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Abstmcc T/u markedly hydrophilic 2-(N+norpholino)s~hyi (MoEt) esters qfprotectedpepti&s and &qqti&?s are ~?lecliw~ mui 

q&iendy cleaved by lipnscs in waterlacetonc (10.9) at pH 7. 

In der Synthese polyfunktioneller empfindlicher Natur- und Wiistoffe, z. B. der Glycopeptide, spielen selektiv 
abspaltbare Schutzgruppen eine entscheidende Rol1e.t Enzymatische Ptozesse, die in der Regel unter neutralen, 
allenfalls schwach sauren oder schwach basischen Bedingungen ablaufen, sind in jtlngster Zeit erfolgreich zu 
selektiven Schutzgruppenabspaltungen herangezogen worden. In der Peptidchemie nutzte man die 
Esterhydrolyse durch Proteasen,s wobei konkurrierend natllrlich such die unerwunschte Spaltung von 
Peptidbindungen eintreten kann. Solchen Beschritnkungen unterliegen Esterhydrolysen nicht, wenn sie dutch 
Lipasen katalysiert werden. Die enzymatische Spaltung von Peptid-4 und Glycopeptid-n-heptylestems dumb 
Lipasen lie6 sich in diesem Sinne zu einer leistungsf8higen Deblockierung der Carboxylfunktion ausnutzen. Der 
Heptylester wurde in diesen Untersuchungen gewllhlt, urn den emulgierenden und hydrophoben &uakter der 
natbrlichen Substrate der Lipasen, der Fetts&neester, zu imitieten. Da die Esteraseaktivitltt der Lipasen durch 
organ&he Cosolventien herabgesetzt wird und geschtltzte Peptide hydrophober Aminosituren in w88tiger 
L&sung kaum emulgiert cxler benetzt werden, sind Heptylester solcher hydrophober Peptide dumb Lipasen nut 
sehr langsam oder gar nicht hydrolysierbar.~ Kurzkettige Alkylester von Aminostluren wie Methylester werden 
von Lipasen kaum als Substrate akzeptiert,a so da8 die enzymatische Deblockierung der Carboxylfunktion durch 
Bsterhydrolasen strukturabh8ngig begrenzt wird. 
Wir fanden nun, da8 ausgesprochen hydmphile Ester von geschthzten Aminos8uren und Peptiden, wie die Z(N- 
Morpholino)ethyl(MoEt)-Ester, von Lipasen als Substrate angeno~n uml hydmlysiert wetden. 
Zur Synthese von (Morpholino)ethylestan geht man von 24Ialogenethylestern, z. B. von 2-Btomethylestern 1.8 
von geschiitzten AminosOIumn und Peptiden aus, die tiber das Chlomsulfit-Verfahren von Brent& leicht 
zug8nglich sind. Dutch Rllhmn der Btomethylester 1 in Motpholin bei Rauv entstehen die geschiiaten 
Peptid-(morpholino)ethylester 2 ohne Nebemeaktion. Die (Morpholino)ethylester 2 l&en sich in VCdMter 

SG[ure und werden nach Einstellen der w88rlgen L&sung auf pH 9 mit Dichlonnethan exaahiett. Verluste treten 
bei diesen bisher noch nicht optlmierten Versuchen bei den polareren Vertmtem (2b. 2c) wegen deren 
Wasserloslichkeit allenfalls dumb unvollstitndige Exwaktion auf. Motpholm ist schwach basisch (pkA - 8.3) und 
verursacht keine Racemisierung. Die Bedingungen w&rend der Umwandlung und bei der Aufarbeitung 
illusttieren, da8 die (Morpholiio)ethylester 2 sowohl gegen S8uren als such gegen Basen stabil sind. Sie lassen 
sich daher bei Peptidsynthesen mit einer Vielzahl von Schutzgruppen in orthogonal stabilen Kombinationen 
anwenden. 
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BocVal-Phe- O- CI-Iz- CI-Iz-Br 
Morpholin 

