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Bei den meisten rekombinanten Glycoproteinwirkstoffen
findet man komplexe Oligosaccharide (N-Glycane), die an
die Seitenkette von Asparagin gebunden sind.[1] Aufgrund der
Strukturvariabilit�t der N-Glycane weisen solche Glycopro-
teine eine hohe Mikroheterogenit�t auf, die eine Isolierung
reiner Glycoformen extrem schwierig macht. Dennoch
konnte gezeigt werden, dass die biologische Aktivit�t von
Glycoproteinen von der Struktur der verkn�pften Glycane
abh�ngt.[2] Daher ist die Gewinnung einheitlicher Glycopro-
teine mit maßgeschneidertem Kohlenhydratteil von hohem
Interesse f�r die medizinische und pharmazeutische For-
schung. Die Verwendung spezieller Expressionssysteme[3]

wurde durch Methoden zur Synthese einheitlicher nat�rlicher
Glycoproteine erg�nzt.[4] Dabei wurden vor allem das Re-
modeling von Glycanen, die Transglycosylierung, die reverse
Proteolyse und die native chemische Ligation[5] eingesetzt,
wobei die letzte Methode neben einer hohen Flexibilit�t auch
weiteres Potenzial verspricht. Um Bausteine zu erhalten, die
sich zum Aufbau von komplexen N-Glycoproteinen durch
native chemische Ligation eignen, wurde eine effiziente
Festphasensynthese von Glycopeptidthioestern, die N-Gly-
cane des komplexen Typs enthalten, entwickelt.

Die native chemische Ligation basiert auf der chemose-
lektiven Umsetzung eines Peptid-a-thioesters mit einem
Peptid, das einen N-terminalen Cysteinrest aufweist.
Obwohl an einigen Beispielen die Eignung dieser Methode
zur Gewinnung von Glycopeptiden und glycosylierten Pro-
teinen demonstriert wurde,[6] wurde noch keine effiziente
Festphasensynthese von Glycopeptidthioestern, die N-Gly-
cane des komplexen Typs tragen, beschrieben.[7] Doch erst ein
solches Verfahren w�rde die Synthese der aus 124 Amino-
s�uren bestehenden bovinen Ribonuclease B (RNase B) er-
m�glichen, die von uns als Modellglycoprotein gew�hlt wurde
und eine N-Glycosylierungsstelle an Asn34 mit einer be-

nachbarten Ligationsstelle an Cys40 aufweist. Die ben�tigten
Methoden sollten am glycosylierten Fragment 30–68 der
RNase B (C) entwickelt werden, das dazu in den Thioester-
baustein A und das Cysteinylpeptid B aufgeteilt wurde
(Schema 1). Um die herausfordernde Synthese des Thio-
esterfragments RNase 30–39 (A) mit einem Heptasaccharid-
N-Glycan zu bew�ltigen, wurde das „Safety-Catch“-Verfah-
ren gew�hlt,[8] da diese Methode als die vorteilhafteste unter
den verf�gbaren Thioestersynthesen angesehen wird.[9]

