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(54) Verfahren zur enzymatischen Abspaltung von Thiol-Schutzgruppen

(57) Die Erfindung bezieht sich auf die enzymatische Abspaltung von Thiol-Schutzgruppen bei Aminoséure- und
Peptidderivaten im Rahmen der Peptidsynthese. Das Verfahren dient der Gewinnung von Peptidderivaten, die
Thiol-Komponenten enthalten, bei hoher Reinheit der Produkte, hoher Ausbeute und schonenden
Reaktionsbedingungen. Die Erfindung beinhaltet die enzymatische Abspaltung von S-Phenacetamidomethyl- oder
S-Phenoxyacetamidomethyl-Gruppen in einem Zwei-Stufen-ProzeR, wobei Enzyme vom Typ der .
Penicillinamidohydrolasen zum Einsatz kommen. Die Enzympréparate konnen auch in immobilisierter Form
angewendet werden.
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1. Verfahren zur enzymatischen Abspaltung von Thiol-Schutzgruppen gekennzeichnet dadurch, daR als Thiol-Schutzgruppen
solche verwendet werden, die als S-Acylamidomethyl-Gruppen zunichst enzymatisch an der Sdureamidbindung der .
Schutzgruppe gespalten werden und dann die verbleibende S-Aminomethylthioverbindung spontan unter Freisetzung der
Thiol-Funktion hydrolysiert wird, wobei Enzyme vom Amidohydrolase-Typ eingesetzt werden, die besonders auf den an der
S-Acylamidomethyl-Schutzgruppe beteiligten Acylrest eingestellt sind.

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR als Thiol-Schutzgruppen die S-Phenacetamidomethyl- und die
S-Phenoxyacetamidomethyl-Gruppen und weitere S-Acylamidomethyl-Gruppen, die ebenfalls enzymatisch gespalten werden
kdénnen, eingesetzt werden.

3. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daR als Enzyme solche vom Typ der Penicillinamidohydrolasen aus
Mikroorganismen verwendet werden.

4. Verfahren nach Punkten 1-3, gekennzeichnet dadurch, daR.dies Verfahren vorzugsweise zur Synthese von Peptiden,
Peptidderivaten und Aminoséurederivaten eingesetzt wird, deren Thiol-haltigen Bausteine zeitweise durch Schutzgruppen
blockiert sein missen.

5. Verfahren nach Punkten 1-4, gekennzeichnet dadurch, daR die Abspaltung der Acylgruppe und die nachfolgende Freisetzung
der Thiol-Funktion in Wasser oder in Mischungen mit Wasser und organischen Lésungsmitteln im pH-Bereich 610 erfolgt.

6. Verfahren nach Punkten 1-5, gekennzeichnet dadurch, daR die Enzyme auch in immobilisierter Form eingesetzt werden kdnnen.

7. Verfahren nach Punkten 1-6, gekennzeichnet dadurch, da die Enzymwirkung im Temperaturbereich 283—323 K zur Anwendung
kommt.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren der Peptidsynthese und ihrer Randgebiete, soweit die Aminoséure Cystein bzw. ihre Homologen
(wie z. B. Homocystein), die entsprechenden Desaminoderivate oder Decarboxyverbindungen Verwendung finden.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Zur Verwendung thiolgruppen-haltiger Verbindungen bei der Peptidsynthese ist es notwendig, die SH-Funktion temporir zu
schitzen. In der Fachliteratur sind dazu etwa 100 Schutzgruppen beschrieben (Amino Acids, Peptides and Proteins, Vol. 1-15, The
Royal Society of Chemistry, London 1968—1984; E. Wiinsch [Ed.]: Synthese von Peptiden, Houben-Weyl Vol. 15/1 und 15/2,

G. Thieme Verlag, Stuttgart 1974). Allgemein ist bekannt, daR die Abspaltung von Thiolschutzgruppen drastische Bedingungen
erfordert (z. B. Natrium in fliissigem Ammoniak, flissiger Fluorwasserstoff, lod in Methanol, Quecksilbersalze, .
Trifluormethansulfonséure), wobei haufig Nebenreaktionen beobachtet werden, welche Ausbeute und Reinheit der Produkte
beeintrachtigen. N .

Die vorteilhaften Eigenschaften von S-Acylamidomethyl-Schutzgruppen als S-Schutzgruppen bei der Synthese thiolhaltiger Peptide
bzw. ihrer Disulfidderivate (D. F. Veber, J. D. Milkowski, R. G. Denkewalter, R. Hirschmann: Tetrahedron Lett. 1968, 3057;

D. F. Veber, J. D. Milkowski, S. L. Varga, R. G. Denkewalter, R. Hirschmann: J. Amer. Chem. Soc. 94, 9456 [1972]; H. Arold, M. Eule
in: Peptides 1972 [Eds. H. Hanson, H.-D. Jakubke] p. 78, North-Holland. Publ. Co, Amsterdam 1973; P. Hermann, E. Schreier: ibid.
p. 123; R. G. Denkewalter, D. F. Veber, F. W. Holly, R: Hirschmann: J. Amer. Chem. Soc. 91, 502 [19689]; P. Hermann, E. Schreier; J.
prakt. Chem. 316, 719 [1974] ) werden durch die bisher bekannten Abspaltungsmethoden (z. B. Hg?*-lonen, I, in Methanol)
eingeschrankt.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist, unter Beibehaltung der S-Acylamidomethyl-Schutzgruppen fiir die Thiol-Funktion, bei der Synthese
Thiol-haltiger Aminoséure- und Peptidderivate eine schonende, selektive, 6konomisch befriedigende Abspaltungsmethode fiir
Thiolschutzgruppen einzufiithren, die hochreine Produkte liefert.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Enzyme zur Abspaltung von S-Acylamidomethyl-Gruppen einzusetzen und damit die

