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tabilitét, Verbesseruna der Transporteigenschaften sowie einer
ﬁelnflugsung der pharmakologischen und physioclogischen FEigenschaften.
ie Aufgabe, solche Wirkstoffe zu entwickeln, wurde dadurch geldst,
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Verfahren zur Herstellung von neuen Peptidwirkstoffen ‘.

Anwenduncsgebiet der Erfindung

Die Erfihdung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von ncuen’
Peptiduwirkstoffen, die sowohl cyclische als auch lineare Struk-
turen im Molekil enthalten. Durch die erfindungsgemaBe Bindung
von linearen Peptidwirkstoffen bzw. biologisch aktiven Wirk-
stoffanalogé, darunter verkiirzten oder modifizierten Teilse-
quenzen (im folgenden auch als Wirkstoff bezeichnet), an cyc=
lische Peptidstrulkiuren werden Wirkstoff-Cyclopeptid=Konjugate
mit potentieller Wirkungsverstdrkung, einschlieBlich einer
prologierten bzw. differenzierten biologischen Aktivitédt, er-
halten, die durch Substitution an bestimmten funktionellen
Gruppierungen Gber ein weites Spektrum modifiziert werden kénnen.
Die Erfindung ist von Bedeutung fir die pharmazeutische Indu-
strie, die klinische Pharmakelogie und Diagnostik.

Charakteristik der bekannten techniechen Lésungen

Es ist eine grofie Zahl von Verfahren zur Knipfung von Peptid-
bindungen bekannt. Auch sind Verfahren beséhrieben, die zur
Cyclisierung linearer Peptide fuhren (vgls E. Winsch, Synthese
von Pegptiden - Houben - Weyl Bd. 15/1 und II, Methoden der
organischen Chemie, Ed. E. Maller, Gaorg Thieme Verlag Stutt-
gart, 1974). _

Obwohl eine Verankerung von Wirkstoffen, darunter pharmakolo~
gischer und agrochemischer Art, an polymere Tréger, vor sllem

- 2 -



-2~ 220769

nit immunologischer Aufgabenstellung und zur Depotwirkung,
seit léngerem bekannt ist (G.E. Allan et al., Nature 234,

849 (1971); H.G. Batz et al., Angew. Chem. 84, 1189 (1972);

K. Hofmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73, 3516 (1976),

ist eine kovalente Fixierung von Peptidwirkstoffen an cycli-
sche Peptidstrukturen mit der Zielstellung einer Wirkungs=-

verstérkung bisher in der Literatur nicht beschrieben worden..

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung bésteht in der Herstellung von Peptid-

wiirkstoffen bzw. biologisch aktiven Wirkstoffanaloga mit ver-

besserten Eigenschaften, insbesondere einer Wirkungsverstar-

kung, Erhdhung der Stabilit#t, Verbesserung der Transport=-

eigenschaften sowie einer Beeinflussung der pharmakologischen
und physiologischen Eigenschaften.

-

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Peptidwirkstoffe
bzw. biologisch aktive Wirkstoffanaloga zu entwickeln, die
folgende Vorteile aufweisen:

a)

b)

Potentielle Wirkungsverstédrkung des betreffenden Wirk-

stoffes, einschliellich prolongierter bzw. differenzierter

biologischer Wirkungen infolge Anderung der Molekilpara-
meter, besonders der Hydrophobie der Molekilstruktur

Potentielle Verbesserung der Transporteigenschaften des
betreffenden Wirkstoffes

Beeinflussung der pharmakologischen und physiologischen
Eigenschaften des betreffenden Wirkstoffes durch entspre-

chende Substitution an geeigneten funktionellen Gruppen -

-3 -
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der Peptidketten, die die Lipophilie der Molekilstruktur
und andere physiko-chemische Parameter gezielt verindern

d) Erhohung der Stabilitat des betreffenden Wirkstoffes ge-
geniiber enzymatischem Abbau, ' '

Die Aufgabe wurde dadurch gelost, dal® Peptidwirkstoffe bzw.
hiologisch aktive Analoga, darunter verkiirzte oder modifizier-
te Teilsequenzen, durch Saureamidbindungen - ehtweder tiber
freie¢ ¢/ - oder f-Amino- bzw. Carboxylgruppen oder (ber Brucken-
‘reagenzien = kovalent an cyclische Peptide gebunden werden.

tio mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens dargestellten
verbindungen sind durch die allgemeinen Formeln I bis IV

i—x - (X), - T—I , 1
) .
' I
Ly - (), =Y -w IT
|
Z - (X), - T‘j . III
W
N |
Z = (X), =Y =V v

