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Synthese des N-terminalen N-myristoylierten
und S-palmitoylierten Undetrigintapeptids der
endothelialen NO-Synthase**
Rainer Machauer und Herbert Waldmann*

Die Freisetzung von NO aus Arginin durch die endotheliale
NO-Synthase (eNOS) als Antwort auf exogene Signale gehört
zu den entscheidenden Schritten bei der Regulierung des
Blutdrucks.[1, 2] Darüber hinaus ist die eNOS in die Angio-
genese[3] involviert und trägt zur Pathogenese von Krank-
heiten bei, an denen die Blutgefäûe beteiligt sind, wie z.B. die
Arteriosklerose.[4, 5] Damit die eNOS ihre biologischen Funk-
tionen korrekt erfüllen kann, muss sie in der Plasmamembran
lokalisiert sein und in dieser in Caveolae, Membranmikro-
domänen, in denen zahlreiche signaltransduzierende Proteine
konzentriert sind, angereichert werden.[6]

Im Unterschied zu den anderen bisher identifizierten
Isoformen der NO-Synthase ist der N-Terminus der eNOS
N-myristoyliert und zweifach S-palmitoyliert (siehe Abbil-
dung 1 und 1 in Schema 1).[7] Die Lipidgruppen werden für die

Abbildung 1. Membranverankerung und enzymatische Aktivität der en-
dothelialen NO-Synthase.

Lokalisierung in der Plasmamembran und die biologische
Aktivität benötigt.[6, 8] Die genauen biologischen Rollen des
lipidierten Proteinsegments sind allerdings Gegenstand zahl-
reicher Hypothesen. Insbesondere wurde vorgeschlagen, dass
die Lipidgruppen für die selektive Adressierung der eNOS an
die Plasmamembran und hier in die Caveolae verantwortlich
sein könnten, z.B. durch Vermittlung von Protein/Protein-
oder Protein/Lipid-Wechselwirkungen, und dass Palmitoylie-
rung und Depalmitoylierung in die Signalvermittlung über die
eNOS involviert sein könnten.[5]

Lipidierte Peptide, die die charakteristischen Partialstruk-
turen der zugehörigen lipidierten Proteine enthalten, haben
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sich als leistungsfähige Werkzeuge für biologische Experi-
mente erwiesen, wie z. B. für die Ras-Proteine gezeigt werden
konnte.[9] Wir haben jetzt eine Methode entwickelt, mit deren
Hilfe das korrekt lipidierte N-terminale 29mer-Peptid 1 der
eNOS (siehe Schema 1) synthetisiert werden kann. Damit
eröffnen sich neue Möglichkeiten für das Studium der
chemischen Biologie der endothelialen NO-Synthase, insbe-
sondere der Faktoren, die ihre Lokalisierung an die Plasma-
membran und hier in den Caveolae bestimmen.

Die Synthese des lipidierten Peptids 1 wird durch mehrere
Parameter erschwert: 1) Die Palmitinsäureester sind basen-
labil, d. h., sie hydrolysieren spontan bei pH> 7 und unter-
liegen einer baseninduzierten b-Eliminierung.[9] Basenlabile
Schutzgruppen können daher bei der Synthese von 1 nicht
eingesetzt werden. 2) Für die Synthese S-palmitoylierter
Peptide sind keine Festphasenmethoden verfügbar.[10] 3) Das
Peptid 1 enthält mehrere Aminosäuren mit Seitenketten-
funktionen, die während der Synthese geschützt und am Ende
unter Bedingungen deblockiert werden müssen, die so mild
sind, dass die empfindlichen Thioesterbindungen nicht ange-
griffen werden.

Bei der Entwicklung eines Plans für die Synthese von 1
wählten wir eine Kombination enzymlabiler, säureempfindli-
cher und durch Edelmetalle abspaltbarer Schutzgruppen und
visierten den gemeinsamen Einsatz von Festphasentechniken
und Fragmentkondensationen in Lösung an. Im retrosyn-
thetischen Sinn wurde 1 daher in das N-myristoylierte
Decapeptid 2, das S-palmitoylierte Pentapeptid 3, das Octa-
peptid 4 und das S-palmitoylierte Hexapeptid 5 zerlegt
(Schema 1). Für die Synthese und die selektive Deblo-

ckierung der S-palmitoylierten Bausteine wurden die
enzymlabile p-Phenylacetoxybenzyloxycarbonyl(PhAcOZ)-
Urethangruppe[11] und der Pd0-labile Allyl(All)-Ester[12] als
N- und C-terminale Schutzgruppen gewählt. Die Seitenketten
von Asn, Lys, Ser, Gln und Glu wurden mit säurelabilen
Schutzgruppen maskiert, die gemeinsam im letzten Schritt der
Synthese abgespalten werden sollten. Wir beabsichtigten, das
N-terminale Decapeptid an der festen Phase aufzubauen und
das gesamte 29mer in Lösung mit Hilfe geeigneter Fragment-
kondensationen zusammenzufügen. Die retrosynthetischen
Schnitte wurden an den C-Terminus von Glycin- und Pro-
linresten platziert, um Epimerisierungen während der Frag-
mentkondensationen auszuschlieûen.

