ZUSCHRIFTEN

matographie (Ether/Petrolether, 1/24 bis 1/4) erhilt man die «,8-Epoxyketone
2[25]. (R,R)-N-Methylpseudoephedrin kann mit einem polaren Laufmittel (Metha-
nol/Ether, 1/9, +1 Vol.-% Isopropylamin) von der gleichen Séiule nahezu quantita-
tiv und mit unverinderter Enantiomerenreinheit eluiert werden.
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lierung und Dephosphorylierung von Hydroxyaminosiuren'?),

[*] Prof. Dr. H. Waldmann, Dr. T. Pohl

Institut fiir Organische Chemie der Universitat
Richard-Willstitter-Allee 2, D-76128 Karlsruhe
Telefax: +721/608-4825
E-mail: waldmann@ochhades.chemie.uni-karlsrunhe.de
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und vom
Fonds der Chemischen Industrie geférdert.

0044-8249/96/10815-1829 $ 15.00 + .25/0 1829



ZUSCHRIFTEN

aber auch durch die f-O-glycosidische Ankniipfung des N-Ace-
tylglucosamin(GIlcNAc)-Restes an Serin- und Threonineinhei-
ten von intrazelluliiren Proteinen!® vermittelt. Ein eindrucks-
volles Beispiel hierfiir ist die RNA-Polymerase II aus Sduge-
tieren ! (Schema 1). In ihrer cytosolischen Form liegt der C-ter-

RNA-Polymerase |} Tyr - Ser — Pro —Thr —- Ser - Pro — Ser-]—OH
52

1

; o)

: H
o~ OHO o~
e “H%&/

0= >0 ) NHAG

Schema 1. Wiederholungssequenz 1 der groBen Untereinheit der RNA-Polymera-
se I aus Sdugetieren sowie Struktur des phosphorylierten und glycosylierten Ziel-
hexapeptids 2.

minale Bereich der groBen Untereinheit dieses Enzyms hochgly-
cosyliert vor, wodurch méglicherweise der Transport der Poly-
merase in den Zellkern erleichtert wird. Im Verlauf der im Zell-
kern stattfindenden Umwandlung der RNA-Polymerase IT 1
von einem initiierenden in einen verlingernden Transkriptions-
komplex werden die GIcNAc-Glycoside abgespalten und das
Protein rasch und vielfach phosphoryliert. O-GleNAc¢ konnte
daher als Schutz oder Markierung von Phosphorylierungsstel-
len dienen, und der kovalenten Modifizierung von Proteinen mit
O-GIcNAc¢ und Phosphat kommt damit bei der Ex-
pression von Genen, die unter Kontrolle der RNA-Polymera-
se Il transknbiert werden, eine entscheidende Rolle zu.

Fiir die Untersuchung der von solchen kovalent modifizierten
Proteinkonjugaten beeinflulten biologischen Phdnomene wer-
den geeignete Hilfsmitte! bendtigt. Der Einsatz charakteristi-
scher Partialstrukturen der zugrundeliegenden Proteine, die bei-
de Modifikationen sowie nichtderivatisierte Hydroxyaminosiu-
refunktionen enthalten, kann neue Moglichkeiten fiir bioorga-
nische Studien eréffnen, z. B. fiir die Bildung geeigneter mono-
klonaler Antikérper (O-GleNAc-modifizierte Peptide sind
hochantigen ) sowie fiir Inhibitions- und Mikroinjektionsstu-
dien. Die Synthese von Phospho-!3! und Glycopeptiden!®! wird
allerdings bereits durch deren ausgeprégte Sdure- und Basenla-
bilitdt sowie Multifunktionalitdt erschwert und erfordert den
Einsatz einer Vielzah! von Schutzgruppen, deren selektive Ab-
spaltung unter milden, méglichst neutralen Bedingungen ge-
lingt. Bet der Synthese von Peptiden, die beide Seitenkettenmo-
difikationen enthalten, vervielfachen sich diese Probleme,
weshalb die Herstellung von Phosphoglycopeptiden bisher nicht
beschrieben wurde.

