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69 Verfahren zur Herstellung eines Dipeptidesters.

@ Zur Herstellung eines Dipeptidesters der Formel R
(VI) wird eine entsprechende N-substituierte Mono- ° o °

. ‘. o . . HOC-(CH,) -CH-C-NH-CH-C-R
aminodicarbonsiure der Formel (IV) mit einem entspre- 2'a i
chenden Aminocarbonsiureester der Formel (V) in wiiss-
rigem Medium in Gegenwart einer Protease bei einem ®
pH-Wert, bei welchem die Protease enzymatisch aktiv ist, o o
umgesetzt, um eine entsprechende Additionsverbindung HOC- (CH,) _-CH-Cot (V)
der Formel (I) abzuscheiden; die Additionsverbindung
wird vom wissrigen Medium abgetrennt und mit einer

3 (vi)

2

Sdure zersetzt; aus den so erhaltenen Zersetzungsproduk- o )
ten gewinnt man-den Dipeptidester der Formel (VI). Die H,N-CH-C-R, W
- Reste Ry, R, und R haben die in Anspruch 1 angegebe- i x'zz )

ne Bedeutung. Ferner wird gegebenenfalls die Gruppe : :

R; aus der Verbindung (VI) abgespalten. R,
) o NHO - O
Rs-é-cl:nfuuz -}{05— (CH,.‘,)n-én-c":—tm—<':B-E':-R3 (1)

R, R.

2 2
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Herstellung von Dipeptidestern der For-

mel (VI)

R
R4
0 NH O 0
o ' CH-C-NH-CH-C-R D
HOC- (CH,) | ~CH-C-NH-C ]
R,

in der R, eine aliphatische Oxycarbonylgruppe, eine Benzyl-
oxycarbonylgruppe, die kernsubstituiert sein kann, eine
Benzoylgruppe oder eine aromatische Sulfonyl- oder Sulfi-
nylgruppe, R, eine Methylgruppe, eine Isopropylgruppe, eine
Isobutylgruppe, eine Iscamylgruppe oder eine Benzylgruppe,
R, eine Niederalkoxygruppe, eine Benzyloxygruppe oder eine
Benzhydryloxygruppe und n 1 oder 2 ist, gekennzeichnet
durch
(a) Umsetzen einer entsprechenden N-substituierten Mono-
aminodicarbonsiure der Formel (IV)

Ry

'
o NH O
" ' " H
- -CH~-CO
HOC (CH2)n CH-COH

mit einem entsprechenden Aminocarbonséureester der
Formel (V)

0
"
-CH-C-R
H,N-CH-C-R,
R,

in einem wissrigen Medium in Gegenwart einer Pro-
tease bei einem pH-Wert, bei welchem die Protease
enzymatisch aktiv ist, um dadurch eine entsprechende
Additionsverbindung der Formel (I)
X
0 NH O (¢}

n ] " "
2 «-HOC~- (CHz) n-CH—C—NH-?H—C-R3
2 )

0
"
R,-C-CH-NH
37
R

abzuscheiden,

(b) Abtrennung der Additionsverbindung vom wéssrigen
Medium,

(&) Umsetzung der Additionsverbindung mit einer Sdure zur
Zersetzung der Additionsverbindung und

(d) Gewinnung des Dipeptidesters aus den Zersetzungspro-
dukten.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Verbindung der Formel (V) in LL-Form gewon-
nen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Additionsverbindung vor ihrer Umsetzung mit Siure
gemiss Schritt (c) in einem organischen Losungsmittel ge-
16st wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das organische Losungsmittel ein Keton, Dioxan, Tetra-
hydrofuran, ein chlorierter niederer Kohlenwasserstoff, ein
nicht-protonisches polares organisches Losungsmittel, ein
Ester oder ein Alkohol ist.

av)

\)

@

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die in Schritt (c) mit der Additionsverbindung umge-
setzte Siure in Form einer wissrigen Losung verwendet und
der Dipeptidester aus einer organischen Losungsmittelphase

5 gewonnen wird. .

6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Saure der Additionsverbindung in Schritt (c) als
wiissrige Losung zugegeben und der freigesetzte Dipeptid-
ester als Feststoff gewonnen wird.

7. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass R, die Benzyloxycarbonylgruppe, R, die Benzylgruppe,
R, die Methoxygruppe und n Eins ist.

8. Nach dem Verfahren gemiss Anspruch 1 erhaltener
Dipeptidester der Formel (VD).

9. Dipeptidester nach Anspruch 8, hergestellt nach dem
Verfahren gemiss Anspruch 7.

10. Verfahren zur Herstellung von Dipeptidestern der
Formel (VI’), worin R, Wasserstoff bedeutet, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man entweder nach dem Verfahren des
20 Anspruches 1 einen Dipeptidester der Formel (VI) herstellt,

worin R, die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat und
anschliessend die Schutzgruppe R, zur Gewinnung der ent-
sprechenden Aminoverbindung abspaltet oder gemiss den
Verfahrensstufen (a) bis (b) des Anspruches 1 eine Additions-
25 verbindung der Formel (I) herstellt, diese durch Umsetzung
mit einer Siure unter gleichzeitiger Abspaltung der Schutz-
gruppe R, zersetzt und den Dipeptidester der Formel (VI)
aus den Zersetzungsprodukten gewinnt.
11. Nach dem Verfahren gemiiss Anspruch 10 erhaltener
30 Dipeptidester der Formel (VI’).

10

15

Es ist bekannt, dass Proteasen, wie Papain und Chymo-

35 trypsin, zum Aufbau von Peptidbindungen als Umkehrreak-
tion der Proteinzersetzung Verwendung finden. So erfolgte
z.B. nach Bergmann die Herstellung von Aniliden unter
Verwendung von Papain, und die Peptidsynthesen unter
Verwendung von Monoaminomonocarbonsiuren, wie Leucin

49 it N-stindiger Benzoylschutzgruppe und Leucin und Glycin,

beide mit C-stindiger Amid- oder Anilidschutzgruppe, ge-

lang Fruton mit Papain und Chymotrypsin [Advances in

Protein Chemistry, Bd. 5, S. 33 (1949), Academic Press Inc. -

New York, N.Y.].

Kiirzlich wurde von Peptidsynthesen unter Verwendung
von Aminosiuren mit N-stindiger Benzyloxycarbonylschutz-
gruppe und Aminosiuren mit C-stindiger Estergruppe mit
Enzymen, wie Papain, Prolisin, Subtilisin BPN’, usw. be-
richtet [Abstracts of the 35th Autumn Conference of the
so Chemical Society of Japan, S. 482 und 486 (1976)].

In diesen Verfahren werden die Produkte in wissrigem
Medium als wasserunlosliche Produkte abgeschieden, die
durch den Verlust wasserldslicher Gruppen entstehen (dies
ist erforderlich, um die reversible Reaktion in Richtung der

ss Peptidbildung zu zwingen). Wenn demgemiss eine wasser-
16sliche Gruppe in dem Reaktionsprodukt noch erhalten
bleiben soll, wie dies z.B. der Fall ist, wenn man die Amino-
siiuren mit einer zweiten Carboxylgruppe in der Seitenkette
(z.B. Asparaginsiure oder Glutaminsiure) als Ausgangs-

6o verbindung verwendet, scheint es erwiinscht zu sein, die was-
serlsliche Gruppen der Ausgangsverbindung mit einer we-
niger hydrophilen Schutzgruppe zu maskieren.

Erfindungsgemiss wurde nun gefunden, dass bei Verwen-
dung von Monoaminodicarbonsiuren, wie Asparaginsiure

s und Glutaminséure, die eine N-stindige Schutzgruppe be-
sitzt, als Ausgangsverbindungen die erhaltenen Dipeptide
selbst jedoch nicht abgeschieden werden, und dass bei Wahl
bestimmter Aminosduren mit einer C-sténdigen Estergruppe

45



(Aminocarbonsiureester) als andere Ausgangsverbindungen
die Abscheidung von Additionsverbindungen aus den Dipepti-
den, bei denen es sich um enzymatische Reaktionsprodukte
handelt, und den Aminoséureestern erfolgt.

Es ist bekannt, dass Peptidderivate verschiedene physio-
logische Aktivititen besitzen, und diese Peptidderivate kon-
nen nach verschiedenen Methoden hergestellt werden. Die
Peptide mit einem sauren Aminosiurerest, wie a-L-Aspara-
ginylphenylalanin-niederalkylester, die sich als Siissmittel
eignen, kdnnen aus einer Vorstufe mit einer Benzyloxycar-
bonylgruppe als N-stindige Schutzgruppe durch Abspaltung
der Schutzgruppe erhalten werden.

Die Peptide mit N-stindiger Schutzgruppe, wie N-Ben-
zyloxycarbonyl-L—oa-glutamylphenylalanin-niederalkylester,
konnen leicht zu Peptiden mit freier C-stindiger Carboxyl-
gruppe hydrolysiert werden, und diese hydrolysierten Peptide
werden als Substrate zur Messung der enzymatischen Akti-
vitit von Carboxypeptidasen verwendet.

Die N-geschiitzten oder -ungeschiitzten Dipeptidester
kénnen durch Umsetzung von sauren Aminosiureanhydri-
den mit einer geschiitzten oder ungeschiitzten Aminogruppe
mit Aminosiurealkylestern erhalten werden (bekanntge-
machte JA-PA 14217/74 und JA-OS 61451/ 73, 76835/173,
58025/75 und 71642/75).

Die gewiinschten Dipeptidester konnen jedoch nicht in
einfacher Weise nach den iiblichen Verfahren erhalten wer-
den, da nach diesen Verfahren neben den gewiinschten Di-
peptidestern zwangsliufig auch Dipeptidester mit Peptidbin-
dungen an den seitenstindigen Carboxylgruppen der sauren
Aminosiuren entstehen.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstel-
lung von Dipeptidestern der im Oberbegriff von Anspruch 1
definierten Formel (VI), welches Verfahren die im Kenn-
zeichen von Anspruch 1 genannten Merkmale hat.

Die im erfindungsgemissen Verfahren verwendeten Ad-
ditionsverbindungen der Formel (I) enthalten Bausteine der
Formel (IT)

R,
0 NH O 0
1 [ ] n " (II)
HOC- (CH,) | ~CH-C-NH-CH-C~R,
R,

die in LL-Form vorliegen kénnen, und der Formel ()
(0]
1]
R,-C~CH-NH._ .
37

R,

die in L-, D- oder hauptsichlich D-Form vorliegen kénnen,
wobei Ry, R, und R; die oben angegebene Bedeutung haben.
Die Additionsverbindungen der Formel (I) werden durch

2 (I1m)

Umsetzen einer entsprechenden N-substituierten Monoamino-

dicarbonsiure der Formel (IV)

N

'

o NH O

" [
HOC- (CH2 ) n—CH‘COH

mit einem entsprechenden Aminocarbonsiureester der For-

mel (V)

av)
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0
"
H_N-CH-C-R
5 2 3 4
R

2

in wissrigem Medium in Gegenwart von Protease hergestellt.
Die Monoaminodicarbonséure der Formel (IV) und der
10 Aminocarbonsiureester der Formel (V) liegen vorzugsweise
in L-Form vor, kénnen aber auch in DL-Form vorliegen.
Die erhaltene Additionsverbindung der Formel (I) wird
vom wissrigen Medium abbetrennt und zur Gewinnung des
Dipeptidesters der Formel (VI)

15 R
1

0] NH O 0

" ] " "

- -CH-C-NH-CH-C-R

HOC- (CH,)  ~CH-C-NH-C 3 VD
20
Ry

mit einer Siure zersetzt. Die N-Schutzgruppe kann in an sich

bekannter Weise nachfolgend oder bereits im Zuge der Zer-

setzung mit Siure zur Bildung von Dipeptidester mit freier
25 Aminogruppe der Formel (VII)

0 NH, O o
[]] ] 2 L] n
N HOC-~ (CH2) n-CH - C-NH-(':H-C-R3 (VID)
R
abgespalten werden.’

Auf diese Weise konnen z.B. die a-L-Asparaginyl-L-phe-

35 nyl-alaninalkylester, die einen siissen Geschmack wie Zuk-
ker besitzen, erhalten werden. «-L-Asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester besitzt eine Siisskraft, die das 200fache
derjenigen von Zucker betriigt. Das Asparaginsiuregeriist
liegt vor, wenn n = 1 ist; wenn hingegen n = 2 ist, dann

40 liegt das Glutaminsiuregeriist vor.

