
ZUSCHRIFTEN 
Abbildung 2 zeigt die zwischenzeitlich auftretenden Signale, die 
zunachst wachsen, nach etwa einer halben Stunde ihr Maximum 
erreichen, dann abnehmen und verschwinden. In Abbildung 2 a 
(hier wurde 1 a benutzt) ist eine '3C,'5N-Spin-Spin-Kopplungs- 
konstante von 17.8 Hz, in Abbildung 2b  (mit 1 b) eine 13C,13C- 
Spin-Spin-Kopplungskonstante von 3.1 Hz zu beobachten. Bei- 
de Kopplungskonstanten sind in Ubereinstimmung mit 
Erwartungswerten aus ahnlicher chemischer Umgebung" '3 141. 
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Abb. 2. Ausschnitt aus den 13C-NMR-Spektren (125 MHz) von a) [l'-''N- 
'3C0,]Carboxybiotin 2a und b) [l'-N-'3C0,, 2-"C]Carboxybiotin 2b. 

Die hier verwendete Methode" ist generell dann anwend- 
bar, wenn beide Bausteine, die durch eine neue chemische Bin- 
dung verkniipft werden, rnit einer geeigneten Markierung verse- 
hen werden konnen. Somit kann ein eindeutiger Beweis fur die 
enzymatische Kniipfung einer chemischen Bindung erhalten 
werden. 

Experimentelles 
Die lnkubationsmischung des Versuchs, der die Daten in Abbildung 1 ergab, ent- 
hielt in einem Gesamtvolumen von 750 pL folgende Substanzen: 100 mM Kalinm- 
phosphat (pH 7.0), 10% *H,O, 27 mM Ghtaconat, 24mM d-[2'-''C]Biotin 1 b, 
6.3 mM NAD', 2.1 mM Acetylphosphat, 4.8 mM CoASH, 30 mM Dioxan, 330 pg 
GcdA und 500 pg Hilfsenzyme. Die Inkubationsmischungen der Versuche, die die 
Daten in Abbildung 2 ergaben, waren identisch rnit der in Abbildung 1 verwen- 
deten, doch wurde unmarkiertes Glutaconat ersetzt durch [1,5-'3C,]GIutaconat, 
und die Inkubationsmischung fur Abbildung 2a enthielt d-[I,-''NlBiotin anstatt 
[2'-13C]Biotin. Da die Totalsynthese von [l'-''N]Biotin nur das Racemat lieferte"', 
wurde das natiirlich vorkommende d-Euantiomer 1 a durch HPLC auf einer chira- 
len SBule vom /-Enantiomer abgetrennt" 'I. 
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Cyclopeptidbibliotheken als neue chirale 
Selektoren fur die Kapillarelektrophorese 
Giinther Jung*, Heike Hofstetter, Susanne Feiertag, 
Dieter Stoll, Oliver Hofstetter, Karl-Heinz Wiesmiiller 
und Volker Schurig* 

Zur chromatographischen Trennung von Enantiomeren wird 
ein einzelner chiraler Selektor entweder zur mobilen Phase hin- 
zugefugt oder als stationare Phase verwendet. Einfache Gemi- 
sche chiraler Selektoren wurden z.B. bei der Inclusions-['' und 
Komplexierungsgaschromatographie[21 eingesetzt. Die durch 
die Kombinatorische Chemie zuganglichen definierten Verbin- 
d~ngsbibliotheken~~] sind neue chirale Vielkomponentengemi- 
sche, die als Additive zur mobilen Phase oder als heterogene 
stationare Phase sowohl in druck- als auch in elektrogetriebenen 
Trennverfahren Verwendung finden konnen. Indem eine Multi- 
selektor-Bibliothek eingesetzt wird, kann somit auf das zeitrau- 
bende Testen von vielen einzelnen moglichen chiralen Selekto- 
ren verzichtet werden. Zur Identifizierung der Komponente mit 
den besten Selektoreigenschaften liefern Teilbibliotheken von 
geringerer Komplexitat wichtige Informationen. Grundsatzlich 
steht die Suche nach dem besten Selektor im Vordergrund, da 
jede einzelne Komponente innerhalb der Gesamtmischung nur 
in grol3er Verdunnung vorliegt. Dennoch kann sich die Verwen- 
dung einer kompletten Multiselektor-Bibliothek als vorteilhaft 
erweisen, namlich dann, wenn kooperative Effekte zwischen den 
Komponenten die Enantioselektivitat beeinflussen. 

