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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hers eluung von
Peptiden, die nach vollstédndiger bzw. partieller Abspaltung der
Schutzgruppen als Wirkstoffe bzw. als Zwischenprodukte von erkutctter
dienen kdnnen. Ziel der Erfindung ist die Herstellung sterisch
einheitlicher Peptide. Durch die Erfindung wird die sonst bel
‘enzymatischen Peptidsynthesen in Puffersystemen unter Zusatz von mit
Wasser mischbaren organischen LOsungsmitteln auftretende Enzymschidigu g
entscheidend zuruckgearangt und durch leichte Abtrennung dexr Protease
- aus dem Reaktionsansatz eine mehrfache Wiederverwendung des
Biokatalysators erméglicht. Die Peptlde werden hergestellt aus einer
- selektiv g&schu»zLeﬁ Amlnosaure oder einem selektiv geschiitzten
Peptid, bei denen die in Reakticn tretende Carboxygruppe unblockiert
"ist oder eine Lstbrgraypn trégt, und einer selektiv geschiitzten
Aminosdure oder einenm selektiv jescnutzten Peptid einschlieSlich der
entapreﬁhenden Amlae, bei denen die in Reaktion tretende ﬁmknoqruwpe
‘ungeschiitzt ist, in einenm prcieasenapez&f*schen Puffersystem mit einex
~ l6slichen oder immobilisierten Protease unter Zusatz von mit Wasser
‘nicht mischbaren organischen Ldsungsmitteln oder Mischungen solcher
Ltsungsmittel. Diese Peptide konnen nach abspaltung der Schu tzgruppen
als Pharmaka oder nach partieller Deblockierung als Zwischenprodukte
.zur Synthese anderer . tnerapeut&sch nutzbarer PeuflGWLSKSuOLfe ein=
gesetzt werden, o
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T;te; der Erf;gdggg’

VERPAHREN Z0R HERSTELLUKG VON PEPTIDEN
Amnmﬁ;z;ggsﬁmm%rf indung

Die Erfind&ﬁg betriffs ein'Verfahren iuf Hérstéllung‘von Peén
tiden, die nach vollsténdiger bzw. partieller Abspaltung der

-‘Schuuwg¢uppen als Wirkstoffe bzw. als Zwmschenprodukﬁe von
Wirkstoffen dlenap konnen. ' '

Charekteristik d@r bexapnt en technischen Loqungen

znr Herstellung von Paptlden konnen verschledenn organisch-
chemische Verfeiren, wie die Az1deethode, des Athd¢1d Vere
fehren, die blcyﬁiohayy10arbod11m1deetnode dag varlantena
're¢che Verxﬂhfen der Aktivester und viele andere mehf einge= o
getzt werden (vgl. Ubersicht: WUNSCH, Z. (1974) Synthese von ,
Peptlden,‘ln Houben-Weyl, Bd. 15, 1/2, Methoden der orgenischen
Chemie, MULLER, E. (Hrsg.) Georg Thieme Verlag, Stuttgart).
Béi”Aer‘Heraﬁe11ung von Peptiden mit Hilfe dieser genanmten
Verfahren treten vers schiedene achwmerlgkelten auf, die durch
ﬂRvﬂemlsluruns, Nebenreaktionen, aufwendlge emnefatursteueruﬁo
'kqmgl 1ert@ Relnlgunasver;ahren USW. g8&ﬂnnze ichnet 51nd. _
Ein besonaers schWﬁrWLCQend@r machtell der herk®mmlichen Verw-
ﬁxdﬁwen igt das nac h wie var ungeloste Problen der Vaﬁxeldungv
von Rabemiq1erung, 1nsbesonucr bei Pragmentkondensa+idncn.
Fir den Aufbau xanukeftﬁger b101051qcn aktiver Peptidwirkstof-
, fe.LUJ‘eln racemisierungsfreier ierlaal der Kupclungsreakt1oa
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von entscheidender Bedeutung, da sich Stereoisomere nicht
mehy vollstandlg abtrennen lassen, Da die optische Relnhelt
der Syntheseprodukte Voraussetzung fiir dle volle blOlOngGne »
Activit&t der Peptidwirkstoffe ist, ergeben sich eminente
Nachtelle bei der 1ndustr1ellen Anwendung der genannten Or= & -
ganlsch—chemlschen Verfahren.

