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Zuckervermittelte Peptidverkniipfung der zweiten Generation: eine
Methode zur Synthese von cysteinhaltigen Glycopeptiden**
Simon Ficht, Richard J. Payne, Ashraf Brik und Chi-Huey Wong*

Die post- und cotranslationale Glycosylierung von Proteinen
ist eine sehr haufig auftretende Modifikation mit grofer Be-
deutung fiir biologische Systeme.! Schitzungen gehen davon
aus, dass mehr als die Hilfte aller menschlichen Proteine
glycosyliert ist.”! Die Proteinglycosylierung spielt eine wich-
tige Rolle fiir eine Reihe biologischer Erkennungsvorginge
wie Zelladhision, Zelldifferenzierung und Zellwachstum.*
Einige Parasiten nutzen stark glycosylierte membran-
gebundene Proteine als Einfallstor.”! Eine anomale Protein-
glycosylierung verdndert hiufig die intrazelluldre Erkennung
und ist mit einer Reihe von Krankheiten wie Autoimmuner-
krankungen, Infektionskrankheiten und Krebs verbunden.!
Um die Rolle der Glycosylierung auf molekularer Ebene zu
verstehen, ist es wichtig, Zugang zu homogenen Glycopepti-
den und Glycoproteinen zu haben. Anders als die Amino-
sduresequenz eines Proteins unterliegt das Glycosylierungs-
muster eines Glycoproteins nicht der Kontrolle eines
codierenden Templats, sondern ist vielmehr Resultat unter-
schiedlicher Aktivititen der am Aufbau des Zuckerbaums
beteiligten Enzyme. Die Verwendung biologischer Expres-
sionssysteme fiir die Herstellung von Glycoproteinen ergibt
daher Produkte von grofler Heterogenitit, was deren Studi-
um sehr schwierig macht.

Zuginge zu homogenen Glycoproteinen bieten die rein
chemische sowie die chemoenzymatische Synthese.'%
Einige Verkniipfungsmethoden haben in dieser Hinsicht un-
langst verstdrktes Interesse erfahren. Eine davon ist die
native chemische Ligation (NCL), eine chemoselektive
Kondensationsreaktion zwischen einem Peptidthioester und
einem Peptid mit N-terminalem Cystein, die bereits fiir die
Synthese hunderter unmodifizierter Proteine erfolgreich
eingesetzt worden ist.""* Der Erfolg dieser Methode in der
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Peptid- und Proteinsynthese hatte zur Folge, dass diese
Technik auch fiir die Synthese von Glycopeptiden und Gly-
coproteinen verwendet wurde.'*'”! Einschriinkend gilt aber,
das die NCL-Methode nicht universell einsetzbar ist. Eine
offensichtliche Beschrinkung besteht darin, dass an der
Verkniipfungsstelle ein Cysteinrest vorhanden sein muss.!*
Cystein ist mit einer natiirlichen Héufigkeit von nur 1.7%
eine relativ seltene Aminosdure, sodass viele interessante
Zielproteine entweder kein Cystein enthalten oder falls doch,
dann nur an synthetisch ungiinstigen Positionen. Dies fiihrte
zur Entwicklung mehrerer cysteinfreier Verkniipfungstech-
niken,'”? von denen einige bereits erfolgreich in der Syn-
these von Glycopeptiden eingesetzt wurden.**? Leider sind
diese Methoden, die auf der Verwendung eines N-terminal
gebundenen Auxiliars basieren, auf Verkniipfungsstellen mit
geringem sterischem Anspruch beschrénkt.

