
ZUSCHRIFTEN 
Tabelle 1. 'H-NMR-Daten (300 MHz, C,D,) fur 2a, 2b, 4a, 5 und 6 

Za: 6 =1.32 (s, 9H;  tBu), 2.82-2.98 (m, 1H;  CH,CH,O), 3.06-3.13 (m, 1H;  
CH,CH,O), 3.15 (s, 3H; OCH,), 3.36-3.52 (m, 2H; CH,CH,O), 5.80 (t, 
J = 2 . 7 H z , l H ;  =CH),5.93(t,J=2.7H~,lH;=CH),6.45(t,J=2.5Hz,lH; 
=CH) 
2b:  6 =1.40 (s, 9H;  tBu), 1.51 (s, 9H;  tBu), 2.82-2.98 (m, 2H;  CH,CH,O), 
3.06-3.13 (m, 2H; CH,CH,O), 3.16 (s, 3H; OCH,), 3.22 (s, 3H;  OCH,), 3.36- 
3.52(m,4H;CH,CH20),5.83(t,J=2.7Hz,1H; =CH),5.94(t, J = 2 . 8 H z , l H ;  
=CH),6.01(t,J=2.8H~,lH;=CH),6.13(t,J=2.8Hz,lH; =CH),6.16(t ,  
J = 2 . 8 H z , I H ;  = C H ) , 6 . 2 4 ( t , J = 2 . 7 H ~ , l H ;  =CH) 
4a: 6=1.39 (s, 9H;  tBu), 2.49 (ddd, 'J=7.2, 'J=11.0, 2J=13.0Hz, 1H;  
CHHCH,O), 2.65 (ddd, ,J=1.3, ' J z5 .5 ,  'J=13.0Hz, 1H;  CHHCH,O), 4.77 
(ddd, 3J=1.5, ' J r7 .3 ,  2 J = 1 0 . 0 H ~ ,  1H;  CH,CHHO), 5.10 (ddd, ,J=5.5,  
'J=ll .O, 2 J = 1 0 . 0 H ~ ,  1H;  CH,CHHO), 5.71-5.76 (m, 2H; =CH), 6.11 (t, 
4J = 2.5 Hz, 1 H; =CH) 

5: 6 =1.18 ( s ,  9H;  ~Bu) ,  1.20 ( s ,  9H;  ~ B u ) ,  2.18 (ddd, 'J=13.2, ' J =  9.0, 
,J-7.SHz, 1H;  CHHCH,O), 2.58-2.69 (m, 2H; CHHCH,O und 
CHHCH,OCH,), 3.03 (dt, ,J = 14.8, 'J = 5.4 Hz, 1 H; CHHCH,OCH,), 3.10 (s, 
3H;  OCH,), 3.26-3.37 (m. 2H; CH,CH,OCH,), 4.65 (ddd, 'J =10.6, ,J=7.4, 
' J =  3.3 Hz, 1 H; CH,CHHO), 5.40 (t, J = 2.7 Hz, 1 H;  =CH), 5.43 (ddd, 
,J=10.6, ,J= 9.1,'J= 6 . 7 H ~ , 1  H;CH2CHHO),5.75(t,J = 2.7 Hz, 1H;  =CH), 
5.77(t, J = 2.6H2, 1H;  =CH),6.00(t, J =  2.6Hz,1 H;  =CH),6.32(t, J =  2.6Hz, 
1 H;  =CH), 6.43 (t, J = 2.5 Hz, 1 H; =CH) 
6: 6 = 0.10(s,d,2J('H,24Si) = 3.3Hz,9H;Si(CH3),), 1.29(~,9H;tBu),2.77-2.81 
(m, 1 H; CHHCH,O), 3.00 (dt, 'J = 14.6, 'J = 5.9 Hz, 1 H ;  CHHCH,O), 3.64- 
3.73(m,2H;CH2CH,0).5.77(t,J=2.7Hz,lH; =CH),5.91(t ,J=2.7Hz,lH; 
=CH), 6.37 (t, J = 2.5 Hz, 1 H; =CH) 

