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Enzymatische Synthese von Peptiden und 
Ras-Lipopeptiden unter Verwendung des 
Cholinesters als loslichkeitsvermittelnder 
Schutz- und Aktivierungsgruppe"" 
Michael Schelhaas, Simone Glomsda, Marion Hansler, 
Hans-Dieter Jakubke* und Herbert Waldmann" 

Fur die Synthese von Peptiden und empfindlichen, komple- 
xen Peptidkonjugaten bieten enzymatische Transformationen 
vorteilhafte Alternativen zu klassisch-chemischen Umsetzun- 
gen''. 'I. So haben sich beispielsweise biokatalysierte Deblockie- 
rungen['] bei der Herstellung von G l y ~ o - [ ~ l  und LipopeptidenI4' 
bewahrt, und rnit der proteasevermittelten Peptidsynthese in 
Eis['] wurde eine effiziente Methode fur die racemisierungsfreie 
Verknupfung von Aminosauren und Peptiden gefunden. 

Enzymatische Umsetzungen werden jedoch oft durch die ge- 
ringe Loslichkeit der blockierten Peptide unter den wal3rigen 
Reaktionsbedingungen und die dadurch verursachte mangelnde 
Zuganglichkeit der Substrate fur die Biokatalysatoren erschwert 
oder gar verhindert. Diese Schwierigkeit kann durch loslich- 
keitsvermittelnde Schutzgruppen iiberwunden werden16]. Deren 
Abspaltung erfordert aber oft Bedingungen, die bei der Synthe- 
se empfindlicher Peptidkonjugate nicht toleriert werden kon- 
nen. Wir berichten nun, dal3 Cholinester vorteilhafte loslich- 
keitsvermittelnde Schutzgruppen fur die enzymatische Synthese 
von Peptiden und Lipopeptiden sind, die unter mildesten Bedin- 
gungen abgelost werden konnen. 

Als Cholin(Cho)ester geschutzte Peptide 1 (Schema 1) kon- 
nen durch Umsetzung von Peptid-2-bromethylestern rnit Trime- 
thylamin hergestellt werden"]. Dariiber hinaus gelingt ihre Syn- 
these durch Verliingerung der Peptidkette mittels Kondensation 
von Aminosaurecholinester-Hydrobromiden mit C-terminal 
deblockierten Peptiden (vide infra; Schema 2). 

Die hohe Loslichkeit dieser amorphen hygroskopischen Fest- 
stoffe in Wasser oder auch in Wasser/Dioxan- und Wasser/Me- 
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TaktraDe 33, D-04103 Leipzig 
Telefax: Int. + 3411295-939 

['*I Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Bundes- 
ministerium fur Bildung und Forschung und dem Fonds der Chemischen Indu- 
strie unterstutzt. Wir danken der Degussa AG fiir Chemikalienspenden und R. 
Schaaf und H. Spate fur experimentelle Mitarbeit. 

82 (1 VCH Verlug~gesellcthafl mbH. 0-69451 Weinhelm, 1996 0044-8249/96/10801-0082 $ 10 00+ 25jO Angew Chem 1996. 108, Nr i 



ZUSCHRIFTEN 

thanol-Gemischen ist aul3erst vorteilhaft fur die selektive Ent- 
fernung der C-terminalen Schutzgruppe rnit Hilfe der Enzyme 
Butyrylcholinesterase (EC 3.1 .I .8) aus Pferdeserum und Acetyl- 
cholinesterase (EC 3.1.1.7) aus dem Zitteraal. Die Butyryl- 
cholinesterase akzeptiert eine breite Palette von Dipeptiden als 
Substrate und spaltet den C-terminalen Cholinester in hoher 
Ausbeute unter mildesten Bedingungen (pH 6.5, Raumtempera- 
tur) und vollkommen selektiv ab (Schema 1, Tabelle 1). Die ge- 

SG-AS'--AS~-O,+~~~,~ BP 

SG = Z, BOC, PhAc, AIOC 
Butyrylcholin- :!!$ Na3P04- 
eSteraSe Puffer. Raumtemp. PhAc = I 0 

Aloc= vo),fl 

2a-i 

Schema 1. Enzymatische Abspaltung des Cholinesters (Cho) aus Peptiden mit Hilfe 
von Butyrylcholinesterase. AS = Aminoslure, SG = Schutzgruppe. 

schiitzten Dipeptidester 1 losen sich in den meisten Fallen glatt 
im waBrigen Puffer, so daB ein Zusatz loslichkeitsvermittelnder 
Cosolventien in der Regel unnotig ist (Tabelle 1). Auch die 
Kombination zweier sterisch anspruchsvoller hydrophober 
Aminosauren, die bei der enzymatischen Abspaltung der N-ter- 
minalen Phenylacetamido(PhAc)gruppe[*I und der C-termina- 

Tabelle 1. Ergebnisse der enzymatischen Abspaltung der Cholinester-Schutzgruppe 
aus den Dipeptidcholinestern 1 mit Hilfe von Butyryl- und Acetylcholinesterase. 