Wir berichteten kiirzlich tiber eine neuartige Verkniip-
fungsmethode fiir die cysteinfreie Synthese von O- und N-
verkniipften Glycopeptiden.>!! Diese als ,,zuckervermittel-
te Ligation* (sugar-assisted ligation, SAL) bezeichnete Me-
thode verwendet ein Glycopeptid, dessen Kohlenhydrat (N-
Acetylglucosamin) durch einen Sulfanylacetylrest modifiziert
wurde. In Gegenwart eines Peptidthioesters und unter ge-
eigneten Verkniipfungsbedingungen gehen die Reaktions-
partner eine Umesterung ein, gefolgt von einem spontanen
S —N-Acyltransfer, sodass ein Verkniipfungsprodukt mit na-
tivem Peptidriickgrat erhalten wird. Die Reaktionskaskade
zeigte eine hohe Sequenztoleranz an der Verkniipfungsstelle,
sodass eine grofie Zahl an Produkten auf diesem Weg zu-
géanglich sein sollte. AuBlerdem verlief die Reaktion selbst in
Gegenwart von nucleophilen Aminosdureseitenketten wie
Lysin chemoselektiv.”! Dies bedeutet, dass Glycopeptidver-
kniipfungen in Abwesenheit jeglicher Schutzgruppen ausge-
fiihrt werden konnen. Aus diesem Grund hat die SAL kiirz-
lich besondere Aufmerksamkeit als mogliche Methode fiir die
Synthese von Glycoproteinen gefunden.™ Ein Problem
dieser Methode besteht jedoch darin, dass die fiir die Ent-
fernung des Auxiliars verwendeten Bedingungen (katalyti-
sche Hydrierung) mit anderen thiolhaltigen Resten nicht
kompatibel sind. Wie bereits erwihnt, ist die Haufigkeit von
Cystein gering, dennoch enthalten die meisten natiirlichen
Glycoproteine diese Aminosdure in ihrer Sequenz, wenn
auch an einer fiir Verkniipfungsreaktionen ungiinstigen Po-
sition, sodass weder die SAL noch die NCL verwendet
werden kann.

Um das Problem der chemoselektiven Auxiliarentfernung
zu umgehen, entwickelten wir eine zuckervermittelte Ligati-
on der zweiten Generation. Diese Methode beruht auf der
Verwendung eines Auxiliars, das in Gegenwart anderer Cys-
teinreste nach der Verkniipfung entfernt werden kann. Ein
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sdurelabiles Auxiliar konnte nicht verwendet werden, da bei
der Festphasensynthese des Glycopeptids stark saure Bedin-
gungen notig sind. Demgegeniiber erfiillt ein basenlabiles
Auxiliar, in diesem Fall ein iiber die 3-Position des Zuckers
gebundener Sulfanylacetylrest, die Orthogonalitédtskriterien.
Der Mechanismus der vorgeschlagenen zuckervermittelten
Ligation der zweiten Generation ist in Schema 1 dargestellt.
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Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus fiir die zuckervermittelte

Glycopeptidligation der zweiten Generation, unterstiitzt durch ein ba-
senlabiles Auxiliar (R', R’: Seitenketten der Aminosauren; R*: Phenyl).

o}

Der erste Schritt ist der nucleophile Angriff der Thiolat-
gruppe des Auxiliars am Thioester unter Umesterung und
Bildung eines neuen Thioesters. In einem zweiten Schritt folgt
ein spontaner intramolekularer S—N-Acyltransfer, wobei das
native Peptidriickgrat entsteht. AnschlieBende Entfernung
des Auxiliars ergibt das native Glycoprotein ohne jegliche
Modifikation des ungeschiitzten Peptidriickgrats.

Die Studie begann mit der Synthese des Monomers 1, das
fiir die Festphasensynthese des gewiinschten auxiliarmodifi-
zierten Glycopeptids benotigt wurde. Ausgehend von D-
Glucosamin wurde 1 in einer zwolfstufigen Reaktionsfolge
synthetisiert (Schema 2a, siche Hintergrundinformationen).
Die Glycopeptidserie 2 wurde der Fmoc-Strategie folgend an
fester Phase aufgebaut (Schema 2b, siche Hintergrundinfor-
mationen). Um den Einfluss verschiedener Reste an der
Verkniipfungsstelle zu untersuchen, wurden Glycin, Histidin
und Asparaginsédure als N-terminale Aminosiduren gekuppelt.
Die fiir die Untersuchung benétigten Peptidthioester wurden
der Boc-Strategie folgend an fester Phase synthetisiert (siche
Hintergrundinformationen).

Um die Tragfihigkeit des Konzepts zu priifen, wurden das
cysteinfreie Glycopeptid 3 und der Peptidthioester 4 im
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Schema 2. a) Synthese des glycosylierten Aminosiurebausteins 1 aus-
gehend von p-Glucosamin. Trt: Trityl. b) Festphasensynthese (SPPS)
der Glycopeptide mit Sulfanylacetylauxiliar (AA': Pro oder Cys; AA%:
Gly, Asp oder His).