Die basenlabilen S-palmitoylierten Bausteine wurden wie
in Schema 2 gezeigt synthetisiert. Die PhAcOZ-geschützten
Aminosäuren 10 und 11 wurden mit Cystinbis(allylester) 12
kondensiert. Nach Spaltung des Disulfids mit Dithiothreitol
(DTT) wurden die freigesetzten Thiolgruppen mit Palmi-
toylchlorid acyliert, wobei die vollständig geschützten Dipep-
tide 13 und 14 in hoher Gesamtausbeute entstanden. Zur
Verlängerung der Peptidkette in C-terminaler Richtung
wurde die Allylesterschutzgruppe selektiv durch Pd0-kataly-
sierten Allyltransfer auf N,N'-Dimethylbarbitursäure (DMB)
als akzeptierendem C-Nucleophil übertragen.[13] Unter diesen
Bedingungen fand kein Angriff auf den extrem basenlabilen
Palmitinsäurethioester und die N-terminale Schutzgruppe
statt. Die Kupplung der freigesetzten Carbonsäuren mit
Glycinallylester 15 lieferte die maskierten Intermediate 6
und 8, die nachfolgend am N-Terminus deblockiert werden
mussten. Bei Behandlung dieser PhAcOZ-geschützten Sub-
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HN-Gly-Asn-Leu-Lys-Ser-Val-Gly-Gln-Glu-Pro-Gly-Pro-Pro-Cys-Gly-(Leu-Gly)4-Leu-Cys-Gly-Lys-Gln-Gly-OH

C13H27C(O) = Myristoyl (Myr)
C15H31C(O) = Palmitoyl (Pal)

1

Gly-Asn(Trt)-Leu-Lys(Boc)-Ser(tBu)-Val-Gly-Gln(Trt)-Glu(OtBu)-Pro-OH

Myr

PhAcOZ-Gly-Pro-Pro-Cys-Gly-OAll

Boc-Leu-Gly-Leu-Gly-Leu-Gly-Leu-Gly-OAll

PhAcOZ-Leu-Cys-Gly-Lys(Boc)-Gln(Trt)-Gly-OtBu

2
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4

5

PhAcOZ-Pro-Cys-Gly-OAll

PhAcOZ-Gly-Pro-OAll

PhAcOZ-Leu-Cys-Gly-OAll Z-Lys(Boc)-Gln(Trt)-Gly-OtBu
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PhAcOZ:

All:

Schema 1. Retrosynthetische Analyse des N-myristoylierten und zweifach S-palmitoylierten N-terminalen 29mer-Peptids der endothelialen NO-Synthase.
Boc� tert-Butoxycarbonyl; Trt�Trityl�Triphenylmethyl; Z�Benzyloxycarbonyl.
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17: AA = Pro
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H-Gly-Pro-Pro-Cys-Gly-OAll
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Schema 2. Synthese der empfindlichen S-palmitoylierten Bausteine durch
Kombination des enzymlabilen PhAcOZ-Urethans mit dem Pd0-empfind-
lichen Allylester. a) [H-Cys-OAll]2 ´ 2pTosOH 12, HOBt, EDC, NEt3,
CH2Cl2, 10 : 88 %, 11: 90%; b) DTT, NEt3, CH2Cl2; c) H3C(CH2)14COCl,
NEt3, 0 8C, CH2Cl2, 10 : 72 % (zwei Schritte), 11: 85 % (zwei Schritte);
d) [Pd(PPh3)4], DMB, THF, 13 : 91%, 14 : 86%; e) H-Gly-OAll ´ pTosOH
15, HOBt, EDC, CH2Cl2, 6 : 91%, 8 : 94%; f) Penicillin-G-Acylase, pH 6.8,
0.2m DMB oder KI, Dimethyl-b-cyclodextrin, 20 Vol.-% MeOH, 17: 53%,
18 : 56%; g) PhAcOZ-Gly-Pro-OH 19, HOAt, EDC, CH2Cl2, 82%;
h) quervernetzte Penicillin-G-Acylase-Kristalle, pH 6.8, 0.1m KI, Dime-
thyl-b-cyclodextrin, 20 Vol.-% MeOH, 39 %. DMB�N,N'-Dimethylbarbi-
tursäure, DTT� 1,4-Dithio-dl-threitol, EDC�N-Ethyl-N'-(3-dimethyl-
aminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid, HOAt� 1-Hydroxy-7-azabenzo-
triazol, HOBt� 1-Hydroxybenzotriazol, pTos� p-Toluolsulfonyl.