Allgemein kann R, eine aliphatische Oxycarbonylgruppe,
z.B. eine tert.-Butyloxycarbonylgruppe [(CH,),C-O-CO-)]
oder tert.-Amyloxycarbonylgruppe [(CH,),C(C,H,)-0-CO-]
oder Benzyloxycarbonylgruppe (¢-CH,-O-CO-), oder eine

45 gegebenenfalls kernsubstituierte Benzyloxycarbonylgruppe,
wie eine p-Methoxybenzyloxycarbonylgruppe (p-CH;0-¢-
-CH,-0-C0), 3,5-Dimethoxybenzyloxycarbonylgruppe
[3,5-(CH;0),-¢-CH,-0-CO-], 2,4,6-Trimethoxybenzyloxy-
carbonylgruppe [2,4,6-(CH;0),-6-CH,-0-CO-1, Benzoyl-

50 gruppe (¢-CO-) oder p-Toluolsulfonylgruppe (p-CHy-9-SO,-)
oder eine aromatische Sulfinylgruppe, z.B. eine o-Nitrosulfi-
nylgruppe, bedeuten.

Je nach der Bedeutung von R, hat die Verbindung (V)
das Alaningeriist (R, = Methyl), das Valingeriist (R, = Iso-

ss propyl), das Leucingeriist (R, = Isobutyl), das Isoleucin-
geriist (R, = Isoamyl) oder das Phenylalaningeriist (R, =
Benzyl).

R; bedeutet einen Niederalkoxyrest, z.B. Methoxygrup-
pen (CH;0-), Ethoxygruppen (C,H;0-), Propoxygruppen

60 (C;H;0-) und Butoxygruppen (C,H,0-) oder eine Benzyloxy-
oder Benzhydryloxygruppe.

Typische Beispiele fiir R;, R, und R, sind:

R, = Benzyloxycarbonyl und p-Methoxybenzyloxycarbonyl;
R, = Benzyl;
65 Ry = Methoxy- oder Athoxy.

Eine typische erfindungsgemiiss verwendete Additions-
verbindung (I), erhalten durch Umsetzung von N-Benzyloxy-
carbonyl-L-asparaginsiure und L-Phenylalaninmethylester,
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zeigt die nachfolgend wiedergegebenen IR- und NMR-Spek-
tren.

IR-Spektrum
3260 cm~* (N-H-Streckschwingung); 3000 bis 3200 cm™
(C-H-Streckschwingung); 1740 cm™ (C=0-Ester); 1720
cm™* (C=0 Urethan); 1660 cm™* (erste Amidabsorp-
tion); 1630 cm™* (Carboxylat); 1540 cm™ (zweite Amid-
absorption); 1430 und 1450 cm™ (C-H-Deformations-
schwingung); 1390 cm™ (Carboxylat); 1220 bis 1290
cm™! (C-O-C-Streckschwingung und dritte Amidabsorp-
tion); 1050 cm™! (Phenylschwingung in der Ebene); so-
wie 740 und 695 cm™! (Schwingung des monosubsti-
tuierten Benzolrings ausserhalb der Ebene).

NMR-Spektrum

(1) 3 = 2,75 ppm (2H)

(2) & = 3,02 ppm (4H)

(3) § = 3,61 ppm (3H) 3,7 ppm (3H)
@) & = 4,4t0 4,8 ppm 3H)

(5) 8 = 5,05 ppm (2H)

6) 3 = 5,82 ppm (5H)

(7) & = 7,3 ppm (15H).

Die Ergebnisse der Elementaranalyse der Additionsver-
bindung sind im wesentlichen die gleichen wie die berech-
neten Werte fiir die Formel I, in der R, R, und R; eine
Benzyloxycarbonyl-, Benzyl- bzw. Methyloxygruppe bedeu-
ten, und n den Wert 1 hat.

Wenn die Additionsverbindung der Behandlung mit einer
starken Saure, wie Chlorwasserstoffsiure, unterworfen und

das Produkt mit einem organischen Losungsmittel, wie Athyl-
acetat, extrahiert wird, erhilt man aus der organischen Schicht

eine saure Verbindung. Wenn man die vorgenannte typische
Additionsverbindung in dieser Weise behandelt, zeigt die er-
haltene saure Verbindung charakteristische Eigenschaften,
die fiir die Verbindung der Formel VI in LL-Form, in der
R,, R,, R, und n die gleiche Bedeutung wie in der vorge-
pannten typischen Additionsverbindung haben, erwartet wer-
den konnen.

Wenn die aus der vorgenannten typischen Additionsver-
bindung erhaltene saure Verbindung der katalytischen Hy-
drierung mit Wasserstoff unterworfen wird, erhélt man den
bekannten LL-Asparaginyl-phenylalanin-methylester.

Alle Daten, einschliesslich der IR- und NMR-Spektren,
sowie die fiir die Verbindungen erhaltenen Elementarana-
lysen in irgendeiner der vorgenannten Stufen, erhérten die
in den Formeln gezeigten Strukturen.

Entsprechende Ergebnisse werden auch in dem Fall er-
halten, wo die Verbindungen mit anderen Bedeutungen fiir
R,, R,, R, und n im Rahmen der Formein (IV) und (V) bzw.
(I) verwendet werden.

Wird die Schutzgruppe fiir die Aminogruppe, d.h. R;,
nach einer bekannten Methode abgespalten, z.B. durch ka-
talytische Hydrierung, so lisst sich der Dipeptidester mit
einer Aminogruppe und einer Carboxylgruppe erhalten.

Die so erhiltlichen Dipeptidester haben wertvolle Eigen-
schaften. So lassen sich z.B. a-L-Asparaginyl-phenylalanin-
-niederalkylester, insbesondere der Methylester, wobei n den
Wert 1 besitzt, R, eine Benzylgruppe ist und R; eine Nie-
deralkoxygruppe, vorzugsweise eine Methoxygruppe, ist, als
Siissstoffe verwenden.

Peptide mit einer N-stéindigen Schutzgruppe und einer
freien C-stindigen Carboxylgruppe, die aus dem Dipeptid-
ester mit einer Schutzgruppe fiir die Aminogruppe durch
iibliche Hydrolyse erhalten werden konnen, bieten ebenfalls
wertvolle Eigenschaften. So kann z.B. N-Benzyloxycarbonyl-
-&-L-glutamyl-phenylalanin als Substrat zur Messung der

enzymatischen Aktivitit von Carboxypeptidasen verwendet
werden.

Bei den als Ausgangsverbindungen verwendeten N-sub-
stituierten Monoaminodicarbonsiuren (IV) handelt es sich

s um N-substituierte Asparaginsiure fiir n = 1 und um N-sub-
stituierte Glutaminsiure fiir n. = 2.

Fiir die Wahl der Schutzgruppe R, gilt allgemein, dass
diese die Aminogruppe in der Reaktion schiitzen und de-
mentsprechend stabil sein soll. Ferner soll sich die Abspal-

10 teng von R, von der Aminogruppe ohne Beintrichtigung des
Geriistes des Produktes erzielen lassen.

Um die Abtrennung von Reaktionsprodukt aus wéssrigem
Medium zu erleichtern, sollte das Produkt keine die Wasser-
I6slichkeit erhthenden Gruppen, wie Sulfonsiuregruppen,

15 enthalten.

Geeignete N-substituierte Monoaminodicarbonsduren
(IV) lassen sich leicht durch Einfiihrung der Schutzgruppe
R, in die Monoaminodicarbonséure nach iiblichen Verfahren
herstellen.

20  Die Verbindungen (V) sind Aminosiureester mit einer
hydrophoben Gruppe in der Seitenkette, wobei es sich um
Alaninester fiir R, = Methyl, um Valinester fiir R, = Iso-
propyl, um Leucinester fiir R, = Isobutyl, um Isoleucinester
fiir R, = sek.-Butyl und um Phenylalaninester fiir R, =

25 Benzyl handelt. Von diesen Gruppen R, stellt die Benzyl-
gruppe, die als Aminoséureester Phenylalaninester liefert,
den typischsten Fall dar.

Bei den erfindungsgemiiss verwendeten Proteasen han-
delt es sich vorzugsweise um Metalloproteasen, die ein Me-

10 tallion im aktiven Zentrum besitzen. Geeignete Metallopro-
teasen sind aus Mikroorganismen herriihrende Enzyme, wie
neutrale Proteasen von Ray fungus, Prolisin, Thermolycin,
Collagenase, Crotulus atrox-Protease usw. Es ist auch mog-
lich, rohe Enzyme, wie Thermoase, Tacynase-N, Pronase,

35 usw. zu verwenden. Zur Dampfung der in den rohen Enzy-
men enthaltenen Esterase wird es bevorzugt, einen Enzym-
inhibitor, z.B. einen Potato-Inhibitor, mit den rohen Enzy-
men zu verwenden. Es ist auch méglich, Thiolproteasen, wie
Papain, oder Serinproteasen, wie Trypsin, zu verwenden, je-

40 doch besitzen diese Esterase-Aktivitit. Man muss somit bei
der Durchfithrung der Reaktion unter Verwendung dieser
Enzyme auf die Verhinderung der Esterhydrolyse bzw. Ver-
seifung achten.

Bei der erfindungsgemissen Synthese erfolgt die Bildung

45 der Peptidbindung in wissrigemMedium, vorzugsweise wass-
riger Losung, bei solchen pH-Werten, dass die Protease
enzymatisch aktiv ist.

Die Reaktion zur Bildung der Additionsverbindung aus
Peptid und Aminocarbonséureester ist somit pH-abhingig

s0 und erfolgt vorzugsweise bei pH-Werten von 4 bis 9, ins-
besondere 5 bis 8. Demgemiss konnen die Ausgangsverbin-
dungen, némlich die N-substituierten Monoaminodicarbon-
siuren und die Aminocarbonsiureester, in freier Form oder
in Salzform vorliegen. Wenn jedoch beide in dem wissrigen

ss Medium gel6st werden, ist es erforderlich, den pH-Wert auf
den genannten Bereich einzustellen.

Beispiele fiir geeignete pH-Regler sind anorganische oder
organische Siuren und Basen, wie Chlorwasserstoffsiure,
Schwefelsiure und Essigsdure; Alkalihydroxide, wie Na-

60 trium- und Kaliumhydroxid; Alkalicarbonate, wie Natrium-
carbonat, Natriumhydrogencarbonat, Kaliumcarbonat und
Kaliumhydrogencarbonat; sowie organische und anorganische
Amine, wie Ammoniak, Trimethylamin, Triethylamin und
Ethapolamin. 7 '

¢s  Die Mengen an Wasserstoffionen und Hydroxylionen, die
durch die Reaktion freigesetzt werden, sind dquivalent, wo-
bei die Versinderung des pH-Wertes durch die Reaktion
meist nicht gross ist. Zur Verhinderung einer pH-Anderung



ist die Verwendung von Puffern méglich. Bei technischer
Herstellung ist es vorteilhaft, den pH-Wert unter Verwen-
dung eines pH-Reglers, der durch einen pH-Messer gesteuert
wird, zu regeln.

Bei dem wiissrigen Medium handelt es sich im allge-
meinen um wissrige Losungen. Man kann dem wissrigen
Medium auch mit Wasser mischbare organische Lésungsmit-
tel in solchem Umfang zusetzen, wie das Losungsmittel die
Abscheidung des Reaktionsproduktes nicht verhindert.

Die Bildung der Verbindung (I) wird vorzugsweise bei
Temperaturen von 10 bis 90°C, vorzugsweise 20 bis 50°C,
unter dem Gesichtspunkt der Erhaltung der Enzymaktivitit
durchgefiihrt. Die Reaktion ist im allgemeinen in etwa 30
min bis 24 Std. beendet, obwohl die Reaktionszeit an sich
keiner Beschrinkung unterliegt,

Die Konzentration beider Ausgangsverbindungen (IV)
und (V) im wissrigen Medium unterliegen an sich keiner
besonderen Beschrinkung; um die Abscheidung des Reak-
tionsproduktes zu begiinstigen, wird aber vorzugsweise bei
hoheren Konzentrationen gearbeitet. Die Lslichkeit der an-
fallenden Additionsverbindungen in Wasser ist relativ ge-
ring. So betriigt z.B. die Loslichkeit der Additionsverbin-
dung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalanin-
-methylester und L-Phenylalanin-methylester etwa 0,3 g/
100 g Wasser bei 20°C. Demgemiss konnen geeignete Kon-
zentrationen beispielsweise im Bereich von 0,001- bis 7-molar,
vorzugsweise 0,1- bis 4-molar, liegen.

Das Verhiltnis der Ausgangsverbindungen zueinander un-
terliegt an sich keiner besonderen Beschrinkung. Erfindungs-
gemiss kommt es jedoch auf die Verbindung eines Molekiils
der N-substituierten Monoaminodicarbonsiure mit 2 Mole-
kiilen des Aminocarbonsiureesters an, wobei das stéchio-
metrische Molverhiltnis der Ausgangsverbindungen 1 : 2 be-
trigt. In der Praxis angewendete Verhiltnisse liegen im all-
gemeinen im Bereich von 100 : 1 bis 1 : 100, vorzugsweise
5:1bis 1:5 und insbesondere 2 : 1 bis 1:3.