Standardligationspuffer (6M Guanidin(Gn)-HCl, 100 mM
NaH,PO,, pH 8.5, 2 % Benzolthiol, 37°C, 1.5 Aquivalente des
Glycopeptids im Verhiltnis zum Peptidthioester) bei Kon-
zentrationen von 10mm zur Reaktion gebracht.’*! Eine
Analyse des Reaktionsgemischs nach 24 h zeigte, dass das
gewiinschte Verkniipfungsprodukt zusammen mit erhebli-
chen Mengen an hydrolysiertem Peptidthioester und Glyco-
peptid mit hydrolysiertem Auxiliar entstanden war. Um die
Nebenreaktionen zu minimieren, wurden verdnderte Ver-
kniipfungsbedingungen untersucht. Die Verwendung von
Puffern mit niedrigerem pH-Wert (6.0-7.5) fiihrte zu einer
deutlich langsameren Verkniipfung.** Aus diesem Grund fiel
die Wahl auf ein Cosolvens bei einem hoheren pH-Wert, um
so die Hydrolyse des Startmaterials zu minimieren. Die
wichtigste Voraussetzung — die Fahigkeit, ganze Glycopro-
teine zu losen — erfiillte ein Gemisch von N-Methylpyrroli-
dinon (NMP) und Guanidin/HEPES-Puffer (4:1 v/v NMP:6 M
Gn-HCl/Im HEPES, 2% Benzolthiol, pH 8.5), mit dem
Ribonuclease A bei einer Konzentration von 5 mM eine klare
Losung bildete. Die Verkniipfung von Glycopeptid 3 und
Peptidthioester 4 unter diesen Reaktionsbedingungen ergab
das gewiinschte Produkt in einer Ausbeute von 84 % nach
einer Reaktionszeit von 60 h (Schema 3). Diese Bedingungen
verhinderten sowohl die Hydrolyse des Thioesters als auch
die des estergebundenen Thiolauxiliars.

Der nichste Schritt war die Entfernung des Thiols vom
Zucker. Zu diesem Zweck wurde das Verkniipfungsprodukt §
in einer wissrigen Losung von Dithiothreitol (DTT, 60 mm)
mit 5 % Hydrazin gelost. Schema 3b zeigt die HPLC-Spur des
Startmaterials 5 (16.9 min, Spur A, Peak 1). Nach 30 min
wurde ein neuer Peak beobachtet (15.7 min, Spur B, Peak 2),
der laut massenspektrometrischer Untersuchung dem auxili-
arfreien Verkniipfungsprodukt 6 entsprach (Schema 3d). Der
kleine Peak 3 stammt nicht von verbliebenem Verkniip-
fungsprodukt 5, sondern ist dem DTT/Hydrazin-Gemisch
zuzuordnen (Spur C). Diese Untersuchung belegte, dass die
Hydrazinolyse des Auxiliars eine Peak-zu-Peak-Umsetzung
ist, und das auxiliarfreie Glycopeptid konnte in quantitativer
Ausbeute isoliert werden.

Um zu untersuchen, inwieweit die Verkniipfungsreaktion
weitere Thiolfunktion toleriert, wurde ein cysteinhaltiges
Glycopeptid mit N-terminalem Glycin mit einem Peptid-
thioester mit C-terminalem Glycin umgesetzt (Tabelle 1,
Eintrag 2). Nach einer Reaktionszeit von 60 h wurde das
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Schema 3. a) Zuckervermittelte Peptidligation der zweiten Generation
zwischen Glycopeptid 3 und Peptidthioester 4 und anschlieRende Ent-
fernung des Auxiliars (R=(CH,),CONH,). b) HPLC-Spuren der Entfer-
nung des Auxiliars (A =280 nm). Spur A: 5, Spur B: Reaktionsgemisch
von 5 in einer Lésung von DTT mit 5% Hydrazin nach 30 min, Spur C:
Lésung von DTT mit 5% Hydrazin. c) MALDI-TOF-MS-Analyse von
Peak 1 ([M+H]" m/z 1446.6, 5). d) MALDI-TOF-MS-Analyse von

Peak 2 ((M+H]" m/z 1372.5, 6). Matrix: a-Cyan-4-hydroxyzimtsiure.