Kapillarelektrophorese mit chiralen Additiven in der mobilen 
Phase ist eine effiziente Technik zur Trennung von wasserlosli- 
chen Enantiomeren, die in kleinen Probenvolumina vorliegen. 
Bisher wurden Enantiomerentrennungen rnit Hilfe von Prote- 
inen wie RinderserumaIb~min[~], AGP Orosomu~oid [~~ ,  Ovo- 
mucoid[6' 'I, CaseinC7] und Cellulase[sl, oder durch cyclische 
Strukturen, z.B. macrocyclische Antibiotica (Vancomycin, Rif- 
amycin B[', ''I), Kronenether" 'I  und Cyclodextrine['21 erzielt, 
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die jeweils als einzige chirale Selektoren eingesetzt wurden. Die 
Mechanismen, die der Retention und Trennung von Enantio- 
meren durch Proteine und Peptide zugrunde liegen, sind noch 
~nbekannt [ '~] .  Allerdings ergeben sich im Fall des hier verwen- 
deten Selektorsystems, das auf Cyclopeptiden basiert, vielver- 
sprechende Ansatzpunkte. Zum einen kann die Struktur von 
konformativ eingeschrinkten Cyclopeptiden in Losung sehr 
schnell durch zweidimensionale NMR-Spektroskopie bestimmt 
werden, so daI3 systematische Experimente zur Untersuchung 
der Mechanismen chiraler Erkennung auf molekularer Ebene 
moglich sind. Zum anderen kann die molekulare Diversitat von 
Cyclopeptidbibliotheken durch strukturelle Veriinderungen ex- 
trem erhoht werden. Verwendet man z.B. die kommerziell er- 
haltlichen Aminosauren mit definierter Chiralitat (etwa 200 
Stuck) ergeben sich 2006 = 64 x 1 O I 2  individuelle Cyclohexa- 
peptide. Die Zahl der zuganglichen Cyclopeptide kann noch 
erheblich erhoht werden durch Variation der RinggroBe, die 
Einbeziehung nichtpeptidischer Komponenten, durch Seiten- 
ketten- und Ruckgratmodifikationen sowie den Einbau ausge- 
wahlter Bausteine mit entgegengesetzter Chiralitiit. 

Wir berichten hier erstmals von der Anwendung dieses neuen 
Ansatzes zur Trennung von Enantiomeren unter Verwendung 
von synthetischen Cyclohexapeptidbibliotheken hoher Diversi- 
tat als chirale Selektoren. Drei frei gewahlte Cyclopeptid-Teilbi- 
bliotheken der allgemeinen Formel c(OOXXX0) wurden der 
mobilen Phase bei der Kapillarelektrophorese zugesetzt. Die 
Verbindungsmischungen enthalten jeweils 1 83 = 5832 einzelne 
Cycl~hexapeptide~'~. ' 51. Jede Teilbibliothek besteht aus defi- 
nierten 0-Positionen und drei Misch(X)-Positionen, die jeweils 
eine Mischung der 18 naturlichen Aminosiiuren (auBer Cystein 
und Tryptophan) reprasentieren. Die Synthese der Cyclopeptid- 
bibliotheken ist gut reprodu~ierbar['~I, wie rnit Elektrospray- 
Massenspektrometrie gezeigt wurde[l6- "I. 

c(DFXXXa): Unter Verwendung einer 10 mM Losung der 
Cyclopeptidbibliothek c(DFXXXa) in Phosphatpuffer (pH 7.4) 
konnten zwei enantiomere DNP-Aminosauren sowie die Tro- 
gersche Base in die Enantiomere getrennt werden (Tabelle 1). 

Tabelle 1. Chromdtographische Daten fur die Enantiomerentrennung durch Cyclo- 
peptidbibliotheken (10 mM) in Phosphatpuffer pH 7.4 (20 mM). 

Selektor und Selektant a RS Nl NZ 

c(DFXXXd) 1.05 3.82 40000 xx 000 
DNP-Glutaminsiure 1.01 1.08 175000 133 000 
DNP-Aspdrdginsdure 1.01 2.94 35x000 369 000 
Trogersche Base 

