
matographie (Ether;Petrolether. 1/24 bis 1/4) erhalt man die Q-Epoxyketone 
2 [25]. (R,R)-N-Methylpseudoephedrin kann mit einem polaren Laufmittel (Metha- 
nol/Ether, 119, + 1 Vo1.-% Isopropylamm) von der gleichen Siule nahezu quantita- 
tiv und rnit unverinderter Enantiomerenreinheit eluiert werden. 
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Enzymatische Synthese eines charakteristischen 
phosphorylierten und glycosylierten Peptid- 
fragmentes der groSen Untereinheit der 
RNA-Polymerase I1 aus Saugetieren** 
Torsten Pohl und Herbert Waldmann* 

Kovalent modifizierte Proteine haben bei der Ubertragung 
von extrazellularen Signalen durch die Plasmamembran in das 
Zellinnere und weiter zum Zellkern entscheidende Funktio- 
nen"]. Die intrazellulare Antwort auf eine Vielzahl externer 
Stimuli wird dabei besonders durch die dynamische Phosphory- 
lierung und Dephosphorylierung von Hydroxyaminosauren[21, 
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aber auch durch die P-0-glycosidische Ankniipfung des N-Ace- 
tylglucosamin(G1cNAc)-Restes an Serin- und Threonineinhei- 
ten von intrazellullren P r ~ t e i n e n [ ~ I  vermittelt. Ein eindrucks- 
volles Beispiel hierfur ist die RNA-Polymerase I1 aus SPuge- 
tieren14] (Schema I ) .  In ihrer cytosolischen Form liegt der C-ter- 

RNA-Polymerase II Tyr - Ser - Pro -Thr - Ser - Pro - Ser H 1 

Schema 1. Wiederholungssequenz 1 der groDen Untereinheit der RNA-Polymera- 
se I1 aus SHugetieren sowie Struktur des phosphorylierten und glycosylierten Ziel- 
hexapeptids 2. 

minale Bereich der grol3en Untereinheit dieses Enzyms hochgly- 
cosyliert vor, wodurch moglicherweise der Transport der Poly- 
merase in den Zellkern erleichtert wird. Im Verlauf der im Zell- 
kern stattfindenden Umwandlung der RNA-Polymerase I1 1 
von einem initiiereiiden in einen verliingernden Transkriptions- 
komplex werden die GlcNAc-Glycoside abgespalten und das 
Protein rasch und vielfach phosphoryliert. 0-GlcNAc konnte 
daher als Schutz oder M arkierung von Phosphorylierungsstel- 
len dienen, und der kovalenten Modifizierung von Proteinen mit 
0-GlcNAc und Phosphat kommt damit bei der Ex- 
pression von Genen, die unter Kontrolle der RNA-Polymera- 
se 11 transkribiert werden, eine entscheidende Rolle zu. 

Fur  die Untersuchung der von solchen kovalent modifizierten 
Proteinkonjugaten beeinfluoten biologischen Phiinomene wer- 
den geeignete Hilfsmittel benotigt. Der Einsatz charakteristi- 
scher Partialstruk turen der zugrundeliegenden Proteine, die bei- 
de Modifikationen sowie nichtderivatisierte Hydroxyaminosau- 
refunktionen enthalten, kann neue Moglichkeiten fur bioorga- 
nische Studien eroffnen, z. B. fur die Bildung geeigneter mono- 
klonaler Antikorper (0-GlcNAc-modifizierte Peptide sind 
hochantigenc3I) sowie fur Inhibitions- und Mikroinjektionsstu- 
dien. Die Synthese von P h ~ s p h o - ' ~ ]  und Glycopeptiden[61 wird 
allerdings bereits durch deren ausgeprigte Slure- und Basenla- 
bilitlt sowie Multifunktionalitat erschwert und erfordert den 
Einsatz einer Vielzahl von Schutzgruppen, deren selektive Ab- 
spaltung unter milden, moglichst neutralen Bedingungen ge- 
lingt. Bei 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 daruber, daIJ solche multifunktionellen 
und empfindlichen Peptidkonjugate vorteilhaft unter sehr mil- 
den Bedingungen (pH = 7.5,25 'C) durch enzymatische Schutz- 
gruppentechniken['] aufgebaut werden konnen. Als biologisch 
relevante Zielverbindung haben wir das Hexapeptid 2 gewahlt, 
das eine phosphorylierte, zwei glycosylierte und eine nicht- 
modifizierte Hydroxyaminosdurefunktion enthiiIt[']. Dieses 
Peptid repriisentiert eine charakteristische Partialstruktur der 

