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Vinylprotonen im Allylalkoho! in Schema 1 bei 6 = 5.5~ 6.0 spalten im Race-
mat in vier gleich intensive Dubletts auf, im angegebenen S-1somer finden sich
zwet gleiche Signalgruppen im Verhéltnis 8:1. In (S,R)-2 zeigten sich hingegen
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Ester primarer Alkohole sind schon friih in der Peptidsynthe-
se als Schutzgruppe fiir Carboxygruppen verwendet wordenf!!,
Die alkalische Hydrolyse dieser Ester ist jedoch mit hohem Ra-
cemisierungsrisiko verbunden. In der Glycopeptidsynthese!?!
besteht bei O-Glycosyl-serin- und -threonin-Derivaten dariiber
hinaus die Gefahr der -Eliminierung des Kohlenhydrats'®.

Neue Perspektiven eroffnen die in neutralem Milieu ablaufen-
den enzymatischen Verfahren™), wie die selektive Hydrolyse
von Aminosidure- und Peptid-heptylestern durch Lipasen
zeigt?®l. Fiir Peptidsynthesen haben Lipasen den Vorteil, daB sie
Peptidbindungen nicht angreifen. Eine Einschrinkung liegt in
der Substratselektivitidt 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 mit C-terminalem Prolin'**! sowie O-Azi-
dogalactosyl-threonin- oder (O-Galactosaminyl-serin-heptyl-
ester’® werden weder von Lipase M (Amano) aus Mucor
Javanicus noch von Lipase N (Amano) aus Rhizopus niveus hy-
drolysiert. Neben einer fiir das aktive Zentrum der Enzyme
ungiinstigen Substratstruktur konnen fiir die ausbleibende Re-
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aktion auch einfache physikalische Griinde mafBgeblich sein,
wie die mangelnde Loslichkeit und Benetzbarkeit der Hep-
tylester in Wasser. Fur die Reaktionen mit Lipasen wurden Hep-
tyl-11 und dhnliche Alkylester urspriinglich ausgewihlt, weil sie
in ihren hydrophoben Eigenschaften die natiirlichen Substrate
dieser Enzyme imitieren®). Von mehreren Autoren ist nimlich
gefunden worden, daB Lipasen in ihre katalytischen Prozesse die
Lipidgrenzfliche einschlieBen!”. Deshalb wird allgemein ange-
nommen, daf3 Verbindungen, die einen hydrophoben und einen
polaren Teil enthalten, giinstige Substrateigenschaften fiir
Lipase-katalysierte Hydrolysen mitbringen.

In der Glycopeptidsynthese haben wir jedoch beobachtet, da3
2-Morpholinoethylester (MoEt-Ester) von Peptiden, die keine
betont hydrophoben Bereiche enthalten, von Lipasen glatt hy-
drolysiert werden®), Dieser iiberraschende Befund kann dahin-
gehend interpretiert werden, dal3 eine Komplexierung des am-
phiphilen Morpholinoethylesters, z.B. mit Na*, die Expo-
nierung einer hydrophoben Oberfliche bewirkt, die als Erken-
nungsregion fiir die Wechselwirkung mit der Lipase fungiert
(Schema 1).

hydrophob

MokEt-Ester+Na*

MEE-Ester+Na”

Schema 1.

Aus der Verallgemeinerung dieser Interpretation schlossen
wir, daB Diethylenglycol- sowie Oligo- und Polyethylenglycol-
ester von Aminosduren und Peptiden enzymatisch spaltbare
Schutzfunktionen sein sollten™!. Zur Priifung dieses Gedankens
wurden zunichst Hydrotosylate der Ester 3 von Aminoséduren 1
mit 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 mit Diethyl-
ether noch 2 fest. Deshalb werden sie mit N-geschiitzten Amino-
sduren 4 durch iibliche 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

— - HO TsOH
H—Xaa-OH + \/\0,\/0Me S

TsOH « H-Xaa~ O OMe
Benzol, A Vo

3 MEE
3, ELiPRN
SG—Xaa'- OH SG—Xaz' —Xaa -0, OMe
4 A: EEDQ; CH.Cl, o
oder 5
B: EDC/HOBt,
CHCh Lipase N Wasser/Aceton 10:1
oder CE

pH 7737°C

$G—Xaa'—Xaa~OH 6

Schema 2. SG = Schutzgruppe. EEDQ = Ethyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin-1-
carboxylat, EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid, HOBt = 1-
Hydroxybenzotriazol.
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Tabelle 1. Synthese der Aminosdure-MEE-ester 3 aus 1 und 2, Umsetzung von 3 mit geschiitzten Aminosiuren 4 zu geschiitzten Dipeptid-MEE-estern 5 und deren Hydrolyse

durch Lipasen zu 6.