c(RKXXXa) 1.13 7.2 79 000 65 000 
DNP-Giutaminsdure 

c(RMXXXd) 1.04 1.91 22 300 9430 
Fmoc-Glutamiusiure 

Die Trennungen wurden bei 20 kV durchgefuhrt. Fur die Tro- 
gersche Base wurde der geringe Trennfaktor a durch eine sehr 
hohe Zahl theoretischer Boden ausgeglichen, und es konnte eine 
sehr effiziente Trennung rnit guter Auflosung R, erzielt werden 
(Abb. 1 a). Das (+)-Enantiomer eluiert zuerst. Die beiden En- 
antiomere der DNP-Glutaminsaure (DNP = 2,4-Dinitrophe- 
nyl) wurden mit groBerer Selektivitat und einer hoheren Auflo- 
sung R, getrennt (Abb. 1 b). Die L-Aminosaure eluiert zuerst. 
Die Trennung von DNP-Asparaginsaure hat einen geringeren 
Trennfaktor a als die der DNP-Glutdminsgure und es konnte 
keine Basislinientrennung erzielt werden. Wieder eluiert die 
L-Form der Aminosaure zuerst. 
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Abb. 1. Enantiomerentrennung von Trogerscher Base mil c(DFXXXa) (a); von 
DNP-u,L-Glutaminslure mit c(DFXXXa) (b) und von DNP-o.L-GIutaminsPure 
mit c(RKXXXa) (c). Bedingungen: 10 mM Losung der Cyclopeptidbibliotheken 
c(OOXXX0) in Phosphatpuffer pH 7.4 (20 mM); Kapillare 50 pm innerer Durch- 
messer x 50 cm effektive LLnge, 20 kV fur (a) und (b), ~ 10 kV fur (c), Detektion 
bei 260 nm (a) und 340 nm (b) und (c). 

c(RKXXXa): Mit einer 10 mM Liisung von c(RKXXXa) in 
Phosphatpuffer konnte eine Enantiomerentrennung von DNP- 
Glutaminsaure erreicht werden (Abb. 1 c). Die Messungen wur- 
den bei umgepolter Spannung (- 10 kV) durchgefuhrt. Im Ver- 
gleich zu der Mischung c(DFXXXa) ist der Trennfaktor a und 
die Auflosung R, deutlich verbessert (Tabelle 1). 

c(RMXXXa) : Unter Verwendung einer 10 mM Losung von 
c(RMXXXa) war die Trennung der Enantiomere von Fmoc- 
Glutaminsaure (Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl) mog- 
lich. Der Trennfaktora ist zwar hoch, jedoch liegt die Auf- 
losung R, relativ niedrig (Tabelle 1). Die Messung wurde bei 
- 10 kV durchgefuhrt. 

Die drei Beispiele zeigen, da13 im Elektrolyt geloste Cyclopep- 
tidbibliotheken als chirale Selektoren zur kapillarelektrophore- 
tischen Trennung einiger ausgewahlter Racemate dienen kon- 
nen. 

Unser Ansatz eroffnet die Moglichkeit, fur ein gegebenes 
Trennproblem mit Hilfe synthetischer Peptidbibliotheken den 
besten Selektor zur Enantiomerentrennung herauszufinden. Er- 
weist sich eine Mischung als geeignet, kann die aktive Kompo- 
nente durch iterative Nachsynthesen von Teilbibliotheken gerin- 
gerer Diversitat eingegrenzt werden. Moglicherweise konnen 
dadurch verschiedene individuelle Selektoren genau definiert 
werden. Untersuchungen in dieser Richtung werden zur Zeit 
durchgefuhrt. 