/ ‘ :
gekennzeichnet, worin

W - fiur die AminosBuresaquenz eines Wirkstoffes
X -~ fir einen beliebigen Aminosdurerest

Y - fir Asp, Glu (Verbindungstyp I bis III), Lys, Orn, Dab (Ver-
- bindungstyp I, III, IV)
4'(Abkurzungan fir Aninosauren und Peptidderivate vgl. IUPAC-

ﬁ=(4l-!
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IUB Commission on Biochemical Nomenclature - J. Biol.
Chem. 247, 977 (1972)

Z - im Falle von Y = Glu, Asp, Lys, Orn, Dab fir Lys, Orn
und Dab (Verbindungstyp III) und
im Falle von Y = Orn, Lys, Dab fur Glu und Asp (Ver=
bindungstyp IV)

stehen und

n -~ die Bedeutung O, 1, 2, 3, 4, 8, 10 besitzt.

Die lineare Vorstufe der gewlnschten cyclischen Peptidstruk-
tur mit selektiv geschitzter Seitenkettenfunktion (Verbin-
dungstyp I und III) bzw. mit selektiv geschitzter C-termina-
ler Carboxylgruppe an Y (Verbindungstyp II und IV) wird nach
den bekannten Verfahren der Peptidchemie aufgebaut {(vol. E.
Winsch, s.c.), danach in eine fir die baabsichtigté Cycli~
"sileryngsstrategie

DCCI~Verfahren mit Zusatzkomponenten (A)

Mischanhydrid-Methode (B) 2

Azidverfahren (C)

Aktivesteraminolyse (D)

erfordarliche Struktur der allgemeinen Formeln V bis VIII

r
R R ?
HN = X = (X) =Y =T (V)
R R T
S ' |
HoH = X = (X) =Y =S (V1)
Hz?' R ‘S |
§ - Z = (X) =Y =T (VII)

N5“
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) = Y =8 | (viIiy,

worin X, Y, Z und n wie zuvor definiert sind und R, S, T folgen-
de Bedeutungen besitzen:

R = in Abhéngigkeit der Synthesestrategie eventuell erfor-
derlicher Seitenkettenschutz bei trifunktionellen Amino=-
_séuren

§ - entsprechend der Festlegung fir Y und Z eine &~— oder
W -Amino~ bzw. ¢ - oder L -Carboxylschutzgruppe

7 =~ OH (Cyclisierungsvariante A bzw. B)
NH-NH2 (Cyclisierungsvariante C), Uberfihrung ins Azid
aktivierter Ester (Cyclisierungsvariante D)

tberfihrt und nach einer der genannten Strategien der Ring-
schluBreaktion unterworfen. Man erh&lt nach Reinigung an
Yonenaustauschern und Sephadex-Gelfiltration als Zwischen~

produkte die cyclischen Peptide der allgemeinen Formeln IX bis
XII '

G- e, - v (1)
P ‘
R R S
Lo e, - v - e
bk |
§-2- (X) = v (XI)
. l
RS
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s~%-(><)-—~.l'-»s» (X11),

~worin X, Y, Z, R, S und n die oben genannte Bedeutung haben.

Nach selektiver Freisetzung der Seitenkettenfunktion an Y

wird an das cyclische Peptid der vorgesehene lineare Peptid-
wirkstoff kovalent gebunden. Dabei kénnen auch verkiirzte

oder modifizierte Teilsequenzen des linearen Peptidwirkstoffs
eingesetzt werden. Man verwendet Sequenzen, die fur die »
kovalente Bindung geeignete teilgeschitzte Strukturen besitzen
und knipft die Bindung dber eine freie N-terminale Amino-

bzw., C~terminale Carboxylgruppe bzw. eine freie & ~Amino-

oder Cerboxylfunktion in der Seitenkette oder Uber sogenannte
Bruckenreagenzien, wie Dicarbonsauren bzw. Alkyldiamine unter-
schiedlicher Kettenlénge, nach den Gblichen Methoden der Peptid=-
chenie.

AnschlieBend werden die verbliebenen Schutzgruppen unter den

in der Peptidchemie Gblichen Bedingungen durch Acidolyse,
Hydrogenolyse, alkalische Hydrolyse oder Hydrazinolyse entspre-
chend der Zielstellung vollsténdig oder teilweise entfernt.
Nach Reinigung, vorzugsweise durch Sgulenchromatographie an
Kieselgel bzw. Sephadex wird das gewiinschte Wirkstoff-Cyclo~-
peptid-Konjugat der allgemeinen Formeln I bis IV erhalten.

