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Chemoenzymatische Synthese eines
charakteristischen Glycophosphopeptids aus
der Transaktivierungsdomäne des
Serum-Response-Faktors**
Jörg Sander und Herbert Waldmann*

Die posttranslationale Modifizierung von Serin und Threo-
nin durch Phosphorylierung[1] und O-Glycosylierung mit N-
Acetylglucosamin (GlcNAc)[2] spielt eine entscheidende Rol-
le bei der zellulären Transduktion mitogener Signale. Bei-
spielsweise wird der Serum-Response-Faktor (SRF), ein weit-
verbreiteter Transkriptionsfaktor, als Antwort auf extrazellu-
läre Reize an mehreren Serin- und Threoninresten
phosphoryliert. Er tritt daraufhin in den Zellkern ein, bindet
an das in den Promotoren zahlreicher Gene vorkommende
Serum-Response-Element (SRE) und induziert die Gentrans-
kription.[3] Darüber hinaus wird der SRF an vier Positionen
glycosyliert,[4] wobei die Hauptglycosylierungsstelle ± wahr-
scheinlich Serin 383 in der Transaktivierungsdomäne ± von
mehreren Phosphorylierungsstellen umgeben ist (Abbil-
dung 1). Diese Befunde legen nahe, daû die richtige Feinab-
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Abbildung 1. Phosphorylierungs- und Glycosylierungsstellen in der Trans-
aktivierungsdomäne des Serum-Response-Faktors (unterstrichene Amino-
säuresymbole). Die für die Phosphorylierung einer bestimmten Amino-
säure verantwortliche Kinase ist angegeben. Die Aminosäuresequenz des
phosphorylierten und glycosylierten Heptapeptids 17, dessen Synthese in
dieser Arbeit beschrieben wird, ist eingerahmt.

stimmung von Phosphorylierung und Glycosylierung des SRF
sowie die kontrollierte Entfernung dieser kovalenten Pro-
teinmodifikationen für die Regulierung der Gentranskription
unter dem Einfluû des Serum-Response-Faktors von beson-
derer Bedeutung sind.

Peptidkonjugate, die charakteristische Strukturelemente
der natürlichen Proteinkonjugate enthalten (d. h. Phosphat-
gruppen und O-Glycoside), können wertvolle Werkzeuge für
das Studium solcher biologischen Prozesse im molekularen
Detail sein.[5, 6] Glycopeptide sind jedoch säure- und basen-
empfindlich, und die Basenlabilität von Phosphopeptiden ist
sogar noch stärker ausgeprägt. Die Kohlenhydrate und die
Phosphotriestergruppen werden bei pH-Werten >8 ± 9 in
einer b-Eliminierung abgespalten. Bei der Synthese von
Glycophosphopeptiden potenzieren sich diese Probleme, so
daû Schutzgruppen benötigt werden, die vollkommen selektiv

unter möglichst milden Bedingungen abgespalten werden
können, vorzugsweise bei pH 6 ± 8 und Raumtemperatur.[5]

Wir haben nun gefunden, daû solche empfindlichen Peptid-
konjugate erfolgreich aufgebaut werden können, wobei die
enzymatische Abspaltung der Cholinester- und der p-Phenyl-
acetoxybenzyloxycarbonyl(PhacOZ)-Gruppe die entschei-
denden Schritte sind.