Nr. 2 SG AS' ASZ Vol-% Enzym [a] Ausb. 
CH,OH ["/ . I  [bl 

1 a Boc Phe Phe - BE 65 
2 a Boc Phe Phe - AE 46 
3 b Boc Ala Phe - BE 50 
4 b Boc Ala Phe - AE 44 
5 c Boc Ile Ala - BE 76 
6 c Boc Ile Ala ~ AE 60 
7 d Boc Gly Thr ~ BE 66 
8 e Z  Gly Ala 10 BE 89 
9 f Z  Ser Phe 10 BE 90 

10 g PhAc Phe Phe - BE 70 
11 h PhAc Ile Phe ~ BE 91 
12 i Aloc Leu Pro ~ BE 95 

[a] BE = Butyrylcholinesterase aus Pferdeserum; AE = Acetylcholinesterase aus 
Zitteraal. [h] Die Ausbeuten beziehen sich auf reines dehlockiertes Dipeptid 2. Alle 
Dipeptidcarbonsauren 2 wurden anhand ihrer 200-MHz-'H-NMR-Spektren (je- 
weils in CDCI,) und ihrer FAB-Massenspektren identifiziert. Die analytische Rein- 
heit der Carbonsiuren 2 wurde durch HPLC belegt. 

len Heptyl(Hep)ester['] wegen der Schwerloslichkeit der ent- 
sprechenden Peptidderivate in den waBrigen Reaktionsmedien 
besonders problematisch ist, wird von der Butyrylcholinesterase 
ohne weiteres akzeptiert, so daB die Substrate 1 a, b, g, h und 1 i 
mit hoher Ausbeute entschutzt werden. Mit der Acetylcholin- 
esterase verlauft die gezielte Deblockierung von Peptidcholin- 
estern unter den gleichen Bedingungen langsamer (Tabelle 1, 
Nr. 2, 4 und 6), so daB die Butyrylcholinesterase vorzu- 
ziehen ist. 

Die Bedingungen fur die enzymatische Abspaltung der 
Cholinester sind so mild, da13 dieses Verfahren auch die scho- 
nende Synthese empfindlicher S-palmitoylierter und S-farnesy- 
lierter Cysteinyl-Lipopeptide ermoglicht, die z.B. kennzeichnen- 
de Partialstrukturen der Ras-Lipoproteine sind. 

Ras-Proteine sind membrangebundene Lipoproteine, die als 
molekulare Schalter Signale, die von Wachstumsfaktoren uber 
wohlabgestimmte nichtkovalente Protein/Protein-Wechselwir- 
kungen ausgelost werden, in eine Kaskade hochspezifischer in- 
trazellularer Phosphorylierungen ubersetzenr'O1. Durch diese 
kovalente Modifikation werden schlieBlich Transkriptionsfak- 
toren aktiviert, die dann die Transkription des genetischen Co- 
des beeinflussen konnen. Mit Hilfe dieser Signaltransduk- 
tionskaskade regeln so unterschiedliche Organismen wie SBuge- 
tiere, Fliegen, Wurmer und Hefen Zellwachstum und -teilung. 
Wird diese Regulierung gestort oder unterbrochen, konnen un- 
kontrolliertes Wachstum und letztendlich Krebs die Folge sein. 
So wird bei ca. 40 YO aller menschlichen Krebserkrankungen 
eine Punktmutation in den zugehorigen ras-Oncogenen nachge- 
wiesen, und bei einigen der Hauptkrebsarten wie Lungen-, 
D a m -  und Bauchspeicheldrusenkrebs steigt diese Zahl bis auf 
85 % an['']. Die menschlichen N- und H-Ras-Proteine terminie- 
ren jeweils in einem S-farnesylierten Cysteinmethylester, und in 
Richtung des N-Terminus folgen ein oder mehrere S-palmitoy- 
lierte Cysteine["] (zum Beispiel im C-terminalen Lipohexapep- 
tid 9 des menschlichen N-Ras-Proteins; Schema 2). Die Saure- 
labilitat der Farnesylreste und die ausgepragte Instabilitlt der 
Palmitinsaurethioester unter basischen Bedingungen (vide in- 
fra) schliel3en die Anwendung saure- und basenlabiler Schutz- 
gruppen bei der Synthese charakteristischer Ras-Peptide ausr4]. 
Um dieses Ziel zu erreichen, miissen Schutzgruppen eingesetzt 
werden, die selektiv unter mildesten, moglichst neutralen Bedin- 
gungen abgespalten werden konnen. 