Die erfindungsgemih hergestellteh Verbindungen weisen eine er-
hohte bzw. prolongierte oder differenzierte biologische Akti-
vitdt auf.

Die Erfindung soll nachstehend anhand von Ausfihrungsbeispielen
ndher erliutert werden.

Austihrungsbsispiele

Es werden folgende Abkirzungen verwendet:
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 Aminossuresymbole entsprechend IUPAC-IUB Commission on
Biochemical Nomenclature, J. Biol. Chem. 247, 977 (1972)

AcOH , Essigséure

Boc o tert .~-Butylox <ycarbonyl

DC ' Dinnschichtchromatogranm, ~chromato-
: : ~ graphisch

DCCI N,N'~Dicyclohexylcarbodiimid ¢

DMF Dimethylformanid :

EE Essigsdureethylester

Fp- Schmelzpunkt

i. vak. . im Vakuum

¥ine. Minuten

OBut tert. Butylester

CMe - - Methylester

OPfp Pentafluorphenylester

RT Raumtemperatur

TEA Trifluoressigsaure

THF Tetrahydrofuran

z Benzyloxydarbonyl

Folgende Laufmittelsysteme (in Voldnenanteilen) zur Dinn-
schichtchronatographie auf Silicagel- Fertlgplatten (Silufol
Uv 254, CSSR) wurden verwendet :

BAW 2—Butanol~Ameisenséﬁre»Wasser . 80 + 20 + 20

BEW i~Butanol-Essigsiure~Wasser 75 + 13,5 + 11,5
oM Chloroform-tMethanol 90 + 10

EPEW Essigester-Pyridin-Essigsiure-Wasser 10 + 10 + 10 + 10

Bei den Aminosiureanalysen stellt die mit at') gekennzeichnete
Aminosdure den Bezugswert dar.
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Beispiel I

kovalenté-sindung von Substanz P (7-11) -~ Pentapeptid an
cyclo (Glu=Pro) '

cyclc (CGlu - Pro)

b Phe - Phe - Gly - Leu - Met ~ NH,

I. 1. cyclo (%lu - Pro)
' OH

Von 4,5 g (10 mMol) Z-Glu(OBut)=Pro~CMe in Methanol wird mit
Pd/Kohle (10%) die Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe bei 30°C
hydrogenolytisch entfernt. Danach wird der Katalysator ab-
filtriert und das Filtrat i. Vak. auf ca. 30 ml eingeengt.
Nach Zugabe einiger Tropfen 32%-iger Ammoniakldsung wird der
Ansatz 24 h bei ca. 45°C stehen gelassen, anschlieBend i. Vak.
eingeengt, mit Ether verrithrt, abfiltriert und der erhaltene
Riickstand zur Entfernung der tert. Butylestergruppe mit 20 ml
Trifluoressigsdure bei RT behandelt. Nach 45 Min. wird das
Spaltreagenz i. Vak. abgezogen und der ¢lige Rickstand mit
Ether digeriert, abgesaugt, mit £ther gewaschen und Uber
P,05/KOH getrocknet.

Ausbeute: 0,85 g (38 % d. Th., tiber 3 Stufen)
Fp: 173 - 175°%C
[]2%: - 110,0° (c=1, AcoH)
DC: einheitlich in BEW, CM, EPEW
c

O4 (226,33) Ber. C 53,09 H 6,24 N 12,8

" Gef. C 62,89 H 6,858 N 12,70

10M14N2
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I.2. H ~ Phe - Phe = Gly ~ Leu = Met - NH, o HCl

2
Der Aufbau des Pentapeptids erfolgte ausgehend von 3,0 g

(10 miol) H-Lou-Met-NH,«HCL (H.-D. Jakubke, Ch. KleBen, K.
Neubert: J. prakt. Chem. 318, 640 (1277) durch schrittweise
Anknipfung der entsprechenden tert.~Butyloxycarbonylamino-
saure~pentafluorphenylester (i3 mMol) in DMF (K. Neubert, B.
Hartrodt, S. Koch, M. Bienert, E. Klauschenz, H.~D. Jakubke;
Die Pharmazie, im Druck). Zur Deblockierung der N¥Aminoschutz-~
gruppen diente jeweils 1,1 n HCl/AcOH - 30 Min. bei RT.

