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Zusammenfassung

Die Synthese von 3-Nitro-4-aminomethylbenzoylpolyethylenglykol und seine An-
wendung in der Fliissigphasenpeptidsynthese wird beschrieben. Vollgeschiitzte
Peptide kdnnen durch Photolyse als C-terminale Amide quantitativ vom polymeren
Trdger abgespalten werden.

Bei der Fliissigphasenmethode zur Synthese von Polypeptiden wird Polyethylen-
glykol (PEG) als solubilisierende C-terminale Schutzgruppe zum stufenweisen
Aufbau der Peptidkette verwendet1_3. Zur Fixierung der C-terminalen Amino-
sdure an PEG sind inzwischen eine Reihe von Methoden beschrieben worden, die
eine schonende und milde Abspaltung des Peptids mit freier Carboxylgruppe vom
polymeren Tré&ger erméglichen3_6. Durch die im Folgenden beschriebene Ver-
wendung von photolabilen 3-Nitro-4-aminomethylbenzoylderivaten des PEG (siehe
Schema 1) ist es erstmals gelungen, vollgeschiitzte Peptidamide unter milden
Bedingungen quantitativ vom PEG abzuspalten. Die hdufig beobachteten Neben-
reaktionen bei der Abspaltung des Peptids durch Aminolyse werden somit um-
gangen. Die Uberfilhrung der endstindigen OH-Gruppen von PEG in NH2—Gruppen7
("Amino-PEG") erlaubt eine vollst&ndige Derivatisierung des PEG mit der photo-
labilen Ankergruppe und fiihrt damit zu hohen Beladungsausbeuten.
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Die neuen ldslichen Trédger wurden entsprechend Schema 1 dargestellt. PEG bzw.
PEG-NH, 1l (Mol. Gew. 6000) wurden in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodiimid

(10 Eq.) mit 3-Nitro-4-bromomethylbenzoylsdure 2 (10 Eq.) in Methylenchlorid
zum entsprechenden 3-Nitro-4-bromomethylbenzoylpolyethylenglykol 3 (0.29 mM/g
Br) gekuppelt. Alternativ wurde 3 durch Umsetzung von PEG mit 3-Nitro-4-bromo-
methylbenzoylchlorid (4 Eq.) unter RiickfluBkochen in Toluol erhalten. Durch
Behandlung von 3 mit Kaliumphthalimid (5 Eq.) in Dimethylformamid unter Stick-
stoffatomosphdre und anschlieBender Hydrolyse des resultierenden Produkts mit
Hydrazinhydrat (10 Eq.) in Ethanol wurden die 3-Nitro-4-aminomethylbenzyol-
polyethylenglykole 4 (0.24 mM/g NH2) dargestellt. Die Produkte 1-4 wurden durch
Ausfidllung mit Ether aus Methylenchlorid- und/oder Dimethylformamidl®sungen
sowie durch Umkristallisation aus Ethanol von den niedermolekularen Yber-
schiissen befreit. In Methylenchlorid und Dimethylformamid unl&sliche Kompo-
nenten wurden vor der Ausfdllung mit Ether durch Filtration von den PEG-Deri-

vaten entfernt.
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Die N-geschiitzten Peptide 5 wurden entsprechend dem Standardzyklus der Flissig-
phasenmethodez’3 stufenweise unter Verwendung von symmetrischen Boc-Amino.
siureanhydriden in Methylenchlorid/Dimethylformamid aufgebaut. Alle Kupplungs-
reaktionen, einschlieBlich der Verkniipfung der C-terminalen Aminosdure mit
PEG-Derivat 4, verliefen nach quantitativer Umsatzkontrolle9 vollstédndig.

N-geschiitzte Aminos&ure- bzw. Peptidamide § wurden durch Photolyse der ent-
sprechenden PEG-Derivate 5 wie folgt erhalten: Eine L&sung von Verbindung 6
in Methanol oder Ethanol (1.5 - 2.5 g in ca. 150 ml) wurde mit Licht der
Wellenlidnge 350 nm unter Stickstoffatomosph&re bestrahlt. Die Bestrahlung er-
folgte mit einer Hanovia 450 W Lampe (Hanovia Nr. 679 A 36) in einem doppel-

wandigen Quarzgefidn, das in die Reaktionsl®sung eingetaucht wurde.

Tabelle 1:

Verbindung 5 Bestrah—- Abgespaltenes Fp Aminos&dure-
lungszeit Produkt § (Aus- o analyse von
(h) beute in %)P [

a o
Boc-Val-HN-CH,-NPEG 16 Boc-Val-NH, (93) 153"  ~=—=—-
Boc-Gly-HN-CH,-NPEG 12 Boc-Gly-NH, (95) 143°  —mmeee
Boc-Pro-HN-CH,-NPEG 12 Boc-Pro-NH, (93) 174° ——mmm-
Boc—Pro-Val—HN-CHz—NPEG 18 Boc—Pro—Val—NH2 (97) 82° Pro, 0.90

val, 1.04

Boc-Lys (%) -Gly-HN-CH,-NPEG 12 Boc-Lys(2)-Gly- (90) 79° Lys, 1.02
NH, Gly, 0.97

Boc—Leu-Ala—Gly—Val-CHz-NPEG 16 Boc-Leu-Ala-Gly-(95) 137° Leu, 1.00
Val-NH2 Ala, 0.95

Gly, 1.02

val, 0.97

N ON
NPEG = CO — X - PEG (X = 0 oder NH)

b Die Ausbeute der Abspaltung wurde durch Hydrolyse und anschlieBender Amino-

sdureanalyse des PEG-Derivats ] nach Entfernung des Peptids 6 bestimmt.

Eine 40 %-ige Kupfersulfatldsung wurde wdhrend der Bestrahlung liber einen
Kryostaten durch das doppelwandige QuarzgefdB cirkuliert und diente als Filter
zum AusschluB von Licht mit Wellenl&ngen unter 320 nm und als Kithlflissigkeit.
Nach beendeter Photolysereaktion (12 - 18 h) wurde das L8sungsmittel i.Vak.
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entfernt, der Riickstand in wenig Methylenchlorid aufgenommen und der polymere
Trédger durch Zugabe von Ether gefdllt.

Das N-geschiitzte Peptidamid wurde anschlieBend nach den {iblichen Verfahren3
aufgearbeitet und gereinigt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammenge-
faBt. S&mtliche Aminosdure- bzw. Peptidamide konnten selbst bei C-terminal
stark gehinderten Aminos&dureresten in Ausbeuten von iiber 90 % photolytisch
gespalten werden. Die photolabile Verankerung von Peptiden an PEG erdffnet
somit die Mdglichkeit, auch biologisch aktive Peptidamide nach dem rationellen
stufenweisen Trédgerverfahren in homogener L&sung in hohen Ausbeuten zu er-
halten.
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