Wir berichten nun dariiber, daB solche multifunktionellen
und empfindlichen Peptidkonjugate vorteithaft unter sehr mil-
den Bedingungen (pH =7.5, 25 °C) durch enzymatische Schutz-
gruppentechniken!” aufgebaut werden kénnen. Als biologisch
relevante Zielverbindung haben wir das Hexapeptid 2 gewdhlt,
das eine phosphorylierte, zwei glycosylierte und eine nicht-
modifizierte Hydroxyaminosdurefunktion enthilt®. Dieses
Peptid représentiert eine charakteristische Partialstruktur der
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Wiederholungssequenz der grofien Untereinheit von RNA-Po-
lymerase IT aus Sdugetieren, die beim enzymatischen Prozef
glycosyliert oder phosphoryliert wird.

Bei der Auswahl geeigneter, enzymlabiler Schutzgruppen
konnten wir auf unsere Erfahrungen bei der biokatalysierten
Synthese von multifunktionellen und empfindlichen Peptidkon-
jugaten zuriickgreifen'). Als enzymatisch abspaltbare N-termi-
nale Schutzfunktion wurde die p-Phenylacetoxybenzyloxycar-
bonyl(PhAcOZ)-Gruppe entwickelt, ein Urethan, das eine
funktionelle Gruppe (ein Phenylacetat) enthilt, die von dem
Biokatalysator (Penicillin-G-Acylase) erkannt wird und iiber
eine enzymlabile Bindung (eine Esterbindung) an eine funktio-
nelle Gruppe (ein p-Hydroxybenzylurethan) gebunden ist. Diese
fragmentiert nach Spaltung der enzymlabilen Bindung spontan,
und es entsteht ein Carbaminsiurederivat, das decarboxy-
liert und das gewiinschte Peptid oder Peptidkonjugat freisetzt
(Schema 2).

a)
vom Enzym
erkannte
Gruppe / Urethan
O_\o N
\_/ \_ Peptid oder
Peptidkonjugat
enzymlabile Gruppe, die nach Spaltung
Bindung der enzymiabilen Bindung
spontan fragmentiert
o) PhAcOZ-Ala-Leu-Ot Bu
3
Penicillin-G-Acylase,
Phosphatpuffer,
pH =7.5,25°C
NaHSO;
e OJL . Ala-Leu-Ot Bu
4
88 %
HyN-Ala-Leu-OtBu + HZC 0 + CO,
5 6
lNaHSOa

HO38” < > OH

Schema 2. Enzymatische Spaltung der PhAcOZ-Gruppe mit Penicillin-G-Acylase.
a) Konzept der Spaltung; b) Abspaltung der PhAcOZ-Schutzgruppe von 3 unter
Bildung von §.

In einem orientierenden Experiment wurde das PhAcOZ-ge-
schiitzte Peptid 3™ mit Penicillin-G-Acylase, einem Enzym,
das spezifisch Phenylessigsdureester und -amide erkennt und
unter sehr milden Bedingungen spaltet!!!!, schonend zum Phe-
nolat 4 hydrolysiert, das spontan fragmentierte und das Peptid
5 in hoher Ausbeute freisetzte (Schema 2). Bei dieser Umset-
zung trat keine Nebenreaktion auf: einerseits, weil das aus dem
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Phenolat gebildete Chinonmethid durch Wasser oder — effizien-
ter — durch ein zugesetztes Nucleophil wie NaHSO, abgefangen
und so ein Angriff von 6 auf das freigesetzte Amin 5 verhindert
wurde, andererseits, da die Substratspezifitit der Penicillin-
Acylase gewihrleistet, dafl ausschlieBlich der Phenylessigsiure-
ester gespalten wird und nicht die C-terminale Esterguppe oder
die Peptidbindungen.