~ Neben den chemosynthetlschen Peptldsynthese-Methoden wurden

. auch Verfahren beschrleben, bel denen Proteasen als Kataly-
f;satoren flir die EKnlipfung der Peptidbindung Verwendung fanden
(BERGMANN, M. u, FRAENKEL-CONRAT, H. (1937), Jo Biol. Chem.,
119, 707)e Durch den Binsatz von proteolytischen Enzymen &ls
Katalysatoren bei der Peptldknupfungsreaktlon wird eine Aus-
schaltung der Racemlslerung sowie anderer Nebenreakticnen er-
reicht und dariiber hinaus ist eine einfache Prozeﬁpﬁeuerung ‘
- mogliche Bel den bekannten Verfahren der enzymatischen Pep iGe
synthese (Ubersicht: ISOWA, Y. (1978). Yuki Gosei Kagaku
Kyokaishi, 36, 195 = 205) erfolgt die Knunfung der Peptidbin-
dung in Gegenward proteolytischer Enzyme unter Vevwenduﬁg ge=
eigneter ?uffersysteme unter Zusatz von mit Wasser mischbaren
organischen Idsungemitteln, um die Reakteanden weltgehend in -
- Lisung zu halten. Weiterhin hat es sich geszeigt, da3 durch
nit Wasser mischbare organlsche Cosolventlen das Glelchgem
wicht der proteasekatalysierten Reaktion in Richtung der Syn-
these verschoben wird (G. A, HOMANDBERG, J. Ao MADPTIS ue I

. LASKOWSKI, dr. (1978). Biochemistry, 17, 5220; K, INOUYE et
ale (1979). J. Amer. Cheme Soc., 101, 751). Die Verwendung
von mit Wasser mischbaren organischen Losungsmitteln b381uzt
aber den Nachteil, daB a) durch den Zugatz hoher Anteile |
solcher Losungsmittel, wie Methanol, Dimethylformamid, Di-

" methylsulfoxid, Tetrahydrofuran'u.fa. die eingesetzte Pro-
tease geschidigt wird und b) eine Riickgewinnung des Biokata=
lysators zum Zweck eines wiederholten Einsatzes aus solchen
Reaktionsmischungen bei industriellen ProzeBfilhrungen prake-
tisch nichtmiglich ist. Dariiber hinaus kbmnen Alkohole als
Cosolventien bei der. enzymatischen'PeptidSynthese wenn sie
_in sehr hohen Antellen zugesetzt werden, auch alg Reaktionse
partner fungieren (R. Ge. IﬁGAMLS et a&. (19?5)« B¢ovech»
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Bioeng., 11, 1627 = 1637) und durch die resultlerenden Este”«'
‘derivate dag Endprodukt verunrelnlgen.

Zisl der Eyfinding

Zlel der Brfindung 1st dle Herstellung von Optisch e1nhe1t~

- lichen Peptiden darch den Einsatz von 16slichén und immobiw
lisierten Proteasen unter Reaktlonsbedlngungen, die eine mehre
fache Wiederverwendung der Biokatalysatoren gewihrleisten.

Darlegung;deSFWéeens‘der Erfindung -

Durch die Erfindung soll die sonst bei enzymatischen Teptide
synthesen unter Zusatz mit Wésser»mischbarer'organischér Cow
solveniien migliche Schidigung des Fnzyms und die damit ver-
'bundené‘Verminderung der katalytischen Wirksamkeit entschei-
dend reduziert und glelchzeltlv eine mehrfache Wlederverwen~
dung des B¢okaua1ysator¢ ermdglicht werden.