Die einfache und diastereoselektive Synthese der Komplexe 5 
und 6 in hoher Ausbeute und in nur zwei Stufen ausgehend von 
ZrC1, verdeutlicht einerseits den groljen synthetischen Wert von 
1,3-disubstituierten Cyclopentadien-Derivaten mit donorfunk- 
tionalisierter Seitenkette und andererseits die neuartigen ste- 
reochemischen Eigenschaften, die durch Kornbination von pla- 
narer Chiralitat und Helicitat auftreten. Die Reaktionen und die 
Stereochemie dieser neuen chiralen Verbindungen werden zur 
Zeit von uns untersucht. 
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Synthese des palmitoylierten und farnesylierten 
C-terminalen Lipohexapeptids des menschlichen 
N-Ras-Proteins mit Hilfe einer enzymatisch 
abspaltbaren Urethanschutzgruppe"" 
Herbert Waldmann" und Edgar Nagele 
Professor Franz Eflenberger zum 65. Geburtstug gewidmer 

Rus-Proteine sind membrangebundene Lipoproteine, die eine 
entscheidende Rolle bei der Weiterleitung von Signalen, die von 
Wachstumsfaktoren ausgelost werden, durch die Zellmembran 
in das Innere der Zelle spielen. Mit Hilfe der sogenannten Ras- 
Signaltransduktionskaskade regeln so unterschiedliche Orga- 
nismen wie Saugetiere, Fliegen, Wurmer und Hefen Zellwachs- 
tum und -teilung['I. Wird diese Regulierung gestort oder 
unterbrochen, konnen unkontrolliertes Wachstum und letztend- 
lich Krebs die Folge sein. So wird bei ca. 40% aller mensch- 
lichen Krebserkrankungen eine Punktmutation in den zugehori- 
gen rus-Oncogenen nachgewiesen, und bei einigen der Haupt- 
krebsarten, wie Lungen-, Darm- und Bauchspeicheldrusen- 
krebs, steigt diese Zahl bis auf 85 % an[']. Fur die Untersuchung 
der von Rus-Proteinen beeinflufiten biologischen Phdnomene 
sind Modellpeptide, die die charakteristischen Strukturelemente 
der zugrundeliegenden Lipoproteine aufweisen, wertvolle 
Werk~euge[~I. Alle Rus-Proteine haben als Terminus einen 
S-farnesylierten Cysteinmethylester und mit Ausnahme von 
Ki-Rus folgen in Richtung des N-Terminus ein oder mehrere 
S-palmitoylierte Cysteine, wie zum Beispiel im C-terminalen Li- 
pohexapeptid des menschlichen N-Rus-Proteins 1 (Abb. 1)r4]. 

Abb. 1. Oben: Struktur des 
charakteristischen C-termi- 
nalen LiDohexaDeDtids des 

. &  

menschlichen N-Ras-Proteins 
1 (unten). -Cys(Pal)-Met-Gly-Leu-Pro-Cys(Far)OMe 1 
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Das Vorhandensein dieser empfindlichen Seitenketten schlieDt 
die Anwendung klassischer saure- und basenlabiler Schutzgrup- 
pen beim Aufbau von Ras-Lipopeptiden aus. So fanden wir, daD 
bei der saurevermittelten Abspaltung der Boc-Schutzgruppe aus 
S-farnesylierten Cysteinylpeptiden stets die Doppelbindungen 
des Farnesylrests angegriffen werden und daD die in den S-pal- 
mitoylierten Lipopeptiden vorhandenen Thioester in waljriger 
Losung bereits bei pH 6-7 einer spontanen Hydrolyse unterlie- 
genC5]. Infolge dieser ausgeprigten Labilitat konnten vollstan- 
dig funktionalisierte, d. h. S-palmitoylierte und S-farnesylierte 
Ras-Lipopeptide bisher nicht aufgebaut werden. Um dieses Ziel 
zu erreichen, mussen Schutzgruppen eingesetzt werden, die se- 
lektiv unter mildesten, moglichst neutralen Bedingungen abge- 
spalten werden konnen. Wir haben kiirzlich von der Entwick- 
lung enzymlabiler Schutzfunktionen berichtetC6] und unter 
anderem Phenylacetamide (PhAc und PhAc-Derivate), die 
durch das Enzym Penicillin-G-Acylase abgespalten werden 
konnen, als enzymatisch ablosbare Schutzgruppe fur die N-ter- 
minale Aminofunktion von Peptiden eingefiihrtL7]. Ein schwer- 
wiegender Nachteil dieser Amidschutzgruppe ist jedoch, daB die 
PhAc-geschiitzten Aminosauren bei der Aktivierung durch 
etablierte Peptidkupplungsreagentien zu 2- 5 % racemisieren[7]. 
Um die Vorteile enzymvermittelter Umsetzungen bei der Syn- 
these komplexer Peptidkonjugate wie 1 dennoch nutzen zu kon- 
nen, miissen daher enzymatisch abspaltbare Urethanschutz- 
gruppen eingesetzt werden. Obwohl in einigen Fallen eine 
biokatalysierte Hydrolyse urethanmaskierter Aminosauren be- 
obachtet wurdeC8], ist eine enzymatische Abspaltung einfacher 
Urethanschutzgruppen aus Peptiden und ahnlichen Verbindun- 
gen nach unserer Kenntnis bislang nicht beschrieben worden. 
Daher niuWte eine neue Strategie fur die Entwicklung von en- 
zymlabilen Urethanschutzfunktionen fur Peptide und Peptid- 
konjugate eingesetzt werden. 