Der Safety-Catch-Linker ist besonders stabil gegen�ber
Nucleophilen sowie unter basischen und sauren Bedingun-
gen,[10] l�sst sich jedoch nach Beendigung der Synthese
selektiv so aktivieren, dass das Reaktionsprodukt anschlie-
ßend durch Nucleophile abgespalten werden kann. Allerdings
f�hrt seine hohe Stabilit�t auch dazu, dass erst nach zeitin-
tensiven, zweistufigen Mikroabspaltungen die Effizienz einer
Festphasenreaktion z.B. mithilfe der LC-MS-Kopplung un-
tersucht werden kann. Aufgrund dieser Einschr�nkung
wurden �blicherweise nur die Endprodukte einer Synthese
nach der Abspaltung vom Harz untersucht.[11] Um diesen
Nachteil zu �berwinden und eine einfache Reaktionskontrol-
le aller Syntheseschritte inklusive der kritischen Glycopep-
tidbildung zu erm�glichen, bot es sich an, eine zus�tzliche
Ankerfunktion[12] einzusetzen. Dieser zweite Linker sollte
eine einfache Abspaltung der Peptidkette erm�glichen und
zugleich orthogonal stabil zum Safety-Catch-Linker sein.
Diese Anforderungen erf�llt der Rink-Amid-Linker,[13] der
bereits durch Trifluoressigs�ure (TFA) gespalten wird
(Schema 2). Dabei werden gleichzeitig die s�urelabilen
Schutzgruppen entfernt, wodurch die entstehenden Peptide
besser l�slich werden und die Analytik mithilfe von HPLC
oder LC-MS-Kopplung verbessert wird. Durch einen hydro-
phoben Spacer wird die Umkehrphasen-HPLC-Detektion
der Produkte und des Doppellinkerfragments erh�ht.

Als Tr�ger f�r das Doppellinkerkonstrukt wurde PEGA-
Harz[14] gew�hlt. Zun�chst wurde der Fmoc-gesch�tzte Rink-
Amid-Linker durch HCTU in Gegenwart von DIPEA an das
Harz gekn�pft (Schema 3). Der Fmoc-Schutz wurde mit
Piperidin in NMP entfernt und die entstandene Verbindung 3
an den Spacer Fmoc-Phenylalanin gekuppelt. Nach der
Fmoc-Abspaltung konnte mit dem Safety-Catch-Linker 3-
Carboxypropansulfonamid 4, DIC und HOBt das vollst�ndig
funktionalisierte Harz aufgebaut werden. Die jeweiligen
Kupplungen wurden mit dem Kaiser-Test[15] verfolgt und
verliefen vollst�ndig.

Die Beladung des Safety-Catch-Linkers mit der ersten
Aminos�ure ist h�ufig ein Problem,[16] vor allem weil die
Kupplungsausbeute niedrig ist und Racemisierung auftritt.
Als erste Aminos�ure kn�pften wir Arginin mit DIC in
Gegenwart von 1-MeIm[17] an. Danach wurde �ber die UV-
Absorption des Dibenzofulven-Piperidin-Addukts bei
290 nm[18] eine Ausbeute von 80% ermittelt; nach der zweiten
Kupplung war sie nahezu quantitativ. Die anschließenden
Peptidverl�ngerungen mit vier Fmoc-Aminos�uren wurden
manuell unter den �blichen Bedingungen[19] durchgef�hrt und
lieferten das Pentapeptid 7 in hoher Reinheit und Ausbeute.

Aus fr�heren Arbeiten[7b, 20] war bekannt, dass die Kupp-
lung mit Fmoc-Asparagin, das mit einem komplexen N-
Glycan verkn�pft ist, besonders an der festen Phase schwierig
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ist und zu niedrigen Ausbeuten f�hrt, wobei Einfl�sse des
Materials der Festphase und der Aktivierungsmethode wahr-
scheinlich sind. Daher wurden die Kupplungsausbeuten f�r
die synthetische Glycosylaminos�ure 8,[20b, 21] die ein unge-
sch�tztes biantenn�res Heptasaccharid-N-Glycan des kom-
plexen Typs tr�gt, unter gleichen Bedingungen an verschie-
denen Harzen bestimmt. Die Ergebnisse mit dem PEGA-
Harz waren weit besser als die mit Festphasen, die auf

Polystyrol basieren, was auf das bessere Quellungsverhalten
des PEGA-Harzes zur�ckzuf�hren sein d�rfte. Parallel dazu
wurden die anf�nglich niedrigen Ausbeuten der Kupplung mit
8 durch Variation der Aktivierungsreagentien optimiert. Es
zeigte sich, dass PyBOP in Gegenwart von DIPEA die
h�chsten Ausbeuten lieferte, wobei 0.8 �quiv. der wertvollen
Glycosylaminos�ure 8 bezogen auf die Beladung des Harzes
eingesetzt wurden. Dabei wurde die Glycosylaminos�ure 8

Schema 1. Retrosynthese des mit einem komplexen N-Glycan verkn�pften RNase-B-Fragments 30–68.

