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SYNTHESE VON SERB-ILEU -0XYTOCIN UND

4 8

DESAMINO-SER -ILEU -OXYTOCIN (DESAMINO-ISOTOCIN)l)

E. Klieger wund E, Schrider
-Schering AG, Hauptlaboratorium
Berlin-West
(Received 26 April 1965)

Untersuchungen der Neurohypophyse verschiedener Elasmobranch-
arten ergaben Hinweise auf das Vorhandenseln eines oder mehrerer
oxytocinartiger Prinzipien, die strukturell dem Oxytocin #hnligh,
Jjedoch nicht mit ihm identisch sind 2’3). Kiirzlich gelang es nun
Perks und Sawyer 4) aus der Elasmobranch~Art "Raia ocellata" ein
Nonapeptid zu isolieren, fiir das die Struktur eines Ser8-0xytocins
(1) oder eines Serj-lleua-Oxytooin(II) diskutiert wird.

Cﬁrs-Tyr—Ileu—Glu (NH2 )-Asp (NH2 ) -C}rs-Pro-Ser—Gly-NHZ (1)

(11)

Cgs—Tyr-Ser-Glu(NHz) 5

-Asp(NH2)-CYs—Pro—Ileu-Gly-NH

1 2 3 & 5 ‘6 7 8 9
Die Sequenz II wird jedoch auf Grund chemischer und biologischer
Eigenschaften sowie von Struktur-Aktivitdtsbeziehungen an bisher
bekannten Oxytocin-~Analoga als die wahrscheinlichste angesehen.
Das Nonapeptid II wurde von uns nach dem in Fig.l angegebe-
nen Reaktionsschema synthetisiert:Carbobenzoxy-L-isoleucyl-glycin-

p~nitrobenzylester wurde nach der Anhydrid-~Methode gewonnen [Aus-
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-21,9%(e= 1; Methanol);

beute: 66 %; m.p. 1&2—143°(Kthanol);[a]12)2

Analyse bereshnet fir 023H27N}O7: C 60,383 H 5,95; N 9.19; Gefun-
den: C 60,123 H 5,95; N 8,97]. Der nach Behandlung mit HBr/Eis-
esslig erhaltene hygroskoplsche L-Isoleugyl=glycin-p-nitrobenzyl-
ester-HBr (Analyse berechnet fiir 015H21N305-HBr: N 10,39; Gefun-
den: 10,09) wurde mit Carbobenzoxy-L-prolin-p-nitrophenylester

zum Carbobenzoxy-L-prolyl~L-isoleucyl~glycin-p-nitrobenzylester
kondensiert [Ausbeute: 61 %; m.p. 115-117°(Essigester/Petroléther);
[a]g2-75,9°(0= 1; Methanol); Analyse berechnet fir 028H34N408:

¢ 60,64; H 6,18; N 10,10; Gefunden: C 60,9%; H 5,92; N 10,18 ]

und anschliepend zum Carbobenzoxy-L-prolyl-L-isoleucyl-glyecin-
amid amidier: [Ausbeute: 96 %;m.p. 180-181°%; [a]g}-65,9°(c=1;
Methanol). Nach Decarbobenzoxylierung wurde das L-Prolyl-L-iso-
leucyl-glyeinamid [Ausbeute: 94 %; m.p. 168-169°(Lit.5) 118°);
[a]%3-67,0°(c= 2; Eisessig)] mit N-Carbobenzoxy-S-benzyl-L-cystein=-
p-nitrophenylester und dann mit Carbobenzoxy-L-asparagin-p-nitro-
phenylester zum L-Asparaginyl-S-benzyl-L~cysteinyl~L-prdyl-L-iso=~
leucyl-glycinamid verléngert (vgl.Lit.6)); [Analyse berechnet fiir
027H42N7O6S: C 54,703 H 7,14; Gefunden: C 54,52; H 6,99].Von dem
durch weitere Umsetzung mit p-Methoxycarbobenzoxy-L-glutamin-p-
nitrophenylester 7) zugédnglichem p-Methoxycarbobenzoxy-L~gluta-
minyl-L-asparaginyl~S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L-isoleucyl~gly-
cinamid [Ausoeute: 98 %; m.p. 217-218%; [a]%2-45,2° (c= 0,5; Dime-
thylformamid); Analyse berechnet fiir 041H57N90118: C 55,70; H 6,50;
N 14,26; Gefunden: C 55,99; H 6,753 N 14,07] wurde die Methoxycarbo-~