Es ist nicht immer erforderlich, die gesamten Mengen der
Ausgangsverbindungen im wissrigen Medium zu 16sen; viel-
mehr kann man Teilmengen der Ausgangsverbindungen
suspendieren, da die Konzentrationen der Ausgangsverbin-
dungen mit zunehmender Reaktion abnehmen, wodurch die
suspendierten Ausgangsverbindungen allmihlich in Losung
gehen.

In diesem Fall kann eine Verinderung des pH-Wertes ein-
treten, wobei es erforderlich sein kann, den pH-Wert der
Losung:mit fortschreitender Reaktion einzustellen.

Die Menge der erfindungsgemiss verwendeten Protease
unterliegt an sich keiner besonderen Beschriinkung. Bei ho-
her Konzentration des Enzyms kann die Reaktion in kurzer
Zeit beendet sein. Bei geringer Konzentration des Enzyms
ist die Reaktionszeit verlingert. Somit liegt die Konzentra-
tion im allgemeinen im Bereich von etwa 2 bis 400 mg
(5 X 107 bis 1 X 1072 mMol), pro 1 mMol der Ausgangs-
verbindungen, vorzugsweise etwa 5 bis 100 mg (1 X 10~
bis 3 X 10~* mMol), pro 1 mMol der Ausgangsverbindun-
gen.

Erfindungsgemiiss erfolgt die Ausbildung der Peptidbin-
dung nur bei L-Isomeren, jedoch nicht bei D-Isomeren. An-
dererseits konnen die fiir die Durchfiihrung der Additions-
reaktion zur Bildung der Additionsverbindungen verwende-
ten Aminosdureester sowohl in L-Form, D-Form als auch
als Gemisch vorliegen. Bei Verwendung von DL-Aminocar-
bons#ureestern wird das L-Isomere des DL-Aminocarbon-
sdureesters in der Losung durch die Peptidsynthesen ver-
braucht, wodurch der verbleibende Aminosiureester mit
tiberwiegend D-Form fiir die Bildung der Additionsverbin-
dung aus Dipeptidester und Aminocarbonsiureester Ver-
wendung findet.
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Die Verbindungen (IV) und (V) kénnen im wesentlichen
mit quantitativer Ausbeute umgesetzt werden, wenn die Kon-
zentrationen der Ausgangsverbindungen hoch sind. Werden
2 Mol DL-Aminocarbonsiureester pro 1 Mol N-substituierte

5 Monoaminodicarbonsiure in L-Form verwendet, so kann
man die im wesentlichen aus LL-Dipeptidester und D-Ami-
nocarbonsiureester aufgebaute Additionsverbindung erhalten.

Verwendet man die N-substituierte Monoaminodicarbon-
sdure in DL-Form und den Aminosiureester in L-Form, so

10 erweist sich das D-Isomere der DL-Form der N-substituier-
ten Monoaminodicarbonséure als inert und verbleibt in dem
wissrigen Medium, wodurch die Additionsverbindung aus
dem LL-Dipeptidester und dem L-Aminocarbonséureester
erhalten werden kann. Wird demgeméss die D-Form der

15 N-substituierten Monoaminodicarbonsiure aus dem wissti-
gen Medium isoliert, so ist es mdglich, gleichzeitig die Bil-
dung der Additionsverbindung und die optische Spaltung
der N-substituierten DL-Monoaminodicarbonsiure zu er-
reichen. Unterwirft man die isolierte N-substituierte D-Mono-

20 aminodicarbonsdure nach herkémmlichen Verfahren der
Racemisierung, so kann das Reaktionsprodukt als Ausgangs-
verbindung Verwendung finden.

Verwendet man die N-substituierte DL-Monoaminodi-
carbonsiure und den DL-Aminocarbonsiureester, so lassen

25 sich die N-substituierte DL-Monoaminodicarbonsiure aus
dem wissrigen Medium, und die Additionsverbindung aus
dem LL-Dipeptidester und dem D-Aminocarbonsiureester
erhalten, wobei die Additionsverbindung wie vorstehend dar-
gelegt, in die Komponenten zerlegt werden kann Hierauf

30 konnen die Herstellung des Dipeptidesters und die optische
Spaltung der N-substituierten DIL-Monoaminodicarbonsiure
und des DL-Aminocarbonsiureesters gleichzeitig erreicht
werden.

Erfindungsgemiss ist es moglich, die Stufen der Einfiih-

35 rung und Abspaltung einer Schutzgruppe fiir die Carboxyl-
gruppe in einer Seitenkette wegzulassen, was man bei den
herkémmlichen Verfahren fiir unabdingbar gehalten hat.
Demgemiss lassen sich Verluste an Ausgangsverbindungen
vermeiden. Die Produktausbeute ist bei Auswahl entspre-

40 chender Bedingungen bemerkenswert hoch.

Fiir das Verfahren der Erfindung kénnen DL-Ausgangs-
verbindungen verwendet werden. Bei den herkommlichen
Verfahren unter Verwendung von Enzymen ist das D-Iso-
mere der DL-Ausgangsverbindungen fiir die Reaktion nutzlos,

45 was einen Verlust an Ausgangsverbindungen mit sich bringt,
obwohl die Reaktion hierdurch nicht beeintréchtigt wird.
Beim Verfahren der Erfindung kénnen die D-Ausgangsver-
bindungen hingegen wirksam fiir die Abscheidung des Di-
peptids verwendet und anschliessend wiedergewonnen wer-

50 den.

Die Durchfithrung des erfindungsgemissen Verfahrens
lisst sich also mit der optischen Spaltung von N-substituier-
ten DL-Aminodicarbonsiuren und DL-Aminocarbonséure-
estern verbinden.

Die Zersetzung der Additionsverbindung (I) kann wie
oben bereits erwahnt mit Sdure, gegebenenfalls auch in Form
von saurem Ionenaustauscher wie in einigen Beispielen be-
schrieben erfolgen. Je nach Wahl kann in wissrigem oder
nicht-wissrigem Medium gearbeitet werden. Als Suren sind
60 anorganische oder organische Siuren geeignet; Bronsted-

Séuren werden héufig bevorzugt. Beispiele fiir geeignete an-
organische Sduren sind Chlorwasserstoffsiure, Bromwasser-
stoffsdure, Schwefelsiure und Phosphorsiure. Beispiele fiir
geeignete organische Siuren sind Ameisensiure, Essigsiure,

65 Citronensiure, Toluolsulfonsiure usw. Die Konzentration
der Siure ist nicht besonders kritisch und kann unter Be-
riicksichtigung anderer Verfahrensbedingungen gewihlt wer-
den.

55
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Gemilss einer ersten Ausfithrungsform der Erfindung er-
folgt die Zersetzung der Additionsverbindung (I) in einer
sauren wissrigen Losung, in welcher die saure Komponente
meist in stochiometrischer Menge oder dariiber vorliegt, z.B.
in einer Menge von 1-100 Aquivalent, vorzugsweise 1-20
Aquivalent, insbesondere 1-10 Aquivalent, jeweils bezogen
auf 1 Mol der Additionsverbindung (I), da die saure Kompo-
nente zur Tonisierung des Aminocarbonsiureesterbausteins
und damit zu seiner Auflésung in der wissrigen Losung in
Form seines Salzes fiihrt.

Fiir einige Zwecke muss der Dipeptidester (VI) nicht be-
sonders rein sein. In solchen Fillen ist es mdglich, geringere
Mengen der sauren Komponente, als dem stochiometrischen
Verhiltnis entspricht, zu verwenden, z.B. 0,5 Aquivalent pro
1 Mol der Additionsverbindung (T). Fiir einige praktische
Zwecke kann man z.B. etwa 0,8 Aquivalent, pro 1 Mol der
Additionsverbindung (I), verwenden.

Das Verhiltnis der sauren wissrigen Losung zu den Aus-
gangsverbindungen liegt vorzugsweise in einem Bereich, in
dem der Dipeptidester (VI) in festem Zustand vorliegen
kann, da der erhaltene Dipeptidester (VI) als Feststoff ab-
getrennt wird. Viele Dipeptidester (VI) besitzen jedoch eine
geringe Loslichkeit in Wasser oder in der sauren wissrigen
Losung, z.B. im Fall des N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-
-L-phenylalaninmethylesters, dessen Loslichkeit 0,028 g/
100 g Wasser und 0,017 g/100 g verdiinnter Salzsdure (1072
molar) bei 25°C betrigt. Demgemiss kann der Anteil der
sauren wissrigen Losung relativ hoch sein. Andererseits wird
bei dem Verfahren der Erfindung die Additionsverbindung
() mit der sauren wissrigen Losung vorzugsweise so in Be-
riihrung gebracht, dass man Bedingungen zur Feststoff-Fliis-
sigkeits-Trennung vorliegen hat. Es ist somit nicht zweck-
missig, ein zu niedriges Verhiltnis anzuwenden. Geeignete
Mengen der sauren wissrigen Losung liegen im Bereich von
1,5 bis 50 Gewichtsteile, vorzugsweise 2 bis 10 Gewichts-
teile, jeweils pro 1 Gewichtsteil der Additionsverbindung (I).

Die Temperatur zur Umsetzung der Additionsverbindung
() mit der sauren wassrigen Losung liegt im allgemeinen im
Bereich von 0 bis 100°C, vorzugsweise 5 bis 80°C. Wenn
man das Gemisch ausreichend riihrt, ist die Zersetzung der
Additionsverbindung (I) in etwa 10 Minuten beendet.

Handelt es sich bei R, um eine Schutzgruppe, die leicht
hydrolysiert werden kann, z.B. um eine p-Methoxybenzyl-
oxycarbonylgruppe, so ist es zweckmissig, Reaktionszeit und
-temperatur sorgfiltig zu iiberwachen, um eine Abspaltung
der Schutzgruppe zu verhindern.

Vorzugsweise erfolgt die Zersetzung der Additionsver-
bindung unter Bildung des Dipeptidesters (VI) und eines
Salzes des Aminosiureesters (V) mit einer Siurekomponente
der wassrigen Siureldsung. Ein erheblicher Teil des Dipep-
tidesters (V1) liegt nach der Zersetzungsreaktion meist in
festem Zustand vor, da er in der wissrigen Sdurelosung nur
eine geringe Loslichkeit besitzt, wie vorstehend dargelegt.
Da sich das Salz in der Lésung gut 16st, entsteht als Reak-
tionssystem ein Gemisch aus dem festen Dipeptidester und
der Salzlgsung, die einen Uberschuss der Saurekomponente
enthalten kann. Der erhaltene feste Dipeptidester kann in
iiblicher Weise, z.B. durch Filtration oder Zentrifugieren,
abgetrennt werden. Aus der abgetrennten Salzlosung kann
der Aminosiureester in iiblicher Weise isoliert werden, z.B.
durch Auskristallisieren oder durch Losungsmittelextraktion
nach der Freisetzung des Aminoséureesters.

Erfindungsgemiss kann der Dipeptidesster (VI) in ein-
facher Weise hergestellt und abgetrennt werden durch Zer-
setzung der Additionsverbindung (I), und zwar ohne kom-
plizierte Stufen, wie Extraktion und Ionenaustauscherharz-
behandlung. Ausbeute und Reinheit des Dipeptidesters (VI)
sind meist bemerkenswert hoch. Die Herstellung von &-L-

L%

-Asparaginyl-L-phenylalanin-alkylestern, die als Stissmittel
Verwendung finden, ist weiter unten beschrieben.

Eine andere Moglichkeit zur Zersetzung der Additions-
verbindung besteht darin, dass man die Additionsverbindung,
in der R, z.B. eine p-Methoxybenzyloxycarbonylgruppe dar-
stellt, vorzugsweise die Additionsverbindung aus einem N-p-
-Methoxybenzyloxycarbonyl-a-asparaginylphenyl-alanin-
alkylester und einem Phenylalaninalkylester (1 : 1), in einem
fliissigen Medium auflést und in diesem mit einer Sdure un-

10 ter Bildung des Dipeptidesters mit einer freien Aminogruppe

der Formel (VII) zersetzt.

Geeignete fliissige Medien zur Losung der Additions-
verbindung (I) sind organische Losungsmittel, insbesondere
Ketone, wie Aceton; Sauerstoff enthaltende organische L&~

15 sungsmittel, wie Dioxan und Tetrahydrofuran; chlorierte

niedere Kohlenwasserstoffe, wie Chloroform, Methylendi-
chlorid und Athylendichlorid; nicht-protonische polare or-
ganische Losungsmittel, wie Dimethylformamid, Dimethy!-
sulfoxid, und fliissige Carbonssuren, wie Essigsiure und

20 Ameisensdure. Auch Gemische aus zwei oder mehr der vor-

genannten Losungsmittel konnen verwendet werden.