Erfindungsgendf werden Peptide hergestellt aus einer selektiv
- geschiltztpn Aminosdure oder‘eiﬁém~§elektiv geschlitzten Peptid,
deren in Reaktion tretende Carboxygruppe unblockiert ist cder
eine Bs Tergrupp!erung tréigt, und einer selektiv geschlitzten
-Am¢nosaare ‘oder einen sel ektiv geschiltzten Denuld eingchliell=
'llch dexr ent«prechenaen Amide, bei denen d¢e in Regktion fre-
tende Aminogrugnﬂ unblocklert ist, in einem proteaqespe21¢¢ ohe
Pol Ac&?vst m unter Zusaua von mit Uassor nicht mxucbbaren OL=
gauischen LogunmsmltﬁeLn cder Mlschuneen solcher Logungsmitiel
in Gegenwart 1oslicher oder im nﬁblllslcwsev Proteasen. Nach

~ beendeter Pepti dsynthese, Produktsbtrennung uvd'Aufarneltung

" kinnen die Scharzgruppen erforderlluhenralls nach bekannter
Methoden partiell oder total bgespalten,werden. 7

In Gegensatz zu bekannten enzymatischen Peptidsynthesen in

' Puffersvstemen unta”"gusétz von mit Wasser mischbaren orgas=
nischen Losungsmit eln wmrd durch die’ erf¢ndunésgemaﬁe Verwen-
dung. von Wasqez nzcht mlsckbarﬂn Cosolventlen das in der
Pul ferpndse befindli: naanzvm keinen gehiddigenden Binflissen
ausgemetat, und gleichzeitig kann das Enzym nach der Kupplungs-
reakiion d'rﬂn Pﬁaueu+rann ung sur ackﬂevonnen werdene Durch die
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_ verwendeten inerten,'mit Wagser nibht'mischbaren'organischen _
Losungsmittel werden unerwiinschte Nebenreaktionen, wie sie

" 2e Be bei der literaturbekannten Verwendung von Alkoholen
.mogllch 31nd, vollstandig ausgeschlossen, Der Einsatz immo—
“bilisierter Proteasen erndglicht weiterhin enzymatische Pep~-
tldsynthese ohne Produktausfillung. Die nachgew1esene mehr-

- fache Wlederverwendung gowohl des l®slichen als auch des
immobilisierten Enzyms besitzt eine hohe Ckonomische Relevanz.
Die Erfindung eignet sich sowohl fiir den schrittweisen Aufbau
eineg Peptids als auch fiir Fragmentkondengationen, wobei zur
Blockierung deraenlgen Lunkblonellen Gruppen, die selektiv
geschitzt werdenvsollen, die in der Peptidchemie gebréduch-
lichen Schutzgruppen einschlieBlich polymere Herze mit ge=.
eigneten Ankergruppen hérangezogen werden kéonnen. Als Enzym
aind alle bekannten Proteasen einsetzbar, wobei die Auswahl
des als Katalysator verwendeten Enzyms in Abhéngigkeit vom
Syntheseobjekt aufgrund der Substratspezifitaf erfolgen mu3.
. Interessanterweise konnten mit Hilfe des erfindungsgemiBen
Verfehrens auch N¥-tert.-Butyloxy=-carbonyl-geschiitzte Car-
boxykomponenten mit Chymotrypsin als Katalysator erfolg:ewch
verknlipft werden, obgleich in der Literatur solche Umsetzun-
- gen nicht gelangen. | o '

Die Erfindung soll nachstehend an 6 Ausiuhrungsbelsplelen
nsher erldutert werdene

In deaneisniplen Werdén die Aminosdurennach den international
gultlven Regaln abgekurzt. Zusatzl;ch ‘Werden folgende Abklir—~
- zungen verwendeds o '