Retrosynthetisch wurde das Ras-Peptid 9 in das maskierte 
S-palmitoylierte Tripeptid 7 und den N-terminal deblockierten 
farnesylierten Tripeptidester 8 zerlegt, um zu gewahrleisten, daB 
die abschliel3ende Kupplung effizient verlauft (Schema 2 ) .  Fur 
die Synthese von 7 wurde das Bis[allyloxycarbonyl(Aloc)]-ge- 
schutzte Cystin 3 zu Aloc-Cystein reduziert und dieses sofort 
mit Palmitoylchlorid zum korrekt funktionalisierten Cystein 4 
acyliert. 4 wurde dann in hoher Ausbeute mit dem Dipeptidcho- 
linester 5 verkniipft, der aus dem entsprechenden Boc-geschutz- 
ten Dipeptidcholinester durch Abspaltung der Boc-Gruppe rnit 
HBr/AcOH zuganglich ist. Die gezielte Ablosung des Cholin- 
esters aus dem vollgeschutzten Tripeptid 6 ohne Angriff auf den 
basenlabilen Thioester ist schwierig, denn die Palmitindure 
wird bereits bei pH 6.5 in wal3riger Losung, d. h. unter fast neu- 
tralen Bedingungen, durch nichtenzymatische Hydrolyse abge- 
spalten; der Cholinester bleibt aber intakt. Durch Behandeln 
von 6 rnit der Butyrylcholinesterase bei diesem pH-Wert konnte 
die Chemoselektivitat jedoch vollkommen umgekehrt und das 
C-terminal deblockierte Lipotripeptid 7 in zufriedenstellender 
Ausbeute erhalten werden. Besonders bemerkenswert ist, daB 
unter diesen sehr milden Reaktionsbedingungen die fur acylierte 
Cystein- und Serinderivate im basischen Bereich zu befurchten- 
de B-Eliminierung des Acylrestesr' 31 nicht eintritt. Die Synthese 
des vollstandig funktionalisierten Lipopeptids 9[l4] wurde 
schliel3lich durch carbodiimidvermittelte Kondensation der S- 
palmitoylierten Peptidcarbonsaure 7 mit dem S-farnesylierten 
N-terminal deblockierten Peptidester Sr4] in hoher Ausbeute 
beendet (Schema 2). 

Neben den Cholinesterasen spalten auch unterschiedliche 
Proteasen, wie Chymotrypsin, Papain, Trypsin, Subtilopep- 
tidase A, Nagarse und Proteinase K, N-geschutzte Aminosaure- 
und Peptidcholinester unter mildesten Bedingungen. So ist der 
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AIoc-CYS-OH 
I 

AIoc-CYS-OH 

3 

1) NaBH,, 2) Palmitoylchlorid, 
NaOH, 0°C DMAP, THF 

26% Gesamtausb. I 
AIoc-CYS-OH 

I 
Pal 

4 

HBr H-Met-Gly-OCho 
88% 5 

Aloc-Cys-Met-GI y-OCho 

6 

I 
Pal 

pH 6.5 

Aloc-Cys-Met-Gly-OH 
I 
Pal 

7 

EDC, HOBt, CH2CIz 
H-Leu-Pro-Cys-OMe 

I 
Far 1 64% 

8 

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

S M  
I I 
s7 
0 9 

Schema 2.  Enzymatische Synthese des S-paimitoylierten und S-farnesylierten Rus- 
Lipopeptids 9. 

Wert fur die Spezifitat~konstante[~~' bei der Chymotrypsin- 
katalysierten Hydrolyse von Z-Phe-OCho 10 rnit 1.2 x 
lo6 mM-'s-' wesentlich hoher, als die, die fur vergleichbare, 
ebenfalls wasserlosliche N-Maleinamidoaminosaure- und -pep- 
tidbenzyl- und p-nitrophenylester bestimmt wurden. Diese ex- 
zellenten Substrateigenschaften, die einerseits durch die von uns 
ermittelte P', -Spezifitat von Chymotrypsin fur positiv geladene 

und andererseits durch den Coulomb-Effekt der posi- 
tiven Ladung hervorgerufen werden, der eine erhohte Reaktivi- 
tat der Cholinester-Bindung bedingt["I, veranlaWten uns, Cho- 
linester als Carboxykomponenten fur kinetisch kontrollierte 
Peptidsynthesen zu prufen. 