Des weiteren kann man auch Ester, wie Athylacetat, und
Alkohol wie Methanol, Athanol oder Propanol, verwenden.
Bei Verwendung solcher Lésungsmittel ist die Produktaus-

25 beute normalerweise erniedrigt, und zwar wegen unerwiinsch-

ter Nebenreaktionen, z.B. Umesterungsreaktionen oder Ver-
esterung der Carboxylgruppe.

Die Additionsverbindung besitzt meist eine geringe Los-
lichkeit in Wasser. Demgemiss ist Wasser allein meist nicht

30 als fliissiges Medium geeignet, obwohl es moglich ist, Wasser

zu dem fliissigen Medium in solchem Umfang hinzuzusetzen,
dass eine ausreichende Loslichkeit der Additionsverbindung
in dem fliissigen Medium gewihrleistet bleibt.

Die Menge des fliissigen Mediums richtet sich nach der

35 Art des fliissigen Mediums und dem Losevermogen fiir die

Additionsverbindung. Die Menge ist im allgemeinen grosser
als 10 Gewichtsteile und betrigt vorzugsweise 20 bis 100 Ge-
wichtsteile, pro 1 Gewichtsteil der Additionsverbindung.

Bei den fiir die Zersetzung der Additionsverbindung ver-

40 wendeten Siuren handelt es sich vorzugsweise um Brensted-

45

Ssuren, vorzugsweise anorganische Séuren, wie Chlorwasser-
stoffsiiure, Bromwasserstoffsiure, Schwefelsiure, Phosphor-
siure oder Perchlorsdure, und organische Siuren, wie Tri-
fluoressigsiure oder p-Toluolsulfonséure.

Das Verhiltnis der Siure zur Additionsverbindung ist vor-
zugsweise mindestens stochiometrisch; vorzugsweise finden
2 Aquivalent oder mehr Saure, pro 1 Mol der Additionsver-
bindung, Anwendung.

Die Konzentration der Siure in dem fliissigen Medium

50 liegt im allgemeinen im Bereich von 0,1 bis 10 n, vorzugs-

weise 1 bis 5 n. Vorzugsweise wird die genane Konzentration
nach Massgabe der anderen Reaktionsbedingungen festgelegt,
da die Reaktion unter anderem von der Reaktionszeit, der
Reaktionstemperatur und der Art der Siure abhéingt. Hohe

ss Konzentrationen, die den vorgenannten Bereich {ibersteigen

und zu unerwiinschten Nebenreaktionen, z.B. der Hydrolyse
der Ester filhren konnten, sollten jedoch vermieden werden.

Bei der Siure kann es sich um wissrige oder wasserfreie
Saure handeln. Wenn es sich bei dem fliissigen Medium um

¢o ein mit Wasser nicht mischbares Medium, z.B. einen chlorier-
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ten Kohlenwasserstoff handelt, wird die Verwendung wasser-
freier Sauren bevorzugt, da die Verwendung wissriger Séu-
ren zur Ausbildung von zwei Phasen fithren wiirde, was eine
sehr langsame Reaktion zur Folge hitte.
Reaktionstemperatur und -zeit unterliegen an sich keinen
besonderen Beschriinkungen. Die Reaktion erfolgt im allge-
meinen bei 20 bis 100°C fiir eine Dauer von 10 Minuten
bis 6 Stunden. '



Bei Anwendung der Siure in geringerer Konzentration
dauert die Reaktionszeit linger oder die Reaktionstempe-
ratur ist hoher. Bei hoherer Siurekonzentration ist es von
Vorteil, eine kiirzere Reaktionszeit und eine niedrigere Re-
aktionstemperatur zu wihlen.

Nach der Zersetzung der Additionsverbindung kénnen
der erhaltene Dipeptidester mit der freien Aminogruppe
(VII), Anisalkohol und der Aminosiureester (V) nach nach-
folgend beschriebenen Methoden getrennt werden. So kann
man 2.B. nach der Reaktion den Anisalkohol in eine L&-
sungsmittelphase extrahieren. Hierbei geht man so vor, dass
man geeignete Mengen Wasser und Losungsmittel, das eine
separate Phase mit Wasser zu bilden vermag, wie Chloro-
form oder Diithylither, der Reaktionslosung zusetzt, an-
schliessend schiittelt und dann absitzen lisst, wobei eine
Phasentrennung in eine Losungsmittelphase und eine wiss-
rige Phase erfolgt. Andererseits wird der pH-Wert der wiiss-
rigen Phase durch Zugabe einer Base, wie NaOH, NaHCO,,
Na,CO,, Ammoniak oder Tridithylamin, auf einen Wert von
5 bis 6 eingestellt, worauf der abgeschiedene Dipeptidester
mit der freien Aminogruppe (VII) durch Filtration oder dgl.
abgetrennt wird. Der pH-Wert des Filtrats wird dann mit
der Base auf einen pH-Wert von 8 bis 10 eingestellt, worauf
der freie Phenylalaninalkylester mit einem Losungsmittel,
wie Chloroform, Diithylither oder Athylacetat, extrahiert
wird. Der Dipeptidester mit der freien Aminogruppe und
der Aminosiureester kénnen auch in einfacher Weise durch
die iibliche Methode unter Anwendung eines Kationenaus-
tauscherharzes isoliert werden.

Die oben beschriebenen Methoden zur optischen Spal-
tung kdnnen auch in diesem Fall Anwendung finden.

Dieses Verfahren ist hichst vorteilhaft anwendbar auf die
Herstellung von a-L-Asparaginylphenylalanin-niederalkyl-
estern aus der Additionsverbindung von N-p-Methoxybenzyl-
oxycarbonyl-a-L-asparaginyl-L-phenylalanin-niederalkyl-
estern mit Phenylalanin-niederalkylestern, wobei R,, R, R,
und n eine N-p-Methoxybenzyloxycarbonylgruppe, Benzyl-
gruppe bzw. Niederalkylgruppe, vorzugsweise eine Methyl-
oder Athylgruppe, bedeuten und n den Wert 1 hat.

Erfindungsgemiss kénnen die Abspaltung des Aminocar-
bonsiurebausteins und der N-stindigen Schutzgruppe der
p-Methoxybenzyloxycarbonylgruppe von dem Dipeptidester
gleichzeitig erfolgen. Der abgetrennte Anisalkohol kann wie-
dergewonnen und durch Umsetzung mit Phosgen in ein

p-Methoxybenbzyloxycarbonylierungsmittel iiberfithrt werden.

Die Beispiele erldutern die Herstellung der Additionsver-
bindung und deren Zerlegung zur Gewinnung der Dipeptid-
ester.

Beispiel 1

1335 mg (5 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-
sdure und 1078 mg (5 mMol) L-Phenylalaninmethylester-hy-
drochlorid werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit
20 ml Wasser versetzt. Bei der Auflsung wird der pH mit
T%igem Ammoniakwasser auf einen Wert von 6 eingestellt.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
mischt und dann bei 38 bis 40°C iiber Nacht geschiittelt. Der
Niederschlag wird abgetrennt, mit 40 ml Wasser gewaschen
und getrocknet. Hierbei erhdlt man 1145 mg feine, nadel-
férmige Kristalle vom F. 117 bis 120°C (eine Additionsver-
bindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester [1 : 11
Ausbeute 75,5 %, bezogen auf L-Phenylalaninmethylester-
-hydrochlorid.

Das Reaktionsprodukt wird aus einem Losungsmittelge-
misch aus Athylacetat und n-Hexan umkristallisiert. Die
physikalischen Eigenschaften und die Ergebnisse der Ele-
mentaranalyse sind nachfolgend zusmmengestellt.
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F. 120-124°C.
[«]p®: + 7,1 (C=1, Methanol).
Elementaranalyse: C,,H,,N;O,
ber. (%) C 63,24 H 6,13 N 6,97
5 gef: (%) C 63,15 H 6,15 N 7,00

Die IR- und NMR-Spektren des Produkts bestiitigen die
Struktur.
1145 mg des Reaktionsprodukts werden in 40 ml In-HCl
10 geldst und dann 3mal mit 30 ml Athylacetat extrahiert. Hier-
auf werden die Extrakte vermischt, mit jeweils 20 ml Was-
ser (3mal) gewaschen und dann mit wasserfreiem Magne-
siumsulfat getrocknet. Nach dem Einengen der Lésung fiihrt
man durch Zugabe von n-Hexan Kristallisation herbei. Hier-
15 bei erhiilt man 640 mg eines kristallinen Produkt. Die phy-
sikalischen Eigenschaften und die Ergebnisse der Elementar-
analyse sind nachfolgend angegeben.
F. 115-125°C )
[¢]p®: —15,3 (C=1, Methanol)
20 Elementaranalyse: C,,H,,N,0,
ber. (%) C 61,67 H 5,65 N 6,54
gef: (%) C 6152 H 565 N 6,57

Die IR- und NMR-Spektren zeigen die fiir N-Benzyloxy-
25 carbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester erwarteten
Eigenschaften.

Die Ergebnisse stimmen mit denjenigen iiberein, die man
bei Benzyloxycarbonylierung der Aminogruppe des L-Aspara-
ginyl-L-phenylalaninmethylesters erhilt.

Der L-Phenylalaninmethylester wird aus einem Gemisch
der Salzsiurephase und der Waschwasserfraktion, die von
der Athylacetatextraktion herriihren, gewonnen.

Es bestiitigt sich somit, dass die durch die vorgenannte
Reaktion erhaltene Verbindung eine Additionsverbindung
35 aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninme-

thylester und L-Phenylalaninmethylester darstellt. Gleich-
zeitig bestitigt das NMR-Spektrum, dass das Molverhiltnis
1: 1 betrégt.

30

Beispiel 2
1335 mg (5 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-
sdure und 1078 mg (5 mMol) L-Phenylalaninmethylester-hy-
drochlorid werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit
10 ml Wasser versetzt. Bei der Auflésung wird der pH mit
45 7%igem Ammoniakwasser auf einen Wert von 6 eingestellt.
Die erhaltene Lésung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
mischt und dann bei 38 bis 40°C iiber Nacht geschiittelt.
Der Niederschlag wird gesammelt, aus der Losung abgetrennt
und getrocknet. Hierbei erhilt man 1504 mg einer Additions-
50 verbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginylphenyl-
alaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1). Aus-
beute: 99,1%, bezogen auf L-Phenylalaninmethylester-hy-
drochlorid; F. 104 bis 113°C.

40

55 Beispiel 3
Gemiss Beispiel 2, wobei jedoch die Mengen an N-Ben-
zyloxycarbonyl-L-asparaginsiure und L-Phenylalaninmethyl-
ester auf 534 mg (2 mMol) bzw. 863 mg (4 mMol) verindert
werden, erhélt man 1068 mg einer Additionsverbindung aus
60 N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
ester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1) vom F. 116 bis
119°C. Ausbeute 70,4 %, bezogen auf N-Benzyloxycarbonyl-
-L-asparaginsiure.

65 Beispiel 4
534 mg (2 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-
sdure und 863 mg (4 mMol) L-Phenylalaninmethylester-hy-
drochlorid werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit
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8 ml Wasser versetzt. Bei der Auflosung wird der pH mit
7%igem Ammoniakwasser auf einen Wert von 6,2 einge-
stellt.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
mischt und dann bei 38 bis 40°C iiber Nacht geschiittelt. Der

Niederschlag wird gesammelt, aus der Losung abgetrennt und

getrocknet. Hierbei erhilt man 1099 mg einer Additions-
verbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phe-
nylalaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1).
Ausbeute 90,5%, bezogen auf N-Benzyloxycarbonyl-L-
-agparaginsgure.

Beispiel 5

267,2 mg (1 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-
siure und 537,6 mg (3 mMol) L-Phenylalaninmethylester
werden in 5 ml Pufferlésung (McIlvain’s Puffer, pH 7,0) ge-
16st.

Die erhaltene Losung wird mit 100 mg Thermoase und
100 mg Potato-Inhibitor versetzt und dann 20 Stunden bei
38°C geschiittelt. Der Niederschlag wird gesammelt, mit

Wasser gewaschen und getrocknet. Hierbei erhilt man 580 mg

einer rohen kristallinen Additionsverbindung aus N-Benzyl-
oxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und
L-Phenylalaninmethylester (1 : 1) vom F. 123 bis 125°C.
Ausbeute 95,5 %, bezogen auf N-Benzyloxycarbonyl-L-aspa-
raginsdure.