benzoxygrupps mit Trifluoressigsdure in Gegenwart von Anisol 8)
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entfernt und das L-Glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-.
L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamid Trifluoracetat [Ausbeute 91 %;
[a]%2-66,8° (c= 0,5; Eisessig); Analyse berechnet fir C32H49N9083'
CF5COOH; F 6,84; N 15,12; s 3,85; Gefunden: F 7,103 N 14,56;

S 3,96] mit p-Methoxycarbobenzoxy-~serinazid [ aus p-Methoxycarbo-
benzoxy-serinhydrazid, m.p.174-175°(Kthanol); [a]§2+10,0° (c= 1;
Dimethylformamid); Analyse berechnet filr 012H17N305; C 50,80;

H 6,05; N 14,85; Gefunden: C 50,49; H 5,953 N 14,75;3] zum p-Meth-
oxycarbobenzoxy-L~seryl-L~glutaminyl~-L-asparaginyl=-S=benzyl~L=
cysteinyl=L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamid kondensiert [Ausbeute:
80 %; m.p. 217-218%; [a]%5-}9,2°(c= 0,53 Dimethylformamid); Ana-
lyse berechnet fiir 044H62N1001}S: C 54,42; H 6,443 N 14,43; Gefun-
den: C 54,61; H 6,58; N 14,48;]. Das aus dem substitulerten Hepta-
peptid erhaltene L-Seryl-L-glutaminyl~L-asparaginyl-S-benzyl-L-
ecysteinyl-L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamid Trifluoracetat{Ausbeute:
89 % m.p. 198-200°; [a]27-75,2%(c= 0,5; 95 %ig.Essigsiure); Ana-
lyse berechnet fir 035H5AN100108-CF}COOH; F 6,19; N 15,20;‘8 3,48;
Gefunden: F 6,503 N 14,92; S 3,68;] wurde schlieflich mit N-Carbo-
benzoxy-S-benzyl-L-gysteinyl-L-tyrosinhydrazid 9) zum N-Carbobenz-
oxy-S-benzyl-L-cysteilnyl-L~-tyrosyl-L-seryl-L-glutaminyl-L-aspara-
ginyl-S=benzyl-L=cysteinyl~L-prolyl=L=isoleucyl-glycinamid gekup-
pelt [Ausbeute: 71 %; m.p. 234-235%; [a]g5-46,4° (e= 0,5; Dimethyl-
formamid); Analyse berechnet fir C62H80N1201582: C 57,39; H 6,21;
N 12,96; S 4,94; Gefunden: ¢ 57,383 H 6,45; N 12,93: S 4,99;].
Eine Abspalfung sHimtlicher Schutzgruppen mit Natrium in fliissigem
Ammoniak, Oxydation mit Luft bei pH 6,6, Entsalzung an Amberlite
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XE 64 und 4COstufige Gegenstromvertellung in sek.Butanol/Was-
ser/Essigsdure 100:120:1 lieferte Serj-IleuS-Oxytocin;[Analyse

berechnet fir C4OH60N1201382-O,75 CH,COOH+3,5 H20= C 45,76;

3

H 6,48; N 15,43; CH,CO 2,96; HZO 5,79; Gefunden: C 46,62;

3
H 6,64; N 15,14; CH

korrekte quantitative Aminosiureanalyse], das sich im Elektro-

c¢o 2,703 HEO 6,26. Das Produkt zeigt eine

pherogramm (n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30:20:6:12 und
Athanol/Pyridin/Wasser 80:4:20 ) sowie im Papierchromatogramm
(n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30:20:6:12 ) als einheitlich
zeigte.

