
ZUSCHRIFTEN 

Vinylprotonen im Allylalkohol in Schema 1 bei d = 5.5- 6.0 spalten im Race- 
mat in vier gleich intensive Dubletts auf, im angegebenen S-lsomer finden sich 
zwei gleiche Signalgruppen im Verhdtnis 8 : 1. In (S,R)-2 zeigten sich hingegen 
keine Aufspaltungen. 
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Ester primarer Alkohole sind schon friih in der Peptidsynthe- 
se ais Schutzgruppe fur Carboxygruppen verwendet worden"]. 
Die alkalische Hydrolyse dieser Ester ist jedoch mit hohem Ra- 
cemisierungsrisiko verbunden. In der Glycopeptidsyntheset2] 
besteht bei 0-Glycosyl-serin- und -threonin-Derivdten dariiber 
hinaus die Gefahr der 8-Eliminierung des Kohlenhydrat~[~]. 

Neue Perspektiven eroffnen die in neutralem Milieu ablaufen- 
den enzymatischen Verfahren14], wie die selektive Hydrolyse 
von Aminosaure- und Peptid-heptylestern durch Lipasen 
zeigttS1. Fur Peptidsynthesen haben Lipasen den Vorteil, daD sie 
Peptidbindungen nicht angreifen. Eine Einschrankung liegt in 
der Substratselektivitat der Enzyme; so werden z.B. die Hep- 
tylester von hydrophoben Dipeptiden wie -Val-Phe- von Lipa- 
sen nur sehr langsam oder gar nicht angegriffen['"]. Auch Hep- 
tylester von Peptiden rnit C-terminalem Prolin['"I sowie O-Azi- 
dogalactosyl-threonin- oder 0-Gahctosaminyl-serin-heptyl- 
esterrSb1 werden weder von Lipase M (Amano) aus Mucor 
javanicus noch von Lipase N (Amano) aus Rhizopus niveus hy- 
drolysiert. Neben einer fur das aktive Zentrum der Enzyme 
ungiinstigen Substratstruktur konnen fur die ausbleibende Re- 
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aktion auch einfache physikalische Griinde maBgeblich sein, 
wie die mangelnde Loslichkeit und Benetzbarkeit der Hep- 
tylester in Wasser. Fur die Reaktionen rnit Lipasen wurden Hep- 
t ~ l - [ ~ ]  und ahnliche Alkylester ursprunglich ausgewahlt, weil sie 
in ihren hydrophoben Eigenschaften die naturlichen Substrate 
dieser Enzyme imitierenl6I. Von mehreren Autoren ist namlich 
gefunden worden, daB Lipasen in ihre katalytischen Prozesse die 
Lipidgrenzflache einschlieL%en['l. Deshalb wird allgemein ange- 
nommen, daI3 Verbindungen, die einen hydrophoben und einen 
polaren Teil enthalten, gunstige Substrateigenschaften fur 
Lipase-katalysierte Hydrolysen mitbringen. 

In der Glycopeptidsynthese haben wir jedoch beobachtet, daI3 
2-Morpholinoethylester (MoEt-Ester) von Peptiden, die keine 
betont hydrophoben Bereiche enthalten, von Lipasen glatt hy- 
drolysiert werden[*l. Dieser iiberraschende Uefund kann dahin- 
gehend interpretiert werden, daI3 eine Komplexierung des am- 
phiphilen Morpholinoethylesters, z.B. rnit Na+, die Expo- 
nierung einer hydrophoben Oberflache bewirkt, die als Erken- 
nungsregion fur die Wechselwirkung mit der Lipase fungiert 
(Schema 1). 

MoEt-Ester+Na* 

Schema 1. 

Aus der Verallgemeinerung dieser Interpretation schlossen 
wir, daD Diethylenglycol- sowie Oligo- und Polyethylenglycol- 
ester von Aminosiuren und Peptiden enzymatisch spaltbare 
Schutzfunktionen sein ~ o l l t e n ~ ~ ~ .  Zur Priifung dieses Gedankens 
wurden zunachst Hydrotosylate der Ester 3 von Aminosauren 1 
rnit Diethylenglycolmonomethylether 2 (2-[2-(Methoxy)eth- 
oxylethylester ; MEE-Ester) durch azeotrope Veresterung herge- 
stellt. Die Ester 3 entstehen praktisch quantitativ, halten aber 
nach Behandlung im Hochvakuum und Waschen rnit Diethyl- 
ether noch 2 fest. Deshalb werden sie rnit N-geschutzten Amino- 
sauren 4 durch ubliche Peptidkondensation zu den geschiitzten 
Dipeptidestern 5 umgesetzt. Die enzymatische Hydrolyse der 
Dipeptid-MEE-ester 5 gelang in Wasser/Aceton (10 : 1) bei 
37 "C, wobei mit 0.2 M Natriumphosphat-Puffer pH 7 konstant 