- Boo-Val-Phe-+ CHz- CI-Iz-N 
\ v- \ w” 

la WW 2a ,95 46 Y 

[al,‘“= 15.6 (c 1; CHCls) 
MoEt 

Boc-Gly-Val-Ala-O-CHz-CHs-Br 
Morpholin 

w BocGly-Val-Ala-0-U-Is-C&- 0 
Y-/ 

1.b 2b, 59 %, [aIDa= -13.0 ( c 1.1; CHCl3) 

Z-Ser-Ser-* CHz- CHz-Br 
Morpholin 

w Z-Ser-Ser-O- CI-Iz- (X2-N 
w” 

Schema 1 
lc 2c, 64 %, [alou= - 0.9 ( c 1; CHC13) 

Zur enzymatischen Hydrolyse der Peptld-(morpholino)ethylester 2 wurde ohne optimiemnde Vorversuche die bei 
den n-Heptylestern4t5 bewIthrte Lipase N (Amano Phatmaceutical Corp.) aus Rhiwpus niveus eingesetzt, wobei 
in der Lipase-Pr@amtion enthaltene Reste von Proteasen durch Vorinkubation mit PhenylmethylsulfonyltIuorld 
(PMSF) inhibiert werden. Die so vorbehandelte Enzyml&ung in Nauiumphosphat-Puffer bewirkt bei pH 7 und 
37’C und Zusatz von 9% (v/v) Aceton innerhalb von 16h eine vollstllndige Hydrolyse der Peptid- 
(morpholino)ethylester 2. Nach Et&men von Verumeinigungen dumb Ausschthteln der wU3rigen L&sung bei 
pH 8.5 mit Ether sind die carboxydeblockierten Peptide 3 nach Anslluem auf pH 4 durch Extraktion mit 
Essigtiureethylester rein zu isolieren. 

BeVal-Phe-OH 

Lipase N (Amano) 
3a. 91 %, [a]022= 14.2 ( c 1; QIcI3) 

2a-c 

Schema 2 

* 

pH 7, 37’C. 16 h. 

Was&Ace&at 10 :l (v/v) 

Boc-Gly-Val-Ala-OH 

3b, 78 %, [a]ozz= -31.9 (c 1; CH30H) 

Z-Ser-&r-OH 

3c, 78 ‘AD, [alou= 12.1 ( c 0.6; CH30H) 

Wegen der milden. neutralen Reaktionsbedingungen der Lipase-katalysierten Hydrolyse eignen sich die 
(Motpholino)ethylester als Schutzgruppen in der Glycopeptidsynthese. Mit dem Ziel, photoaktivierbam Substrate 
fiir den Galactosylrezeptorlu aufzubauen. wurde der Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-geschutztel 1 
Glycotetrapeptid-bromethylester 4 synthetisiert. 12 Er enth8lt die Sequenz A4-A7 von menschlichem Glycophorin 
A mit M-BlutgruppenspeziEt&~~ und einen 0-glycosidisch an ‘Ilueonin gebundenen 2-Azido-galactosyl-Rest 
In der Synthese von 4 wird die elektrochemische Spaltung von 2-Brom- bzw. 2-Iodethylestem unter 
potentiostatischen Bedingungen (fur 2-Iodethylester bei -1.6 V gegen die Standard-Kalomel-Elektrode) in 
Gegenwart von Lithium&&d als Leitsalz in Dimethylformamidt*s14 genutzt, urn die selektive 
Carboxydeblockierung des O-Glycosyl-Thteoninesters 5 zu erreichen. Der reduktiven Eliminienmg ist dabei ein 
Finkelstein-Austausch vom 2-Brom- zum 2-Iodethylester vorgelagert. In diesem schonenden turd kontrollierten 
Verfahren wird die Azidofunktion nicht angegriffen. Ebenso bleiben die Fmoc- und die Ace@-Schutzgruppen 
und die 0-glycosidische Bindung unangetastet. Die Kondensation des erhaltenen Produkts 6 mit dem aus lb 
durch N-terminale Deblockierung mit TrifIuoressigs8ure gewonnenen Tripeptidesters 7 unter der Wirkung von 
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Diisopropylcarbodiimid (DIC)/l-Hydtoxy-henxotriaxol (HOBt)t 5 liefert das gewitnschte O-(2-Axido-galactosyl)- 
Thmonin-Tetrapeptid 4.12 

em 
(1.6V gegen SCE) 