A o Acetyl
7 - Benzyloxycarbonyl
N | ' tert.-Bubyl oxyoarbonyl
Okle  HMethylester
DCC - Dicyclohexylcarbodiimid

HOBt 1=Hydroxybenzotriazol:
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‘Beispiel 1

2yn tggse vog;Ac—Leu-PpguLeu-NHZ‘

' a)’mit gelﬁstem,Chgmotrgpgin

66,9 mg (O 2 mmol) Ac-Leu~Fhe~Ole und 26 ng (O 2 mmol)
| Leu-NH2 werden-in 1,5 ml 1,1, E—Trlchlore hen gelos

‘ unter Ruhren mit 0,5 ml elner 0,1 mil Losung ven Chymo-

~ %rypsin in NaHCOB/V oC 3-Puffer (0,2 U, pH 10) versetzt

und 20 Mine bei Raumtemperatur gerlihrt. Das ausgefallene

~ Produkt wird sbgefrittet und nacheinander mit Wasser, 1 N o

b)

HCl, Wasser, NaH003~JBSung sowie noch zweimal mit Wasser
geweschen, AnschlieBSend wird des Produkt bei 110 °C 1 Sid.
getrocknet,

Ausbe 72,6 mg (84 % do Th,)  F. 284 - 285 °c
mit J JNPQbLllSWQ tem Chymotrypsin

Zu einer Suspension von 100 mg an K:Leselge1 f1x1ertem
Chymotrypsin. (entsprechend ca. 2 mg Chymotrypsin) in 1 ml
0,2 M_Carbonatpuffer (pH 9,7) werden 66,9 ng (0,2 mmol)

do-Leu~Phe-Olle und 26 mg (0,2 mmol) Ieu-NH,, geldst in

1,5 ml Dichlormethan, gegeben und 4,5 Std. bei Roumten-
geg

pe“atur intensiv gerubrto Die Reaktlnnvmlsﬂhunr wird auf
eine Glasfritte gebracht und das gesvh@tVue Pept;d mit

- 7mal 1 ml Methanol vom immobilisierten anym abgeldst.

" Dag rlltrwt wird 16 Vel, zuv Trockie gebracht, auf eine

PFritte dberfinrt und wie unter a) aufgegrbelteto

husb, 55 mg (64 %) o Po 284 - 285 °G
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76 9 ng (0 2 mmol)Z—AlamPhe-Ohe und 26 mg (O, 2 mmol)
Leuéﬂq werden mit 0,5 nl Tetrachlorkohlenstoff und 0,5 ml
einer 0 6 mM Losung von Chymotrypsin in NaHCOB/Na2C03-
Puffer (0,2 M, pH 10) versetzt und bei Raumtemperatur 1,5
Std. geriihrt. Das ausgefallene Produkt wird abfiltriert
und nacheinander mit Wasser, 1 N HCl, Wasser, NaHCO3=L6-
sung sowie noch zweimal mit Wasser gewaschen. Anschliefend
wird das Produkt bsi 110 °C 1 otde getrocknet,

dusb, 69,8 mg (72 % do Th.) T 224 - 226 °C

b) mit immobilisiertem Chymotrypsin

76,9 mg (0,2 mmol) Z~Ala-Phe-Olie werden in 1,5 ml Tetra-

chlorkohlenstoff geldst und dazu 26 mg (0,2 mmol) Leu-NH,,

gelSst in 1,2 ml NaHCO,/Na,COs-Putfer (0,2 M, pH 10), )
~ sowie 250 mg an Kieselgel gebundenes Chymotrypein (ent=

~ sprechend ca. 5 mg Chymotrypsin) zugefiigt. Nach 2stdg.