SG Xaa' Xaa Methode [a] 5 [b] Ausb, []2? Lipase 6 Ausb. [212? [d]
[%] [c] (c 1, CHCL,) (%] [d] (¢ 1, MeOH)
Boc Val Phe A Sa 7 23.3 N 6a 97 —14.3
Boc Ser Phe A 5b 64 —6.6 N 6b 94 15.4
Teoc {e] Ala Ser A 5S¢ 74 —34 N 6¢ 92 —-1.0
Z Ala Pro B 5d 50 —53.1 CE 6d k)| -33.1

[a] A, B siche Schema2. [b] Charakteristische 'H-NMR-Signale der MEE-Gruppe: 6 =4.2 (m, 2H, COOCH,) 3.7-34 (m, 6H, OCH,) 3.3 (s, 3H, OCH,).
[c] Gesamtausbeute iiber zwei Schritte. [d] Isoliert wurden die Dicyclohexylammoniumsalze, die korrekte Elementaranalysen und mit der Struktur vereinbare 200 MHz-'H-

NMR-Spektren ergaben. {e] Tcoc = 2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl.

gehatten wird. Als geeignet erwies sich Lipase N (Amano) aus
Rhizopus niveus. Nur im Falle des Alanyl-prolin-MEE-esters Sd
mubte Lipase CE (Amano) aus Humicola lanuginosa verwendet
werden (Schema 2 und Tabelle 1).

Die MEE-Ester sind unter Spaltungsbedingungen fiir die mei-
sten N-terminalen Schutzgruppen stabil. So lieB sich z.B. die
Boc-Gruppe aus Sa mit HCl/Diethylether quantitativ entfer-
nen, ohne dall die MEE-Esterbindung in 7 angegriffen wurde.

HCV Er,0
Sa

HCl » H— Val— Phe — OMEE

7 quant

Entsprechend dieser Stabilitit und der gilinstigen Loslichkeit
der Aminosdure- und Peptid-MEE-Ester verlaufen Peptidsyn-
thesen mit diesen Komponenten ohne Komplikationen (vgl. die
Gesamtausbeuten an 5 iiber zwei Schritte in Tabelle 1). In der
Lipase-katalysierten Hydrolyse erwiesen sich die MEE-Ester
den bisher untersuchten Estern!®: 8! als iiberlegen. So gelang
mit Lipase N (Amano) die vollig selektive und nahezu quantita-
tive Hydrolyse des MEE-Esters 5a, wahrend der entsprechende
Heptylester®! mit keiner der Lipasen reagierte. Besonders her-
vorzuheben ist, daf selbst der Prolin-terminierte MEE-Ester 5§d
hydrolysiert werden konnte, zwar nicht mit Lipase N, aber mit
Lipase CE (Amano). 5d ist der erste Prolinester, fiir den eine
Hydrolyse durch Lipasen gefunden wurde.

Zur Prifung der MEE-Ester in Glycopeptidsynthesen wur-
den aus Serin- und Threonin-MEE-Estern durch literaturbe-
kannte Einfihrung der Aloc-11%, Fmoc-1! oder Z-Schutzgrup-
pe und anschlieBende Glycosylierung mit 2-Azido-2-desoxy-
3,4,6-tri-O-acetyl-o-D-galactopyranosylbromid*?! oder Ethyl-
2-azido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-§-D-1-thiogalactosid 13! die
O-Glycosyl-aminosdureester 8 hergestellt. Mit Thioessigsdu-
rel' wurden die Verbindungen 8 in die Galactosamin-Konju-
gate (T,-Antigen) 9 iiberfiihrt. In der Lipase-katalysierten Hy-

SG-Xaa-OMEE $G-Xaz-OH
X Lipase M X
AcO pH 7.0/ 37°C
d - A0
Wasser/Aceton o
AcO OAc 10:1 AcO OAc
8X=N, 10 X=N,
MeCOSH[_g ¥  Niiac 11 X = NHAc

drolyse (Tabelle 2) zeigten die MEE-Ester 8 wiederum giinstige-
re Substrateigenschaften als die entsprechenden Heptyl- und
Bromethylester!® >,

Die unterschiedlich geschiitzten Azidogalactosyl-serin-MEE-
ester 8a und 8b wurden durch Lipase M problemlos zu 10a
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bzw. 10b hydrolysiert. Der entsprechende Threonin-MEE-ester
8c reagierte fir praparative Zwecke zu langsam. Die Acetami-
do-galactosyl-serin 9a und -threonin-MEE-ester 9b, deren Hep-
tyl- und Bromethylester-Analoga keinerlei Reaktivitat gegen-
iiber Lipasen zeigten!™, werden zwar langsam, aber doch
nutzbar hydrolysiert. Auf eine weitere Optimierung dieser Spal-
tung wurde hier verzichtet, weil sich inzwischen zeigte, dafl Gly-
cosyl-aminosiure-MEE-ester durch die Protease Papain effek-
tiv C-terminal deblockiert werden konnenf!®!,

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

Verb. SG Xaa Produkt Ausb., [)22
[a] [%] {c 0.5, MeOH)
8a Aloc Ser 10a 89 132.8
8b Fmoc Ser 10b 64 101.5
8¢ Z Thr 10c S -
9a Aloc Ser 11a 17 113.3 [b]
9b Z Thr 11b 18 94.4

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

Bei Glycopeptiden, deren Saccharidseitenkette nicht C-termi-
nal lokalisiert ist und fiir deren Deblockierung sich Papain we-
gen seiner Proteaseaktivitdt nur eingeschriankt eignet, verlauft
die Lipase-katalysierte Spaltung der MEE-Ester effizient (Sche-
ma 3). Der aus 112 und 7 durch Kondensation mit TOTUH!
gewonnene T,-Antigen-Glycopeptidester 12 wurde von Lipase
M glatt und selektiv zu 13 hydrolysiert!! !, Die Reaktion ver-
lauft laut Diinnschichtchromatographie quantitativ. Alle ande-
ren Schutzgruppen und die glycosidische Bindung bleiben unan-
getastet.