Wiederholungssequenz der grol3en Untereinheit von RNA-Po- 
lymerase I1 aus Saugetieren, die beim enzymatischen Prozerj 
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 zurU~kgreifen[~]. Als enzymatisch abspaltbare N-termi- 
nale Schutzfunktion wurde die p-Phenylacetoxybenzyloxycar- 
bonyI(PhAc0Z)-Gruppe entwickelt, ein Urethan. das eine 
funktionelle Gruppe (ein Phenylacetat) enthalt, die von dem 
Biokatalysator (Penicillin-G-Acylase) erkannt wird und uber 
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 Carbaminsiiurederivat, das decarboxy- 
liert und das gewunschte Peptid oder Peptidkonjugat freisetzt 
(Schema 2). 

vom Enzym 
erkannte 
Gruppe - f- Urethan 

t 

H 'L Peptid oder 
Peptidkonjugat 

enzymlabile Gruppe, die nach Spaltung 
Bindung der enzymlabilen Bindung 

spontan fragmentiert 

PhAcOZ-Ala-Leu-Ot Eiu 
3 

Penicillin-G-Acylase, 
Phosphatpuffer, 

NaHS03 
pH = 7.5, 25 "C I 

NaHS03 c 
Schema 2. Enzymatische Spaltung der PhAcOZ-Gruppe mit Penicillin-G-Acylase. 
a) Konzept der Spaltung: b) Abspaltung der PhAcOZ-Schutzgruppe van 3 unter 
Bildung von 5. 

In einem orientierenden Experiment wurde das PhAcOZ-ge- 
schutzte Peptid 3" O1 mit Penicillin-G-Acylase, einem Enzym, 
das spezifisch Phenylessigsaureester und -amide erkennt und 
unter sehr milden Bedingungen spaltet" 'I, 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 Substratspezifitat der Penicillin- 
Acylase gewahrleistet, dal3 ausschliel3lich der Phenylessigsaure- 
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-geschutzte Seringlycosid 8 durch Umsetzung des Di- 
hydrooxazols 7" mit PhAcOZ-Ser hergestellt und dann mit 
Prolinallylester 9 zum vollstandig geschiitzten Glycodipeptid 
10 in hoher Ausbeute gekuppelt (Schema 3 ) .  Die C-terminale 
Esterfunktion in 10 wurde selektiv durch PdD-vermittelten Allyl- 
transfer auf Morpholin abgespalten~"]. Weiterhin wurde 8 als 
tevt-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 entschutzt wurde. Die Aminosaurekette des so zuglnglichen 
Diglycotripeptids 15 wurde durch Kondensation mit der 
PhAcOZ-maskierten Dipeptidcarbonsaure 16[14] verlangert. 
Aus dem dabei gebildeten komplexen und empfindlichen Di- 
glycopentapeptid 17 wurde die PhAcOZ-Gruppe wiederum 
Penicillin-Acylase-katalysiert abgelost und so das selektiv ent- 
schiitzte Intermediat 18; das zwei glycosylierte und eine nicht- 
funktionalisierte Aminosaurefunktion enthalt, in zufriedenstel- 
lender Ausbeute erhalten. Die enzymatischen Umsetzungen 
werden am besten in Gegenwart von 30 VoL-% Methanol als 
Cosolvens durchgefuhrt, um zu garantieren, daB die PhAcOZ- 

A c O S  AGO 

N y 6  i PrN 
, CH3 i PrNH 

$Ot Bu 7 

I P h  A c O Z S e r q T ;  81 '/o 

8 OpGlcNAc 

HProOAll 
9 

87 70 

PhAcOZ-Ser-OH 
L 

2 

E, 89 % 
F, 73 Yo t G, 55 % 

geschiitzten Substrate unter den Reaktionsbedingungen loslich 
und damit fur den Biokatalysator zuganglich sind. 