Die Cholinestergruppe ist bereits früher als mögliche
Schutzgruppe für die Glycopeptidsynthese untersucht wor-
den, unter den für ihre Abspaltung nötigen Bedingungen
(pH 10 ± 11) wurden die empfindlichen O-glycosylierten Pep-
tide aber zerstört.[7] Durch Verwendung des Enzyms Butyryl-
cholinesterase aus Pferdeserum für die Ablösung der Schutz-
gruppe kann dieses Problem jedoch effizient gelöst werden.
Um zu prüfen, ob die enzymatische Spaltung des Cholinesters
für die Glycopeptidsynthese geeignet ist, wurden die
O-GlcNAc-modifizierten Serin/Threonin-Bausteine 1[8] mit
den Aminosäurecholinestern 2[7] gekuppelt. Die in hoher
Ausbeute gebildeten Glycopeptide 3 wurden nachfolgend mit
Butyrylcholinesterase in Phosphatpuffer bei pH 6.5 behandelt
(Schema 1). Bei der enzymatischen Reaktion wurden nur die
C-terminalen Cholinestergruppen abgespalten, ein Angriff
auf die Acetat- sowie die N-terminalen Urethangruppen oder
eine Anomerisierung oder b-Eliminierung des Kohlenhydrats
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Schema 1. Synthese und selektives enzymatisches Entschützen von Gly-
copeptidcholinestern mit Butyrylcholinesterase aus Pferdeserum. AS�
Aminosäure, DIC�Diisopropylcarbodiimid, HOBt� 1-Hydroxy-1H-ben-
zotriazol, HOCho�Cholin, Z�Benzyloxycarbonyl.
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fanden nicht statt. Das Enzym erkennt unterschiedliche
Aminosäurekombinationen und toleriert auch sterisch an-
spruchsvolle Reste am C-Terminus, z. B. Phenylalanin. Die
gewünschten, selektiv entschützten Glycodipeptide 4 wurden
in Ausbeuten von 70 ± 80 % erhalten. Diese Ergebnisse
belegen, daû die enzymatische Abspaltung der Cholinester-
gruppe erfolgreich in der Glycopeptidchemie eingesetzt
werden kann. Besonders vorteilhaft ist dabei, daû die
geladenen Substrate sehr gut in wäûrigem Puffer löslich sind.
Ein löslichkeitsvermittelndes organisches Cosolvens, das
möglicherweise das Enzym denaturiert, wird nicht benötigt.

Die Eignung der Cholinestergruppe für die Phosphopeptid-
synthese wurde nach Kuppeln der O-phosphorylierten Threo-
nin-[9] und Serinderivate 5 bzw. 8 mit dem Peptidcholinester 6
sowie dem Alanincholinester 9[10] geprüft (Schema 2). Die
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Schema 2. Synthese und selektives enzymatisches Entschützen von Phos-
phopeptidcholinestern mit Butyrylcholinesterase aus Pferdeserum. All�
Allyl, Aloc�Allyloxycarbonyl.

Entschützungen unter den vorstehend beschriebenen Bedin-
gungen verliefen erneut ohne unerwünschten Angriff auf die
Seitenkettenmodifikationen, und auch eine b-Eliminierung
der Phosphatgruppe wurde nicht beobachtet.[11] Die Cholin-
estergruppe kann also auch vorteilhaft bei der Synthese sehr
basenempfindlicher Phosphopeptide eingesetzt werden.

Die volle Leistungsfähigkeit der enzymatischen Schutz-
gruppentechnik wurde durch die Synthese eines glycosylier-
ten und phosphorylierten Heptapeptids demonstriert. Dieses
Peptid (siehe Abbildung 1) repräsentiert den zentralen Teil
eines mehrfach phosphorylierten und glycosylierten Ab-
schnitts aus der Transaktivierungsdomäne des Serum-Res-
ponse-Faktors. Bei der Synthese haben wir den enzymlabilen
Cholinester als C-terminale Schutzgruppe mit der ebenfalls
enzymatisch ablösbaren p-Phenylacetoxybenzyloxycarbonyl-
Urethangruppe kombiniert. Dieses Urethan kann durch die
von Penicillin-G-Acylase katalysierte Hydrolyse der termi-
nalen Phenylessigsäureestergruppe und nachfolgende spon-
tane Fragmentierung des dabei freigesetzten Phenolats unter
sehr milden Bedingungen gespalten werden.[12]

