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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstelluing von Peptiden, die nach volistandiger bzw. partieller
Schutzgruppenabspaltung als Enzymsubstrate oder Peptidwirkstoffe bzw. als Zwischenprodukte von Wirkstoffen
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstsllung von Peptiden aus Aminosauren oder entsprechenden Peptiden, die mit
einer alpha-Aminoschutzgruppe blockiert sind und deren in Reaktion tretende Carboxylgruppe
verestert vorliegt, dadurch gekennzeichnet, daR ein Acylaminosaureester eingesetzt wird, dessen
Kea/Km-Wert groRer ist als der des gebildeten Peptids und als Reaktionspartner eine
Aminokomponente verwendet wird, deren in Reaktion tretende Aminofunktion unblockiert ist und
in deren Sequenz proteasesensitive Peptidbindungen enthalten sind, wobei iinwiaRriger Losung, die
gegebenenfalls organische Losungsmittelanteile und/oder Puffersubstanzen enthélt, in
Anwesenheit eines Enzyms gearbeitet wird, wobei nach Erreichen des Produktmaximums bzw. bei
noch nicht vollstandigem Esterverbrauch die Kupplungsreaktion durch Saurezugabe bzw. Filtration
des immobiiisierten Enzyms gestoppt und nach {iblicher Aufarbeitung Schutzgruppen
erforderlichenfalls partitiell oder vollstéandig entfernt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Enzym eine Serinprotease wie
Chymotrypsin, Elastase o.dgl. bzw. eine Cysteinprotease wie Papain o.dgl. verwendet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR der Acyldonnrester im Vergleich zur
Aminokomponente im Uberschuf3 eingesetzt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dal3 die Protease an einen unldslichen

Trager gebunden ist.
5. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, daR die C-terminale Acyldonoraminoséure
nicht der literaturbekannten Proteasespezifitdt entspricht.

Anwendungsbereich der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Peptiden, die nach gegebenenfalls vollstindiger bzw. partitiel'er
Abspaltung der Schutzgruppen als Enzymsubstrate oder Wirkstoffe bzw. als Intermediate von Wirkstoffen dienen kénnen.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Zur Herstellung von Peptiden kénnen mehr als 140 verschiedene organisch-chemische Verfahren (vgl. Ubersichten: Wiinsch, E.
[1974] Synthese von Peptiden, Houben-Weyl, Bd. 15, 1/2, Methoden der organischen Chemie, Miiller, E. {Hrsg.) Georg Thieme
Verlag, Stuttgart; Jakubke, H.-D., und Jeschkeit, H., Aminosauren, Peptide, Proteine, 3. Aufl., Akademie-Verlag, Berlin [1982])
eingesetzt werden, Bei chemischen Peptidsynthesen werden héufig unerwiinschte Nebenreaktionen beobachtet, d'«
ausbeuteverringernd wirken und langwierige Reinigungsprozesse erforderlich machen. Ein besonders schwerwiegender
Nachtsil der herkémmlichen chemischen Verfahren ist das ungeldste Problem der Racemisierung, die insbesondere bei der
chemischen Verkniipfung von Peptidsegmenten in Erscheinungtritt (vgl. u.a. Meienhofer, J.,[1981] Biopolymers 20, 1761-1784).
Da sie.n Diastereomere kaum vollstindig abtrennen lassen und die chirale Inteyritat fiir die biclogische Wirkung eine notwendige
Voraussetzung ist, besitzen die industriellen Verfahren zur Synthese von Peptiden mittels chemischer Kupplungsmethoden
deutliche Nachteile. Weiterhin miissen bei allen chemischen peptidsynthetischen Operatiorien die Drittfunktionen von
Aminosaurebausteinen wegen der Gefahr von Nebenreaktionen reversibel blockiert werden. Zur Umgehung der aufgezeigten
Schwierigkeiten bietet sich der Einsatz von Biokatalysatoren fiir die Katalyse der Kniipfung von Peptidbindungen an {vgl.
Ubersichten: Jakubke, H.-D., und Kuh!, P., [1982] Pharmazie 37, 89-106; Fruton, J.S., [1982] Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. 8iol.,
53,239-306; Jakubke, H.-D., Kuhl, P., und Kénnecke, A., (1985) Angew. Chem. 97,79-87). Durch die Sterec- und Regioselektivitat
der als Biokatalysatoren eingesetzten Proteasen wird einerseits die optiscne Reinheit der Syntheseprodukte gewihrleistet, und
andererseits ermoglicht der hohe Grad der Reaktionskontrolle einen weitgehenden Verzicht auf den Schutz von
Drittfunktionen.

Allgemein unterscheidet man zwischen gleichgewichtskontrollierten und kinetisch kontrollierten enzymkatalysierten
Peptidsynthesen. Wahrend es sich bei der ersten Variante um die direkte Urnkehrung der Proteolyse handelt, werden bei
kinetisch kontrollierten Synthesen als Carboxykomponenten in der Regel Alkylester eingesetat, die die notwendige temporare
Acylierung der als Biokatalysatoren nur verwendbaren Serin- oder Cysteinproteasen begiinstigen. Die kinetisch kontrollierte
enzymatische Peptidsynthese besitzt wegen der Kiiize der Reaktionsdauer und des geringeren Enzymbedarfs deutliche Vorteile
gegeniiber der gleichgewichtskontrollierten enzymatischen Peptidsynthese {vgl. Ubersicht: Jakubke, H.-D., [1987] in: The
Peptides [S.Udenfriend and J. Meienhofer, Hrsg.) Vol. 9, 5.103-165, Academic Press, New York). Bei Synthesen in homogener
Phase besteht jedoch die permanente Gefahr, da® die als Biokatalysatoren verwendeten Proteasen unerwiinschte
Bindungsspaltungen katalysieren.,

2Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Herstellung chiral einheitlicher Peptide auf kostengiinstige Weise, in guter Ausbeute, bei einfacher
Reaktionsfiihrung.
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Darlegung des Wasens cer Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung von chiral einheitlichen Peptiden in homogener Phase
unter Einsatz von Biokatalysatoren unter Bedingungen der Zuriickdréingung unerwiinschter preoteasekatalysierter
Bindungsspaltungen a-1zugeben. ErfindungsgemiB wird die Auigjabe dadurch geldst, dald Peptide hergestellt werden aus einer
selektiv geschiitzten Aminoséure oder eineim selehtiv geschitzten Peptid, dessen in Reaktion tretende Carboxylgruppe als Ester
vorliagt, und einer Am nokomponente, bei der die in die Reaktion tretende Aminogruppe unblockiert ict, in Gegenwart [oslicher
oder immobilisierter Serien- oder Cysteinproteasen, wobei als Reaktionsmedium Wasser dierit oder ein geeigneter Puffer, dem
gegebenenfalls Anteile: organischer Lésungsmittel 2ugesetat sein kdnnen. Dazu werden N-Acylaminoséureester in Gegenwart
von Proteasen mit Aminokomponenten umgeseta, die selbst proteolysesensitive Spaltstellen enthaiten. Nach Abstoppen der
Reaktion nach Erreichen des Produktmaximums bzw:. vor vollst” .ngem Esterverbrauch und nach iiblicher Aufarbeitung kénren
die Schutzgruppen erforderlichenfalls nach bekannten Methoden partitiel! oder vollstandig entfernt werden. Im Gegensatz zu
bekannten kinetisch kontrollierter: proteasakatalysierten Synthesen unter Einsatz von Serien- und Cysteinproteasen und
einfachen Alkylestern, wvie Methyl- und Ethylestern, wird durch die erfindungsgeméfe Verwendung von
N-Acylaminosiureesten mit hohem K ,/Ky-Wertan in Abhéngigkeit von der Art der Estergruppierung und den
Realtionsbedingungen der Auibau von Peptiden ermdglicht, in denen sich neben der neugeknipften Bindung noch weitere
proteasesensitive Spaltstellen befinden. Dai uber hinaus muf dia C-terminale Acyldoncraminosiure nicht der literaturbekannten
Proteasespezifitit entsp-echen, wodurch die Gefahr der Sekundérhydrolyse zusétzlich verringert wird.

Das erfindungsgemafe \'erfahren zur Herstellung von Peptiden besitzt gegeniiber bisher tekannten Verfahren der
proteasekatalysierten kinatisch kontrollierten Peptidsynthese den Vorteil, da8 unter den neuen Synthesebedingungen ein
losliches Paptidprodukt tratz proteasesensitiver Peptidbindungen in der Sequenzin hoher Ausbeute erhalten werden kann. Esist
allgemein tblich und vorherrschende Meinung, daB ein in homogener Phase gehildetes Peptid mit proteasesensitiven
Soaltstellen einer synchron zur Bildung verlaufenden Proteolyse unterliegt. Es wird erstmals gezeigt, daBl maglich ist,
Enzymsubstrate fiir diejenige Protease zu synthetisieren, die die Peptidkniipfungsreaktion in homogener Losung katalysiert.
Unerwartet fihrt die proteasekatalysierte Kupplungsreaktion zu guten Ausbeuten an Peptid in sehr kurzen Reaktionszeiten bei
Raumtemperatur. Die Erfindung soll nachstehend an Ausfiihrungsbeispielen néher erldutert werden.

Ausfiihrungsbeispiele

In den Beispielen werden die Aminosguren nach den international gliltigen Regeln abgekurzt. Zusétzlich werden folgende
Abkiirzungen verwendet:

pNA 4-Nitroanilid

Glt Glutalry!

Mal Maley! (3-Carboxyacryloyl)
OMe Methylester

OBz1 Benzylester

ONb 4-Nitrobenzylester

DMSO Dirnethylsulfoxid

Beispiel 1

Synthese von Glutary!l-L-leucyl-L-phenylalanin-4-nitroanilid

a) ausgehend von Git-Leu-0Bz1

50041 Wasser/DMSO (9:1, v/v), enthaliend 20 mM Git-Lou-OBz1 und 5mM Phe-pNA, wurden am pH-Stat auf pH 9 gestellt, und
danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,15 mg Chymotrypsin bei 25°C gestartet. Nach 5min wurde durch Zugabe von 6 N
HCl auf pH 3 gestellt und damit die Rez kion gestoppt. Die Ausbeute wurde durch HPLC analytisch bestimmt und betrug 34%
d.Th.

b) ausgehend von Git-Leu-ONb

Wie Beispiel 1a, aber mit 20mM Glt-Leu-ONb anstelle von Git-Leu-0821. Nach 5min 63% d.Th,

Beispiel 2

Synthese von Maleyl-L-leucy!-L-phenylalanin-4-nitroanilid

a) ausgehend von Mal-Leu-OMe

Wie Beispiel 1a, aber mit 20mM Mal-l.eu-OMe anstelle von Glt-. 3u-OBz1. Nach 10min 3% d.Th.
) ausgehend von Mal-Leu-OBz1 .

Wie Beispiel 1a, aber mit 20mM Mal-Leu-OBz 1 anstelle von Glt-Leu-OBz1, Nach 5min 65% d.Th.
¢) ausgehend von Mal-Leu-ONb

Wie Beic;-1et 1a, aber mit 20mM Mal-Leu-ONDb anstelle von Gli-Leu-OBz 1. Nach 5min 80,5% d.Th.
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