Nachdem man das Reaktionsprodukt in 40 ml eines L&-
sungsmittelgemisches aus Dimethylformamid und Wasser
(1 : 1- geltst hat, wird die Losung unter griindlichen Rithren
mit einem stark sauren Kationenaustauscherhaiz in der
H-Form versetzt. Nach Abtrennung des Harzes wird das Fil-
trat unter vermindertem Druck eingeengt. Nachdem man den
Riickstand in Dimethylformamid geldst hat, wird die Losung
mit Wasser versetzt. Hierbei erhilt man einen Niederschlag
aus 330 mg N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester vom F. 123 bis 125°C. Ausbeute 77,0%,
bezogen auf N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginsiure.

Beispiel 6

267,2 mg (1 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-
siure und 358,4 mg (2 mMol) L-Phenylalaninmethylester -
werden in 5 ml Pufferlésung (Mcllvain’s Puffer, pH 7,0) ge-
16st. Die Losung wird mit 100 mg Tacynase N und 100 mg
Potato-Inhibitor versetzt und dann 6 Stunden bei 38°C ge-
schiittelt. Der Niederschlag wird gesammelt, mit Wasser ge-
waschen und getrocknet. Hierbei erhilt man 120 mg einer
rohen kristallinen Additionsverbindung aus N-Benzyloxy-
carbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und L-
Phenylalaninmethylester (1 : 1) vom F. 119 bis 123°C. Aus-
beute 19,7%.

Das erhaltene Reaktionsprodukt wird gemiss Beispiel 5
der Behandlung mit dem stark sauren Kationenaustauscher-
harz in H-Form unterworfen. Hierbei erhilt man 50 mg
N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
ester vom F. 95 bis 105°C. Ausbeute 11,7%.

Beispiel 7

1335 mg (5 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-
sdure und 1078 mg (5 mMol) L-Phenylalaninmethylester
werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit 4 ml Wasser
versetzt. Bei der Auflésung wird der pH mit Tridthylamin
auf einen Wert von 6,8 eingestellt.

Die erhaltene Lésung wird mit 20 mg Thermolysin ver-
setzt und dann 2 Tage bei 38 bis 40°C geschiittelt. Der Nie-
derschlag wird abfiltriert, mit 40 ml Wasser gewaschen und
getrocknet. Hierbei erhilt man 475 mg einer Additionsver-
bindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1).

Ausbeute 31,3 %, bezogen auf L-Phenylalaninmethylester-
-hydrochlorid.
Das erhaltene Reaktionsprodukt wird aus einem Losungs-
mittelgemisch aus Athylacetat und n-Hexan umkristallisiert.
5 Die physikalischen Eigenschaften und dje Ergebnisse der
Elementaranalyse sind nachfolgend angegeben.
F. 120 bis 124°C
[¢]p%: + 7,2 (C=1, Methanol)
Elementaranalyse:
10 ber: (%) C 63,24 H 6,13 N 6,97
gef: (%) C 63,52 H 622 N 7,04

Beispiel 8
Gemiiss Beispiel 7, wobei jedoch der pH auf einen Wert
15 von 5,2 eingestellt wird, erhilt man 753 mg einer Additions-
verbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phe-
nylalaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1).
Ausbeute 49,5%, bezogen auf L-Phenylalaninmethylester.

20
Beispiel 9

133,6 mg (0,5 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-
siure und 89,6 mg (0,5 mMol) L-Phenylalaninmethylester
werden in 2,5 ml Pufferlésung (Mcllvain’s Puffer, pH 7,0)

25 mit 0,07 ml Tridthylamin gelost.

Die erhaltene Losung, die einen pH-Wert von 6,7 be-
sitzt, wird mit 50 mg Thermoase und 50 mg Potato-Inhibi-
tor versetzt und dann 20 Stunden bei 38°C geschiittelt. Der
Niederschlag wird abfiltriert und mit Wasser gewaschen.

3p Hierbei erhilt man 130 mg einer rohen Additionsverbindung
aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninme-
thylester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1) vom F. 115
bis 124°C. Ausbeute 85,5%, bezogen auf L-Phenylalanin-
methylester.

35 Das Reaktionsprodukt wird in 20 ml eines Losungsmit-
telgemisches aus Dimethylformamid und Wasser (1 : 1) geldst
und hierauf gemiss Beispiel 5 der Behandlung mit dem stark
sauren Kationenaustauscherharz in H-Form unterworfen.
Hierbei erhilt man 75 mg N-Benzyloxycarbonyl-L-phenyl-

40 alaninmethylester. Gesamtausbeute 70%), bezogen auf eine
50%ige Ausnutzung der Menge an Ausgangs-L-Phenylala-
ninmethylester.

45 Beispiel 10
Gemiss Beispiel 9, wobei jedoch 0,05 ml N-Methylmor-
pholin anstelle von 0,07 ml Tristhylamin Verwendung fin-
den, wird die Umsetzung mit einem pH-Wert von 6,4 zu
Beginn durchgefiihrt. Hierbei erhdlt man 120 mg einer rohen

50 kristallinen Additionsverbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-
-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und L-Phenyl-
alaninmethylester (1 : 1) vom F. 118 bis 124°C. Ausbeute
78,9%, bezogen auf L-Phenylalaninmethylester.

Das Reaktionsprodukt wird gemiss Beispiel 9 der Be-

55 handlung mit dem stark sauren Kationenaustauscherharz in
H-Form unterworfen. Hierbei erhilt man 70 mg kristallinen
N-Benzyloxycarbonyl-L-phenylalaninmethylester. Gesamt-
ausbeute 66 %, bezogen auf eine 50 %ige Nutzung der Menge
des Ausgangs-L-Phenylalaninmethylesters.
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Beispiel 11
Gemiss Beispiel 4, wobei jedoch die Umsetzung bei
einem pH-Wert von 6,5 unter Schiitteln fiir eine Dauer von
65 1 Stunde erfolgt, erhilt man 920 mg einer Additionsverbin-
dung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1),
Ausbeute 75,8%.



Beispiel 12

534 mg (2 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginsiure
und 863 mg (4 mMol) L-Phenylalaninmethylester-hydro-
chlorid werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit 2 ml
Wasser versetzt. Bei der Auflosung wird der pH durch Zu-
gabe von 5,5 ml 1 n-NaOH auf einen Wert von 7 eingestellt.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
setzt und dann 2 Stunden bei 38 bis 40°C geschiittelt. Der
erhaltene Niederschlag wird abgetrennt und getrocknet. Hier-
bei erhilt man 734 mg einer Additionsverbindung aus
N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
ester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1) vom F. 106 bis
118°C. Ausbeute 60,5%. '

Beispiel 13

540 mg (2 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-
sidure und 863 mg (4 mMol) L-Phenylalaninmethylester-hy-
drochlorid werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit
7 ml Wasser versetzt. Bei der Auflosung wird der pH mit
7%igem Ammoniakwasser auf einen Wert von 6 eingestellt.

Die erhaltene Lgsung wird mit 100 mg Thermoase ver-
setzt und iiber Nacht bei 38 bis 40°C geschiittelt. Der er-
haltene Niederschlag wird mit 70 ml Wasser gewaschen und
getrocknet. Hierbei erhélt man 550 mg einer Additionsver-
bindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester (1 : 1) vom F. 113 bis 116°C. Ausbeute
45,3%.

Beispiel 14

270 mg (1 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagin-
sidure und 432 mg (2 mMol) L-Phenylalaninmethylester wer-
den in einem 30 ml fassenden Kolben mit 4 ml Wasser ver-
setzt. Bei der Auflosung wird der pH 7 mit 7%igem Ammo-
niakwasser auf einen Wert von 6 eingestellt.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermoase ver-
setzt und dann 40 Stunden bei 38 bis 40°C geschiittelt. Der
erhaltene Niederschlag wird abfiltriert, vom Wasser abge-
trennt und getrocknet. Hierbei erhdlt man 177 mg einer Ad-
ditionsverbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-
-phenylalaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester
(1:1) vom F. 103 bis 112°C. Ausbeute 29,1 %.

Beispiel 15
Gemiiss Beispiel 14, wobei jedoch der Reaktionsldsung
zusitzlich 50 mg Potato-Inhibitor zugesetzt werden, erhilt
man 381 mg des gleichen Produkts vom F. 105 bis 117°C.
Ausbeute 62,7%.

Beispiel 16

534 mg (2 mMol) N-Benzoyloxycarbonyl-L-asparaginsiure
und 863 mg (4 mMol) DL-Phenylalaninmethylester-hydro-
chlorid werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit 7 ml
Wasser versetzt. Bei der Aufldsung wird der pH mit 7%igem
Ammoniakwasser auf einen Wert von 6,2 eingestellt.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
setzt und dann bei 38 bis 40°C iiber Nacht geschiittelt. Der
Niederschlag wird abfiltriert, vom Wasser getrennt und ge-
trocknet. Hierbei erhélt man 1045 mg Kristalle einer Addi-
tionsverbindung aus N-Benzoyloxycarbonyl-asparaginyl-phe-
nylalaninmethylester und Phenylalaninmethylester (1 : 1) vom
F 104 bis 108°C. Ausbeute 86,1%, bezogen auf N-Benzoyl-
carbonyl-L-asparaginsiure.

Nach dem Umkristallisieren aus einem Lésungsmittelge-
misch aus Athylacetat und n-Hexan erhilt man eine Sub-
stanz mit den nachfolgend angegeben Daten.

F. 127-135°C
[2]p* : —4,6 (C=1, Methanol)

643532

Elementaranalyse: Cg,H,N,0,
ber.: (%) C 63,24 H 6,13 N 6,97
gef: (%) C 6352 H 619 N 692

5 Es handelt sich vermutlich um die Additionsverbindung
aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninme-
thylester und D-Phenylalaninmethylester (1 : 1), und zwar
deshalb, weil das IR-Spektrum und das NMR-Spektrum der
Substanz die gleichen Eigenheiten wie diejenigen von Bei-

10 spiel 1 aufweisen.

800 mg des Reaktionsprodukts werden in 40 ml 1 n HC1
geldst und dann mit 30 ml Methylendichlorid 3mal extra-
hiert. Hierauf wird die Methylendichloridphase mit Wasser
gewaschen und dann mit wasserfreiem Magnesiumsulfat ge-

15 trocknet. Nachdem man das Methylendichlorid abdestilliert
hat, wird der freie feste Riickstand aus einem Losungsmit-
telgemisch aus Athylacetat und n-Hexan umkristallisiert. Hier-
bei erhilt man 450 mg Kristalle mit den nachfolgend ange-
gebenen Eigenschaften.

20 F. 124-132°C
[@]p% : —15,3 (C=1, Methanol)

Elementaranalyse: C,,H,,N,O,

ber. (%) C 61,67 H 565 N 6,54

gef: (%) C 61,38 H 5,58 N 6,29

25

Bei dem Reaktionsprodukt handelt es sich um N-Benzyl-
oxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester.

Die riickstindige wissrige Phase aus der Extraktion mit
Methylenchlorid wird zur Einstellung des pH auf einen Wert

30 von 8,7 mit Natriumhydrogencarbonat vermischt. Hierauf
wird das Produkt mit 30 ml Methylenchlorid 3mal extra-
hiert. Nachdem man den Extrakt mit wasserfreiem Magne-
siumsulfat getrocknet hat, wird Chlorwasserstoffgas in den
Extrakt fiir eine Dauer von etwa 10 Minuten eingeleitet.

35 Nach dem Einengen wird die Methylenchloridlésung mit

Athyléther versetzt. Hierbei rekristallisiert das Produkt, und

man erhélt 29,0 mg D-Phenylalaninmethylester-hydrochlorid

vom F. 149 bis 151°C.

[a]p?®: —15,1 (C=1, Methanol).

Das IR- und NMR-Spektrum stimmt mit demjenigen der
L-Form iiberein.

Die Annahme iiber die Additionsverbindung ist somit
zutreffend. Bei dem durch die Umsetzung erhaltenen Pro-
dukt handelt es sich um die Additionsverbindung aus dem
45 N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-

ester und dem D-Phenylalaninmethylester (1 : 1).

40

Beispiel 17

1069 mg (4 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-DL-asparagin-
sdure und 863 mg (4 mMol) L-Phenylalaninmethylester-hy-
drochlorid werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit
2 ml Wasser versetzt. Hierauf wird der pH mit 7 %igem
Ammoniakwasser auf einen Wert von 6 eingestellt.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
setzt und dann 2 Stunden bei 38 bis 40°C geschiittelt. Der
Niederschlag wird abfiltriert, mit 20 ml Wasser gewaschen
und getrocknet. Hierbei erhilt man 787 mg einer Additions-
verbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenyl-
60 alaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1) vom

F. 105 bis 110°C. Ausbeute 64,8 %, bezogen auf N-Benzyl-
oxycarbonyl-L-asparaginsiure.

Das Produkt wird aus einem Losungsmittelgemisch aus
Athylacetat und n-Hexan umkristallisiert. Hierbei erhilt man

65 das gewiinschte Produkt vom F. 121 bis 125°C.

