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Glycopeptide haben neuerdings sehr an Popularit�t gewon-
nen, nicht zuletzt wegen ihrer Bedeutung als Bausteine f�r die
Synthese großer, strukturell definierter Glycopeptide und
Glycoproteine durch native chemische Ligation.[1] Die se-
quenzielle Festphasensynthese von N-Glycopeptiden unter
Anwendung der Fmoc/tBu-Strategie, die den Einsatz Fmoc-
gesch�tzter N-Glycosylasparagine erfordert, ist seit langem
etabliert.[2] Ein Nachteil ist, dass die meist sehr kostbaren
Fmoc-gesch�tzten Glycosylasparagine �blicherweise in
großem .berschuss eingesetzt werden, um in der heteroge-
nen Phase eine vollst�ndige Acylierung zu erreichen. Ein
weiteres Problem liegt darin, dass ungesch�tzte Hydroxy-
gruppen im Kohlenhydratteil in allen folgenden Kupplungs-
schritten acyliert werden k2nnen.
Eine vielversprechende Alternative zur sequenziellen

Synthese ist die konvergente Synthese, bei der ein intaktes,
Asparagins�ure enthaltendes Peptid und ein Glycosylamin
miteinander kondensiert werden.[3] In L2sung k2nnen ent-
weder beide Ausgangsverbindungen �quimolar eingesetzt
werden oder eine der Ausgangsverbindungen in geringem
.berschuss. Allerdings ist bis heute keine der g�ngigen
Kupplungsmethoden in der Lage, unerw�nschte Nebenpro-
dukte wie Aspartimide und Peptidumlagerungsprodukte zu
vermeiden.[4] Ung�nstigenfalls k2nnen diese sogar als
Hauptprodukte entstehen, und sie sind zuweilen vom ge-
w�nschten Glycopeptid nur schwer abtrennbar.
Die Hauptfaktoren, die infolge einer Aktivierung der b-

Carboxygruppe zur Aspartimid-Bildung f�hren sind: a) die
Identit�t der benachbarten Aminos�ure, die sich auf der C-
terminalen Seite der Asparagins�ure befindet,[5] und b) die
Menge an Base, z.B. H�nigs Base (DIPEA; N,N’-Di-
isopropylethylamin), die oftmals als Additiv in Kupplungs-
reaktionen eingesetzt wird.[3a] W�hrend die Aminos�urese-
quenz durch das anvisierte Peptid festgelegt ist, haben wir uns

entschlossen, das Problem der Aspartimid-Bildung durch
photochemische Kupplung unter neutralen Bedingungen zu
umgehen. Basenfreie Methoden sind bekannt, z.B. das
Kuppeln mit O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyl-
uroniumhexafluorophosphat (HBTU)/1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt) oder mit 2-Isobutyloxy-1-isobutyloxycarbonyl-1,2-
dihydrochinolin (IIDQ).[3a–c] Diese Methoden erfordern
jedoch die Synthese von orthogonal gesch�tzten Peptiden, die
die selektive Entsch�tzung und Aktivierung der zu konden-
sierenden Carboxygruppe erm2glichen. Orthogonale
Schutzgruppen f�r die Seitenkette der Asparagins�ure exis-
tieren zwar, z.B. der Allyl- oder p-Methoxybenzylester,[6]

aber man ben2tigt mindestens zwei Syntheseschritte f�r die
Entsch�tzung, Aktivierung und Kupplung. Eines unserer
Ziele war es, diesen Prozess zu verk�rzen, indem die
Schutzgruppe der Asparagins�ureseitenkette in situ in eine
aktivierende Gruppe �berf�hrt und die acylierende Spezies
sofort von einem Glycosylamin unter Bildung einer Amid-
bindung abgefangen wird.
Die L2sung f�r beide Aufgaben – die Aspartimid-Bildung