O-Glycosyliertes PhacOZ-Serin[12] 11 wurde mit Serincho-
linester 12 kondensiert, und die Cholingruppe wurde aus dem
entstandenen PhacOZ-maskierten Glycodipeptid 13 mit 88 %
Ausbeute abgespalten (Schema 3). Bei dieser Umsetzung trat
erneut keine unerwünschte Nebenreaktion ein. Die Substrat-
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Schema 3. Synthese eines biotinylierten Glycophosphopeptids aus der
Transaktivierungsdomäne des Serum-Response-Faktors. a) H-Ser(tBu)-
OCho 12, DIC, HOBt, CH2Cl2, 73 %; b) Butyrylcholinesterase, 0.01m
Phosphatpuffer (pH 6.5), 37 8C, 88 %; c) H-Ser(tBu)-Gly-OtBu 14, DIC,
HOBt, CH2Cl2, 78%; d) Penicillin-G-Acylase, 0.7m Phosphatpuffer/
Methanol (70:30, pH 7), NaI (500 ¾quiv.), Raumtemperatur (RT), 65%;
e) Aloc-Thr(P(O)(OAll)2)-Gln-Thr-OH 7, DIC, HOBt, CH2Cl2, 74%;
f) [Pd(PPh3)4], HCOOH/nBuNH2 (10 ¾quiv./6 ¾quiv.), RT; g) F3CCOOH;
h) Hydrazinhydrat (3000 ¾quiv.), Methanol, RT, 40% (über drei Stufen);
i) Biotin-ACA-NHS 18, DMF, 68 %.

spezifität der Cholinesterase und die milden Reaktionsbe-
dingungen garantieren, daû das Glycosid und der in der
N-terminalen Schutzgruppe enthaltene Phenylessigsäurephe-
nylester nicht angegriffen werden. Nach Verlängerung der
Peptidkette mit dem Dipeptid 14 wurde das PhacOZ-Urethan
durch Penicillin-G-Acylase-initiierte Fragmentierung der
Urethangruppe selektiv und mit hoher Ausbeute zum gezielt
demaskierten Glycotetrapeptid 15 gespalten. Die Peptidkette
wurde durch Kupplung mit dem Phosphopeptid 7 verlängert,
das durch selektives Spalten einer C-terminalen Cholinester-
gruppe zugänglich ist (siehe Schema 2). Das dabei in hoher
Ausbeute entstandene Glycophosphoheptapeptid 16 wurde
dann vollständig entschützt. Dafür wurden zunächst alle
allylischen Schutzgruppen durch Behandeln mit Ameisensäu-
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[(TeMe2)Mn(CO)4(m5-Te)(m4-Te)Mn4(CO)12]ÿ:
ein fünffach koordinierender, verbrückender
Telluridoligand in quadratisch-pyramidaler
Geometrie**
Minghuey Shieh,* Horng-Sun Chen, Huey-Yea Yang
und Chuen-Her Ueng

Chalkogen-haltige Übergangsmetallcarbonylkomplexe
sind wegen ihrer vielfältigen Bindungsmodi und Reaktivi-
täten in neuerer Zeit sehr interessant.[1] Mn-Te-CO-Cluster
waren allerdings trotz beträchtlicher Fortschritte in der
Chemie der Fe-Te-CO-Cluster bislang unbekannt.[2, 3] Wir
haben eine einfache und effiziente Synthese dieser neuartigen
Cluster entdeckt, bei der die herkömmlichen Reagentien
[Mn2(CO)10] und K2TeO3 thermisch miteinander umgesetzt
werden. Im Unterschied zu den intensiv untersuchten Eisen-
verbindungen dieses Systems basieren die Strukturen der Mn-
Te-Cluster auf Oktaedern mit m4-gebundenen Tellurzentren.

Die Stammverbindung 1 (PPN� [P(C6H5)3]2N�) wurde
durch Umsetzung von K2TeO3 mit [Mn(CO)10] in Methanol
und nachfolgendes Ausfällen mit [PPN]Cl erhalten. Der
Tellur-metallierte Komplex 2 wurde aus 1 und MeSO3CF3 in
CH2Cl2 erhalten. Die Clusteranionen von 1 und 2 sind die
ersten Telluridomangancarbonylcluster; jeder enthält vier
Mangan-Mangan-Bindungen.

