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Verfahren zur Herstellung der W=-tert. Butylester von

Aminodicarbonsduren

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
selektiv @ -geschiitzten Asparaginséure~ und Glutaminsdure-
derivaten mittels enzymatischer Hydrolyse entsprechender

o -, W -Diesterderivate. Derartige selektiv geschiitzte
Derivate der Asparaginsiure und Glutaminsdure finden Anwen-
dung bei der Synthese von Peptiden und damit in der pharma=-
zeutischen Industrie.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Die Synthese asparaginsiure- oder glutaminséurehaltiger;PEp- -
tide erfordert den selektiven Schutz der Seitenkettenfunk-
tion gegeniber der fiur die Peptidkupplung notwendigerweise
freien oL -Carboxylgruppe. Als Schutzgruppen kommen dabei der
Benzylester oder der tert.-8utylester zur Anwendung. Wahrend
die Darstellung von (0 -Benzylestern von Asp und Glu durch
chemische Methoden mit guten Ausbeuten in einer einstufigen
Reaktion realisierbar ist, (Houben=Weyl, Methoden der or-
ganischen Chemie Vol,., 15/1 Georg Tnhieme Verlag, Stuttgart
1974, S. 645 ff.) ist die Darstellung entsprechender & =
tert., Butylester bedeutend aufwendiger. In der Praxis

finden zweil Varianten Anwendung (Houben=iweyl, Methoden der

organischen Chemie Vol, 15/ Georg Thieme Verlag, Stuttgart

1974, 3. 649 ff.):

1.) Ausgehend von Ncp-geschUtzter Aminosdure (Z-Asp bzw.
Z-Glu) wird Uber das Anhydrid der & -Methylester her=-
gestellt, der mittels Isobuten in der Seitenkette in
den tert. Butylester Gberflihrt wird. Die anschlieRen=
de alkalische Hydrolyse des ¢l -Methylesters und hydro-
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genolytische Abspaltung der Aminoschutzgruppe flhrt zum
gewiinschten ) ~tert, Butylester,

2.-Nd'-BenZyloxycarbonyl-Asparagin bzw, =Glutamin wird in
den Methylester Gberflihrt. AnschlieRBend erfolgt dis Ab-
spaltung des Seitenkettenamides. Durch Umsetzung mit
Isobuten wird die Seitenkettenfunktion in den tert.
Butylester Uberfihrt. Die sich anschlieBende Abspaltung
der N* - und C‘i-Schutzgruppen entsprechend 1, fihrt
- zum gewlnschten W -tert. Butylderivat,

Nach Birr (EP-P3 006 856) lassen sich W -tert, Butylester
der Asparaginsédure und der Glutaminsiure durch direkten Um=-
satz mit Isobuten und anschlieBender Reinigung herstellen,
Dabei werden die unterschiedlichen Veresterungsgescnw1ndﬂg-
keiten an der ol = und der W -Carboxylgruppe ausgenutzt. Bei
diesen Verfahren ist der gebildete W ~Monoester stets ent-
sprechend dem Verhaltnis der Bildungsgeschwindigkeiten von
o - und W -Monoester mit & -Monoester verunreinigt. Fir die
weitere Verwendung des (J =-tert. Butyl-monoesters in der‘Pep-
tldSynthese muf Jadocn eine Verunreinigung mit &£ -tert,

Butylmonoester ausgeschlossen werden kénnen, £s ist deshalb
eine aufwendige quantitative Trennung der hinsichtlich ihrer
physiko=chiemischen Eigenschaften sehr dhnlichen d - und

W =-Monoester erforderlichQ

Ein analoges Verfahren zur Herstellung von W -tert, Butyl-
ester der Glutaminsiure durch direkten Uamsatz von Glutamin-
sadure mit Essigsdure-tert.-butylester wurde bereits 1963 von
Taschner et al. (Taschner, E. et 2l., Ann. Chem, 663, (1963)
188) beschrisben. In der peptidchemischen Praxis wird zur Ge=
wéhrleistung der Isomerenfreiheit des (J -tert., Butylesters
dem zwar aufwendigeren, aber daflr sicheren, Verfahren Uber
den temporaren Schutz der ol ~Carboxylgruppe der Vorrang ge=-
geden, um die entsprechende Reinheit der zu synthetisieren-
den Peptide zu sichern, Neben den o.g. chemischen VYerfahren
sind keine enzymatischen Verfahren zur Darstellung von -
tert. Butylesterderivaten bekannt.
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Ziel der Erfindung
Es ist das Ziel der Erfindung, (J -tert. Butylester von Aspara-