Experimentelles 
Materialien und Methoden: Kapillarelektrophoretische Untersuchungen wurden 
am Kapillarelektrophorese-System PRINCE (Bischoff, Leonherg) und am Kapil- 
larelektrophorese-System der Fa. Grom (Herrenberg), beide rnit UV-Detektion. 
durchgefuhrt. Die Cyclohexapeptidbibhotheken wurden nach den in Lit. (14) be- 
schriebenen Methoden synthetisiert und mit Aminosiurenanalyse und Elektro- 
spray-Massenspektrometrie charakterisiert [15, 161. Abkurzungen der Aminoslu- 
ren im Ein-Buchstaben-Code sind wie folgt: a = n-Alanin, D = L-Aspdrdginsiure. 
F = L-Phenyldlanin, K = L-Lysin, M = L-Methionin, R = L-Arginin, X = alle na- 
turlichen Aminosluren auaer Cystein und Tryptophan. DNP-Glutaminslure wur- 
de von Sigma (Deisenhofen) bezogen, Fmoc-Glutdminsdure von Orpegen (Heidel- 
berg). Trogersche Base von Fluka (Neu-Ulm). 13NP-Aspdraginslure wurde nach 
der in Lit. [I91 gegebenen Vorschrift hergestellt. Wdsser wurde uber ein Waters 
Millipore System Q (Eschborn) aufgereinigt. 
Vorbereitung der Kdpillarsaulen und Trennungen: Die Trennungen wurden in 
Fused-silica-Kapillaren rnit 50 cm effektiver Lange, 67 cm Gesdmtjange und 
einem lnnendurchmesser von SO pm durchgefuhrt. Die Cyclopeptidbibliotheken 
c(DFXXXa), c(RKXXXa) und c(RMXXXa) (6.6 mgmL- ') wurden in Phosphat- 
puffer (pH 7.4.20 mM) geldst, so daM eine Endkonzentration von 10 mM vorlag. Die 
Losungen wurden iiber einen Filter rnit 45 pm PorengroBe (Macherey-Nagel, DU- 
ren) filtriert. Die Kapillaren wurden zuerst 15 min mit 0.1 N NaOH und dann jeweils 
10 min rnit Wdsser und Puffer gespult. Diese Behandlung wurde nach jedem funften 
Lauf wiederholt. um an der Kapillaroberfliche adsorbierte Peptide zu entfernen. 
Die Injektionen erfolgten hydrodyndmisch oder elektrokinetisch. Je nach verwende- 
ter Peptidbibliothek wurden + 20 kV oder -10 kV Spannung angelegt. Die DNP- 
Aminosluren wurden bei 340 nm und die Trogersche Base bei 260 nm detektiert. 
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Die Trennung der Enanliomere wurde durch Einzelinjektionen der reinen Enantio- 
mere uberpruft und die Abfolge der eluierten Enantiomere wurde durch Spiking des 
Racemats mit den einaelnen Endntiomeren bestimmt. Der Trennfaktor I ergiht sich 
aus r* = f ~ J t i l l l ,  wohei f k l  die Migrationszeit des ersten und tk2 die des zweiteluierten 
Enantiomers ist. Wasser wurde zur Bestimmung der Totzeit injiziert. 
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Bis(guanidinium)-Alkohole als Modelle der 
Staphylokokken-Nuclease : 
Substratbindung uber Ionenpaarkomplexe und 
schnelle Phosphoryl-Ubertragungsreaktionen** 
Marc-Steffen Muche und Michael W. Gobel* 
In memoriam Wolfkang Oppolzer 

Seit einiger Zeit beschiftigen wir uns mit der Synthese ein- 
pitcher, nicht-peptidischer Molekiile, die strukturelle und funk- 
tionelle Aspekte der Staphylokokken-Nuclease modellieren sol- 
len" -']. Das aktive Zentrum dieses Enzyms enthalt zwei Argi- 
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nin-Einheiten, die zusammen mit einem Calcium-Ion die elek- 
trophile Aktivierung von Phosphodiester-Substraten fur eine 
Hydrolyse bewirkenL3]. Wichtig ist hierbei vor allem die optima- 
le Komplexierung der Substrate in den trigonal-bipyramiddlen 
Ubergangszustinden durch die G~anidinium-Gruppen[~]. 
Schema 1 zeigt als Arbeitshypothese, wie sich metallfreie 

Schema 1, Bauprinzip einer syn- 
thetischen Phosphodiesterase. 
a) Nucleophil; b) Guanidinium- 
Ionen zur elektrostdtischen Sta- 
bilisierung der Ubergangszu- ') 
stinde sowie zur Protonierung 
der Abgangsgruppe: c) verknup- 
t'endes Molekulgerust; d) Base 
zur Aktivierung des Nucleophils 
(noch nicht realisiert). 

,,synthetische Phosphodiesterasen[' -'I'' nach dem Vorbild der 
Staphylokokken-Nuclease konstruieren lassen sollten. 

Da eine Ubersetzung von Schema 1 in konkrete chemische 
Strukturen nicht einfach ist, haben wir uns dem Problem in 
Teilschritten genahert und zu Beginn die Phosphorylierung mo- 
nokationischer Alkohole vom Typ 1 untersucht[2a. d, 'I. 1 asso- 
ziiert reversibel mit Phosphodiestern zu Ionenpaarkomplexen, 
in denen eine rasche Phosphoryl-Ubertragung auf die Hydroxy- 
gruppe erfolgt. 1 wird durch das Cyclophosphat 2 2700mal 

OH 
I 

1 2 

/-OH OH 

3 

'0' 
4 

5 6 

schneller phosphoryliert als der ungeladene Alkohol 3t2a-d1. Die 
Beschleunigung erklart sich nicht allein aus der raumlichen 
Nahe von Nucleophil und Substrat im Ionenpaar (1 '2) .  Hinzu 
kommt eine elektrophile Aktivierung durch die Koordination 
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