Ausbeute: 5,2 g (80 % d. Th.)
Fp Zers. ab 140°C
[] 33: =~ 77,6 ° (c=t, DMF)

DC: .einheitlich in BEW, EPEW

-

I. 3. cyclo (Glu ~ Pro)

[-Phe - Phe = Gly ~ Leu -~ Met - NH2

a) Kovalente Bindung nach der Miscﬁanhydrid—Technik

0,4 g (1,77 mMol) cyclo (Glu ~ Pro) werden in 20 ml THF/DMF
(4:1) gelést und nach Abkihlen auf -15°C mit 0,22 ml (1,77 mMol)
N-Ethylmorpholin versetzt., Unter RUhren gibt man 0,23 nl

(1,77 mbol) Chlorameisensédureisobutylester zur Lésung. Nach

8 Min. fligt man 0,18 ml (1,42 mMel) N-Ethylmorpholin und sofort
danach 0,92 g (1,42 miMol) HmPhenPhe—GlymLeu-Met-sz.HCl in 10 ml
THF hinzu. Man rihrt 2 h bei -15°C und 12 h bei RT. Danach wird
- das Losungsmittel i. Vak. abgezogen, der Rickstand mit Wasser
ausgerihrt, abgesaugt und auf der Fritte nacheinander mit

Biiger KHSO4wLésung, Vlgsser, gesittigter Na!COsnLésung und Wasser
gewaschen und i. Vak. Uber Pr0g getrocknet. AnschlieBend wird

- 10 =
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das Rohprodukt jeweils 2 mal mit 25 ml Methanol und Ether
extrahiert und aus Essigsédure/Ether umgefadllt.

Ausbeute: 0,44 g (38 % d. Th.,)
Fp: 172,65 - 173,5°C
[€]32: - 48,2° (c=1, AcoH)

DC: einheitlich in CM, EPEW
Aminosduren~Analyse: Glu Pro Phe Gly Leu”  Met
Ber. 1 i 2 1 1 i

cefe 0,88 0,92 2,04 1,00 1,00 0,87

Bioclogische Testung: Kontraktion am isolierten Meerschwein-

- chen~Ileun
Relative Aktivitit: 27 % (Substanz P 2 100 %)
Vergleichswert fir Substanz P (7-11)-Pentepeptid: 1,4 ¥

-

b) Kovalente Bindung nach dem Konig=Geiger-Verfahren

Zu einer auf -5°C gekithlten Losung von 0,3 g (1,33 mMol)
cyclo(Glu-Pro), 0,84 g (4,3 mMol) H-PhemPheuGlynLeu«Met»NHz.HCl,
0,17 ml (1,3 mMol) N-Ethylmorpholin und. 0,2 g (1,46 mMol) N-Hy-
droxybenzotriazol in 8 ml DMF gibt man 0,3 g (1,46 miMol) DCCI in
2 ml DMF hinzu und 148t den Ansatz 0,5 h bei ~5°C, 2 h bei 0% ‘
und 12 h bei RT rihren. Nach Zugabe einiger Tropfen AcOH wird die
Reaktionsmischung auf 0°c abgekiihlt, der sich gebildete Di-
cyclohexylharnstoff abgetrennt, i. Vak. eingeengt und das Roh-
produkt durch Zugabe von S%iger KHSO ,=LOsung ausgefallt.

Der Feststoff wird wie unter a) beschrieben aufgearbeitet.

Ausbeute: 0,35 g (33 ¥ d. The)
Fp: 172 - 174 °C

&6]52; - 43,0° (c=1, AcOH)
DC: einheitlich in CM, EPEW
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Beispiel II

Kovalente Bindung von Substanz P (6 11)~Hexapeptid an cyclo
(Glu-Pro)

cyclb (Glu~Pro)

Gln ~ Phe -~ Phe - Gly ~ Leu - Met = NH2 -

0,23 g (1 mMol) cyclo(Glu~Pro) werden unter Rithren in 12 ml
THF/DMF (3:1) geldst und bei -15°C mit 0,13 ml (1 mMol)
N-Ethylmorpholin und 0,13 ml (1 mMol) Chlorkohlensédreiso-
butylester versetzt. Nach 8 Min. gibt man 0,1 ml (0,8 nMol)
N-Ethylmorpholin und sofort danach 0,62 g (0,8 mMol)
H-Gln~Phe~Phe-Gly-Leu-tet. -NH, HC1l (erhalten nach I.2. durch
Umsetzung von HnPhenPhe—Gly-Leu—Met~NH2 mit Boc-Gln-OPfp und
'anschlie%ende Deblockierung mit 1,1 n HCl/AcOH - 10 Min. beil
10°¢ ¢, umkrista llisiert aus Methanol/EE; Fp: 228 - 28300,
[m{]“z. - 43,0 © (c=0,5; iDIF) in 10 ml DIF) hinzu.

Der Ansatz wird 2 h bei -15°C und 12 h bei RT geruhrt und wie
unter I.3.a) beschrieben aufgearbeltet.