n--Xaa-oH + no -0- OMe - TSOH non H-Xaa-O+ k O M c  
0 Benzol. A 1 - 

3 MEE 

3, Et-iR,N 

Lipase N Wasscr/Accton 1O:l 
Oder cE pHlI370C I 
SG--Xaa'-Xaa-OH 6 

Schema 2. SG = Schutzgruppe. EEDQ = Ethyl-2-ethoxy-I ,2-dihydrochinolin-l- 
carboxylat, EDC = I -Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid, HOBt = 1 - 
Hydroxybenzotriazol. 
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ZUSCHRIFTEN 
Tabelle 1. Synthese der Aminosiure-MEE-ester 3 aus 1 und 2, Umsetzung von 3 mit geschiitzten Aminosauren 4 zu geschutzten Dipeptid-MEE-estern 5 und deren Hydrolyse 
durch Lipasen zu 6. 

SG Xaa' Xaa Methode [a] 5 [b] Ausb. [a];* Lipase 6 Ausb. [ U I P  [dl 
[%] [c] (c 1, CHCI,) [%I [dl (C 1, MeOH) 

Val Phe A 5 a  71 23.3 N 6a  91 - 14.3 
Ser Phe A 5b 64 - 6.6 N 6b 94 15.4 

Ala Pro B 5d 50 -53.1 CE 6d 31 -33.1 

Boc 
Boc 
Tcoc [el 
Z 

[a] A, B siehe Schema2 [b] Charakteristische 'H-NMR-Signale der MEE-Gruppe: 6 = 4.2 (ni, 2H, COOCH,) 3.7-3.4 (m. 6H, OCH,) 3.3 (s, 3H, OCH,). 
[c] Gesamtausbeute iiber zwei Schritte. [d] Isoliert wurden die Dicyclohexylammoniumsalze, die korrekte Elemenlaranalysen und mit der Struktur vereinbare 200 MHP'H- 
NMR-Spektren ergaben. [el Tcoc = 2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl 

Ala Ser A 5c 14 -3.4 N 6c 92 - 1.0 

gehalten wird. Als geeignet erwies sich Lipase N (Arnano) aus 
Rhizopus niveus. Nur im Falle des Alanyl-prolin-MEE-esters 5 d 
rnul3te Lipase CE (Arnano) aus Humicoh lanuginma verwendet 
werden (Schema 2 und Tabelle 1). 

Die MEE-Ester sind unter Spaltungsbedingungen fur die rnei- 
sten N-terminalen Schutzgruppen stabil. So lie13 sich z.B. die 
Boc-Gruppe aus 5 a rnit HCl/Diethylether quantitativ entfer- 
nen, ohne dal3 die MEE-Esterbindung in 7 angegriffen wurde. 

HCV EtzO 
5a - HCI - H-Val-Phe-OMEE 

7 quant. 

Entsprechend dieser Stabilitat und der gunstigen Loslichkeit 
der Aminosaure- und Peptid-MEE-Ester verlaufen Peptidsyn- 
thesen mit diesen Komponenten ohne Kornplikationen (vgl. die 
Gesamtausbeuten an 5 iiber zwei Schritte in Tabelle 1). In der 
Lipdse-katalysierten Hydrolyse enviesen sich die MEE-Ester 
den bisher untersuchten Esternc4, 5, als uberlegen. So gelang 
mit Lipase N (Amano) die vollig selektive und nahezu quantita- 
tive Hydrolyse des MEE-Esters 5 a, wahrend der entsprechende 
HeptylesterI5I mit keiner der Lipasen reagierte. Besonders her- 
vorzuheben ist, daR selbst der Prolin-terminierte MEE-Ester 5d 
hydrolysiert werden konnte, zwar nicht rnit Lipase N, aber rnit 
Lipase CE (Amano). 5d ist der erste Prolinester, fur den eine 
Hydrolyse durch Lipasen gefunden wurde. 