Wir berichten nun, dalj p-Acetoxybenzyloxycarbonyl- 
(Ac0Z)-urethane enzymatisch unter mildesten Bedingungen 
(pH 7,45 "C) von Peptiden abgespalten werden konnen und daD 
diese Schutzgruppentechnik vorteilhaft fur die Synthese kom- 
plexer und empfindlicher biologisch relevanter Peptidkonjuga- 
te, wie dem S-farnesylierten und S-palmitoylierten charakteristi- 
schen C-terminalen Lipohexapeptid des menschlichen N-Ras- 
Proteins, eingesetzt werden kann. 

Zur Entwicklung einer allgemeinen Klasse enzymlabiler Ure- 
thanschutzgruppen wurde eine Strategie gewahlt, bei der die 
Urethane a) eine funktionelle Gruppe enthalten, die der Bioka- 
talysator erkennt und die uber eine enzymatisch spaltbare Bin- 
dung an b) eine funktionelle Gruppe gebunden ist, die als Folge 
der Spaltung der enzymlabilen Bindung eine spontane Frag- 
mentierungsreaktion eingeht (Abb. 2). Als Folge dieser Frag- 
mentierung wird ein Carbaminsaurederivat freigesetzt, das zum 
entschiitzten Peptid decarboxyliertCgl. Als Schutzfunktion, die 

Abb. 2 .  Strategie fur die Entwicklung einer allgemeinen Klasse enzymlabiler Ure- 
thanschutzgruppen. 

diese Anforderungen erfullt , wurde die p-Acetoxybenzyloxycar- 
bonyl(Ac0Z)-Gruppe gewahlt['OJ. 

Die AcOZ-geschiitzten Peptidallylester 2 (Schema 1) kon- 
nen unter Verwendung bewahrter Peptidkupplungsreagentien 
wie N,N'-Diisopropylcarbodiimid/N-Hydroxybenzotriazol aus 
AcOZ-geschiitzten Aminosauren und Aminosaureallylestern 

0 

,,,f0+ 1 Peptid-OAll 
\ /  0 p?' 

H 
2 

Acetylesterase 
aus Orangen, 
0.15M NaCI-Puffer. 
pH 7.45% 

Spontane 

f 
HpN-Peptid-OAll + O O C H z  - 

A 
5 

Ala-Ala 70 I HO+H2OH - 
Peptid Ausb. [XI 
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Ser-Phe I Ala-Phe gy 1 
I I 

Schema 1. Enzymatische Spaltung der p-Acetoxybenzyloxycarbonyl(AcO2)- 
Schutrgruppe mit Hilfe der Acetylesterase aus Orangen. 