Méngel der bisherigen Verfahrensweise zu (iberwinden.
Merkmale der Erfindung sind deshalb gem3R Schema 1

mzym’ :
'Acyl—ﬁH—CEE-S—R + H20 — HQE—GHQ-S-R + Acyl-0H

schema 1 H2O spontan

KE, CH,0, HS-R
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1. Die Abspaltung der S-Schutzgruppe in einem Zweistufenproze® ablaufen zu lassen, wobei nur der erste Schritt enzymkatalysuart
ablauft, der zweite Schritt spontan erfolgt und die gewiinschte Thiolverbindung liefert.
2. In der 1. Phase solche Enzyme einzusetzen, die vom Amldohydrolase -Typ sind und deren Spezifitdt besonders auf den Acylrest
der zu spaltenden Bindung ausgerichtet ist. '
3. Solche Acylamidomethyl-Schutzgruppen emzusetzer\ deren Acylrest den Erfordermssen der Spezifitat der einzusetzenden
Enzyme vom Amidohydrolase-Typ entspricht.
ErfindungsgemaR werden Enzyme vom Typ der Penicillinamidohydrolasen (EC 3.5.1.11) aus M|kroorgan|smen eingesetzt. Es werden
Peptide, die Thiol-haltige Bausteine enthalten, unter Verwendung von S-Phenylacetamidomethyl- oder
S-Phenoxyacetamidomethyl-Schutzgruppen oder anderen S-Acylamidomethyl-Schutzgruppen, die eine oben geschilderte
“Substratfunktion besitzén, aufgebaut und zum gewiinschten Zeitpunkt der Synthese in waRriger Losung oder in der Mischung.von
Wasser mit organischen Lésungsmitteln im pH-Bereich der optimalen Wirkung dem katalytischen Einflu der
Penicilliiamidohydrolasen ausgesetzt. Dies kann im homogenen oder heterogenen System erfolgen, wobei auch die
Penicillinamidohydrolasen an l6sliche oder unldsliche makromolekulare Trager gebunden oder anderweitig immobilisiert sein
kdnnen. Reaktionstemperatur und Enzym/Substrat-Verhiltnis werden durch Vorversuche ermittelt und optimiert. Die nach diesem
AbspaltungsprozeR erhaltenen Thiol-Verbindungen kénnen in gewiinschter Weise weiter umgesetzt werden, z. B. zu Disulfiden.

Ausfiuhrungsbeispiele

1. In einer Inertgasatmosphare werden bei pH 7 und 310 Kin 10%igem Dimethylformamid 0,2 mmol
tert.-Butyloxycarbonyl-S-Phenoxyacetamidomethyl-L-cystein mit 1 mg teilgereinigter Penicillinamidohydrolase aus Bakterien

(T. A. Savidge, M. Cole: Methods Enzymol. 43, 705 [1975]) oder Pilzen (H. Vanderhaeghe: Methods Enzymol. 43, 721 [1975])
inkubiert. Nach Erreichen des quantitativen Umsatzes wird das entstandene tert.-Butyloxycarbonyl-L-cystein nach bekannter
Verfahren zum Disulfid oxydiert, isoliert und nach Rekristallisation aus Essigsaureethylester/Hexan werden in 90%iger Ausbeute
Kristalle von Di-tert.-butyloxycarbonyl-L-cystin vom Fp. 418419 K erhalten Das Préparat ist in mehreren Losungsmittelgemischen
chromatographisch einheitlich.

2. Analog wie im Beispiel 1 werden 0,2 mmol S-Phenacetamidomethyl-glutathion, die nach bekannten Verfahren aus
tert.-Butyloxycarbonyl-L-glutamyl-(a-tert.-butylester)-y-S-phenacetamidomethyl-L-cysteinyl-glycin gewonnen wurden, mit 1 mg
Penicillinamidohydrolase aus Bakterien inkubiert. Das entstandene Glutathion wurde mit Wasserstoffperoxid zum Disulfid oxydiert
und durch Saulenchromatographie an einem Molsieb gereinigt. In 77%iger Ausbeute wird Glutathion-disulfid mit einem

Fp. 448—453 K erhalten. [a]¥ = —105°.

3. Tert.-butyloxycarbonyl-S-phenacetamidomethyl-L-cystein wurde bei pH 7,6 und 318 K in Gegenwart von 1% Dimethylformamid
durch eine immobilisierte Penicillinamidohydrolase (kovalent gebunden an Copolymerisat von 2-Hydroxyethylmethacrylat und
Ethylendimethacrylat welches durch Epoxydgruppen modifiziert war) analog Beispiel 1 zu tert.-Butyloxycarbonyl-L-cystein
umgesetzt.

4. S-Phenacetamidomethyl-B-mercaptopropionséure (10~ mol/l) wurde bei pH 8 und 298 K durch Penicillinamidohydrolase aus
Bakterien zu B-Mercaptopropionsdure umgesetzt.
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