Zur Priifung der MEE-Ester in Glycopeptidsynthesen wur- 
den aus Serin- und Threonin-MEE-Estern durch literaturbe- 
kannte Einfuhrung der Aloc-[lol, Frnoc-["] oder Z-Schutzgrup- 
pe und anschliel3ende Glycosylierung mit 2-Azido-Zdesoxy- 
3,4,6-tri-O-acetyl-o-~-galactopyranosylbromid~~~~ oder Ethyl- 
2-azido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-~-~-l-thiogalactosid~~~~ die 
0-Glycosyl-aminosaureester 8 hergestellt. Mit Thioessigsau- 
re[141 wurden die Verbindungen 8 in die Galactosamin-Konju- 
gate (T,-Antigen) 9 uberfuhrt. In der Lipase-katalysierten Hy- 

SO-Xaa-OH SG-Xaa-OMEE 
Lipasc M 

A c O d  pH WasmIAceton 7.0 I37T A c O 8  

AcO OAc A d  OAc 10: 1 

10 X =N3 
I1 x=NHAc 

drolyse (Tabelle 2) zeigten die MEE-Ester 8 wiederum giinstige- 
re Substrateigenschaften als die entsprechenden Heptyl- und 
Brornethyle~ter[~, '1. 

Die unterschiedlich geschutzten Azidogalactosyl-serin-MEE- 
ester 8a  und 8 b  wurden durch Lipase M problemlos zu 10a 

bzw. 10 b hydrolysiert. Der entsprechende Threonin-MEE-ester 
8c reagierte fur praparative Zwecke zu langsam. Die Acetami- 
do-galactosyl-serin 9 a und -threonin-MEE-ester 9 b, deren Hep- 
tyl- und Bromethylester-Analoga keinerlei Reaktivitat gegen- 
uber Lipasen zeigtenL51, werden zwar langsam, aber doch 
nutzbar hydrolysiert. Auf eine weitere Optirnierung dieser Spal- 
tung wurde hier verzichtet, weil sich inzwischen zeigte, daD Gly- 
cosyl-aminosaure-MEE-ester durch die Protease Papain effek- 
tiv C-terminal deblockiert werden konnen" 'I. 

Tabelle 2.  Durch Lipase M (Amano) aus Mucor javanicus katalysierte Hydrolyse 
von 0-Glycosylaminodure-MEE-estern 8 und 9 LU 10 bzw. 11. 

Produkt Ausb. [c&' 
[a1 [%I (c 0.5, MeOH) 

Verb. SG Xaa 

8 a  Aloc Ser 10 a 89 132.8 
8 b  Fmoc Ser 10 b 64 101.5 
8c Z Thr 1oc 5 - 

9a Aloc Ser l l a  17 113.3 [b] 
9 b  Z Thr 11 b 18 94.4 

[a] Die Produkte 10a, lob, 11 a und 11 b wurden durch korrekte Elementaranalysen 
sowie durch rnit der Struktur vereinbare 400 MHz-'H-NMR-Spektren charakter- 
isiert. [b] (c 1, CHCI,). 

Bei Glycopeptiden, deren Saccharidseitenkette nicht C-terrni- 
nal lokalisiert ist und fur deren Deblockierung sich Papain we- 
gen seiner Proteaseaktivitat nur eingeschrankt eignet, verlauft 
die Lipase-katalysierte Spaltung der MEE-Ester efflzient (Sche- 
ma 3). Der aus 11 a und 7 durch Kondensation rnit TOTU[161 
gewonnene T,-Antigen-Glycopeptidester 12 wurde von Lipase 
M glatt und selektiv zu 13 hydrolysiertC1']. Die Reaktion ver- 
lauft laut Diinnschichtchrornatographie quantitativ. Alle ande- 
ren Schutzgruppen und die glycosidische Bindung bleiben unan- 
getastet. 

lla + 7 TOTU f HOBt Lipase M 
pH 7.0 I3PC 

Aloc-Su-Val-Phe-OH 

13 72 % 12 67 B 

Schema 3. TOTU = 2-[ (Ethoxycarbonyl-cyanmethylen)amino]-l,1,3,3-tetra- 
methyluronium-tetrafluoroborat. 

Errnutigt durch diese Ergebnisse haben wir nach dern von 
Mutter und Bayer [' eingefuhrten Verfahren die Fmoc-Peptid- 
polyethylenglycolester (PEG-Ester) 14 hergestellt und rnit Lipa- 
se N hydrolysiert. Die Belegung des Polyethylenglycols in den 
Konjugaten 14 wurde durch Eichung rnit Fmoc-Phe-OH be- 
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stimmt. Nach ersten Ergebnissen werden die sehr hydrophilen 
Peptid-PEG-Ester durch Lipasen in praktisch neutralem Milieu 
hydrolysiert. In den vom Polymer abgelosten Peptiden 15 bleibt 
die basenlabile Fmoc-Gruppe intakt. 