und die In-situ-Aktivierung einer orthogonalen Schutzgruppe
– besteht im Einsatz eines photoreaktiven 7-Nitroindolin-
amids der Asparagins�ureseitenkette. Patchornik und Mitar-
beiter haben 1976 entdeckt, dass N-Acyl-7-nitroindoline, die
in Gegenwart von Wasser oder Alkoholen bestrahlt werden,
einer Photosolvolyse unterliegen.[7] Die 5-Brom-7-nitroindo-
lin-Gruppe wurde anschließend als photolabile Schutzgruppe
zur Synthese C-terminaler ungesch�tzter Peptide und Pep-
tidester eingesetzt[8] und fand auch Anwendung in der licht-
induzierten Peptidsegmentkondensation.[9] Vor kurzem fand
eineN-Acyl-7-nitroindolin-Gruppe als photolabiler Linker in
der Festphasensynthese von linearen und cyclischen Amiden
Anwendung.[10] N-Acyl-5,7-dinitroindoline dienten dazu, ali-
phatische Amine photochemisch zu acylieren.[11] Wir konnten
die Eignung von N-Acyl-5-brom-7-nitroindolinen zur Syn-
these von N-Glycosylasparaginen und -glutaminen durch
Kupplung von photoreaktiven Aminos�urederivaten mit
einfachen Glycosylaminen belegen.[12]

Diese Acylierungen beruhen auf den besonderen photo-
chemischen Eigenschaften der N-Acyl-7-nitroindoline (lmax
� 350 nm), die mit UV-Licht von Quecksilberdampflampen
angeregt werden. Durch Verwendung von Reaktionsgef�ßen
aus Pyrex-Glas werden destruktive Wellenl�ngen < 310 nm
komplett herausgefiltert. Eine ganze Reihe aprotischer L2-
sungsmittel, darunter Dichlormethan, Chloroform, Tetrahy-
drofuran (THF), Acetonitril, Tetramethylharnstoff, N-Me-
thylpyrrolidon und Dimethylsulfoxid (DMSO), sind f�r diese
Photoacylierungen geeignet. Man nimmt an, dass die latenten
N-Acyl-7-nitroindoline unter Bestrahlung zun�chst in nitro-
nische Anhydride �berf�hrt werden, die in anti-Konformati-
on[13] mit nucleophilen Aminen zu Amiden und 7-Nitroin-
dolinen umgesetzt werden.[14] In Wasser hingegen werden die
nitronischen Anhydride zu Carbons�uren and 7-Nitrosoin-
dolen photolysiert (Schema 1).[14b,15]

Wir beschreiben hier die photochemische konvergente
Synthese von N-Glycopeptiden anhand von Modellsequen-
zen des menschlichen Erythropoietins (hEpo), eines an den
Positionen 24, 38, und 83 N-glycosylierten Glycoproteinhor-
mons.[16] Vier hEpo-Peptide wurden mit der Fmoc/tBu-Stra-
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tegie und der HBTU/HOBt/DIPEA-Kupplungsmethode an
Sieber-Amidharz synthetisiert.[17] Der Fmoc-Asp(Bni)-OH-
Baustein ist durch Pd-katalysierte Desallylierung von Fmoc-
Asp(Bni)-OAll[12] in Gegenwart von N-Methylanilin leicht
zug�nglich.[18] Die vollst�ndig gesch�tzten, photoreaktiven
Peptidamide 1–4 (Abbildung 1) wurden mit verd�nnter Tri-
fluoressigs�ure (TFA) vom Harz abgespalten, durch Chro-
matographie an Kieselgel gereinigt und mit Massenspektro-
metrie charakterisiert. Der Fmoc-Chromophor, der in jedem
der Peptide vorhanden ist, erm2glichte die Reinheitskon-
trolle und einfache .berwachung des Photoacylierungsvor-
gangs mit HPLC.
Die Peptide 1–3 wurden sequenziell durch Festphasen-

synthese hergestellt, wohingegen das Peptid 4 durch Kupp-

lung des Tripeptids H-Asp-
(Bni)-Ser(tBu)-Ser(tBu)-
NH-Harz mit dem Seg-
ment Fmoc-Ala-Leu-Leu-
Val-OH erzeugt wurde, um
die Bni-gesch�tze Aspara-
gins�ure so wenig wie
m2glich basischen Bedin-
gungen auszusetzen. Die-
se Vorsichtsmaßnahme
wurde aus der Beobach-
tung getroffen, dass die
peptidischen Rohprodukte
eine geringe Menge As-
partimid enthielten. So
zeigt z.B. die RP-HPLC-
Analyse des Rohproduk-

tes von Peptid 3 einen Aspartimid-Gehalt von 2%.
Dank der guten L2slichkeitseigenschaften konnten die