Verkniipfungsprodukt in einer Ausbeute von 69 % isoliert.
Diese Ausbeute ist etwas niedriger als im cysteinfreien Fall,
dennoch belegt das Ergebnis, dass die zuckervermittelte
Glycopeptidligation zusétzliche Thiolgruppen toleriert. Nach
Entfernung des Auxiliars unter den in Schema 3 beschriebe-
nen Bedingungen wurde das gewiinschte cysteinhaltige Gly-
copeptid quantitativ erhalten.

Tabelle 1: SAL der zweiten Generation mit unterschiedlichen Amino-
sduren an der Verkniipfungsstelle (R=(CH,),CONH,).

OH Ac-L-Y-R-A-AA'-SR OH
Aol FRCAAR SR
o Hoé_é&,o 41 viv NMP:6 M GnHCI/ O HOCT&&,O
T NHAC | 1w HEPES, pH 8.5, 37°C, T NHAG

2 % Benzolthiol

SH SH

H-AAZ-S-AA®-G-Y-S-NH, Ac-L-Y-R-A-AA'-AAZS-AA3-G-Y-S-NH,

Nr. Thioester Glycopeptid Verkniipfungsstelle Ausb. [%)]
AA AA? (AA?) AAT-AA?

1 Gly Gly (Pro) Gly-Gly 840!
2 Gly Gly (Cys) Gly-Gly 69
3 His Gly (Cys) His-Gly 620!
4 Ala Gly (Cys) Ala-Gly 280!
5 Phe Gly (Cys) Phe-Gly 410!
6 Gly His (Cys) Gly-His 280!
7 His His (Cys) His-His 270!
8 Ala His (Cys) Ala-His 40P
9 Tyr His (Cys) Tyr-His 320!
10 Gly Asp (Cys) Gly-Asp 380!
1 His Asp (Cys) His-Asp 220!
12 Ala Asp (Cys) Ala-Asp 590
13 Tyr Asp (Cys) Tyr-Asp 401!

[a] Nach 60 h Reaktionszeit. [b] Nach 4 d Reaktionszeit.
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Um den Einfluss anderer Aminosduren an der Verkniip-
fungsstelle zu untersuchen, wurden die in den Eintridgen 3-13
in Tabelle 1 aufgefiihrten Glycopeptid-Peptidthioester-Paare
den Reaktionsbedingungen ausgesetzt. Die hochsten Aus-
beuten wurden erhalten, wenn das Glycopeptid ein N-termi-
nales Glycin trigt (Tabelle 1, Eintrdge 1-5). Auch das Gly-
copeptid mit N-terminal gebundener Asparaginsiure lieferte
sehr gute Ausbeuten (Tabelle 1, Eintrdge 10-13), besonders
in Kombination mit sterisch gehinderten Peptidthioestern wie
Alanin (59 % Ausbeute, Eintrag 12). Histidin am N-Terminus
des Glycopeptids fithrte zu Ausbeuten zwischen 27 und 40 %
(Tabelle 1, Eintrige 6-9). Die Entfernung des Auxiliars
wurde in allen Fillen der Beschreibung von Schema 3 folgend
durchgefiihrt, und die nativen Glycopeptide wurden jeweils in
Ausbeuten iiber 95% erhalten (siche Hintergrundinforma-
tionen).

Bei genauerer Untersuchung einer groen Zahl an Gly-
coproteinsequenzen wurde deutlich, dass viele Glycoproteine
sterisch gehinderte Aminosiduren N-terminal zur zuckerge-
bundenen Aminosédure aufweisen. Wie auch fiir die NCL und
die cysteinfreie NCL stellen diese sterisch anspruchsvollen
Reste, besonders Valin, Leucin, Isoleucin und Prolin, fiir die
SAL der zweiten Generation schwierig zur Reaktion zu
bringende Verkniipfungsstellen dar. Um dieses Problem zu
umgehen, bestand unser Konzept darin, das Glycopeptid um
eine Aminosdure zu verldngern. Der erste Schritt einer Ver-
kniipfungsreaktion mit einem solchen verldngerten Glyco-
peptid — die Umesterung — wére identisch zum in Schema 1
beschriebenen Mechanismus. Der anschlieBende intramole-
kulare S—N-Acyltransfer hingegen wiirde keinen 15-glie-
drigen — wie im Fall der SAL der zweiten Generation
(Schema 4a) —, sondern vielmehr einen 18-gliedrigen Uber-
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Schema 4. Vorgeschlagene Ubergangszustinde bei a) der SAL der
zweiten Generation (15-gliedriger Ubergangszustand) und b) der er-
weiterten SAL der zweiten Generation (18-gliedriger Ubergangszu-
stand).

gangszustand durchlaufen (Schema 4b). Einige Fille von S—
N-Acyltransfers mit Ubergangszustinden vergleichbarer
GroBe wurden bereits beschrieben,?” %! sodass uns diese
Strategie erfolgversprechend schien.