[a1p%: 7,2 (C=1, Methanol).

Die n-Benzyloxycarbonyl-asparaginsiure (hauptséchlich
in D-Form) wird aus der restlichen Reaktionslosung isoliert.

50
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643 532

Beispiel 18

Beispiel 17 wird wiederholt, wobei jedoch DL-Phenyl-
alaninmethylester anstelle von L-Phenylalaninmethylester
Verwendung findet. Hierbei erhilt man 765 mg einer Addi-
tionsverbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-
-phenylalaninmethylester und D-Phenylalaninmethylester
(1: 1) vom F. 105 bis 111°C. Ausbeute 62,3 %, bezogen auf
N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginsiure.

Beim Umkristallisieren aus einem Losungsmittelgemisch
aus Athylacetat und n-Hexan erhilt man das gewiinschte
Produkt vom F. 126 bis 134°C.

[a]p® : —6,5 (C=1, Methanol).

Die N-Benzyloxycarbonylasparaginsdure (hauptsichlich
in D-Form) wird aus der verbleibenden Reaktionslosung iso-
liert.

Beispiel 19 .

5,34 g (20 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginsiure
und 7,53 g (42 mMol) L-Phenylalaninmethylester werden in
einem 100 ml fassenden Kolben mit 70 ml Wasser versetzt.
Hierbei erhilt man eine Lsung mit einem pH von 6,2 bis
6,3. :
Die erhaltene Losung wird mit 200 mg Thermolysin ver-
setzt und 4 Stunden bei 38 bis 40°C geschiittelt. Der Nieder-
schlag wird durch Filtration abgetrennt, mit 70 ml Wasser
gewaschen und getrocknet. Hierbei erhélt man 10,11 g Kri-
stalle vom F. 117 bis 120°C. Bei diesem Produkt handelt es
sich um eine Additionsverbindung aus N-Benzyloxycarbo-
nyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und L-Phenyl-
alaninmethylester (1 : 1), und zwar aufgrund der nachfolgend
angegebenen Eigenschaften (nach Umkristallisieren aus
Athylacetat/n-Hexan).
F. 120-124°C
[@]p? : + 7,2 (C=1, Methanol)
Elementaranalyse: Cg,Hg,N,O,

ber. (%) C 63,24 H 6,13 N 6,97

gef:. (%) C 63,16 H 6,14 N 6,99

Die IR- und NMR-Spekiren zeigen die gleichen Eigen-
schaften, die vorstehend fiir die 1:1-Additionsverbindung aus
N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
ester und L-Phenylalaninmethylester beschrieben sind.

Beim Behandeln mit starker Sdure und Extraktion mit
einem organischen Losungsmittel, wie Athylacetat, erhdlt man
nach Abdestillieren des organischen Losungsmittels den
N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
ester.

1,00 g (1,65 mMol) der erhaltenen Additionsverbindung
aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninme-
thylester und L-Phenylalaninmethylester werden in einem
30 ml fassenden Kolben mit 2 ml Wasser und 2,0 ml 1-n
HCI unter Rijhren bei Raumtemperatur wéhrend 10 Minuten
versetzt. Nachdem man die erhaltene Aufschlimmung fil-
triert hat, wird der Niederschlag mit 4 ml Wasser gewaschen
und getrocknet. Hierbei erhilt man 0,72 g Kristalle des
N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
esters mit einer Ausbeute von 98,8%.

Nachdem man die erhaltenen Kristalle in Athylacetat
geldst hat, versetzt man mit n-Hexan zur Rekristallisation
des Produkis. Die physikalischen Eigenschaften und die Er-
gebnisse der Elementaranalyse des Endprodukts sind nach-
folgend angegeben.

F. 121-124°C
[&]p® : —15,4 (C=1, Methanol)
Elementaranalyse: C,,H,,N,0,
ber. (%) C 61,67 H 565 N 6,54
gef. (%) C 61,58 H 5,64 N 6,56

10

Das IR-Spektrum des Produkts stimmt mit demjenigen
der Standardverbindung tiberein.
Dariiberhinaus wird die Identitit des Produkts durch
Vergleich einer wissrigen Losung des Produkts mit derjeni-
s gen der Standardverbindung mittels Hochgeschwindigkeits-

Fliissigchromatographie bestatigt. :

Beispiel 20
1,00 g (1,65 mMol) der Additionsverbindung aus N-Ben-
10 zyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und
L-Phenylalaninmethylester, hergestellt in Beispiel 19, wer-
den in einem 30 ml fassenden Kolben mit 2 ml Wasser und
1,32 ml 1 n HCI versetzt. Nachdem man das Gemisch 10
Minuten bei Raumtemperatur geriihrt hat, wird gemiss Bei-
15 spiel 19 aufgearbeitet. Hierbei erhilt man 0,70 g feine prisma-
tische Kristalle vom F. 100 bis 126°C mit einem Gehalt an
N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
ester von 96,8%.

Beispiel 21
0,534 g (2 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginsiure
und 0,863 g (4 mMol) DL-Phenylalaninmethylester-hydro-
chlorid werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit 10 ml
Wasser versetzt. Bei der Auflésung wird der pH mit 7 %igem
25 Ammoniakwasser auf einen Wert von 6,0 eingestellt.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
setzt und dann bei 38 bis 40°C iiber Nacht geschiittelt. Der
Niederschlag wird abgetrennt, mit 10 m] Wasser gewaschen
und getrocknet. Hierbei erhilt man 0,90 g Kristalle vom

30 F. 120 bis 126°C.

Ein Teil der Kristalle wird aus einem Losungsmittelge-
misch aus Athylacetat und n-Hexan umkristallisiert. Hierbei
erhilt man das gewiinschte Produkt vom F. 128 bis 134°C;
[a]p® = —6,3 (C=1, Methanol). Die mit diesem Produkt

35 erhaltenen IR- und NMR-Spektren sind im wesentlichen die
gleichen wie diejenigen der Additionsverbindung aus N-Ben-
zyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und
L-Phenylalaninmethylester (1: 1).
Elementaranalyse: Cg,H; N0,

ber: (%) C 63,24 H 6,13 N 6,97

gef: (%) C 6342 H 6,17 N 6,95

20
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Bei Behandlung mit Siure erhilt man hieraus den N-Ben-
zyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und
45 den D-Phenylalaninmethylester im Molverhdltnis 1: 1.

Die Ergebnisse bestitigen, dass die erhaltenen Kristalle
die Additionsverbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-aspara-
ginyl-L-phenylalaninmethylester und D-Phenylalaninmethyl-
ester (1 : 1) darstellen.

0,50 g (0,82 mMol) der Additionsverbindung werden mit
4 ml Wasser und 0,26 g Citronenséure vermischt. Nachdem
man das Gemisch bei Raumtemperatur 10 Minuten geriihrt
hat, erfolgt die Aufarbeitung gemiss Beispiel 19. Hierbei er-
halt man 0,35 g Kristalle des N-Benzyloxycarbonyl-L-

55 -asparaginyl-L-phenylalaninmethylesters mit einer Reinheit
von 100% und einer Ausbeute von 99,3%.
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Beispiel 22
0,59 g (0,82 mMol) der Additionsverbindung aus N-

-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester
und L-Phenylalaninmethylester, hergestellt gemdss Beispiel
19, werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit 4 ml Was-
ser und 0,24 g (1,2 mMol) p-Toluolsulfonsduremonohydrat
65 versetzt. Bei der Aufarbeitung gemiss Beispiel 19 erhilt man

0,33 g Kristalle des N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-

-phenylalaninmethylesters mit einer Reinheit von 100% und

einer Ausbeute von 93,6%.

60



Beispiel 23

0,45 g (8,2 mMol) 85 %ige Ameisensiure und 8 ml Was-
ser werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit 0,50 g
(0,82 mMol) der Additionsverbindung aus N-Benzyloxycar-
bonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und L-Phe-
nylalaninmethylester, hergestellt in Beispiel 19, versetzt.
Nachdem man das Gemisch 20 Minuten bei Raumtempera-
tur geriihrt hat, wird das Reaktionsprodukt abfiltriert, mit
10 ml Wasser gewaschen und getrocknet. Hierbei erhilt man
0,312 g weisse Kristalle des N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagi-
nyl-L-phenylalaninmethylesters mit einer Reinheit von 100%
und einer Ausbeute von 88,6%.

Beispiel 24

0,47 g (8,2 mMol) Eisessig und 8 ml Wasser werden in
einem 30 ml fassenden Kolben mit 0,50 g (0,82 mMol) der
Additionsverbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparagi-
nyl-L-phenylalaninmethylester und L-Phenylalaninmethyl-
ester versetzt. Nachdem man das Gemisch 30 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt hat, wird das Reaktionsprodukt ab-
filtriert, mit 10 ml Wasser gewaschen und getrocknet. Hier-
bei erhélt man 0,308 g weisse Kristalle des N-Benzyloxy-
carbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylesters mit einer
Reinheit von 100% und einer Ausbeute von 87,2%.

Beispiel 25

1,00 g (1,65 mMol) der Additionsverbindung aus N-Ben-
zyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und
L-Phenylalaninmethylester, hergestelit in Beispiel 19, werden
in einem 30 ml fassenden Kolben mit 2 ml Wasser und
2,0 ml 1 n HCI versetzt. Nachdem man das Gemisch 3 Mi-
nuten bei 60°C geriihrt hat, erfolgt die Aufarbeitung ge-
miss Beispiel 19. Hierbei erhélt man 0,35 g Kristalle des
N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
esters mit einer Reinheit von 100% und einer Ausbeute von
100%.

Beispiel 26

0,594 g (2 mMol) N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl-I-
-asparaginsiure und 0,860 g (4 mMol) L-Phenylalaninme-
thylester-hydrochlorid werden in einem 30 m] fassenden Kol-
ben mit 1 n NaOH versetzt. Hierbei wird der pH auf einen
Wert von 6,0 eingestellt.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
setzt und hierauf bei 38 bis 40°C iiber Nacht geschiittelt.
Der Niederschlag wird abfiltriert, mit 10 ml Wasser gewa-
schen und getrocknet. Hierbei erhilt man 0,928 g Kristalle
vom F. 68 bis 74°C.

Die nachfolgenden Ergebnisse bestitigen, dass es sich bei
dem Reaktionsprodukt um die Additionsverbindung aus
N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1) han-
delt.

Beim Umkristallisieren aus einem Losungsmittelgemisch
aus Athylacetat und n-Hexan erhélt man das gewiinschte
Produkt mit den nachfolgend angegebenen Eigenschaften.

F. 72-76°C
[a]p® . +6,5 (C=1, Methanol)
Elementaranalyse: C,H,,N,0,,
ber. (%) C 62,15 H 6,16 N 6,59
gef.: (%) C 61,85 H 6,04 N 6,46

Die IR- und NMR-Spekiren zeigen, dass es sich bei dem
Reaktionsprodukt um die Additionsverbindung der Formel I
handelt, in der R,, R,, R, und n eine p-Methoxybenzyloxy-
carbonylgruppe, Benzylgruppe, Methoxygruppe bzw. den
Wert 1 bedeuten.

11 643532

0,500 g (0,78 mMol) der Additionsverbindung aus N-p-
-Methoxybenzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalanin-
methylester und L-Phenylalaninmethylester, die in vorge-
nannter Weise hergestellt worden ist, werden in einem 30 ml

5 fassenden Kolben mit 2 ml Wasser und 0,94 m! (0,94 mMol)
1 n HCI versetzt. Hierauf wird das Reaktionsgemisch 3 Mi-
nuten bei 60°C geriihrt.

Nach Filtrieren der erhaltenen Aufschlimmung, Waschen
mit 6 ml Wasser und Trocknen erhilt man 0,32 g Kristalle.

10 Dienachfolgenden Ergebnisse zeigen, dass es sich bei
dem Reaktionsprodukt um N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl-
-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester (Reinheit 100%,
Ausbeute 89,1%) handelt.

Nachdem man die Kristalle in Athylacetat geldst hat,

15 versetzt man mit n-Hexan zur Rekristallisation des Produkts.
Die physikalischen Eigenschaften und die Ergebnisse der
Elementaranalyse sind nachfolgend angegeben.

F. 128 bis 130°C
[«]p®: —15,1 (C=1, Methanol)

20 Elementaranalyse: Cy,H,,N,0,

ber. (%) C 60,25 H 572 N 6,11

gef: (%) C 6030 H 574 N 5,99

IR- und NMR-Daten zeigen, dass es sich um ein End-

25 produkt der Formel VI handelt, in der R, R,, R; und n eine
p-Methoxybenzyloxycarbonylgruppe, Benzylgruppe, Methoxy-
gruppe bzw. den Wert 1 bedeuten.