Acylierungsf�higkeiten der photoreaktiven Peptide in unter-
schiedlichen L2sungsmitteln untersucht werden. Es wurden
f�nf gesch�tzte und ungesch�tzte Glycosylamine unter-
schiedlicher Komplexit�t hergestellt (5–9, Abbildung 1). Die
O-acetylierten b-Glycosylamine 5 und 7, die von GlcNAc and
Chitobiose abgeleitet sind, wurden durch PtO2-katalysierte
Hydrierung der peracetylierten b-Glycosylazide herge-
stellt.[19] Glycosylamin 8 wurde aus dem peracetylierten b-
Chitobiosylazid durch ZemplMn-Desacetylierung und an-
schließende PtO2-katalysierte Hydrierung hergestellt, 6 und 9
wurden durch Kochetkov-Aminierung der O-ungesch�tzten
Halbacetale synthetisiert.[20]

Die Phototransamidierung von allen vier
Peptiden mit Glycosylamin 5 in Dichlorme-
than oder Chloroform ergab die entspre-
chenden Glycopeptide in hervorragenden
Ausbeuten von 82 bis 88% (Tabelle 1, Ex-
perimente 1–4) bei nur 1–5% Aspartimiden
und 11–13% Aspartyl- oder Isoaspartylpep-
tiden. Die Bildung von Peptids�uren durch
die Photoredoxreaktion, die in Schema 1
unten gezeigt ist, kann ausgeschlossen
werden, da kein 5-Brom-7-nitrosoindol be-
obachtet wurde.
Wenn Peptid 3 und Glycosylamin 5 in

THF anstelle von Dichlormethan bestrahlt
wurden, sank die Ausbeute an N-Glycopep-
tiden auf 22%, w�hrend die Ausbeuten an
Hydrolyseprodukt und Aspartimid auf 56%
bzw. 22% anstiegen (Tabelle 1, Experi-
ment 5). Interessanterweise kann diesem
unerw�nschten L2sungsmitteleffekt entge-
gengewirkt werden, indem HOBt zugesetzt
wird. Die Photoacylierung von Glycosylamin
5 mit allen vier photoreaktiven Peptiden in
THF/HOBt ergab die gew�nschten Glyco-
peptide als Hauptprodukte in 57–80% Aus-
beute (Tabelle 1, Experimente 6–9). Die
etwas geringere Ausbeute von 57% f�r Gly-
copeptid 13 unter diesen Bedingungen ist

Schema 1. Mechanismus der Photolyse von N-Acyl-7-nitroindolinen.[13, 14,15a]

Abbildung 1. Photoreaktive hEpo-Peptide und Glycosylamine, die zur Synthese von N-Gly-
copeptiden eingesetzt wurden. Bni=5-Brom-7-nitroindolin.
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nicht unerwartet (Tabelle 1, Experiment 9), da Peptid 4 die zu
Aspartimiden neigende Sequenz Asp-Ser enth�lt.[5] Aufgrund
der Resultate mit und ohne HOBt nehmen wir an, dass das
intermedi�r auftretende peptidische nitronische Anhydrid
eine hochreaktive acylierende Spezies ist, die durch HOBt in
den weniger reaktiven Aktivester �berf�hrt wird. Dieser
reagiert schneller mit einem reaktiven Glycosylamin als mit
Wasser oder, intramolekular, mit einem benachbarten Amid-
Stickstoff.
Zu unserer .berraschung konnten mit dem O-acetylier-

ten Chitobiosylamin 7 keine vergleichbare Ergebnisse erzielt
werden. Acylierungsversuche mit den Peptiden 3 und 4 in
Dichlormethan oder DMSO schlugen fehl (Tabelle 1, Expe-
rimente 10–14). Unter keinen der getesteten Bedingungen