Fur die nachfolgende Einfiihrung eines phosphorylierten, 
d. h. anders modifizierten Serinbausteins wurde das Phospho- 
se Fur die nachfolgende Einfuhrung eines phosphorylierten, 
d. h. anders modifizierten Serinbausteins wurde das Phosphose- 
rin 20 benotigt. Dessen Herstellung gelang durch selektive Spal- 
tung des Heptylesters im vollstandig geschiitzten Phosphoserin 
19 mit Lipase aus Aspergillus niger[15] unter luBerst milden 
Bedingungen. Die Verkniipfung von 18 und 20 lieferte das ge- 
wiinschte komplexe, multifunktionelle Phosphoglycohexapep- 
tid 21[16'. 

AbschlieBend wurden zunachst alle Allylschutzgruppen 
durch Behandlung mit Ameisensaureln-Butylamin in Gegen- 
wart von [Pd(Ph,P),] bei Raumtemperatur entfernt" 'I. Dann 
wurde der tert-Butylester mit Trifluoressigsaure gespalten, und 
die selektive Demaskierung der Hydroxygruppen der Kohlenhy- 
dratbausteine gelang mit Hydrazinhydrat in Methanol['81. 

Bei den hier beschriebenen enzymatischen und nichtenzyma- 
tischen Umsetzungen traten keine Nebenreaktionen auf. Die 
Peptidbindungen, die 0-Acetatbindungen in den Kohlenhydra- 
ten und die Phosphatbindungen blieben unangetastet, und auch 
eine unter den sauren Bedingungen mogliche Anomerisierung 
oder Spaltung der glycosidischen Bindungen"'] sowie eine 
b-Eliminierung des Phosphatrestes oder der Kohlenhydratbau- 
steine, die im Basischen zu befurchten ist['s* ''I, konnten nicht 
nachgewiesen werden. 

Insgesamt haben wir eine enzymatische Strategie fur 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 grol3en Untereinheit der RNA-Polymerase I1 

B PhAcOZ-Ser-Of Bu - H-Ser-Ot Bu 

74 Yo 1" 
1 13 I OpGlcNAc 

10 l. OpGlCNAC 8 9 %  12 'OPGICNAC 

1 1  OpGlcNAc 78% 

PhAcOZ-Ser-Pro-OAII 2 PhAcOZ-Ser-Pro-OH 

Aloc-Ser-OHep 

l9 'OPO(OAII)2 

1 "  52 Yo 

Aloc-Ser-OH 

H-Ser-Pro-Ser-Of Bu 

AcNpGlcO J 15 L p G i c ~ ~ c  

A ] PhAcOZProThrOH 
16 

71 "I 
B 

Aloc-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Of Bu ~ ! A l l ) 2  H-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Of Bu f- PhAcOZ-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Ot Bu 

AcNpGlcO J 'OpGicNAc 66% A ~ N ~ G I ~ O  J 'OpGicNAc 
J 'OpGicNAc ,:, 18 17 21 

J (A110)20PO AcNpGlCO 

b H  

Schema 3. Enzymatische Synthese von 2. A) EDCiHOBt (2 Aquiv./2 Aquiv.);B) Penicillin-G-Acylase, 0.07 M Phosphatpuffer, 30 Vo1.-% Methanol. NaHSO, (500 Aquiv.). 
pH =7.5. 2 5 ° C ;  C) [Pd(Ph,P),], Morpholin (1.1 Aquiv.): D) Lipase aus Aspergil/us niger; 0.2 M Phosphatpuffer (pH = 7 ,  37'C); E) [Pd(Ph,P),], HCOOH/rrBuNH, 
(20 Aquiv./6 Aquiv.), Raumtemperatur: F) Trifuoressigsiure (TFA). Raumtemperatur; G) Hydrazinhydrat (3000 Aquiv.), Methanol, Raumtemperatur. 
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ZUSCHRIFTEN 

aus Saugetieren, demonstriert. Mit dieser Methode sollten wei- 
tere 0-phosphorylierte und 0-glycosylierte Peptidkonjugate zu- 
glnglich sein, deren Untersuchung zu neuen Erkenntnissen im 
Bereich der bioorganischen Chemie und der Biologie fuhren 
sollte. 
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Modelle fur Reaktionen am aktiven Zentrum 
der Galactose-Oxidase ** 
Jason A. Halfen, Victor G. Young, Jr. und 
William B. Tolman* 