0,2 Gewichtsteile des erhaltenen N-p-Methoxybenzyloxy-
carbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylesters werden

30 in 2 Gewichtsteilen Aceton gel6st. Nachdem man die erhal-
tene Losung mit 1 Gewichtsteil 4 n HCI versetzt hat, wird
das Gemisch auf dem Wasserbad 1,5 Stunden unter schwa-
chem Riickfluss erhitzt. Hierbei findet volistindige Zerset-
zung unter Bildung einer Losung statt, die als Hauptkompo-

35 nenten L-Asparaginyl-L-phenylalaninmethylester, L-Phenyl-
alaninmethylester und Anisalkohol enthilt. Aus dieser Lo-
sung erhilt man den L-Asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
ester.

40 Beispiel 27

0,562 g (2 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-glutaminsiure
und 0,860 g (4 mMol) L-Phenylalaninmethylester-hydrochlo-
rid werden in einem 30 ml fassenden Kolben mit 1 n NaOH
versetzt. Bei der Aufiésung wird der pH-Wert auf 6,0 einge-

45 stellt.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
setzt und hierauf bei 38 bis 40°C iiber Nacht geschiittelt.
Nach dem Abtrennen wird der Niederschlag mit 10 ml Was-
ser gewaschen und getrocknet. Hierbei erhidlt man 0,510 g

50 Kristalle vom F. 80 bis 85°C.

Die nachfolgend angegebenen Ergebnisse bestiitigen, dass
es sich bei dem Reaktionsprodukt um eine Additionsverbin-
dung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl-L-phenylalanin-
methylester und L-Phenylalaninmethylester (1 : 1) handelt.

55 Beim Umkristallisieren aus Athylacetat/n-Hexan erhilt
man das gewiinschte Produkt. Die physikalischen Eigenschaf-
ten und die Ergebnisse der Elementaranalyse sind nachfol-
gend zusammengestellt.

F. 92-97°C

60 [a]p* : 0,1 (C=1, Methanol)
Elementaranalyse: C;,H,,N,O,

ber:. (%) C 63,75 H 6,32 N 6,76

gef.: (%) C 6361 H 631 N 6,65

65 IR- und NMR-Daten zeigen, dass es sich bei dem Reak-
tionsprodukt um die Additionsverbindung der Formel I han-
delt, in der R,, R,. R; und n eine Benzyloxycarbonylgruppe,
Benzylgruppe, Methoxygruppe bzw. den Wert 2 bedeuten.
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0,001 g der Additionsverbindung aus N-Benzyloxycar-
bonyl-L-glutamyl-L-phenylalaninmethylester und L-Phenyl-
alaninmethylester werden in einem 15 ml fassenden Reagenz-
glas unter Rithren zu 2,3 ml (0,32 mMol) 0,14 n HCl hinzu-
gefiigt. Hierauf wird das Gemisch 15 Minuten bei Raum- 5
temperatur geriihrt.

Der erhaltene weisse Niederschlag wird abfiltriert, mit
3 ml Wasser gewaschen und getrocknet. Hierbei erhdlt man
0,683 g Kristalle.

Die nachfolgend angegebenen Ergebnisse bestitigen, dass 10
es sich bei dem Reaktionsprodukt um den N-Benzyloxycar-
bonyl-L-glutamyl-L-phenylalaninmethylester (Reinheit 100%,
Ausbeute 95,8 %) handelt.

Nachdem man die Kristalle in Athylacetat geldst hat,
versetzt man zur Rekristallisation mit n-Hexan. 15

Die physikalischen Eigenschaften und die Ergebnisse der
Elementaranalyse sind nachfolgend angegeben.

F. 97-99°C
[2]p? : —11,0 (C=1, Methanol)
Elementaranalyse: C,,H,;N,0,
ber. (%) C 62,43 H 592 N 6,33
gef. (%) C 62,63 H 594 N 6,24

17% N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-C,-L-phenylalanin-
methylester) vom F. 110 bis 118°C.

Beispiel 29

In einem 30 mi fassenden Kolben werden 0,343 g (2
mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginsiure und 0,918 g
(4 mMol) L-Phenylalaninithylester-hydrochlorid in 5 ml
Wasser gelost. Hierauf versetzt man mit wéssriger Losung
4 n NaOH bis zum pH 6.

Die erhaltene Losung wird mit 50 mg Thermolysin ver-
setzt. Das erhaltene Gemisch wird dann bei 38 bis 40°C
iiber Nacht geschiittelt. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit
30 ml Wasser gewaschen und getrocknet. Hierbei erhilt man
0,913 g Kristalle vom F. 85 bis 90°C.

Bei dem Produkt handelt es sich um die Additionsver-
bindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenyl-
alaninithylester und L-Phenylalanindthylester (1 : 1).

Das Produkt wird aus einem L3sungsmittelgemisch aus
Athylacetat und n-Hexan umkristallisiert. Die physikalischen
20 Figenschaften und die Ergebnisse der Elementaranalyse sind

nachfolgend angegeben.
F. 93-95°C
[a]lp? : +6,0 (C=1, Methanol)

IR- und NMR-Daten zeigen, dass es sich bei dem End- Elementaranalyse: C;,H,;,N;Oq
produkt um die Verbindung der Formel VI handelt, in der 25 ber.: (%) C 64,23 H 6,50 N 6,61
R,, R,, R; und n eine Benzyloxycarbonylgruppe, Benzyl- gef.: (%) C 64,50 H 6,56 N 6,63
gruppe, Methoxygruppe bzw. den Wert 2 bedeuten.

Der erhaltene N-Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl-L-phe-
nylalaninmethylester kann durch Reduktion bzw. Hydrie-
rung mit Wasserstoff in den L-Glutamyl-L-phenylalaninme-
thylester, und durch Hydrolyse bzw. Verseifung in das
N-Benzyloxycarbonyl-L-glutamyl-L-phenylalanin iiberfiihrt
werden.

IR- und NMR-Daten zeigen, dass es sich bei dem Reak-

tionsprodukt um die Additionsverbindung der Formel I han-
30 delt, in der R;, R,, R; und n eine Benzyloxycarbonylgruppe,
Benzylgruppe, Athoxygruppe bzw. den Wert 1 bedeuten.

In einem 30 ml fassenden Kolben werden 0,125 g (0,197
mMol) der erhaltenen Additionsverbindung aus N-Benzyl-
oxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninithylester und

35 L-Phenylalanin#thylester mit 2 ml Wasser und 0,24 ml
1 n HCI (0,24 mMol) vermischt. Das erhaltene Gemisch
wird 30 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Filtrie-
ren der erhaltenen Aufschlimmung wird das Produkt mit
5 ml Wasser gewaschen und getrocknet. Hierbei erhélt man
40 0,0807 g Kristalle des N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-
-L-phenylalaninithylesters mit einer Reinheit von 100% und
einer Ausbeute von 92,6 %. Diese Kristalle werden aus
Athylacetat/n-Hexan umkristallisiert. Die physikalischen
Figenschaften und die Ergebnisse der Elementaranlyse des
45 erhaltenen Produkts sind nachfolgend angegeben.
F. 128-135°C
[a]p®: —17,3 (C=1, Methanol)
Elementaranalyse: Cy;H,,N,O,
(%) C 6243 H 592 N 6,33
(%) C 62,82 H 59 N 6,40

Beispiel 28

0,686 g (3,12 mMol) L-Phenylalaninmethylester-hydro-
chlorid werden in einem 100 ml fassenden Kolben mit 25 ml
Wasser versetzt. Bei der Aufldsung versetzt man unter Kiih-
len mit Eis und unter Rijhren mit wissrigem 2 n NaOH bis
zum pH 7,5. Hierauf versetzt man die Losung unter Rithren
allmahlich mit 0,360 g (1,44 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-
-L-asparaginsiureanhydrid, wobei man den pH-Wert durch
Zugabe von wissrigem 2 n NaOH auf 7,0 bis 7,5 hilt. Nach
beendeter Zugabe rithrt man das Gemisch noch 2 Stunden
und versetzt dann mit wissrigem 1 n HCI bis zum pH 6.
Der erhaltene Niederschlag wird abfiltriert, mit 50 ml Was-
ser gewaschen und getrocknet. Hierbei erhilt man 0,416 g
einer Additionsverbindung aus N-Benzyloxycarbonyl-L- ber.:
-asparaginylphenylalaninmethylester (Gemisch aus 86 % so  gef.
N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-(C,)-L-phenylalaninme-
thylester und 14% N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-(C)-
-L-phenylalaninmethylester) und L-Phenylalaninmethylester
(1:1) vom F. 108 bis 115°C. Durch die Reaktion entsteht
eine erhebliche Menge N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-
-C;-L-phenylalaninmethylester, der grdsste Teil der Verbin-
dung verbleibt jedoch im Filtrat und im Waschwasser.

In einem 12 ml fassenden Becherglas werden 0,200 g
(0,329 mMol) der erhaltenen Additionsverbindung aus N-
-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-(C, und Cp)-L-phenyl-
alaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester zu 1,7 ml

Beispiel 30
5,00 g (16,82 mMol) N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl-L-
-asparaginsiure und 7,26 g (33,64 mMol) L-Phenylalanin-
ss methylester-hydrochlorid werden in einem 100 ml fassenden
Kolben durch Zugabe von wissrigem 1 n NaOH gelost. Der
pH wird auf einen Wert von 6,0 eingestellt.
Die erhaltene Losung wird mit 2,0 g Thermolysin und
0,4 g Potato-Inhibitor vermischt und dann 5 Stunden bei
60 38 bis 40°C geschiittelt. Der Niederschlag wird abfiltriert,
mit 100 ml Wasser gewaschen und getrocknet. Hierbei er-

(0,7 mMol) wissrigem 0,4 n HCI unter Rijhren hinzugefiigt.
Hierauf wird das Reaktionsgemisch weitere 15 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt.

Der erhaltene weisse Niederschlag wird abfiltriert, mit
3 ml Wasser gewaschen und getrocknet. Hierbei erhdlt man
0,136 g (Ausbeute 96,3 %) Kristalle des N-Benzyloxycarbo-
nyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylesters (enthaltend

hilt man 8,11 g Kristalle vom F. 88 bis 92°C. Die Ausbeute
betriigt 75,6% als Additionsverbindung von N-p-Methoxy-
-benzyloxycarbonylasparaginyl-phenylalaninmethylester und

65 Phenylalaninmethylester (1:1).

Das Produkt wird aus Athylacetat/n-Hexan umkristalli-
siert. Die physikalischen Eigenschaften und die Ergebnisse
der Elementaranalyse der erhaltenen Kristalle sind im we-



sentlichen identisch mit denjenigen der in Beispiel 26 herge-
stellten Additionsverbindung.

0,3 g der Additionsverbindung aus N-p-Methoxybenzyl-
oxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und
L-Phenylalaninmethylester werden in einem 20 ml fassenden
Kolben in 3 ml Aceton gelést. Nach Zugabe von 2 ml
2,4 n HCI ldsst man 1 Stunde bei 60°C reagieren.

Ein Teil des Reaktionsgemisches wird mit Wasser, wiss-
rigem 1,2 n NaHCO; und Cyclohexanon als innerem Stan-
dard zu einer Probe vermischt. Die Umwandlung zu «-L-
-Asparaginyl-L-phenylalaninmethylester wird durch Hochge-
schwindigkeits-Fliissigchromatographie bestiitigt. Die Aus-
beute betrigt 72,7%.

Beispiel 31

0,3 g der in Beispiel 30 erhaltenen Additionsverbindung
aus N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester und L-Phenylalaninmethylester werden in
einem 20 ml fassenden Kolben. vorgelegt.

Gemiiss Beispiel 30, jedoch unter Verwendung von Di-
oxan anstelle von Aceton, werden die Zersetzung der Addi-
tionsverbindung und die Analyse des Produkts durchgefiihrt.

Die Ausbeute an a-L-Asparaginyl-L-phenylalaninmethyl-
ester betrigt 73,0%.

Beispiel 32
Beispiel 31 wird unter Verwendung von Methanol an-
stelle von Dioxan wiederholt. Die Ausbeute an o-L-Asparagi-
nyl-L-phenylalaninmethylester betréigt 63,3 %.

Beispiel 33
Beispiel 31 wird unter Verwendung von N,N-Dimethyl-
formamid anstelle von Dioxan wiederholt. Die Ausbeute an
a-L-Asparaginyl-L-phenylalaninmethylester betrigt 28,1%.