konnten die entsprechenden Glycopeptide zufriedenstellend
synthetisiert werden, selbst dann nicht, wenn die Reaktions-
mischung HOBt (Tabelle 1, Experiment 12) oder Pentaflu-
orphenol (Experiment 14) enthielt. Stattdessen fand haupt-
s�chlich Hydrolyse statt, und im Falle der Reaktion in Ge-
genwart von Pentafluorphenol bildete sich zus�tzlich eine
große Menge Aspartimid. Anscheinend ist das acetylierte
Chitobiosylamin 7 nicht reaktiv genug.
Wir hofften, Chitobiosylpeptide durch den Einsatz von O-

ungesch�tztem und somit nucleophilerem Chitobiosylamin
dennoch zug�nglich zu machen.[3a] Tats�chlich f�hrte die
Phototransamidierung von Peptid 2 mit Chitobiosylamin 8 in
DMSO in Gegenwart von HOBt zum gew�nschten Glyco-
peptid in 73% Ausbeute. Es entstanden nur 15% Hydroly-

Tabelle 1: Einfluss des LAsungsmittels, des Zusatzes von Hilfsnucleophilen und der GlycosylaminreaktivitFt auf die N-Glycopeptidbildung.

Exp. Peptid Glycosylamin VerhFltnis[a] LAsungsmittel Additiv[b] Glycopeptid Ausbeuten[c][25]

Glycopeptid/Peptid-
sFure(n)/Aspartimid

1 1 5 1:2 CDCl3 – 84 : 13 : 3

2 2 5 1:2 CDCl3 oder CH2Cl2 – 86 : 13 : 1

3 3 5 1:2 CH2Cl2 – 88 : 11 : 1

4 4 5 1:2 CDCl3 – 82 : 13 : 5

5 3 5 1:2 THF – 12 22 : 56 : 22
6 3 5 1:2 THF HOBt 12 68 : 16 : 16
7 1 5 1:1.8 THF HOBt 10 77 : 23 : 0
8 2 5 1:2 THF HOBt 11 80 : 10 : 10
9 4 5 1:2 THF HOBt 13 57 : 27 : 16

10 3 7 1:1.4 DMSO – 0 : 50 : 50

11 3 7 1:1.4 DMSO HOBt 14 7 : 71 : 22

12 4 7 1:1.7 DMSO HOBt 0 : 75 : 25

13 4 7 1:1.7 CH2Cl2 – 15 26 : 67 : 7
14 4 7 1:1.7 CH2Cl2 Pfp-OH[e] 15 0 : 50 : 50

15 3 6 1:1.5 DMSO – 29 : 14 : 57

16 3 6 1:1.5 DMSO HOBt 16 66 : 12 : 22

17 2 8 1:2 (1.9:1)[f ] DMSO HOBt 73 : 15 : 12

[a] VerhFltnis Peptid/Glycosylamin. [b] Menge an Additiv: 2 Jquiv. [c] Ausbeuten gemFß HPLC; AnsatzgrAße 5–10 mmol. [d] Ausbeuten der isolierten
Produkte; AnsatzgrAße 30–80 mmol, siehe Hintergrundinformationen. [e] Pfp-OH=Pentafluorphenol. [f ] VerhFltnis bezieht sich auf den grAßeren
Ansatz.
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seprodukt und 12% Aspartimid (Tabelle 1, Experiment 17,
und Abbildung 2). Die Amidierung von Glycosylamin 6 mit
Peptid 3 in DMSO ohne HOBt f�rte zu einer Glycopeptid-
ausbeute von nur 29% (Tabelle 1, Experiment 15), w�hrend

die Ausbeute auf 66% anstieg, wenn die Reaktion in Ge-
genwart von HOBt durchgef�hrt wurde (Tabelle 1, Experi-
ment 16). Dies belegt, dass der Zusatz von HOBt in polaren
L2sungsmitteln essenziell ist.
Wir waren daran interessiert, diese photochemische