Die in Tabelle 2 gezeigten Glycopeptide wurden analog
wie in Schema 2 beschrieben synthetisiert. Die Verkniip-
fungsreaktionen wurden unter den Cosolvens-Bedingungen
wie oben beschrieben ausgefiihrt und liefen in allen geteste-
ten Féllen sehr effizient ab. Glycopeptide mit der Amino-
sdure Glycin am N-Terminus reagierten in guten Ausbeuten
(48-68 %, Tabelle 2, Eintrdge 1-7), auch wenn sterisch ge-
hinderte Peptidthioester als Reaktionspartner verwendet
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Tabelle 2: Erweiterte SAL der zweiten Generation mit verschiedenen
Aminosiuren an der Verkniipfungsstelle (R=(CH,),CONH,).
OH Ac-L-Y-R-A-AA'-SR OH
o HOS&%,O 41 viv NMP:6 1 GHCI/ O HO{)’&&,O
T NHAc |1m HEPES, pH 8.5, 37°C, T NHAc
SH 2% Benzolthiol SH

H-AAZV-S-AA%-G-Y-S-NH, Ac-L-Y-R-A-AA'-AAZV-S-AA3-G-Y-S-NH,

Nr.  Thioester Glycopeptid Verkniipfungsstelle Ausb. [%]
AA! AAZ (AA%) AAT.AA?
1 Gly Gly (Pro) Gly-Gly 68!
2 Ala Gly (Pro) Ala-Gly 650!
3 His Gly (Pro) His-Gly 580!
4 Gly Gly (Cys) Gly-Gly 669
5 Ala Gly (Cys) Ala-Gly 48P
6 His Gly (Cys) His-Gly 601
7 Tyr Gly (Cys) Tyr-Gly 450!
8 Gly His (Cys) Gly-His 551
9 Ala His (Cys) Ala-His 230!
10 His His (Cys) His-His 40P
11 Tyr His (Cys) Tyr-His 390!
12 Gly Asp (Cys) Gly-Asp 811
13 Ala Asp (Cys) Ala-Asp 50
14 His Asp (Cys) His-Asp 601
15 Tyr Asp (Cys) Tyr-Asp 371

[a] 12 h Reaktionszeit. [b] 4 d Reaktionszeit. [c] 24 h Reaktionszeit. [d]
36 h Reaktionszeit. [e] 56 h Reaktionszeit. [f] 3 d Reaktionszeit.

wurden (Tabelle 2, Eintrige 2, 5 und 7). Auch hier stellte das
Vorliegen von Cystein in der Aminosduresequenz der Reak-
tionspartner kein Problem dar. Glycopeptide mit N-termi-
naler Asparaginsdure reagierten ebenfalls in befriedigenden
Ausbeuten (Tabelle 2, Eintrdge 12-15), wohingegen die
Aminosidure Histidin, besonders in Kombination mit sterisch
anspruchsvollen Thioestern, zu niedrigen Ausbeuten fiihrte
(Tabelle 2, Eintrage 8-11). Um zu kldren, ob auch nichtter-
minales Cystein eine Verkniipfungsreaktion im Sinne eines
NCL-Mechanismus ermoglichen kann, wurde das Auxiliar
eines Glycopeptids (verwendet in Eintrdgen 4-7) entfernt
und das Produkt zusammen mit einem Glycinpeptidthioester
den Reaktionsbedingungen ausgesetzt. Interessanterweise
war eine Hintergrundreaktion zu beobachten, deren detail-
lierte Untersuchung noch aussteht.