stanzen mit immobilisierter Penicillin-G-Acylase in 0.2m
Na3PO4-Puffer bei pH 6.8 wurde die in das Urethan einge-
baute Phenylessigsäureestereinheit hydrolysiert. Dabei ent-
stand ein Phenolat, das spontan in Chinonmethid 16, CO2 und
die gewünschten selektiv entschützten lipidierten Tripeptide
17 bzw. 18 zerfiel. Die Bedingungen dieser enzyminitiierten
Schutzgruppenfragmentierung sind so mild, dass der basenla-
bile Palmitinsäurethioester vollständig intakt bleibt. Darüber
hinaus garantiert die Substratspezifität des Enzyms, dass der
C-terminale Allylester und die Peptidbindungen nicht ange-
griffen werden.

Um reproduzierbar präparativ wertvolle Resultate in
diesen enzymatischen Umsetzungen zu erhalten, mussten
die Reaktionen in Gegenwart von 20 Vol.-% Methanol und
38 ¾quiv. Dimethyl-b-cyclodextrin durchgeführt werden (für
experimentelle Details siehe die Hintergrundinformationen).
Die Peptide 6 und 8 sind in wässrigem Puffer kaum löslich,
sodass ein löslichkeitsvermittelndes Cosolvens benötigt wird,
um sie für den Biokatalysator zugänglich zu machen. Darüber
hinaus schlüpft das Cyclodextrin wahrscheinlich über die
hydrophoben Palmitoylgruppen. Dadurch werden die Peptide
in Lösung gebracht und der Thioester vor unerwünschter
Hydrolyse geschützt. Weiterhin wurde ein Nucleophil zuge-
geben, um das gebildete Chinonmethid 16 abzufangen, das
andernfalls die freigesetzten Aminogruppen angreifen könn-
te. Im Falle des Prolinderivats 6 war die Verwendung von
N,N'-Dimethylbarbitursäure am besten, während für das
Leucinderivat 8 die Zugabe von KI die besten Resultat
lieferte. Das selektiv entschützte Lipotripeptid 17 wurde dann
mit dem PhAcOZ-maskierten Dipeptid 19 kondensiert und
das entstandene lipidierte Pentapeptid N-terminal durch
enzyminitiierte Fragmentierung wie vorstehend beschrieben
deblockiert. In diesem Fall erwies sich die Verwendung
quervernetzter Enzymkristalle (CLECs)[14] der Penicillin-G-
Acylase als vorteilhaft. Diese Präparation der Acylase ist
besonders in Gegenwart potentiell denaturierender Cosol-
ventien stabil und lieferte den gewünschten Baustein in
ansprechender Ausbeute. Erneut wurde der Palmitinsäure-
thioester in keinster Weise im Mitleidenschaft gezogen.

Das Leu-Gly-Octapeptid 4 (Schema 1) wurde ausgehend
von Boc-Leu-Gly-OAll durch selektive Abspaltung der N-
und der C-terminalen Schutzgruppe und Kondensation der
Fragmente zum Tetrapeptid Boc-Leu-Gly-Leu-Gly-OAll
(90 %) aufgebaut, das dann der gleichen Sequenz unterworfen
wurde (82% Kupplungsausbeute). Die Boc-Gruppe wurde
mit HCl/Diethylether abgespalten und die Allylesterspaltun-
gen gelangen mit [Pd(PPh3)4]/Morpholin (98 ± 99 % Ausbeute
in allen Fällen). Schlieûlich wurde die Boc-Gruppe von 4
durch Umsetzung mit Trifluoressigsäure in CHCl3 entfernt,
wobei der Baustein CF3COOH ´ H(Leu-Gly)4OAll 21 in 99 %
Ausbeute entstand.