Ausbeute: 0,82 g (42 % d. Th.)
209 - 210,5°C
[£]23: - 56,8 ° (c=0.5; AcoH)
DC: eipheitlich in CH, EPEW

Aminosauren-Analyse: Glu Pro Phe Gly Leu*  Met
Ber. 2 1 2 i 1 1
Cef. 2,00 0,92 2,07 1,00 1,00 0,85

Biologische Testung: Kontraktion am isolierten Meerschweinchen-

. Ileun
Relative Aktivitét: 227 %  (Substaenz P & 100 %)
Vergleichswert fir Substanz P (G-11)~Hexapeptid: 50 %
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- Erfindungsanspruch . - .

‘1. Verfghren zur Herstellung von neuen Peptidwirkstoffen, die
sowohl cyclische als auch lineare Strukturen im Molekil
enthalten, dadurch gekennzeichnet, dal Wirkstoff-Cyclo~
peptid-Konjugate der allgemeinen Formeln I bis IV

' ]
Lx - ), - T—J N (X), = Y - W
' W
I 1I
r e 1
Z—(K)n-—“(—-' Z- (X), =¥ =W,
W
III v
worin

¥ - fur die Aminosiurefrequenz eines Wirkstoffes

X - fur einen beliebigen Aminosaurerest

Y - fur Asp, Glu (Verbindungstyp I bis III), Lys, Orn,
Dab (Verbindungstyp I, III, IV)

Z - im Falle von Y= Glu, Asp, Lys, Orn, Dab fir Lys, Orn_
und Dab (Verbindungstyp III) und im Falle von Y= Orn,
Lys, Dab fir Glu und Asp (Verbindungstyp IV)

stehen und

n ~ die Bedeutung 0, 1, 2, 3, 4, 8, 10 besitzt,

aus cyclischen Peptiden der allgemeinen Formeln IX bis XII,
die durch RingschluB linearer Strukturen der allgemeinen
Formeln V bis VIII entstehen

R R S | | R R T
| y RN
H =X () =Y~ 3 HN=X~(X) ~Y=S

v ' VI
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&
TR
§-zZ=- (X) -Y=T §-2=-(X), ~Y-s
VIiI VIII
Eﬁ - K - v lf% - (g - & -3
R R L R R
IX X
S Z ”J v
~Z (X)), - Y §=-2-(X),-Y=-5
: I :
R S R
XI : XII,

worin X, Y, Z und n wie zuvor definiert sind und

R -~ in Abhéngigkeit der Synthesestrategie eventuell er-
| forderlicher Seitenkettenschutz bei trifunktionellen
Aminosduren |
§ - entsprechend dar Festlegung fir Y und Z eine of - oder
L) -Anino- bzw. o - oder W -Carboxylschutzgruppe
T~ OH, NH - NH, , aktivierter Ester

bedeuten, _ _
und linearen Peptidwirkstoffen bzw. biologisch aktiven
Analoga, darunter verkiirzten oder modifizierten Teilse-
quenzen, durch kovalente Verknipfung gewonnen werden.

Verfahren nach Punkt-i, dadurch gekennzeichnet, daB die
cyclischen Peptide mit in Abhéngigkeit.von'der Aminosdure~
sequenz und unter Bertcksichtigung essentieller Struktur-
elemente partialgeschlitzten Peptidwirkstoffen bzw. biolo-
gisch aktiven Analoga, darunter verkiirzten oder modifizier-

-3=
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ten Teilsequenzen, Uber eine freie N-terminale Amino-
bzw. C~-terminale Carboxylgruppe bzm. eine freie W -Amino-
oder Carboxylfunktion in der Seitenkette oder {ber Brik-
kenreagenzien, wie Dicarbonsduren oder Alkyldiamine, Gber
Siureanidbindungen verknipft, anschlieflend die verblie~
benen Schutzgruppen vollsténdig oder partiell entfernt
werden und nach Reinigung die Wirkstoff-Cyclopeptid-Kon-

. jugate erhalten werden.,

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB die
cyclischen Peptide der allgemeinen Formeln IX bis XII
durch RingschluB der linearen Strukturen V bis VIII ge-
bildet werden, wobei als Cyclisierungsstrategie das DCCI-

Verfahren mit Zusatzkomponenten oder die Mischanhydricd-

Methode gewshlt werden, wenn T fUr OH steht, das Azid-
verfahren gewdhlt wird, wenn T fir NH - NH, steht und die
5ktivesteraminolyse gewsdhlt wird, wenn T fur aktivierter
Ester steht.
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