Schema 2. Die Kombination mit dem orthogonalen Rink-Amid-Linker erleichtert die LC-MS-Analytik von Reaktionen, die den Safety-Catch-Linker
ben�tigen.
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zun�chst in DMSO/NMP (1:1) gel�st und nach der Vermi-
schung mit dem Harz in situ mit festem PyBOP und DIPEA
aktiviert, was zu hervorragenden Ausbeuten an Glycopeptid 9
f�hrte (95 %, UV-Bestimmung von abgespaltenem Fmoc).

Um eine Acylierung der OH-Gruppen des Oligosaccha-
rids durch die aktivierten Aminos�uren bei der Peptidver-
l�ngerung von 9 zu verhindern, sollten diese Hydroxygruppen
gesch�tzt werden.[20d,22] Außerdem sind ungesch�tzte Oligo-
saccharide bei der Peptidentsch�tzung mit TFA teilweise
instabil,[23a] in acetylierter Form dagegen nicht.[23b] Die Ace-
tylierung von 9 mit Acetanhydrid/Pyridin (1:1) sch�tzte die
OH-Gruppen des Heptasaccharids und blockierte zugleich
die verbliebenen freien Aminogruppen. Allerdings war die
Beladung des Harzes nach dem Acetylierungsschritt deutlich
reduziert. Nach 16 h Reaktionszeit waren ungef�hr 2/3 des
Peptids abgespalten und durch TFA-Abspaltung und LC-MS-
Analyse konnte ein Hauptnebenprodukt identifiziert werden,

bei dem es sich um den von der Peptidkette getrennten N-
acetylierten Sulfonamidlinker handelte. Eine m�gliche Er-
kl�rung f�r diesen Reaktionsverlauf ist in Schema 4 skizziert.

In L�sung konnte die N-Acylierung von N-Acylsulfon-
amiden nur als unwesentliche Nebenreaktion nachgewiesen
werden.[24] N-Acylsulfonamide (pKs = 2.5[25]) werden unter
basischen Bedingungen leicht zum Imidanion deprotoniert,
auf das dann leichter ein zus�tzlicher Acetylrest �bertragen
wird. Dadurch wird der Linker f�r einen Angriff von Nu-
cleophilen (z. B. Pyridin) aktiviert, wobei sich entweder die
Ausgangsverbindung zur�ckbildet (Schema 4, Weg a) oder
die Peptidbindung zum Linker irreversibel gespalten wird
(Schema 4, Weg b), was zum Verlust des Produkts von der
Festphase f�hrt. Wir vermuteten, dass die Acylierung von
Acylsulfonamiden pH-abh�ngig sein und bei Verhinderung
der Deprotonierung keine �beracylierung auftreten sollte.
Eine Optimierung der Reaktionsbedingungen ergab, dass