Das N-myristoylierte Decapetid 2 wurde an der festen
Phase synthetisiert. Für die N-terminale Entschützung kam
die 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Gruppe zum Ein-
satz, die Seitenketten der trifunktionellen Aminosäuren
wurden mit säurelabilen Trityl- oder tert-Butylschutzgruppen
maskiert. Die Verankerung am festen Träger wurde über den
äuûerst säurelabilen 2-Chlortritylanker[15] vorgenommen.
Nach Aufbau der gesamten Peptidkette wurde der N-termi-
nale Glycinrest durch Entfernen der Fmoc-Gruppe entschützt
und dann das Myristinsäureamid durch Umsetzung mit
Myristoylchlorid (4 ¾quiv.) und Hünigs Base (8 ¾quiv.)
gebildet. Schlieûlich gelang die Ablösung des gewünschten
lipidieren und seitenkettengeschützten Peptids 2 vom poly-
meren Träger in 98 % Gesamtausbeute durch Behandeln mit
Essigsäure/2,2,2-Trifluorethanol/Dichlormethan (1/1/8).

Nachdem alle benötigten selektiv entschützten Bausteine
verfügbar waren, wurde aus ihnen das anvisierte 29mer-eNOS-
Peptid 1 aufgebaut (Schema 3). Hierfür wurde zunächst das
Decapeptid 2 in 91 % Ausbeute mit dem S-palmitoylierten
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Baustein 20 zum Pentadecapeptid 22 verknüpft. Aus 22
konnte der C-terminale Allylester mit vollständiger Selek-
tivität abgelöst werden (92 % Ausbeute), und eine weitere
Kettenverlängerung mit dem Octapeptid 21 lieferte das
23mer-Peptid 23 in hoher Gesamtausbeute. Die nachfolgende
Pd0-katalysierte Spaltung des Allylesters verlief erneut ef-
fizient, sodass die Peptidkette selektiv mit dem S-palmi-
toylierten Baustein 18 verlängert werden konnte. Die selek-
tive Spaltung des Allylesters im 26mer-Intermediat 24 war
besonders herausfordernd, da dieses Peptid zwei basenlabile
Thioester und mehrere säurelabile Gruppen enthält. Darüber
hinaus ist die vollständig geschützte Verbindung sehr hydro-
phob, sodass Aggregatbildung und geringe Löslichkeit be-
fürchtet werden mussten, aufgrund deren die Substanz für den
Pd0-Katalysator nur schwer zugänglich sein könnte. Zu
unserer groûen Freude gelang diese Abspaltung jedoch auch
ohne unerwünschte Nebenreaktionen, und das C-terminal
deblockierte 26mer-Peptid 25 wurde in hoher Ausbeute
erhalten. Schlieûlich wurde die Peptidkette mit dem Tripeptid
26 verlängert und im letzten Schritt wurden alle säurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen durch Umsetzung mit Trifluores-
sigsäure in Gegenwart von Ethandithiol als Kationenfänger
abgespalten.

Der erfolgreiche Verlauf der Fragmentkondensationen
hängt entscheidend von der Wahl der richtigen Lösungsmittel
und den Aufarbeitungsbedingungen ab (für detaillierte An-
gaben siehe die Hintergrundinformationen). Die geschützten

lipidierten Peptide 2 und 22 ± 25 sind sehr hydrophob und
neigen zur Sekundärstrukturbildung. Daher sind sie in vielen
Lösungsmitteln kaum löslich, und eine Trennung der Reak-
tionsgemische durch Umkehrphasen-HPLC gelang nicht.
Diese Probleme konnten durch Verwendung stark polarer
Lösungsmittel und Einsatz der kleineren Fragmente in den
Kondensationsreaktionen in geringem Überschuss umgangen
werden. Peptidkupplungen wurden daher in DMSO, N-
Methylpyrrolidinon oder CHCl3/2,2,2-Trifluorethanol als Lö-
sungsmittel ausgeführt, alle Pd0-vermittelten Allylesterspal-
tungen erfolgten in DMSO. Der Einsatz von 1.2 ± 1.5 ¾quiva-
lenten der kleineren Bausteine in den Kupplungsreaktionen
führte zu hohen Kupplungsausbeuten und ermöglichte es
wegen der höheren Löslichkeit der kleineren monolipidierten
Verbindungen, das überschüssige Lipopeptid durch einfaches
Waschen und Umkristallisieren zu entfernen.