ginssure und Glutamins&ure sowie deren N=Acylderivate unter
Inanspruchnahme weniger Schritte und unter AusschluB der MOg-
lichkeit einer Verunreinigung mit dem entsprechehden & =tert,
Butylester bzw. dessen N-Acylderivat in guten Ausbeuten her-

zustellen.

Darlequng des wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfanren zu entwickeln,
bei dem mit geringem Aufwand & -, O =-Di-tert.-Butylester=-
derivate selektiv in die ) -Monoesterderivate umgesetzt wer-
den. ’
Die Aufgabe wurde dadurch geldst, daR die durch Umsetzung in
Isobuten/Schwefelséure einfach und in hohen Ausbeuten her-
stellbaren ol -, W =Di-tert. Butylesterderivate der allge-
meinen Formel I, in der R = H, Acyl und n = 1 oder 2 bedeuten,
unter Einwirkung von Enzymen selektiv in die (0 -Monoester-
derivate Gberfihrt werden., Die Selektivitst der Hydrolyse
wird durch die Selektivitat der Enzyme gewahrleistet.

R-NH-?H-COOC(CH3)3

(CH2)n | I

COOC(CH,) 4

Im Ergebnis der enzymatischen Hydrolyée wird der entsprechen-
de W =-tert. Butylester erhalten, der bei unvollsténdiger
Hydrolyse lediglich mit Diester verunreinigt sein kann. Die-
ser kann jedoch,ebenso wie das Enzym,auf einfache veise ab-
getrennt werden. Zur Hydrolyse kdnnen in diesem Zusammenhang
Enzyme oder enzymhaltige Mixturen mit hinreichender Esterase-
aktivitdt gegenlber Substraten der allgemeinen Formel I ver-
wendet werden., Besonders bewsdhrt nat sich der Zinsatz leicht
zuganglicher proteolytischer Enzyme, wie o =-Chymotrypsin
oder Pronass P. Hinsichtlich der Reinheit der Enzyme sollten
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lediglich Verunreinigungen‘vermieden werden, dis die Pro=-
duktisolierung erschweren. So kénnen u.a. auch durch die
Verwendung von entfettetem Schweine- und Rinderpankreas
(Pankreatin) gute Resultate erzielt werden. Dariber hinaus
lassen sich bei analogem Vorgenhen auch die U -Benzylester
‘von Asparaginsdure oder Glutaminsidure bzw. deren N-Acylderi-
vate durch enzymatische Hydrolyse der entsprechenden o -,

L0 ~Dibenzylesterderivate herstellen. |

Die Erfindung soll anhand von Ausflhrungsbeispieslen naher
erlautert werden.



Ausfihrungsbeispiele

Beispisl 1
100 mg H-Glu(0Bu®)-0Bu®, gelsdst in 5 ml 0,05 M TRIS/HCL -
0,005 M CaCl_, pH 7, 5.werden mit 20 mg ol =Chymotrypsin ver=-

2)

tative Auswertung der dunnschzcntchromatographischen Unter=-
suchung (QTLC) des Ansatzes (auf KG 60 - Glasfertigplatten
der Fa. Merck nach Entwicklung mit Ninhydrin oder Zenzidin)
zeigte eine 91%ige Bildung von H-”lu(OBut)-OH an. Zur Iso=-
lierung des gewunscnaen Monoesters wird der eingeengte An-

satz Uber eine mit 1ese79e1 60 gefullte Saule (2 x 10 cm)

in Chloroform mit steigendem Ethanolgehalt chromatographiert.
Es wurden 3 ml-Fraktionen gesammelt, Aus ‘den Fraktionen .

53 = 61 wurden 3,2 mg H-Glu(OBut)-OBu und aus den Fraktio-
nen 85 = 102 80,1 mg H-Glu(OBu }=0OH durch Einengen i.V. ge-

wonnen.