Beispiel 34
Beispiel 31 wird wiederholt, wobei jedoch 4 ml Dioxan,
1 ml einer HCl-Dioxan-Lésung (5,3 n) und T risthylamin als
Neutralisationsmittel, anstelle von 3 m] Dioxan, 2 ml 2,4 n
HCI bzw. wissrigem 1,2 n NaHCO, Verwendung finden. Die
Ausbeute an a-L-Asparaginyl-L-phenylalaninmethylester be-
trigt 98,6 %.

Beispiel 35
Beispiel 34 wird wiederholt, wobei jedoch die Reaktions-
bedingungen 20 Minuten bei 90°C anstelle von 1 Stunde bei
60°C betragen. Die Ausbeute an «-L-Asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester betrigt 88,5%.

Beispiel 36
Beispiel 34 wird wiederholt, wobei jedoch 4,5 ml Dioxan
und 0,5 ml HCI-Dioxan-Lésung (5,5 n) anstelle von 4 ml
bzw. 1 ml verwendet werden, und wobei man die Umsetzung
bei 90°C anstelle von 60°C durchfiihrt. Die Ausbeute an
a-L-Asparaginyl-L-phenylalaninmethylester betrigt 84,4%.

Beispiel 37
Beispiel 34 wird wiederholt, wobei jedoch 3 ml Dioxan
und 2 ml HCl-Dioxan-Lésung (5,3 n) anstelle von 4 ml bzw.
1 ml verwendet werden, und wobei die Reaktionsbedingun-
gen 120 Minuten bei 30°C anstelle von 1 Stunde bei 60°C
betragen. Die Ausbeute an a-L-Asparaginyl-L-phenylalanin-
methylester betrigt 98,6%.

Beispiel 38
Das Verfahren von Beispiel 34 wird wiederholt, wobei
jedoch 4,5 ml Dioxan und 0,5 ml 60%ige Perchlorsiure
anstelle von 4 ml Dioxan bzw. 1 ml der HCI-Dioxan-Lsung
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(8,3 n) Verwendung finden. Die Ausbeute an ¢.-L-Asparagi-
nyl-L-phenylalaninmethylester betrigt 65,5%.

Beispiel 39
Beispiel 34 wird wiederholt, wobei jedoch 4,85 ml Di-
oxan und 0,15 ml konzentrierte Schwefelsiure anstelle von
4 ml Dioxan und 1 ml der HCl-Dioxan-Losung (5,3 n) ver-
wendet werden. Die Ausbeute an -L-Asparaginyl-L-phenyl-
alaninmethylester betriigt 89,9 %. :

Beispiel 40
0,3 g der Additionsverbindung aus N-p-Methoxybenzyl-
oxacarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und

15 L-Phenylalaninmethylester (1 : 1), hergestellt in Beispiel 30,

werden in 2 ml Dioxan gelést. Nachdem man mit 3 ml Tri-
fluoressigsdure versetzt hat, liisst man 1 Stunde bei 60°C
reagieren,

Nachdem man das Reaktionsgemisch unter vermindertem

20 Druck eingedampft hat, versetzt man einen Teil hiervon mit

Wasser, Tridthylamin und Cyclohexanon als innerem Stan-
dard. Die erhaltene Probe wird der Analyse mittels Hoch-
geschwindigkeits-Fliissigchromatographie unterworfen. Die
Ausbeute an a-L-Asparaginyl-L-Phenylalaninmethylester be-

25 trigt 96,4%.

Beispiel 41
1,000 g der Additionsverbindung aus N-p-Methoxybenzyl-

30 oxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und

L-Phenylalaninmethylester (1 : 1), erhalten in Beispiel 30,

14 ml Dioxan und 4 ml HCI-Dioxan-Losung (5,3 n) werden
in einem 50 ml fassenden Kolben 1 Stunde bei 60°C geriihrt.
Nachdem man das Dioxan aus dem Reaktionsgemisch un-

35 ter vermindertem Druck abdestilliert hat, versetzt man den

dligen Riickstand mit 6 ml Wasser und 20 ml Disithyldther
unter Rithren. Anschliessend werden die beiden Phasen ge-
trennt. Die wissrige Phase wird zusitzlich mit 10 ml Di-
athyldther versetzt, um das Produkt in Zhnlicher Weise, wie

490 vorstehend beschrieben, zu extrahieren. Die letzte Extrak-

tion wird 3mal wiederholt.

Die Di#thylitherphasen werden gesammelt, hierauf 2mal
mit 5 ml einer 5%igen wissrigen Natriumhydrogencarbo-
natldsung gewaschen und dann mit wasserfreiem Magne-

45 siumsulfat getrocknet. Nach Abdestillieren des Ditthyl-

dthers unter vermindertem Druck erhilt man 0,176 g (Aus-
beute 81,2%) an rohem Anisalkohol.

Die wiissrige Phase wird mit 7 %igem wissrigem Na-
triumhydroxid bis pH 6 neutralisiert und dann bei etwa 5°C

s0 iber Nacht gehalten. Die erhaltenen ausgeschiedenen Kri-

stalle werden abfiltriert, mit 2 ml Wasser gewaschen und ge-
trocknet. Hierbei erhélt man 0,136 g (Ausbeute 68,5%) ro-
hen L-Asparaginyl-L-phenylalaninmethylester.

Des Filtrat mit der Waschwasserfraktion wird mit 7 %-

55 igem wissrigem NaOH bis zum pH 9 versetzt; das Produkt

wird hierauf mit 15 ml Dichlormethan 3mal extrahiert. Die
Dichlormethanphasen werden gesammelt, mit 5 ml Wasser
gewaschen und dann mit wasserfreiem Magnesiumsulfat ge-
trocknet.

Nach dem Abdestillieren des Dichlorithans unter ver-
mindertem Druck erhilt man 0,234 g (Ausbeute 83,4%) ro-
hen L-Phenylalaninmethylester.

Beispiel 42
1,189 g (4 mMol) N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl-L-
-Asparaginsiure und 1,837 g (8 mMol) L-Phenylalaninithyl-
ester-hydrochlorid werden in einem 30 ml fassenden Kolben
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durch Zugabe von wissrigem 1 n. NaOH bis zum pH-Wert
6,0 gelost.

Hierauf versetzt man mit Wasser bis zu einer Gesamt-
menge von15ml. Nachdem man die erhaltene Losung mit
0,1 g Thermolysin versetzt hat, wird das Gemisch 7 Stun-
den bei 38 bis 40°C geriihrt.

Der erhaltene Niederschlag wird abfiltriert, mit 30 ml
Wasser gewaschen und getrocknet, Hierbei erhélt man
2,401 g (Ausbeute 90,2%) der Additionsverbindung aus
N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylala-
ninithylester und L-Phenylalaninéthylester (1 : 1). Dies wird
durch die nachfolgend angegebenen Analysendaten besti-
tigt.

Das Produkt wird aus einem. Losungsmittelgemisch aus
Methanol und Diithylither umkristallisiert. Die physikali-
schen Eigenschaften und die Ergebnisse der Elementarana-
lyse sind nachfolgend angegeben.

F. 82-87°C
[¢1p% : +6,0 (C=1, Methanol)
Elementaranalyse: C,;H N3Oy
ber:. (%) C 63,14 H 651 N 6,31
gef. (%) C 63,52 H 6,57 N 6,54

Diese IR- und NMR-Daten zeigen, dass es sich bei dem
Produkt um die Additionsverbindung der Formel I handelt,
in der R;, R,, R, und n eine p-Methoxybenzyloxycarbonyl-
gruppe, Benzylgruppe, Athoxygruppe bzw. den Wert 1 be-
deuten.

Beispiel 34 wird wiederholt, wobei jedoch die erhaltene
Additionsverbindung anstelle der Additionsverbindung aus
N-p-Methoxycarbonyl-L—asparaginyl-L-phenylalaninmethyl
ester mit L-Phenylalaninmethylester verwendet wird. Hier-
bei erhilt man den L-Asparaginyl-L-phenylalaninithylester.
Die Ausbeute an a-L-Asparaginyl-L-phenylalaninithylester
betrigt 95,5%.

0

Beispiel 43

1,189 g (4 mMol) N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl-L-
-asparaginsiure und 1,725 g (8 mMol) DL-Phenylalanin-
methylester-hydrochlorid werden in einem 30 mi fassenden
Kolben durch Zugabe von wissrigem 1 n NaOH bis zum pH-
Wert 6,0 gelost. Hierauf versetzt man mit Wasser bis zu
einer Gesamtmenge von 15 ml. Nachdem man die erhaltene
Losung mit 0,1 g Thermolysin vermischt hat, wird das Ge-
misch 50 Minuten bei 38 bis 40°C geriihit.

Der Niederschlag wird abfiltriert, mit 30 ml Wasser ge-
waschen und getrocknet. Hierbei erhilt man2,109 g Kri-
stalle vom F. 119 bis 128°C. Das Produkt wird aus einem
Liasungsmittelgemisch aus Athylacetat und n-Hexan umkri-
stallisiert und dann 7 Stunden unter vermindertem Druck
bei 80°C getrocknet. Bei dem Produkt handelt es sich um
die Additionsverbindung aus N-p-Methoxybenzyloxycarbonyl-
-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und D-Phenylala-
ninmethylester (1 : 1) in Form des Halbhydrats. Dies wird
durch die nachfolgend angegebenen Analysendaten bestitigt.

14

F. 131 bis 133°C
[a]p?: —4,2 (C=1, Methanol)
Elementaranalyse: (C;H N0, . LH,0)
ber. (%) C 61,29 H 6,23 N 6,50
gef: (%) C 61,50 H 6,12 N 6,49

Das IR- und NMR-Spektrum zeigen die gleichen charak-
teristischen Merkmale wie bei der Additionsverbindung der
Formel I, hergestellt in Beispiel 26, in der R;, R;, R;und n

10 eine p-Methoxybenzyloxycarbonylgruppe, Benzylgruppe,
Methoxygruppe bzw. den Wert 1 bedeuten, wobei jedoch
die Absorptionen. infolge der Protonen des Wassers und in-
folge der Protonen der -NH- und NH*;-Gruppen nach 4,1
ppm verschoben sind, und zwar wegen der durch die Anwe-

15 senheit von Wasser verursachten Stérungen, weil das Pro-
dukt Kristallwasser enthilt, wie nachfolgend dargelegt.
1,5024 g des Produkts werden zur Trocknung dieser Probe
12 Minuten in einem Mikrowellenerhitzer mit einer Fre-
quenz von 2,45 GHz und einer Leistung von 1,2 kW be-

20 strahlt. Hierdurch vermindert sich das Gewicht der Probe
auf 1,48152 g. Der Trocknungsverlust betrigt somit
0,02091 g.

Die Elementaranalyse der bestrahlten Probe bringt fol-
gendes Ergebnis:

25 fiir: CygHgN;Oyp

ber.. (%) C 62,15 H 6,16 N 6,69

gef: (%) C 62,07 H 617 N 6,69

Das IR- und NMR-Spektrum der bestrahlten Probe be-

30 sitzt die gleichen charakteristischen Merkmale wie bei der
Additionsverbindung der Formel I, hergestellt in Beispiel 26.

1,0 g der bestrahlten Probe werden mit 4 ml Wasser und
2 ml 1 n HCI vermischt. Das erhaltene Gemisch wird hier-
auf 3 Minuten bei 60°C gemischt. Nach der Fest-Fliissig-

35 -Trennung der erhaltenen Aufschlimmung isoliert man den
N-p-Methoxycarbonyl-L-phenylalaninmethylester und den
D-Phenylalaninmethylester im Molverhiltnis 1 : 1 aus der
festen bzw. der fliissigen Phase.

Beispiel 34 wird wiederholt, wobei jedoch 0,3 g der er-

40 haltenen Additionsverbindung (Halbhydrat anstelle der in
Beispiel 30 erhaltenen Verbindung) verwendet werden. Die
Ausbeute an a-L-Asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und
D-Phenylalaninmethylester betrdgt 95,9 .

Beispiel 44
0,3 g der Additionsverbindung aus N-p-Methoxybenzyl-

oxycarbonyl-L-asparaginyl-L-phenylalaninmethylester und
L-Phenylalaninmethylester (1 : 1), hergestellt in Beispiel 30,
werden in 10 m1 HCI-Chloroform-Losung (0,31 n) gelSst.
s0 Hierauf lsst man 2 Stunden bei 60°C reagieren. Nach Ab-

destillieren der fliissigen Bestandteile unter vermindertem

Druck versetzt man den Riickstand mit Wasser, Triéithyl-

amin und Cyclohexanon als innerem Standard. Die erhaltene

Probe wird der Analyse mittels Hochgeschwindigkeits- Fliis-
55 sigchromatographie unterworfen. Die Ausbeute an a-L-
-Asparaginyl-L-phenylalaninmethylester betrigt 94,3 %.

45
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