aufgebaut werden. Im Gegensatz zu den Befunden fur die phe- 
nylacetamidogeschutzten Peptide ['I (vide supra) konnte bei de- 
nen der AcOZ-maskierten Verbindungen 2 weder mit Hochfeld- 
NMR-Techniken noch mit HPLC eine partielle Racemisierung 
der N-terminalen Aminosaure nachgewiesen werden. Die beno- 
tigten AcOZ-geschiitzten Aminosauren sind leicht a m  Chlor- 
ameisensaure-p-acetoxybenzylester und N,O-Bistrimethylsilyl- 
aminosauren ~uganglich["~. Da in den Peptiden 2 zwei unter- 
schiedliche Estergruppen vorliegen (ein Essigsaurephenylester 
am N-Terminus und ein Peptidallylester am C-Terminus) muljte 
fur das beabsichtigte N-terminale Entschutzen ein Biokatalysa- 
tor zum Einsatz kommen, der zwischen diesen Estergruppen 
differenzieren kann. Fur die Hydrolyse der Acetate in 2 und die 
Einleitung der nachfolgenden Fragmentierung wurde daher das 
Enzym Acetylesterase aus dem Flavedo von Orangen gewahlt, 
ein Biokatalysator der Acetate angreift, langere Acylreste je- 
doch unangetastet laDtrl 'I. Daruber hinaus zeigt dieses Enzym 
keine Amidaseaktivitat, so daD ein unerwunschter Angriff auf 
die Peptidbindungen nicht befiirchtet werden muDte. Beim Be- 
handeln der Peptide 2 mit der Acetylesterase in wa8rigem Puffer 
bei pH 7 und 45 "C wird die Acetylgruppe in der N-terminalen 
Schutzgruppe schonend unter Freisetzung der Phenolate 3 hy- 
drolysiert. Diese Intermediate fragmentieren unter den Reak- 
tionsbedingungen spontan und setzen die gewunschten Peptide 
4 frei, die in analysenreiner Form in 60-70% Ausbeute isoliert 
werden konnen. Das aus dem Phenolat gebildete Chinonmethid 
5 wird durch Zugabe von Wasser als p-Hydroxybenzylalkohol 
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abgefangen (Schema 1). Die enzymatische Umsetzung verlauft 
vollstandig chemoselektiv, ein unerwiinschter Angriff des En- 
zyms auf die Allylester- oder die Peptidbindungen findet nicht 
statt. Der Befund, dal3 die Fragmentierung bereits beim pH- 
Wert von 7 eintritt, ist nicht selbstverstandlich, da in der nicht- 
enzymatischen Abspaltung der AcOZ-Gruppe der pH-Wert auf 
10- 11 angehoben werden muBte, um das entsprechende Phenol 
zu deprotonieren und damit seine nachfolgende Umwandlung 
in das Chinonmethid einzuleiten["l. Die enzyminduzierte Ab- 
spaltung der AcOZ-Gruppe aus Peptiden kann nicht nur mit 
Acetylesterase bewerkstelligt werden. AcOZ-Urethane sind 
ebenfalls Substrate fur die Acetylcholinesterase aus Zitteraalen 
und insbesondere fur die Lipasen aus Mucor miehei und Rhizo- 
pus arrhizus, die beispielsweise selektiv die N-terminale Schutz- 
gruppe aus dem geschutzten, sterisch anspruchsvollen Phenyl- 
alanylpeptid 6 in hoher Ausbeute ablosen (Schema 2). Ein be- 

LiDase aus 
Mucor miehei 

AcOZ-Phe-Phe- OAll * H-Phe-Phe-OAll 
0.15M KI-Puffer, 

pH 5, 30°C 
20 VOL% CHBOH 6 

69% 

Schema 2 .  Lipasevermittelte Abspaltung der AcOZ-Schutzgruppe. 

sonderer Vorteil der AcOZ-Schutzgruppe besteht darin, daB das 
verwendete Enzym ein stets gleichbleibendes Strukturelement 
erkennen kann. Der variable Peptidteil der Substrate ist raum- 
lich relativ weit von der Stelle entfernt, an der der Biokatalysa- 
tor angreift. Dadurch ist gewahrleistet, darj die Substrattoleranz 

Die AcOZ-Schutzgruppe ist orthogonal stabil zur Allylester- 
funktion. So konnen die Allylester selektiv aus den Dipeptiden 
2 durch Umsetzen rnit [(Ph,P),RhCl] bei 70°C oder mit 
[ (Ph,P),Pdo]/Morpholin bei Raumtemperatur abgespalten wer- 
den['31. 