* Rihven bei Raumtemperatur wird der Niederschlag auf eine
Glasfritte dberfilhrt, das Produkt mit 8mal 1 nl Methanol
vom immobilisierten Fnzym abgetrennt und wie unter 1b)
aufgearbeltet. '

Musbe 67,6 mg (70 % do Th.)  F. 224 - 226 °C

Beispiel 3 -

Synthese von Boc-~Leu-Phe-Leu-NE,

18,5 mg (0,2 mmol) Boc-Leu=Phe=Cile und 260 mg (2 mmol)
Leumﬁﬂz werden mit 1,5 ml einer Mlscnung aus ,.1 4*7P1m

chiorethen und Petrolether (30 - 50 0 )vlm,Verhalthﬁp
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1: 2 sowie { ml einer 0,6 mM Losung von Chymotryp31n .

Cin NaH003/182003~?af;er (0,2 M, pH 10) versetzt und 2

Std. bei Raumtemperatur geriihrt. Dag eusgefallene Pro-_‘u
- dukt wird sbgefrittet und nacheinander mit Wasser, 1 N

HCl Wasser, NaFGO3»Loeung gsowie mit der fir die Rea?-
tion verwendeten organischen Losungsmlttelmlschung ge=

"waschen. Das Produkt w1rd uber P205 im Eyslkkator ge-

)

o)

trocknete
Ausbe 84,2 mg (86 % de Th.) F. 205 =208 °¢

[«]2% - 48 ° (c = 0,5, Bthanol)

mit dmmobilisiertem Chymobrypein

78,5 mg (0,2 mmol) Boc-Leu-Fhe~Olle werden in 1 ml Petra=

chlorkchlenstoff gelost und dazu 109,7 mg (O 845 mmol)
J@U“BH2Q geltst in 1 ml Carbonatpuffer (0,2 M, pH 10),
sowie 250 mg an chaeLgel fixiertes Chymotrypsin (ent-
sprechend ca. 5 mg Enzym) gegeben und 4 Stdn. bei Raun-
temperatur geriihrt. Nach Abtrenﬁen'des.Reaktionsproduk—

“tes vom immobilisierten Enzym mit 5mel 1 ml Methanol und

Einengen des Filtretes wird wie iiblich aufgearbeiteto
Ausbs 35,3 mg (36 % de The) F. 203 = 208 °C

[«]22 = 49 ° (c = 0,45, Ethanol)

75,6 mg (0,4 mxo‘) Boc~Leu=Phe-0H und ¢6 ng (O 2 mmol)
Leumnﬁe wevden in 0,5 ml Tet ﬂacnlorhohlenanoff geLOSU,
unter %uh;er mit 1,5 nul einer 1,5 mil busung von Pap

(12 IB/ng) in MeIllvaine-Puffer versetzt und 24 Std. bei
30 qugerﬁhrtesEas usgefallene Produkt wird abgefrwttet
und nacheinander mit Wesser, 0,5 X% hCl, Toroz. Ammoniske
18gung und Vasse er gewaschen. baé Peptid wird iber PQOSI

i“*

getrocknet.
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hugb. 76 mg (78 d. Th. ) F. 205 - 207 °¢
[« - 488 ° (0.5'0,5, Ethano1)

Ein chemosynthetisch nach der DCC/HOBt-Methéde erhal tenes
Ve rgleichspeptid wurde in 61proz. Ausbe erhalten:

P, 205 = 207 °C [e(] - 44,3 ° (¢ = 0,5, Bthanol)

- Beigpiel

Synthese von BOCwAlé-Phe~Leg;NH2

Mnalog dem Beispiel 3a) werden 70,1 mg (0,2 nmol) Boc-Ala-
Phe~Clie und 260 mg (2 mmol) Leu-NH, mit Chymotryp51n als

- Katalysator umgesetzte _ L _

Ausb, 68,6 mg (76,5 % do Th.) B, 186 - 188 °C

Beigpiel 5

" Mnalog dem Beispiel 3a) werden 78,7 mg (0,2 mmol) Boc=Gly~-
Gly-Phe-Olfe und 260 mg (2 mmol) Leu~NH, mit Chymotrypsin als
Katalysator umgesetzt (Reaktionszeit: 1 Std.).