Auch bei diesen Reaktionen erweist sich die ausgezeichnete 
Loslichkeit der geschutzten Aminosaurecholinester in wa5rigen 
Medien als auBerst vorteilhaft. So wird der Z-geschiitzte Phe- 
nylalanincholinester 10 unter dem EinfluD von Chymotrypsin in 
nur 30 min init den Aminosaureamiden II und 12 sowie rnit den 
Aminoslurebenzylestern 15 und 16 in hoher Ausbeute zu den 
vollgeschutzten Peptiden 13, 14, 17 und 18 verknupft (Sche- 
ma 3). Die unerwunschte konkurrierende Hydrolyse des Cho- 
linesters kann dabei einfach dadurch zuruckgedrangt werden, 
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daB eine auf 0 "C vorgekuhlte Losung des Acyldonors langsam 
zu einer ebenfalls eisgekiihlten Losung (pH 7.8), die den Acylac- 
ceptor und den Biokatalysator enthalt, zugetropft wird. 

Die Verwendung von Aminosaurecholinestern bei enzymati- 
schen Peptidsynthesen ist nicht auf den Einsatz von Chymotryp- 
sin als Biokatalysator beschrankt. So wird beispielsweise das 
Dipeptid 13 ebenfalls in hoher Ausbeute unter dern EinfluR von 
Trypsin erhalten (Schema 3) und der N-terminal geschutzte Pep- 
tidcholinester 19 ergibt mit Leucinamid 11 in Gegenwart von 
Papain das Tripeptid 20 sogar in 90% Ausbeute (Schema 3) .  
Sehr iiberraschend ist daruber hinaus der Befund, da5 auch die 
Butyrylcholinesterase den Acylrest von Aminosaurecholin- 
estern auf N-Nucleophile ubertragen und so zusatzlich zur Hy- 
drolyse von Cholinestern auch die Knupfung von Peptidbin- 
dungen katalysieren kann. In ersten orientierenden Versuchen 
wurde allerdings nicht bei Raumtemperatur, sondern nur bei 
- 15 "C im gefrorenen waBrigen System[s1 das Tripeptid 20 aus 
den Edukten 19 und 11 in 37 % Ausbeute erhalten. 

Z - Phe- OC ho 

Chymotrypsin 

pH 7.8,OoC, 

10 
+ * Z-Phe-AS-NHZ 

13: AS = Leu 82% H-AS-NH~ 30 min 
14: AS = Arg 86% 

11: AS = Leu 
12: AS = Arg 

Trypsin 
10 + 11 * 13 

DH 7.8. 0°C. . .  
30 min 72% 

Z-Phe-OCho 

10 

+ Z-Phe-AS-OBzl 
Chymotrypsin 

pH 7.8, 0% 
H-AS-OBzl 30 min 17: AS E Ala 60% 

18: AS = Gly 61% 15: AS = Ala 
16: AS = Gly 

Z-Leu-Gly-OCho 

19 Papain 
+ * Z-Leu-Gly-Leu-NH:! pH 7.8, 1 h, 

H-L~~-NH, Raumtemp. 20 90% 

11 

Butyrylcholin- 
esterase - 20 19 Jr 11 
pH 7.8, -15"C, 

37% 

Schema 3. Enzymatische Peptidsynthese mit Aminosaure- und Peptidcholinestern 
als Acyldonoren. 

Experimentelles 
Allgemeine Arbeitsvorschrift fur die enzymatische Abspaltung von Cholinestern 
mit Butyrylcholinesterase: Eine Losung von 1 mmol des Cholinesters und 1 0 0 0 ~  
Butyrylcholinesterase in 50 mL 0.05 M Natriumphosphatpuffer (pH 6.5; falls not- 
wendig werden 5- 10 Vol-% Methanol zugegeben) wird bei 37 "C geschuttelt. Nach 
vollstdndigem Umsatz (24-36 h; dunnschichtchromatographische Kontrolle mit 
n-Hexan/Essigester/Methanol-Gemischen) wird der pH-Wert rnit 1 N HCI auf 2-3 
eingestellt und die Losungje nach Substrat vier- his achtmdl rnit 40 mL Dichlorme- 
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than extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden uber MgSO, getrock- 
net, das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und der Ruckstand dnrch Chroma- 
tographie an Kieselgel mit n-Hexan/Essigester/Methanol-Gemischen gereinigt. 
7: farbloses 01; R, = 0.25 (n-Hexan/Essigester/Methanol 60: 30:s [v/v/v]); 
[a];' = - 59 (c = 0.5 in CH,OH); 'H-NMR (400 MHz, CDCI,, 25 "C, TMS): 
6 =0.88(t,J=7Hz,3H,w-CH3Pal),1.25(m,24H,CH,Pal),1.60-1.68(m,2H, 
b-CH,PaI), 1.95-2.09(m, 2H, p-CH, Met),2.10(s, 3H,CK3Met),2.53-2.57(m, 
4H, a-CH, Pal, y-CH, Met), 3.15-3.27 (m, 2H, p-CH, Cys), 3.83-3.93 (m. l H ,  
CHz,Gly),4.10-4.20(m, 1 H,CH2,Gly),4.39-4.78(m,4H, a-CHMet,a-CH Cys, 
OCH, Aloc), 5.18-5.38 (m, 3H. CH,=CH Aloc); FAB-MS (2-NBA/TFA 5:l):  