Schema 3. Synthese des Glycopeptidthioesters A : a) 1, HCTU (= N-[(1H-6-Chlorbenzotriazol-1-yl)(dimethylamino)methylen]-N-methylmethanami-
nium-hexafluorophosphat-N-oxid), DIPEA (=Ethyldiisopropylamin), DMF; b) 20% Piperidin in NMP (= N-Methylpyrrolidon); c) 1. Fmoc-Phe-OH,
HCTU, DIPEA; 2. (b); 3. 4, DIC (=N,N’-Diisopropylcarbodiimid), HOBt ( = 1-Hydroxybenzotriazol), DMF; d) Fmoc-Arg(Pbf)-OH (Pbf= 2,2,4,6,7-
Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl), DIC, 1-MeIm (= N-Methylimidazol), CH2Cl2, DMF; e) manuelle Festphasenpeptidverl�ngerung nach
der Fmoc-Methode mit je 4 �quiv. Fmoc-Aminos�ure, HOBt und TBTU (= N-[(1H-Benzotriazol-1-yl)(dimethylamino)methylen]-N-methylmethan-
aminium-tetrafluoroborat), 9 �quiv. DIPEA; f) 8 (0.8 �quiv.), PyBOP (= Benzotriazol-1-yl-N-oxy-tris(pyrrolidino)phosphoniumhexafluorophosphat),
DIPEA, DMSO (= Dimethylsulfoxid), NMP; g) Ac2O, Pyridin, HOAc; h) Me3SiCHN2, n-Hexan, CH2Cl2; i) 3-Sulfanylpropions�ureethylester, Natrium-
thiophenolat, DMF; j) TFA, H2O, Et3SiH, 3-Sulfanylpropions�ureethylester, Raumtemperatur, 2 h (46% bezogen auf 8); k) A (1 �quiv.), B
(1.3 �quiv.), 6m Guanidiniumchlorid (pH 7.6), 2% Thiophenol, Phosphatpuffer (pH 7.6); l) 10% Hydrazinhydrat, 5% Dithiothreit.
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bereits die Neutralisation des Pyridinanteils mit Essigs�ure
ausreicht, um das vollst�ndig acetylierte Glycopeptid ohne
nachweisbare Nebenreaktion zu erhalten, und zwar mit einer
Mischung aus Acetanhydrid, Pyridin und Essigs�ure (5:3:2 v/
v/v). Das gesch�tzte Glycohexapeptid 10 konnte durch Fmoc-
Festphasenpeptidsynthese glatt zum Glycodecapeptid 11 ver-
l�ngert werden, wobei ein Boc-Methioninrest als N-Terminus
eingesetzt wurde.

Zur gezielten Abspaltung des Glycopeptids als Thioester
muss der Safety-Catch-Linker zuvor mit Iodacetonitril oder
Trimethylsilyldiazomethan alkyliert werden.[8] Als st�rkeres
und zugleich selektiveres Reagens wurde das Diazomethan
gew�hlt,[26] das kommerziell als stabile 2m L�sung in n-Hexan
erh�ltlich ist; diese wurde f�r die Reaktion mit THF 1:1
verd�nnt. Erste Experimente ergaben, dass der Safety-Catch-
Linker am PEGA-Harz nur zu ungef�hr 50% methyliert
wurde, wogegen die analoge Aktivierung an einem Polysty-
rol-Harz vollst�ndig verlief. M�glicherweise quoll das PEGA-
Harz in der relativ unpolaren THF/n-Hexan-Mischung nur
unzureichend, ein Effekt, der durch Peptidaggregation ver-
st�rkt werden sollte. Daher wurden polarere Mischungen
verwendet (tBuOH/n-Hexan 2:1 oder CH2Cl2/n-Hexan 2:1),
in denen tats�chlich innerhalb von zwei Stunden Reaktions-
zeit quantitativ das methylierte Produkt 12 gebildet wurde.
Die Alkylierung des Safety-Catch-Linkers konnte �ber die
selektive Abspaltung des Glycopeptid-Linker-Konjugats mit
TFA direkt verfolgt werden (LC-MS). Nach der vollst�ndigen
Alkylierung wurde der Glycopeptidthioester mit 3-Sulfanyl-
propions�ureethylester und einer katalytischen Menge Thio-
phenolat[11a] freigesetzt. Zur vollst�ndigen Abspaltung waren
jedoch 3 �quiv. Natriumthiophenolat und 100 �quiv. 3-Sul-

fanylpropions�ureethylester notwendig. Die Effi-
zienz der Thioesterbildung wurde indirekt durch
Abspaltung des Linkers nach der Thiolyse mit
TFA bestimmt, wobei nur das desacylierte N-
Methylsulfonamidgrundger�st nachgewiesen
werden konnte (LC-MS).