Um die volle Leistungsfahigkeit unserer enzymatischen 
Schutzgruppentechnik zu demonstrieren, haben wir das charak- 
teristische C-terminale Lipohexapeptid 1 des menschlichen N- 
Rns-Proteins aufgebaut. Dafiir wurde das C-terminal deblok- 
kierte AcOZ-geschutzte Peptid 8 mit Hilfe eines Carbodiimids 
aktiviert und rnit dem S-farnesylierten Cysteinmethylester 7[14] 
in hoher Ausbeute zum Lipotripeptid 9 verkniipft (Schema 3). 
Aus 9 wurde die AcOZ-Urethanschutzgruppe quantitativ und 
ohne Angriff auf den Farnesylrest und den C-terminalen Me- 
thylester durch Behandlung rnit Lipase aus Mucor miehei abge- 
spalten. Das N-terminal entschiitzte farnesylierte Peptid 10 wur- 
de analytisch rein in 65% Ausbeute erhalten. Eine weitere 
Verlangerung der Peptidkette um das Dipeptid 11 lieferte das 
AcOZ-geschutzte Lipopentapeptid 12. Aus 12 konnte das N- 
terminale Urethan erneut enzymatisch, ohne daB der Farnesyl- 
rest oder der C-terminale Methylester angegriffen wurden, ab- 
gelost werden. Das enzymatische Entschiitzen der auBerst 
hydrophoben Lipopeptide 9 und 12 wird am vorteilhaftesten in 
Gegenwart von 20 VoL- YO Methanol durchgefuhrt, urn die or- 
ganischen Substrate in Losung zu bringen und so fur den Bioka- 
talysator zuganglich zu machen. Da die Acetylesterase unter 
diesen Bedingungen instabil ist" 'I, kann fur die Abspaltung der 
Schutzgruppen aus 9 und 12 die Lipase aus Mucor miehei beson- 
ders vorteilhaft zum Einsatz kommen. Um einen unerwunsch- 
ten Angriff der in diesen Reaktionen gebildeten Amine 10 und 
13 auf das gebildete Chinonmethid zu verhindern, wurden die 
enzymatischen Umsetzungen bei pH 5 (d. h. bei Bedingungen, 

des Enzyms nicht durch eventuell storende, elektronische oder 
sterische Wechselwirkungen des Proteins rnit dem Substrat (z.B. 
durch sterisch anspruchsvolle Aminosauresei tenketten) einge- 
schrankt wird. 

unter denen die Amine protoniert sind) und in Gegenwart i o n  
NaHS und/oder KI (d. h. Reagentien, die das Chinonmethid 
durch nucleophilen Angriff abfangen) durchgefiihrt. SchlieBlich 
wurde die Synthese des Aloc-geschutzten Ras-Peptids 15 durch 

H-Cys-OMe AcOZ-Leu-Pro-OH AcOZ-Leu-Pro-Cys-OMe - I 8 I 
\ 
s m  EDCIHOBt 

94% 
7 9 

~i~~~~ aus 0.2M KI-Puffer, 
~ ~ ~ ~ ~ ~ i ~ h ~ j  20 Vol-Yo CH30H,3O0C 

pH 5 6 5 %  

AcOZ- Met-Gly-Leu-Pro-Cys-OMe 

v 
AcOZ-Met-Gly-OH H-Leu-Pro-Cys-OMe 

11 

EDClHOBt 
80% 

\ S W  
10 

0.2M KI-Puffer,NaHS 
LiPase aus 20 VoL% CH30H,300C 
Mucor miehei p~ 5, 48% 

AloC-Cys-OH 

L 
Aloc-Cys-Met-Gly-Leu-Pro-Cys-OMe 

14 

t I I 0 

1 
H-Met-Gly-Leu-Pro-Cys-OMe 

I 
EDClHOBt 

48% 

13 0 15 
Schema 3. Synthese des vollstlndig 
funktionalisierten C-terminalen Li- 
pohexapeptids des menschlichen N- 
Ras-Proteins rnit Hilfe der enzymati- 
schen Abspaltung der Pi-termina- 
len p-AcOZ-Schutzgruppe. Aloc = 
Allyloxycarbonyl. 
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Kupplung des selektiv deblockierten Peptidkonjugats 13 mit 
dem S-palmitoylierten Cystein zum vollstandig funktionalisier- 
ten Lipopeptid 15, das sowohl einen basenlabilen Palmitin- 
saurethioester als auch einen saurelabilen Farnesylthioether 
enthalt, abgeschlossen. 