Um mit dieser vorteilhaften enzymatischen Methode das
komplexe Phosphoglycohexapeptid 2 aufzubauen, wurde das
PhAcOZ-geschiitzte Seringlycosid 8 durch Umsetzung des Di-
hydrooxazols 72! mit PhAcOZ-Ser hergestellt und dann mit
Prolinallylester 9 zum vollstidndig geschiitzten Glycodipeptid
10 in hoher Ausbeute gekuppelt (Schema 3). Die C-terminale
Esterfunktion in 10 wurde selektiv durch Pd®-vermittelten Allyl-
transfer auf Morpholin abgespalten!!3]. Weiterhin wurde 8 als
tert-Butylester 11 maskiert, dessen N-terminale Deblockierung
unter sehr milden Bedingungen durch Penicillin-G-Acylase-ka-
talysierte Spaltung des PhAcOZ-Urethans gelang. Die so erhal-
tenen selektiv demaskierten, glycosylierten Fragmente 12 und
13 wurden zum Glycotripeptid 14 in hoher Ausbeute verkniipft,
dessen N-Terminus durch Penicillin-G-Acylase-induzierte Spal-
tung des PhAcOZ-Urethans unter neutralen Bedingungen selek-
tiv entschiitzt wurde. Die Aminosdurekette des so zugidnglichen
Diglycotripeptids 15 wurde durch Kondensation mit der
PhAcOZ-maskierten Dipeptidcarbonsiure 16''4! verlingert.
Aus dem dabei gebildeten komplexen und empfindlichen Di-
glycopentapeptid 17 wurde die PhAcOZ-Gruppe wiederum
Penicillin-Acylase-katalysiert abgeldst und so das selektiv ent-
schiltzte Intermediat 18; das zwei glycosylierte und eine nicht-
funktionalisierte Aminosdurefunktion enthélt, in zufriedenstel-
lender Ausbeute erhalten. Die enzymatischen Umsetzungen
werden am besten in Gegenwart von 30 Vol.-% Methanol als
Cosolvens durchgefiihrt, um zu garantieren, daB3 die PhAcOZ-

geschiitzten Substrate unter den Reaktionsbedingungen 16slich
und damit fiir den Biokatalysator zuginglich sind.

Fir die nachfolgende Einfiihrung eines phosphorylierten,
d.h. anders modifizierten Serinbausteins wurde das Phospho-
se Fiir die nachfolgende Einfiihrung eines phosphorylierten,
d. h. anders modifizierten Serinbausteins wurde das Phosphose-
rin 20 bendtigt. Dessen Herstellung gelang durch selektive Spal-
tung des Heptylesters im vollstindig geschiitzten Phosphoserin
19 mit Lipase aus Aspergillus niger™™! unter duBerst milden
Bedingungen. Die Verkniipfung von 18 und 20 lieferte das ge-
wunschte komplexe, multifunktionelle Phosphoglycohexapep-
tid 2181,

AbschlieBend wurden zunichst alle Allylschutzgruppen
durch Behandlung mit Ameisensdure/n-Butylamin in Gegen-
wart von [Pd(Ph,P),] bei Raumtemperatur entfernt!™ ). Dann
wurde der ferz-Butylester mit Trifluoressigsdure gespalten, und
die selektive Demaskierung der Hydroxygruppen der Kohlenhy-
dratbausteine gelang mit Hydrazinhydrat in Methanol!'#),

Bei den hier beschriebenen enzymatischen und nichtenzyma-
tischen Umsetzungen traten keine Nebenreaktionen auf. Die
Peptidbindungen, die O-Acetatbindungen in den Kohlenhydra-
ten und die Phosphatbindungen blieben unangetastet, und auch
eine unter den sauren Bedingungen mdgliche Anomerisierung
oder Spaltung der glycosidischen Bindungen®! sowie eine
p-Eliminierung des Phosphatrestes oder der Kohlenhydratbau-
steine, die im Basischen zu befiirchten ist!'® 2°] konnten nicht
nachgewiesen werden.