[PPN]2[(m4-Te)2Mn4(CO)12] 1

[PPN][(TeMe2)Mn(CO)4(m5-Te)(m4-Te)Mn4(CO)12] 2

Telluridoliganden koordinieren in Übergangsmetallkom-
plexen auf vielfältige Weisen.[4, 5] Häufig liegen zwei- und
dreifach verbrückende Telluridoliganden vor, vierfach ver-
brückende sind wegen der geringeren Basizität des Tellur-
zentrums verglichen mit der der anderen hingegen viel
seltener.[1, 2, 4, 5] Die einzigen beiden bislang bekannten Kom-
plexe mit m5-verbrückendem, pyramidal koordinierendem
Telluridoliganden sind [Ni9Te6(PEt3)8] und [Ni20Te18-
(PEt3)12].[6] Wir beschreiben hier erstmals, daû der Te2ÿ-
Ligand der pyramidalen TeMn4-Einheit ein weiteres Metall-
zentrum axial binden kann.

Der Röntgenstrukturanalyse zufolge weist das Anion von 1
eine oktaedrische Geometrie auf und enthält zwei m4-Te-
Liganden und vier siebenfach koordinierte Manganzentren
(Abbildung 1).[7] Strukturell charakterisierte Komplexe mit
m4-Te-Liganden sind unter anderem [(m4-Te)2Ru4(CO)11],[8]

[(m4-Te)2Ru2Fe2(CO)11],[9] [(m4-Te)(m3-Te)Fe2Os3(CO)17],[10]

[{Fe2(CO)6}(m4-Te)(m3-Te){Ru3(CO)11}],[11] [(m4-Te)2Co4-
(CO)6(Et3P)4],[12] [Co11Te7(CO)10]2ÿ,[13] [Ru6(Te2)7(CO)12]2ÿ [14]

und [(m4-Te)2Fe4(CO)11].[15] Es lieû sich allerdings nicht

re/n-Butylamin in Gegenwart eines Pd0-Katalysators bei
Raumtemperatur abgespalten und nachfolgend die tert-Bu-
tyl-Schutzgruppen mit Trifluoressigsäure entfernt. Die Ent-
schützung der Hydroxygruppen gelang mit Hydrazinhydrat in
Methanol.

Schlieûlich wurde an das Glycophosphoheptapeptid 17
durch N-Acylierung mit Biotinyl-6-aminocapronsäure-N-hy-
droxysuccinimid 18 (Biotin-ACA-NHS; siehe Schema 3) ein
Biotinbaustein geknüpft. Das dabei gebildete biotinylierte
Peptidkonjugat 19 kann als effiziente molekulare Sonde
dienen: Der Biotinbaustein kann durch die Bindung an das
Protein Streptavidin aufgespürt werden, das fluoreszenzmar-
kiert oder modifiziert mit kolloidalem Gold erhältlich ist. Der
so gebildete, äuûerst stabile Komplex ist ein Modell für ein
glycosyliertes und phosphoryliertes Protein und kann z. B.
nach Mikroinjektion in eukaryontische Zellen durch Fluores-
zenz- bzw. Elektronenmikroskopie detektiert werden.[13]

Wir haben eine neue und effiziente Strategie für die
Synthese glycosylierter und phosphorylierter Peptide entwik-
kelt, die auf der Kombination geeigneter enzymlabiler
Schutzgruppen beruht. Mit dieser Methode können säure-
und basenlabile, markierte Peptidkonjugate aufgebaut wer-
den, die biologisch relevant sind und neue Forschungsrich-
tungen in Biologie und Bioorganischer Chemie eröffnen
können. Insbesondere sollten sie für die Aufklärung der
chemisch-biologischen Eigenschaften des Serum-Response-
Faktors und der Bedeutung seiner posttranslationalen Modi-
fikation im molekularen Detail geeignet sein.
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