H-Gly-Val-Ala-OEt(Br) 
i 

Schema 3 
DICJIIOBt 

LiIhtDMF ’ \OAc AcO 

6,7J % 

FmocT/tr-Gly -Val-Ala-OEt(Br) 

4.72 46 

Dutch Behandeln von 4 mit Morpholin wetden simuhan die Fmoc-Gruppe entfunt16 und der Bromethyl- in den 
(Moqrholmo)ethylester umgewandelt. Da die Umwandlung des Bromethylesters zun&zhst tticht Crwartct wttt& 
ist diese Realction bereits nach 30 Minuten abgebrochen worden. Hohere Ausbeuten an (Motpholino)ethylester 
sind bei 1iIngeren Realctionszeiten einfach zu erreichen. Nachfolgende Acctylierung liefcrt den Glycopeptid- 
(morpholino)ethylester 8.17 

Ac--Gly-Val- Ala-OMoEt 

4 
1. Morpholin 

* 
2. AcsO/Pyridin 

8, 45 % 

Lipase N (Amano) 
AC-Thr-Gly-Val-Ala-OH 

pH 7, 37“C. 16 h, 
Wasser/Aceton lo :1 (V/V) 9,56 % (nach Chromatographie) 

Schema 4 

Die Lipase-katalysiute Hydrolyse des (Morpholino)ethylesters 8 verlituft selektiv. W&r die Axidofunktion noch 
die Essigsibtreesterftmlctionen im Kohlenhydratteil des carboxydeblockierten Glycopetids 918 wetden 
angegritfen. 
Die Stabllitllt der (Morpholino)ethylester und ihre selektive etuymatische Spaltbarkeit neben &hue- (Boc), basen- 
(AcO) und reduktlonsempfindlichen (Z, N3) Funktionen sind gtinstige Eigenschaften fhr einen selektiven Schuts 

der Carboxylgruppe in Peptid- und Glycopeptidsynthesen. Hervorzuheben ist besonders, dal3 die 
(Morpholino)ethylester von Pcptiden und Glycopeptiden lceine ausgesprochen unpolaren Molekttlreglonen 
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enthalten, die Ahnlichkeit zu den natilrlichen Substraten der Lipasen simulieren. DaS sie von diesen 
normalerweise in der Lipid-Wasser-Grenztllhe wirkenden Enzymen als Substrate akzeptiert wetden, war 
deshalb dmchaus nicht vorauszusehen. Ihre Spaltung verlguft sogar rascher als die entsprechender Heptylester. 
Da sie eine L&lichkeit oder zumindest eine Benetzbarkeit der Substrate in wt@riger Phase gewghrleisten, k&men 
Moxpholinoethylester von hydrophoben Peptiden, z. B. 2a. deren entsprechende n-Heptylester nicht magieren,4 
dumb Lipasen effektiv gespalten waden. 

Diese Arbeit wurde vom Fonds der Chemischen Indutrie gt@r&rt. 
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8: [a]: = 54.4 (c 1. CHC13); 13C-NMR (CDQ): 6 97.92 (C-l); 56.87 (CGG-CH#H2-N); 56.37 (N- 

CH2; Morpholin); 43.36 (CH2, Gly); 31.36 (g-C, Val); 19.0 (CH3, Ala); 16.77 (‘y-CH3, Thr). 

9: [alp = 56.2 (c 0.5, MeGH); 13C-NMR@MSO-de): 6 98.02 (C-l); 42.00 (CH2, Gly); 30.75 (g-a, 

Val); 18.93 (CH3, Ala); 16.93 (y-CH3, Thr). 
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