Die erweiterte Glycopeptidverkniipfung schien effektiver
zu sein als die urspriingliche SAL und die SAL der zweiten
Generation. Um einen genaueren Eindruck von den relativen
Geschwindigkeiten der drei Methoden zu erhalten, wurden
die Reaktionskinetiken durch Analyse von Teilproben der
Reaktionsgemische von 7, 8 und 3 mit Glycinpeptidthioester
4 iiber 24 h untersucht (Abbildung 1). Die SAL der zweiten
Generation benétigte etwa 24 h, um eine Ausbeute von 50 %
zu erreichen. Die gleiche Ausbeute wurde nach nur 12 h er-
halten, wenn Glycopeptid 8 verwendet wurde (erweiterte
SAL der zweiten Generation). Die urspriingliche SAL ergab
nach nur 9 h eine Ausbeute von 50 %, ist also schneller als die
SAL der zweiten Generation und die erweiterte Variante.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen untersuchten wir, ob
weitere N-terminale Erweiterungen des Glycopeptids mog-
lich sind. Hierzu wurden vier Glycopeptide mit bis zu fiinf
Aminosduren N-terminal zum zuckergebundenen Serin syn-
thetisiert (Tabelle 3) und den tiblichen Cosolvens-Bedingun-
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Abbildung 1. Reaktionsverlauf der SAL (), der erweiterten SAL der
zweiten Generation (m) und der SAL der zweiten Generation (A).

gen ausgesetzt. Verkniipfungsreaktionen wiirden in diesen
Fillen 21- bis 28-gliedrige Ubergangszustinde im S—N-
Acyltransfer durchlaufen. Die gewiinschten Verkniipfungs-

Tabelle 3: Erweiterte SAL der zweiten Generation mit mehreren Amino-
sduren am N-Terminus (R= (CH,),CONH,).
OH Ac-L-Y-R-A-AA-SR OH

0 0
o HOG&/O 4:1 viv NMP:6 M GnHCI/ O HOSXS/'F\,O

\]\: NHAc |1m HEPES, pH 8.5, 37°C, NHAC
SH 2% Benzolthiol SH

H-Gly-XX,,-5-C-G-Y-S-NH,

Ac-L-Y-R-A-AA-Gly-XX,-S-C-G-Y-S-NH,

Nr.  Thioester Glycopeptid Verkniipfungsstelle  Ausb. [%]
AA XX, AA-Gly

1 Gly Val Leu Gly-Gly 620

2 His Val Leu His-Gly 81t

3 Gly Gly Val Leu Gly-Gly 560!

4 Gly Gly Gly Val Leu Gly-Gly 521

[a] 24 h Reaktionszeit. [b] 36 h Reaktionszeit. [c] 42 h Reaktionszeit.

produkte wurden in Ausbeuten von 52 bis 81 % isoliert.
Dieses Ergebnis erweitert das Syntheserepertoire zum
Aufbau von Glycopeptiden und moglicherweise Glycopro-
teinen. Mit der erweiterten SAL der zweiten Generation
konnte es einfach moglich sein, eine Glycoproteinsequenz in
N-terminaler Richtung vom Zucker aus zu untersuchen, bis
eine geeignete Verkniipfungsstelle gefunden ist.
Zusammenfassend haben wir eine wirkungsvolle Metho-
de fiir den Aufbau cysteinhaltiger und cysteinfreier Glyco-
peptide vorgestellt: die zuckervermittelte Glycopeptidligati-
on der zweiten Generation. Mit der Moglichkeit, das Pep-
tidriickgrat des zu synthetisierenden Glycoproteins in N-ter-
minaler Richtung vom glycosylierten Serin aus nach giinsti-
gen Verkniipfungsstellen ,,abzutasten“, konnte eine grofie
Zahl an Glycopeptiden zugénglich werden. Die Verkniip-
fungsreaktionen und die Bedingungen fiir die Entfernung des
Auxiliars sind chemoselektiv, daher ist ein Schiitzen des
Peptidriickgrats nicht notig. Die Methode konnte Anwen-
dung in der chemischen Totalsynthese finden und bietet sich
aullerdem fiir die Semisynthese sehr groSer Glycoproteine
an. In diesem Szenario wiirde man grofle Peptidthioester
mithilfe der Intein-Technik exprimieren und in der SAL der
zweiten Generation einsetzen. Ausgehend vom Briickenkopf-
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Glucosamin sollten durch enzymatischen Transfer auch
komplexe Glycane aufgebaut werden konnen.
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