Wir haben damit eine hoch effiziente Synthese des N-
myristoylierten und zweifach S-palmitoylierten N-Terminus
der endothelialen NO-Synthase entwickelt. Die Strategie fuût
auf dem kombinierten Einsatz enzymlabiler, säureempfindli-
cher und edelmetallsensitiver Schutzgruppen für die Lösungs-
synthese S-palmitoylierter Bausteine unter mildesten Bedin-
gungen mit Festphasen- und Fragmentkondensations-
techniken. Die Resultate belegen überzeugend die Leistungs-
fähigkeit der Schutzgruppenmethoden für die Synthese
groûer und mehrfach lipidierter Peptide. Zusammen mit den
kürzlich von uns entwickelten Methoden für die Synthese
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Gly-Asn(Trt)-Leu-Lys(Boc)-Ser(tBu)-Val-Gly-Gln(Trt)-Glu(OtBu)-Pro-OH
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Gly-Asn(Trt)-Leu-Lys(Boc)-Ser(tBu)-Val-Gly-Gln(Trt)-Glu(OtBu)-Pro-Gly-Pro-Pro-Cys-Gly-OAll
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Gly-Asn(Trt)-Leu-Lys(Boc)-Ser(tBu)-Val-Gly-Gln(Trt)-Glu(OtBu)-Pro-Gly-Pro-Pro-Cys-(Gly-Leu)4-Gly-OAll
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Schema 3. Synthese des lipidierten 29mer-Zielpeptids 1 durch Fragmentkondensation. a) H-Gly-Pro-Pro-Cys(Pal)-Gly-OAll 20, HOOBt, EDC, CHCl3/
CF3CH2OH (3/1), 91 %; b) [Pd(PPh3)4], DMB, DMSO, 92 %; c) H-Leu-(Gly-Leu)3-Gly-OAll ´ CF3CO2H 21, HOAt, NEt3, EDC, DMSO, 72%;
d) [Pd(PPh3)4], DMB, DMSO, 87%; e) H-Leu-Cys(Pal)-Gly-OAll 18, HOAt, EDC, NMP, 86%; f) [Pd(PPh3)4], DMB, DMSO, 69%; g) H-Lys(Boc)-
Gln(Trt)-Gly-OtBu 26, HOAt, EDC, NMP, 86 %; h) CF3CO2H/Ethandithiol/H2O (95/2.5/2.5), 31 %. HOOBt� 3,4-Dihydro-3-hydroxy-4-oxo-1,2,3-
benzotriazin, NMP�N-Methylpyrrolidon.
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Mehrfach geladene Ionen sind sowohl von biochemischem
als auch von physikalisch-chemischem Interesse.[1, 2] Unlängst
wurden mit Hilfe der Charge-stripping-Massenspektrometrie
thermochemisch stabile, zweiatomige Trikationen erzeugt.[3, 4]

Für thermochemisch stabile binäre Di- oder Trikationen
ABn� ist ein Potentialminimum energetisch unterhalb der
ladungsseparierten Spezies A(nÿ1)��B� eine notwendige
Voraussetzung; andernfalls kann eine elektronische Umlage-
rung zur Dissoziation auf der Coulomb-Abstoûungs-Asymp-
tote führen. Metastabile Dikationen, für die Letzteres gilt,
können für eine Detektion in Experimenten auf der Mikro-
sekundenzeitskala (oder kürzer) ausreichende Lebenszeiten
aufweisen. Die meisten der bis heute synthetisierten binären
Trikationen haben Halogenliganden,[1±7] aber auch hochge-
ladene, elektrostatische Metall-Edelgaskomplexe wurden
vorgeschlagen,[8, 9] und z. B. VHe3� wurde beschrieben.[10]

Einigen Anlass zu Kontroversen liefert der vorgeschlagene
Nachweis von CH2�,[11±15] das allerdings nach neuesten
Experimenten nicht zu existieren scheint.[16] Rechnungen
zufolge sollte jedoch ein langlebiges 2S�-CH2�-Teilchen
detektierbar sein, vorausgesetzt, dass dieses Dikation über-
haupt synthetisiert werden kann. Ungünstige Franck-Con-
don-Faktoren lassen die Erzeugung aus CH� in Charge-
stripping-Experimenten so gut wie ausgeschlossen erschei-
nen. Ein weiteres Problem bei der Detektion von CH2� ist der
nicht zu vernachlässigende Anteil an 13C, der in einigen
Veröffentlichungen nicht ausreichend berücksichtigt wurde.
¾hnliche Probleme traten bei der Charakterisierung von
28SiH2� [17] aufgrund des isobaren 29Si-Isotops auf.

Wir beschreiben im Folgenden den ersten eindeutigen
Nachweis für die Existenz von GeH2�, einem metastabilen,

vollständiger funktioneller Proteine durch Kombination von
organischer Synthese und Molekularbiologie[16] sollten sie
neue Möglichkeiten für das Studium der chemischen Biologie
der endothelialen NO-Synthase im präzisen molekularen
Detail eröffnen, insbesondere der Parameter, die ihre Loka-
lisierung in der Plasmamembran und den Caveolae endothe-
lialer Zellen bedingen.
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