Beispiel 2:

10 mg H=-Glu(0su®)-0Bu®, geldst in 1 ml 0,05 M TRIS/HCL -
0,005 M CaClz, pH 7,5, werden mit 5 mg Pankreatin versetzt.
Nach 3 Tagen RlUhren bei 37 °c zeigte die QTLC 56 2, nach

5 Tagen 68 % und nach 10 Tagen 74 % gebildeten H=Glu(OBu )-
CH.

Isolierung wie im Beispiel 1.

- Beisniel 3:

100 mg H=Glu(0Bu®)-08u®, gelést in 5 ml 0,05 M TRIS/HCL -
0,005 M CaClZ; pH 7,5, werden mit 20 mg Pronase P versetzt
und der Ansatz bei 37 °C gerdhrt, Nacn 20 h werden wéitere

10 mg Pronase P zugesetzt und noch 1 h gerihrt, Die QTLC
ergab eine 93%ige Bildung von H-Glu(OBut)-OH.

SBeispiel 4:
43 mg H-Asp(CBu')-0Bu®, gelsst in 5 ml 0,05 M TRIS/HCL =
C,005 M CaClz, pH 7,5, werden mit 12 mg Pronase P versstzt.

Nach 14 h nuhrpn bei 37 °C konnte eine 90%ige Bildung von
H-ASP(OBU }1-CH nachgewisesen werden (CTLC).



Beispiel 5:

120 mg Z-Glu(0Bu®)-0Bu® werden in 5 ml 0,05 M TRIS/HCL -
0,005 M CaClz, pH 7,5, suspendlert. 15 mg Pronase P werden
zugesetzt und der Ansatz beil 37 °c gerihrt. Nach 22 h und
44 h werden jeweils weitere 15 mg Pronase P zugegeben. Nach

einer Reaktionszeit von 66 h wurden 40 § Z-Glu(OBut)-OH ge=
bildet (QTCL). Die Produktisolierung erfolgte wie im Bei-
spiel 1 beschrieben,

 Beispiel 6: |

24 mg H=Asp(0Bu®)-08u®, gelést in 0,5 ml 0,05 M TRIS/HCL -
0,05 M CaClZ, pH 7,5, werden mit 5 mg Pankreatin versetzt und
der Ansatz bei 37 C gerihrt. Nach 7 h waren 75 % -Asp(OBu )
OH gebildet worden (QTLC).

Beispiel 7:

5 mg Z-Asp(0Bzl)-0Bzl, geldst in 0,05 ml N,N-Dimethylacetamid
werden mit 2 mg o =-Chymotrypsin in 0,15 ml 0,1 M TRIS/HCL

pH 8, versetzt. Nach 16 h Rihren bei 37 °C wurden 53 % Z=Asp=-
(0Bzl)-CH gebildet (QTLC). Die Isolierung erfolgte analog Bei-
spiel 1,

Beispiel 8: ‘ I

Wie Beispiel 7, nur an Stelle o -Chymotrypsin wird Pronase P
verwendet. Nach 16 h wurden 95 % M Z-Asp(0Bzl)-CH geblldet
(QTLC) .

Beispiel 9:

Wie Beispiel 7, nur anstatt o -Chymotrypsin wird Pankreatin
eingesetzt. Nach 16 h wurden 74 §% Z-Asp(CBzl)=-CH nachgewiesen
(QTLC) »



crfindungsanspruch

1. Verfahren zur Herstellung der U -tert, Butylester von
Amino-dicarbonsduren entsprechend der allgemeinen Formel

R=NH=CH-COOH
l

(CH

COOC (CH

2)n

3)3

wobei R = H, Acyl

n=1,2
bedeuten, gekennzeichnet dadurch, da® die entsprechenden
o - 0 -Di-tert, Butylester unter Verwendung von Enzymen
in die gewunSChtgn W =-tert, Butylmonoester Uberfihrt wer-
den.

2. Verfanren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, da3 als
Enzyme Proteasen verwendet werden.

3. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dad als
Enzym oL -Chymotrypsin verwendet wird.,

4. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, da® zls
Enzym Pronase P verwendet wird.
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