Zusammenfassend haben wir eine Strategie fur die enzymati- 
sche Abspaltung von Urethanschutzgruppen aus Peptiden und 
labilen Peptidkonjugaten entwickelt und ihre Leistungsfahigkeit 
anhand der ersten Synthese des empfindlichen N-Ras-Proteins 1 
belegt. Mit Hilfe dieser Technik sollten nun weitere S-palmitoy- 
lierte und S-farnesylierte Peptidkonjugate zuganglich sein, die 
neue Wege fur die Forschung in der bioorganischen Chemie und 
der Biologie eroffnen konnen. 
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Coexistenz von Reaktivitats-Selektivitats-Prinziu 
und Linearer-Freier-Enthalpie-Beziehung : 
eine Diffusions-Uhr zur Bestimmung von 
Carbokationen-Reaktivitaten** 
Michael Roth und Herbert Mayr* 

Projessor Giinrer Schafer zum 60. Geburtstag gewidmet 

Fur die Geschwindigkeit der Reaktionen von Carbokationen 
rnit ungeladenen Nucleophilen gilt Gleichung (a), wobei Elek- 
trophile durch den Elektrophilieparameter E und Nucleophile 
durch den Nucleophilieparameter N sowie den meistens nur 
wenig von 1 abweichenden Steigungsparameter s charakterisiert 
sind"]. Um die StCrke von Elektrophilen zu ermitteln, messen 
wir ublicherweise die Geschwindigkeit (lg k )  der Reaktion zwi- 
schen dem Elektrophil und Nucleophilen mit bekanntem s und 
N und errechnen dann den Elektrophilieparameter E nach 
Gleichung Diese Methode ist allerdings nur bei gut 

Ig k = s ( N  + E )  (a) 

stabilisierten Carbokationen anwendbar, d. h. bei solchen, die in 
organischen Losungsmitteln als Spezies mit Lebensdauern von 
mehr als einer Stunde herstellbar sind. Wir stellen nun eine 
allgemeine Methode zur Bestimmung von absoluten Geschwin- 
digkeitskonstanten und von Elektrophilieparametern fur kurz- 
lebige Carbokationen vor. Sie beruht auf der Selektivitiit dieser 
Carbokationen, die durch chemische Ionisation aus geeigneten 
Vorstufen gebildet werden, und setzt nicht das Vorliegen be- 
stimmter Chromophore voraus, wie dies beispielsweise bei der 
blitzphotolytischen Bildung von Carbokationen der Fall ist. 

Wir stellten fest, daB die relative Reaktivitat der Allylsilane 
3a und 3b gegenuber den Benzhydrylchloriden l a -e  (Sche- 
ma l),  mit abnehmender Donorfahigkeit der Substituenten im 

4a - 4h ka i TIC&, -70 "C 
R-CI - -- R+ - 

CHZCIZ 
e S I M e ,  

R- 
l a  - Ih 2a - 2h 

Sa - 5h 'b 

Schema 1 

2428 

Arylrest von 208 auf 2.6 sinkt (Tabelle 1). Die nach einer fruher 
beschriebenen Vorschrift durchgefuhrten Konkurrenzexperi- 
mente[4-61 ergaben vom Nucleophil-Verhaltnis 3a:3b unab- 
hangige Konkurrenzkonstanten, deren Standardabweichung 
nur fur 1 a 10 YO uberschritt (sehr groBer und daher schwer zu 
bestimmender Wert). Die Ubereinstimmung von Konkurrenz- 
konstanten und direkt gemessenen Geschwindigkeitskonstan- 
ten zeigt der Eintrag fur l c :  Betragt k,/k, fur das Bis(p-chlor- 
pheny1)carbenium-Ion 2c  nach den Konkurrenzexperimenten 
42.7 (Tabelle I ) ,  so folgt aus den direkt gemessenen Geschwin- 
digkeitskonstanten (CH,CN, 20 "C) k, /k ,  = 37[']. Da diese Re- 
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