konvergente Methode mit einem Oligosaccharid des kom-
plexen Typs f�r die Synthese komplexerN-Glycopeptide[21] zu
validieren. Das photoreaktive Peptid 2 und subst2chiometri-
sche Mengen des kostbaren, von einem diantenn�ren Asialo-
N-glycan abstammenden Glycosylamins 9[21b,22] wurden in
DMSO in Gegenwart von HOBt bestrahlt (Schema 2). Das
gew�nschte Glycopeptid 18 wurde in einer Ausbeute von
64% erhalten, w�hrend der .berschuss an Peptid 2 zu der
Peptids�ure und dem Aspartimid abreagierte.[23] Ein Teil des
Rohproduktes 18 wurde mit HPLC gereinigt und mit TFA
und anschließend mit Piperidin zum Glycopeptid 19 ent-
sch�tzt (Schema 2), das durch Massenspektrometrie charak-
terisiert wurde.[24]

Das Glycopeptid 16 wurde ausgew�hlt, um die struktu-
relle Integrit�t der Glycopeptide anhand dieses Beispiels mit
LC-MS (ESI-TOF) und 1H-NMR-Spektroskopie zu untersu-
chen.[24] Mit der Ionenextraktionstechnik wurde im Gesamt-Abbildung 2. RP-HPLC-Diagramm des Rohproduktes der Synthese von

Glycopeptid 17 (Tabelle 1, Experiment 17).

Schema 2. Konvergente Synthese eines komplexen N-Glycopeptids.
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ionenstromdiagramm ein einziges Signal mit der korrekten
Masse von m/z 1242.63 [M+H]+ und 1264.61 [M+Na]+ lo-
kalisiert. Nach Aufreinigung mit HPLC zeigte das 1H-NMR-
Spektrum von 16 einen einzigen Signalsatz. Das Signal f�r
H-1 bei 4.78 ppm erscheint als Triplett mit einer Kopplungs-
konstanten von 3J1,2=

3J1,NH= 9.3 Hz, was die anomere b-
Konfiguration best�tigt. Die Untersuchungen lassen weder
auf ein a-konfiguriertes N-Glycopeptid noch auf ein Neo-
glycopeptid mit einer Esterverkn�pfung schließen.
Unsere Experimente belegen, dass orthogonal gesch�tzte

photoreaktive Peptide besonders geeignet sind, O-unge-
sch�tzte Glycosylamine in Gegenwart von HOBt zu acylie-
ren. Da die Photokupplung unter basenfreien Bedingungen
durchgef�hrt wird, ist das seit langem bekannte „Aspart-
imidproblem“ mit dieser neuen konvergenten Glycopeptid-
synthese weitgehend gel2st. Außerdem sind weniger Reakti-
onsschritte n2tig als bei konventionellen Methoden, da die-
selbe Gruppe, die in der Peptidsynthese zum Schutz der As-
paragins�ureseitenkette dient, durch Bestrahlung direkt in
eine hochreaktive Acylierungsspezies �berf�hrt wird.

Eingegangen am 31. Juli 2005,
ver�nderte Fassung am 25. November 2005
Online ver2ffentlicht am 10. Januar 2006
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nicht in das Glycopeptid 18 �berf�hrt wurde, setzte sich in die
entsprechende Peptids�ure und das Aspartimid um. Die Pro-
duktverteilung war 18/Peptids�ure/Aspartimid= 32:30:38.

[24] Siehe Hintergrundinformationen.
[25] Da die photoreaktiven Peptide vollst�ndig (oder nahezu voll-

st�ndig) zu drei Produkten mit dem gleichen Chromophor ab-
reagieren (Glycopeptid, Peptids�ure und Aspartimid; siehe z.B.
Abbildung 2), k2nnen die Reaktionsausbeuten anhand folgen-
der Formel berechnet werden: Ausb.Glycopeptid[%] = FGlycopeptid/
[0.01(FGlycopeptid + FPeptids�ure + FAspartimid)]; F ist die Fl�che unter
der Kurve des Absorptionssignals im HPLC-Diagramm bei 250
oder 260 nm.
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