Vor kurzem wurden Verblnde aus organischen, freien Radi- 
kalen und benachbarten Metallzentren als wichtiger Bestandteil 
der aktiven Zentren von Enzymen, die Multielektronen-Redox- 
reaktionen katalysieren['], identifiziert. Ein faszinierendes Bei- 
spiel eines funktionell bedeutsamen derartigen ,,Metall-Radi- 
kal-Paars" liegt bei der Galactose-Oxidase (GAO)['I vor, einem 
Pilz-Enzym, dessen aktives Zentrum ein Kupferatom enthllt, 
welches die Zwei-Elektronen-Oxidation von Alkoholen zu 
Aldehyden ermoglicht. Durch biophysikalische Untersuchun- 
gen rZds 'I, einschliel3lich Kristall~trukturanalysen*~~, konnte die 
Struktur des aktiven Zentrums aufgekllrt (Abb. 1, Einschub), 

die Spaltung \on Heptylestern in Glycopepridrn niit einer anderen Lipase 
siehc: P. Braun. H. Waldmann, H. Kunz, Bioorg. Mid Cheni. 1993, I, 197. 

1161 21: Farbloser. amorpher Feststoff: R,: 0.37 (Chloroform/MethanoI, 6,1l (v , '~ ) ) :  
[a];' = - 68.4 (( = 1 In MeOH); 'H-NMR (400 MHz. CD,OD, 28 ' C .  TMS): 
6 = 6.06- 5.88 (m. 3H. CH=CHZ). 5.43-5.061 (m, XH, 3-H. 3'-H, CH=CH,). 
5.01 (dd, J(3,4) = J(4.5) = J(3 ' .4)  = 4 4 . 5 ' )  = 9 Hr ,  2H.  4-H, 4 ' -H) .  4.78 (d, 
J(1.2) = 8.5 HZ. 1H.  I-H).  4.73 (d. J(I'2') = 8.5 HZ. l H ,  1'-H), 4.71 (t, 

J=6H7,1H,~-CHSer) ,2 .40-2 .19(m.2H,~-CH, ,P i -o ,~-CH, ,Pro) ,2 .16-  
1.85 (m. 30H, /K'H2, Pro, lY-CHZh Pro. ;-CHI Pro, f-CH, Pro. COCH,), 
1.46(s, 9H,  C(CH.,j3), 1.29. 1.14(d, J = 6 Hz, 3H, ?-CH, Thr. zwei Rotame- 
re). FAB-MS (Glycerin): d:: 1533.602 [ M i  + HI. 
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Abb. 1 Schematische Darstellung des kristallographisch charakterisierten aktiven Zentrums der 
Galactose-Oxidase bei p H  7.0 (Einschub) 141. sowie postulierter Mechaniqmus der enzymvermit- 
telten Alkoholoxidation [2] 

und die elektronischen und strukturellen Eigenschaften der akti- 
ven Form beschrieben werden. Es wird angenommen, daR diese 
Form (Struktur A, Abb. 1)  ein Cu"-Ion enthalt, welches stark an 
ein Radikal koordiniert ist, das sich an einem lquatorial gebun- 
denen, kovalent S-Cys-modifizierten Tyrosinatoliganden befin- 
det und durch n-Stapelwechselwirkungen zu einem benachbar- 
ten Tryptophanrest (nicht abgebildet) stabilisiert wird. Das 
Cu"-Ion ist zu Zwei-Elektronen-Redoxreaktionen beflhigt, und 
der Komplex A mit Kopplung von freiem Radikal und Kupfer- 
zentrum sol1 sich unter Deprotonierung des Alkoholsubstrates 
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