Insgesamt haben wir eine enzymatische Strategie fiir die Syn-
these von unterschiedlich funktionalisierten, komplexen Peptid-
konjugaten entwickelt und ihre Leistungsfahgikeit am Beispiel
der ersten Synthese eines Phosphoglycohexapeptids, einer cha-
rakteristischen Partialstruktur der C-terminalen Wiederho-
lungssequenz der groflen Untereinheit der RNA-Polymerase II

OAc
AcO
AcQ N
\g¥e} ,
Y iPIN
7 Ot B
CHa P 01 B
PhAcOZSerOH » PhAcQZ-Ser-OtBu » H-Ser-OtBu
81% 11 ‘OpGlcNAc 78 % 13 "OpGIcNAG A
PhAcOZ-Ser-OH — PhAcOZ-Ser-Pro-Ser-Ot Bu
8 “OpGlcNAc A c 85% AcNpGIcO 1 LOpGIcNAc
PhAcOZ-Ser-Pro-OAll PhAcOZ-Ser-Pro-OH
HProOAll 10 "OpGIcNAC gg % 12 “OpGlcNAc B
9 74 %
87 %
H-Ser-Pro-Ser-Ot Bu
2 A'OC-Sfr-OHeP AcNpGicO 45 OPGIcNAC
19 “oPO(0A),
D
E.89 % 2% A | PhACOZProThrOM
F 73% 71% 16
G, 55 % Aloc-Ser-OH
20 LOPO(OAII)Z B
Aloc-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Ot Bu o~ " H-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Ot Bu ——— PhAcOZ-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Ot Bu
(AI0);0PO” ACNPGICO”,  "OpGIcNAc 620/ AcNpGIcO OpGlcNAc 58 % AcNpGIcO OpGlcNAC
Me OAc
2 H N,
EDC=  EtN=CaNo~N,,  C1® HOBt = °N OpGlcNAc:ACO%O
®'Me N’ AcO
h NHAc
OH

Schema 3. Enzymatische Synthese von 2. A) EDC/HOBt (2 Aquiv./2 Aquiv.);B) Penicillin-G-Acylase, 0.07 M Phosphatpuffer, 30 Vol.-% Methanol, NaHSO; (500 Agquiv.),
pH =7.5, 25°C; C) [Pd(Ph,P),], Morpholin (1.t Aquiv.); D) Lipase aus Aspergillus niger; 0.2 M Phosphatpuffer (pH =7, 37°C); E) [Pd(Ph,P),], HCOOH/#BuNH,
(10 Aquiv./6 Aquiv.), Raumtemperatur; F) Trifuoressigsdure (TFA), Raumtemperatur; G) Hydrazinhydrat (3000 Aquiv.), Methanol, Raumtemperatur.
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aus Sdugetieren, demonstriert. Mit dieser Methode sollten wei-
tere O-phosphorylierte und O-glycosylierte Peptidkonjugate zu-
ginglich sein, deren Untersuchung zu neuen Erkenntnissen im
Bereich der bioorganischen Chemie und der Biologie fiihren
sollte.
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Abb. 1. Schematische Darstellung des kristallographisch charakterisierten aktiven Zentrums der
Galactose-Oxidase bei pH 7.0 (Einschub) [4], sowie postulierter Mechanismus der enzymvermit-
telten Alkoholoxidation [2].

und die elektronischen und strukturellen Eigenschaften der akti-
ven Form beschrieben werden. Es wird angenommen, daf diese
Form (Struktur A, Abb. 1) ein Cu™-Ion enthilt, welches stark an
ein Radikal koordiniert ist, das sich an einem dquatorial gebun-
denen, kovalent S-Cys-modifizierten Tyrosinatoliganden befin-
det und durch n-Stapelwechselwirkungen zu einem benachbar-
ten Tryptophanrest (nicht abgebildet) stabilisiert wird. Das
Cu"-Ton ist zu Zwei-Elektronen-Redoxreaktionen befihigt, und
der Komplex A mit Kopplung von freiem Radikal und Kupfer-
zentrum soll sich unter Deprotonierung des Alkoholsubstrates
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