Die Lipase-katalysierte Hydrolyse der polaren, loslichkeits- 
vermittelnden MEE-Ester und der PEG-Ester eroffnet nach die- 
sen Kesultaten neue, interessante Moglichkeiten sowohl in der 
Peptid- und Glycopeptidsynthese in Losung als auch in der Syn- 
these an polymergebundenen Substraten. Die Lipasen haben 
keine Proteaseaktivitat und greifen Peptidbindungen nicht an. 
Die MEE-Ester fordern die Benetzbarkeit und Loslichkeit in 
Wasser und stellen so die enzymatische Hydrolysierbarkeit der 
Ester von hydrophoben Peptidsequenzen sicher. Einige dieser 
polaren Peptidester, z.B. 14a und 14b, sind in Wasser klar los- 
lich. Ihre Hydrolyse (siehe oben) stellt die Allgemeingultigkeit 
des Postulats in Frage, wonach Lipasen ihre Wirkung nur an 
heterogenen Grenzflachen entfalten["I. Die durch Komplexie- 

Lipase N 
pH 7.0 I 3 7 T  

Fm-Val-Phe- OPEG Fmoc-Val-Phe-OH 

14a 15s 53 a0 

Lipase N 
pH 7.0 I37OC 

Fmoc-F'hc - Ala -Val- OPEG Ftncc- Phe- Ala- Val- OH 

1Sb 77 % 14b 

rung organisierte Exposition hydrophober Oberflachen (siehe 
Schema 1) durfte fur die Bildung des Enzym-Substrat-Komple- 
xes der Lipasen ausreichen. Da die Hydrolysen durch die Lipa- 
sen in neutralem Milieu ablaufen, bleiben in den deblockierten 
Produkten empfindliche Strukturelemente, wie Schutzgruppen 
und Glycosidbindungen, vollstandig intakt. 

Arbeitsvorschr f t  

Allgemeine Vorschrift zur Hydrolyse der MEE-Ester: In 2 mL 0.2 M wangem 
Natriumphosphat-Puffer @H 7) werden 200 mg Lipase N oder CE zur Inhihierung 
von Rest-Proteaseaktivitidt rnit 3.5 mg Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 1 h bei 
0 "C geriihrt. Nach Zugahe von weiteren 18 mL Natnumphosphat-Pufferlosung 
wird bei 37°C nochmals 1 h geschiittelt. (Bei Lipase M ist die Vorbehandlung mit 
PMSF nicht erforderlich.) Zu einer so hergestellten Losung von 200 mg Lipase in 
20 mL 0.2 M Natriumphosphat-Puffer (pH 7.0) wird eine Losung yon 0.5 mmol 
Peptidester 5 in 2 mL Aceton getropft. AnschlieOend wird 24 h bei 37 "C kraftig 
geschuttelt. Nach Slttigen der Losung mit NaCl wird fiinfmal mit 25 mL Ethylace- 
tat extrahiert. Die vereinigten organischen Losungen werden iiber MgSO, getrock- 
net und eingeengt. Durch Flash-Chromatographie (Petrolether/Ethylacetat -+ 
Ethylacetat) an 30 g Kieselgel erhllt man die N-geschiitzten Peptide 6, welche in 
Diethylether gelost und in ihre Dicyclohexylammonium-Sake iiberfiihrt werden. 
Diese Sake fallen laut Elementaranalyse und 200 MHz-'H-NMR-Spektren in rei- 
ner Form an. 
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Porphyrine rnit Alkylsubstituenten an den P-Pyrrolpositio- 
nen sind leichter oxidierbar und schwerer reduzierbar als Por- 
phyrine rnit Phenylsubstituenten an den rneso-Positionen[ll. 
Nickel@)- und Zink(1r)-Derivate von /?-alkylsubstituierten Te- 
traphenylporphyrinen, einer Mischform dieser beiden Hauptdr- 
ten, liegen in Sattelkonformationen vor und werden leichter 
oxidiert als die entsprechenden Octaethyl- oder Tetraphenylpor- 
phyrine. Dies ist in Einklang rnit der theoretisch vorhergesagten 
Destabilisierung des n-Systems, die durch die Deformation in 
eine Sattelkonformation hervorgerufen wird[" 31. Im Gegen- 
satz dazu werden Tetraphenylporphyrine, die an den fl-Pyrrol- 
positionen teilweise halogeniert sind, leichter reduziert und 
schwerer oxidiert als die nichthalogenierte makrocyclische 
Stamm~erbindung~']. Wir wollten nun einen Einblick in die Be- 
ziehung zwischen den Redoxpotentialen und den durch Substi- 
tuenten hervorgerufenen Anderungen der Makrocyclus-Kon- 
formation von Tetraarylporphyrinen, die an den 8-Pyrrol- 
positionen halogeniert sind, gewinnen. Dazu haben wir die elek- 
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