Ausb. 59,1 mg (60 % d. Th.) F. 163 = 165 °¢

_Beiggiel'G

Wlederholte Verwendung des Envzms zurwéﬁnthe se_von
' Ac-aLeu-»pheuL@u»NH2




(0,2 mmol) Ac-Leu=~Phe-Olle und 26 mg (C,2 mmol) Leu-NH

g (0,2 mmol) ACwLeu—?hemOMe nit 26 mg (0,2 mmol) Leu-NH

FEL

200 7 mg (0,6 mmol) Ac~Leu ~Phe~Oile und 78 mg (0 6 mmol)
Leuéﬁﬂ werden mit O, 5 nl Dichlormethan und 1,5 ml elner :
0,1 W Losung von. Chymotryp51n in Carbonatpuffer (0 2 My
pH 10) vergetzt und 20 Min, bei Raumtemneratur gerihrt,
Das ausgefallene Produkt wird abgefrlttet und analog Bel-
gpiel 1a) aufgearbeltet..

Ausb. 202,0 mg (78 % d. Tha) P 284 - 285 °c

Dem nach der Abtrennung des Produktes erhaltenen Filtrat
wird die waﬁrlge ‘Phase entnommen und diese zur Umsetzung
von 133 8 mg (0,4 mmol) Ac~Leu~Phe-OMe mit 52 mg (0,4 mmol)‘
LeuwNH in 0,25 nl Dichlormethan verwendet.

Ausb. 131 2mg (76 % do The) Fo 284 - 285 °o -

-Dag beil der'Abtrennung‘des Produktes erhaltene waﬁrlge :

Filtrat wird einem dritten Ansatz zur Reaktion von 66,9 mg
2.:'Ln
Gugervart von 0,2 ml chhlormethan zugegeben. '

Husb, 64,6 mg (74 % de The) Fo 284 - 285 °c

TS 2 D T LN

'mlx‘vmmob11§§ ﬂLem Chvmotr1p51n

Das bei Beispiel 1b) nach der Produktabtrennung regultiefeh%
de Lmuob111clerte Chymotryp51n wird zur Umsetzung von 66,9
2
verwendet, Es wird wie unter 1b) beschrieben aufuearoeltPUe*
Aqua 53'6 mg (62 yr] de Tn ) . : Fo 28& - 285 C
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Verfahren zur Hérstellung’von Peptiden, bei welchem eine
gelektiv. geschiitzte Aminosdure oder ein selektiv geschiitztes
Peptid, deren in Reaktion tretende Carboxygruppe unblockiert
igt oder eine Estergruppierung trégt, mit einer selektiv
geschiltzten Aminosiure oder einem selektiv geschiitzten Pep-

v. tid‘einschlieBlich der entsprechenden Anide, bei denen die

2,

.30

4e

in Reaktion tretende Aminogruppe unblockiert ist, in einenm
proteasespezifischen Puffersystem mit einem proteolytischen
Enzym umgesetzt wird, wobei nach beendeter'Kupplung und be=
schriebener Aufarbeitung erforderlichenfalls die Schutzgrup=-

- pen nach bekannten Methoden partiell oder total abgespalten

werden, dadurch gekenngzeichnet, daf die Unm~
setzung unter Zusatz von mit Wasser nicht mischbaren orga-
nischen Lasungsmitteln oder Mischungen solcher Logungsmit-
tel durchgefithrt wird. | | |

]Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet,
daf immobilisierte Proteasen eingesetzt werden.

Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekenn =
zelichnet, daB geltste oder immobiligierte Proteasen
mehrfach wiederverwendet werden.

Verfahren nach Punkt 1 bis 3, dadurch ge kenn =
zeichnet, daB als mit Wasser nicht migchbare Lisungse
mittel'vorzugsweise die folgenden Solventien éingesetzt were
den: Dichlormethan, Tetrachlorkohlenstoff, 1,1,2-Trichlor-

'ethen, Petrolether.
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