Anschließend wurden die s�urelabilen
Schutzgruppen des Thioesterrohprodukts mit
einer Mischung aus TFA und je 2% der Abfang-
reagentien Wasser, Triethylsilan und 3-Sulfanyl-
propions�ureethylester abgespalten. Der ent-
sch�tzte Glycodecapeptid-a-thioester A[27]

wurde nach pr�parativer Umkehrphasen-HPLC
in 46% Ausbeute (bezogen auf eingesetztes 8 :
2.64 mg, 1.6 mmol) erhalten (2.51 mg, 734 nmol,
Reinheit: 95% (RP18-HPLC)).

Um sicherzustellen, dass sich der Thioester A
in einer nativen chemischen Ligation einsetzen
l�sst, wurde seine Verl�ngerung mit dem synthe-
tischen RNase-Peptid 40–68 B[28] im analytischen
Maßstab untersucht. Dazu wurden die Verbin-
dungen A und B in einem 6m Guanidiniumchlo-
rid-Puffer gel�st und durch Zugabe von Thiophe-
nol (Endkonzentration 2%) die Reaktion gestar-
tet. Der Reaktionsverlauf wurde mithilfe der LC-
MS-Kopplung verfolgt, wobei sich zeigte, dass die
Ligation nach einer Stunde ungef�hr zu 50 % und
nach acht Stunden komplett abgelaufen war. Die

Verbindung A reagierte vollst�ndig, und es konnte kein
hydrolysierter Thioester in der Reaktionsmischung nachge-
wiesen werden, was auf eine effiziente Ligation schließen
l�sst. Die Verwendung von w�ssrigem Dioxan als L�sungs-
mittel f�r die Ligationsreaktion f�hrte dagegen zu einem
hohen Anteil an hydrolysiertem Thioester. Zur Abspaltung
der Acetylgruppen wurde das Rohprodukt in einer Eintopf-
reaktion mit 10% Hydrazinhydrat versetzt, und es wurde
Dithiothreit zugegeben, um die Bildung von Disulfiden zu
unterdr�cken. Die Hydrolyse der Estergruppen war nach
einer Stunde beendet, und das entsch�tzte Glycopeptid C
wurde mithilfe der LC-MS-Kopplung identifiziert.[27] Das
Zielmolek�l C konnte somit durch native chemische Ligation
erhalten werden und entspricht dem einheitlich glycosylierten
Fragment 30–68 der RNase B, das mit einem N-Glycan des
komplexen Typs versehen ist.

Wir haben hier eine allgemein anwendbare und effiziente
Festphasensynthese f�r komplexe Glycopeptid-a-thioester,
die zum Aufbau von N-Glycoproteinen dienen, vorgestellt.
Die orthogonale Kombination aus einem Safety-Catch-
Linker und einem Rink-Amid-Anker ergab ein neues analy-
tisches Konstrukt, das sich insbesondere zur Reaktions�ber-
wachung mithilfe der LC-MS-Kopplung eignet und dadurch
die Optimierung mehrerer Schl�sselreaktionen erm�glichte.
Es zeigte sich, dass die In-situ-Aktivierung des Glycosyl-
asparagin-Derivats die h�chsten Kupplungsausbeuten ergab
und dass die Acetylierung der OH-Gruppen (Capping) auch
ohne gleichzeitige Aktivierung des Safety-Catch-Linkers
m�glich ist. Mit der Verf�gbarkeit von N-Glycopeptidthio-
estern des komplexen Typs r�ckt die chemische Synthese von
einheitlichen, vollst�ndig glycosylierten N-Glycoproteinen

Schema 4. Nebenreaktionen des Safety-Catch-Linkers bei Acetylierungen unter basischen
Bedingungen.
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n�her. Wir arbeiten derzeit an der Herstellung der Fragmen-
te, die f�r die Synthese der kompletten RNase B notwendig
sind.

Eingegangen am 30. Juni 2004,
ver�nderte Fassung am 13. September 2004
Online ver�ffentlicht am 3. Februar 2005
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