Allgemeine Arbeitsvorschrift fur die Chymotrypsin-katdlysierte Peptidsynthese mit 
N-geschutzten Aminosdurecholinestern : 
Zu einer Losung von 2 mmol des Aminosdureesters oder Aminosdnreamids und 
7.5 mg Chymotrypsin in 7.5 mL Wasser (pH 7.8) wird unter Ruhren bei 0 "C inner- 
halb von 3 min eine auf 0 "C vorgekuhlte Losung von 1 mmol des N-geschutzten 
Cholinesters in 10 mL Wdsser getropft, und das Redktionsgemisch wird 30 min 
geruhrt. Der Niederschlag wird abfiltriert, dreimal mit Wasser gewaschen, im Vaku- 
um getrocknet und aus Methanol/Wasser umkristallisiert. 
13: Schmp. 189-193 "C; FAB-MS (2-NBA): m/i :  654 [M + HI'; die Analysenrein- 
heit von 13 wurde durch HPLC uberpruft (Lanfmittel: CH,CN:H,O 40:60 [v/v] 
unter Zugabe von 0.1 Vol-% Trifluoressigsiiure). 

m / z  (%): 654 (63) [M + Nd]'. 
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Protoneninduziertes Umschalten von 
Elektronentransfer-Wegen in dendritischen, 
vierkernigen RuOs3-Komplexen** 
Masa-aki Haga*, Md. Meser Ali und 
Ryuichi Arakawa 

Supramolekulare Komplexe haben in den letzten Jahren 
groDe Aufmerksamkeit als Vorlaufer fur molekulare Funktions- 
einheiten erregt['l. Zu den grundlegenden Funktionen supramo- 
lekularer Komplexe zahlt, daB sie, durch externe Stimuli ausge- 
lost, als molekulare Schalter genutzt werden konnen. Sofern 
basische Zentren in den Komplexen vorhanden sind, kann Pro- 
tonentransfer ein externer Stimulus sein. Erst kiirzlich wurde 
gezeigt, dal3 Fluoreszenz['I, Redo~eigenschaften[~] und Elektro- 
n e n t r a n ~ f e r ~ ~ " , ~ ~  mit Protonentransfer umgeschaltet werden 
konnen. Das Umschalten von Redoxpotentialen basiert auf der 
reversiblen Protonierung nichtkomplexierter Stickstoffzentren 
in Ru-Komplexen mit den1 Liganden 2-(2-Pyridyl)benzimid- 
azol. Wir wenden dieses Prinzip auf dendritische, vierkernige 
Komplexe an. Fur solche ligandverbriickten Komplexe sind 
zwei mogliche Oxidationsmuster bekannt (Schema I)[']. Im 

A 

Schema 1 Zwei Redoxmuster in dendritischen, hgandverbruckten, vierkernigen 
Metallkomplexen 

Falle von Muster A werden die drei peripheren 0s"-Zentren bei 
nahezu gleichem Potential und noch vor der Einelektronenoxi- 
dation des zentralen Ru-Atoms oxidiert. Im Falle von Muster B 
ist die Reihenfolge genau umgekehrt. Die Redoxmuster A und 
B konnen durch Protonierung/Deprotonierung basischer Zen- 
tren ineinander iiberfiihrt werden. 

Komplex 1 (bpy = 2,2'-Bipyridin; bbbpyH, = 2,2'-Bis(benz- 
imidazol-2-y1)-4,4'-bipyridin) (Schema 2) ist aus einem zentralen 

[{O~(~PY),(~~~PYH,)},RUI(C~O,), l-(ClOJS 

Ru"-Atom aufgebaut, das von drei Pyridin- und drei Benzimid- 
azolliganden koordiniert wird. AuDerdem sind insgesamt drei 
Os"(bpy),-Einheiten an die peripheren Pyridin- und Benzimid- 
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