Aloc-Ser-Val-Phe-OMEE

Ac-HN
11a + 7 TOTU/HOBt  ac0 d
AcO OAc

12 7%

Aloc-Ser-Val-Phe-OH

Ac-HN
AcO
o]
AcO OAc

1372%

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

Lipase M
pH7.0/37°C

Ermutigt durch diese Ergebnisse haben wir nach dem von
Mutter und Bayer!'®) eingefiithrten Verfahren die Fmoc-Peptid-
polyethylenglycolester (PEG-Ester) 14 hergestellt und mit Lipa-
s¢ N hydrolysiert. Die Belegung des Polyethylenglycols in den
Konjugaten 14 wurde durch Eichung mit 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 abgeldsten Peptiden 15 bleibt
die basenlabile Fmoc-Gruppe intakt.

Die Lipase-katalysierte Hydrolyse der polaren, l6slichkeits-
vermittelnden MEE-Ester und der PEG-Ester eroftnet nach die-
sen Resultaten neue, interessante Moglichkeiten sowohl in der
Peptid- und Glycopeptidsynthese in Losung als auch in der Syn-
these an polymergebundenen Substraten. Die Lipasen haben
keine Proteaseaktivitiat und greifen Peptidbindungen nicht an.
Die MEE-Ester fordern die Benetzbarkeit und Léslichkeit 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 16s-
lich. Thre Hydrolyse (siche oben) stellt die Allgemeingiltigkeit
des Postulats in Frage, wonach Lipasen ihre Wirkung nur an
heterogenen Grenzflichen entfalten*®). Die durch Komplexie-

Lipase N3 o
K10/%7
Fmoo—Val—Phe—OPEG Bt 0 30— Val— Phe— OH
14a 152 53%
Lipase N3 o
H7.0/37
Frmoc-Phe-Ala~Val—OPEG Pt/ 37°C 1 oc-Phe—Ala—Val—OH
14b 156 77 %

rung organisierte Exposition hydrophober Oberflichen (siehe
Schema 1) diirfte fiir 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, vollstindig intakt.

Arbeitsvorschrift

Allgemeine Vorschrift zur Hydrolyse der MEE-Ester: In 2mL 0.2 M wiBrigem
Natriumphosphat-Puffer (pH 7) werden 200 mg Lipase N oder CE zur Inhibierung
von Rest-Proteaseaktivitdt mit 3.5 mg Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 1 h bei
0°C periihrt. Nach Zugabe von weiteren 18 mL Natriumphosphat-Pufferldsung
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 L3sung von 0.5 mmol
Peptidester 5 in 2 mL Aceton getropft. AnschlieBend wird 24 h bei 37 °C kriftig
geschiittelt. Nach Séttigen der Lésung mit NaCl wird fiinfmal mit 25 mL Ethylace-
tat extrahiert. Die vereinigten organischen Losungen werden Gber MgSO, getrock-
net und eingeengt. Durch Flash-Chromatographie (Petrolether/Ethylacetat —
Ethylacetat) an 30 g Kieselgel erhiilt man die N-geschiitzten Peptide 6, welche in
Diethylether geldst und in ihre Dicyclohexylammonium-Salze berfiihrt werden.
Diese Salze fallen laut Elementaranalyse und 200 MHz-' H-NMR-Spektren in rei-
ner Form an.
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EinfluBl der Konformation auf die
Redoxpotentiale von Porphyrinen, die in den
p-Pyrrolpositionen halogeniert sind **
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Porphyrine mit Alkylsubstituenten an den f-Pyrrolpositio-
nen sind leichter oxidierbar und schwerer reduzierbar als Por-
phyrine mit Phenylsubstituenten an den meso-Positionen!.
Nickel(n)- und Zink(n)-Derivate von S-alkylsubstituierten Te-
traphenylporphyrinen, einer Mischform dieser beiden Hauptar-
ten, liegen in Sattelkonformationen vor und werden leichter
oxidiert als die entsprechenden Octaethyl- oder Tetraphenylpor-
phyrine. Dies ist in Einklang mit 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 §-Pyrrol-
positionen teilweise halogeniert sind, leichter reduziert und
schwerer oxidiert als die nichthalogenierte makrocyclische
Stammverbindung!*!. 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 f-Pyrrol-
positionen halogeniert sind, gewinnen. Dazu haben wir die elek-
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