9
tr‰gt einen zus‰tzlichen Galactoserest am b-1,2-verkn¸pften
GlcNAc-Rest. Das Auftreten dieser neuartigen enzymati-
schen Verl‰ngerung war sehr ungewˆhnlich, da eine enzyma-
tische Galactosylierung des homologen b-1,4-verkn¸pften
einzelnen N-Acetylglucosaminrests in N-Glycanen vom πBi-
secting™-Typ (Verbindung B ; Schema 2) nicht beschrieben
wird.[17,18] Da allerdings das isolierte LEC14-Asparagin durch

eine Reihe von Glycosidase-Reaktio-
nen erhalten wurde, ist es mˆglich,
dass die ungewˆhnliche Verl‰nge-
rung w‰hrend der Isolierung verloren
gegangen ist.

Um die Regioselektivit‰t der uner-
warteten enzymatischen Verl‰nge-
rung von 6 genauer zu untersuchen,
wurde nur ein æquivalent UDP-Ga-
lactose bei der Galactosyltransferase-

reaktion verwendet. Nach der Grˆ˚enausschlusschromato-
graphie wurde das Decasaccharid 7 in 80% Ausbeute
erhalten. Die Galactosylierung von 6 zeigte eine hohe
Selektivit‰t f¸r den a-1,3-Ast (a-1,3-Ast/a-1,6-Ast
> 3.8:1). Dies stimmt mit der bekannten Pr‰ferenz von
Glycosyltransferasen f¸r den a-1,3-Ast von N-Glycanen
¸berein.[19] Die nachfolgende Galactosylierung von 7 mit
einem æquivalent UDP-Galactose ergab das Undecasaccha-
rid 8. W‰hrend dieses Schritts wurde das Dodecasaccharid 9
gebildet (8/9 ungef‰hr 4:1). Die Verbindungen 8 und 9
konnten nicht durch Grˆ˚enausschlusschromatographie ge-
trennt werden.

In einer letzten Reaktion wurde 8 mit einem ‹berschuss an
UDP-Galactose zur mehrfach (per-) galactosylierten Verbin-
dung 9 mit 88% Ausbeute umgesetzt. Die Galactosylierung
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Tabelle 1. Vergleich der 1H-NMR-Daten von 6 mit denen von isoliertem LEC14. Die Spektren wurden in
D2O mit DMSO (6) oder Aceton (isoliertes LEC14) als internem Standard aufgenommen. H-6F von
Verbindung 6 wurde zum besseren Vergleich auf H-6F des isolierten LEC14 geeicht.

Verb. d der anomeren ProtonenRing [ppm][a]

11 12 13 14 14’ 15 15’ 17 1F 6F

6 5.03 4.71 4.77 5.11 4.89 4.49 4.53 4.69 4.87 1.20
LEC14[3] 5.07 4.57 (4.75) 5.11 4.88 4.54 4.54 4.68 4.86 1.20

[a] Ringbezeichung laut Schema 1.

Schema 2. Enzymatische Bildung des b-1,2-Asts als neuartiges Verzweigungsmotiv, das den b-1,2-verkn¸pften GlcNAc-Rest des LEC14-Konjugats 9
verl‰ngert. Im Gegensatz dazu tritt am πbisecting™ GlcNAc-Rest der homologen biantenn‰ren Verbindung B keine enzymatische Verl‰ngerung auf.



der verschiedenen GlcNAc-Reste findet in folgender Rei-
henfolge statt (durch NMR-Spektroskopie ermittelt): a-1,3-
Ast > a-1,6-Ast > b-1,2-verkn¸pftes GlcNAc. Die geringe
Zug‰nglichkeit des ungewˆhnlichen b-1,2-verkn¸pften
GlcNAc-Rests scheint sich mit der geringsten Reaktivit‰t
gegen¸ber Galactosyltransferase zu decken.

Da eine Pergalactosylierung leicht erzielt werden konnte,
wurde auch die enzymatische Persialylierung untersucht. Die
Sialylierung erfolgte durch Inkubation von 9 mit a-2,3-
Sialyltransferase (E.C. 2.4.99.6), alkalischer Phosphatase[16]

und einem ‹berschuss an Cytidin-5©-monophospho(CMP)-
N-Acetylneuramins‰ure als Donorsubstrat. Nach zwei Stun-
den konnten durch ESI-MS ein-, zwei- und eine kleine Menge
dreifach sialylierte Verbindungen nachgewiesen werden.
Nach zwei Tagen war die persialylierte Verbindung 11 gem‰˚
ESI-MS das Hauptprodukt.

Um die Ligandeigenschaften des galactosylierten LEC14-
N-Glycans 9 zu untersuchen und mit denen von Core-
fucosylierten,[7] πbisecting™[18] oder unsubstituierten[7,20] N-
Glycanen vergleichen zu kˆnnen, wurde das Neoglycokon-
jugat 10 synthetisiert. Zun‰chst wurde die freie Aminogruppe
von 9 in ein Isothiocyanat ¸berf¸hrt,[21] das danach an
kohlenhydratfreies Rinderserumalbumin (BSA) gekuppelt
wurde. Auf dem gereinigten Neoglycokonjugat 10 wurde eine
Ligandenbelegung von durchschnittlich 3.2 N-Glycanen pro
Tr‰gerprotein durch einen kolorimetrischen Test[22] ermittelt.
Dieser Belegungsgrad konnte auch durch MALDI-TOF-
Spektrometrie best‰tigt werden. 10 kann nun zur Unter-
suchung der bisher unbekannten biologischen Eigenschaften
des galactosylierten LEC14-N-Glycans eingesetzt werden.[20]

Wir konnten durch die Totalsynthese zeigen, dass die
Struktur des LEC14-Motivs korrekt ist und dass der einzelne
GlcNAc-Rest am zentralen b-Mannosid enzymatisch zu
einem dritten Ast aufgebaut werden kann. Das Auftreten
dieses verl‰ngerten b-1,2-Asts in vitro legt die Vermutung
nahe, dass dieser zus‰tzliche Zweig auch im Zellsystem
erzeugt wird, was die strukturelle Variabilit‰t von N-Glyca-
nen deutlich erweitert.
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