Da sich die Desamino~Verbindungen der Hypophysenhinterlap-

10,11,12) 13)

penhormone (Desamino-Oxytocin » Desamino-Lysg-Vasopressin

8-Vasopressinlu)) als hochwirksame bzw. spezifisch

und Desamino-Arg
wirksamere Analoga der natlirlichen Hormone erwiesen haben, wurde
in unserem lLaboratorium das bisher nicht bekannte Desamino-Iso-
tocin (Desamino—Sern-IleuB—Oxytocin)auf folgendem Weg synthéti-
siert: Durch Umsetzung des oben beschriebenen L-Asparaginyl-S-
benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L—igoleucyl—glycinamids mit p-Meth~
oxyecarbobenzoxy-L-serinazid entstand zunichst p-Methoxycarbobenz-
oxy-L~seryl-L-asparaginyl-s;géﬁzyl-L—cysteinyl-L-prolyl-L-isoleu-
cyl-glycinanid [Ausbeute: 90 %; m.p. 208-210°; [a}%1-42,3°(c= 0,5;
Dimethylfornamid); Analyse berechnet fiir 039H54N80115’ C 55,57;

H 6,46; N 13,29; S 3,80; Gefunden: C 55,56; H 6,363 N 13,28;

3 3,91; ] und mit Trifluoressigsiure durch Abspaltung der p-Meth-
oxycarbobenzoxygruppe das L-seryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystei-

nyl-L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamid Trifluoracetat [Ausbeute:100 %4;
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[a]%5-76,6°(c= 0,5; 95 %ig.Essigsdure); Analyse berechnet fiir
050H46N808S-CF3COOH: F 7,19; N 14,14; S 4,04; Gefunden: F T,36;
N 13,48; S 4,03]. Aus dem Hexapeptidamid wurde mit p-Methoxycarb-
obenzoxy-L-Isoleucin-p-nitrophenylester [m.p. 56°(Athanol/Lther/
Petrolidther); [a]%3-16,8°(c= 1; Methanol); Analyse berechnet fiir
CpyHoyNp0g: C 60,57; H 5,81; N 6,73; Gefunden: C 60,55; H 5,87;
N 6,51;] das p-Methoxycarbobenzoxy-L-isoleucyl-L-seryl-L-aspara-
ginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamid [Aus-
beute: 82 %; m.p. 216-218°; [a]%4-54,3°(c= 0,5;Dimethylformamid);
Analyse berechnet fiir C4SH65N9012S: ¢ 56,53; H 6,85; N 13,19;

0 20,08; Gefunden: C 56,35; H 6,80; N 12,99; 0 20,19; Jerhalten
und durch Abspaltung der Aminoschutzgruppe L-Isoleucyl-L-seryl-
L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L-isoleucyl~-glycin-
amid Trifluoracetat{Ausbeute:100 #; m.p. 198-200°[a]22-53, P(c=1;
57N 0g - CF5COOH:

F 6,29; N 13,92; S 3,54; Gefunden: F 6,08; N 13,87 S 3,45; ] Das

95 %ig.Essigsdure): Analyse berechnet fiir 056H

fiir die weitere Kettenverléngerung bendtigte S-Benzyl-f-mercapto-
propionyl-L-tyrosinhydrazid [Ausbeute: 81 %;m.p. 194-195°(kthanol);
[a]%2+ 5,9°(c= 1; Eisessig):Analyse berechnet fiir Cl9H23N505S:

C 61,10; H 6,21; N 11,25; Gefunden: C 61,02; H 6,28; N 11,35;]
wurde aus S~-Benzyl-B-mercaptopropionsdure-N-hydroxysuccinimidester
[Ausbeute:02 #3;Analyse berechnet fiir 014H15N 048: C 57,32; H 5,163
S 10,93;3Gefunden: C 55,95; H 5,37; S 10,86; Jund L-Tyrosinmethyl-

esterhydrochlorid und anschliefende Hydrazinolyse des S-Benzyl-g-

mercaptopropionyl-L-tyrosinmethylester[Ausbeute:87 %;m.p. 91-92o
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(Bthanol/Ather/Petrolither): [a]%5+ 32,2%c= 1; 95 #%ig.Essig-
sdure); Analyse berechnet fir 020H23N 048: C 64,32; H 6,21;

S 8,58; Gefunden: C 63%,88; H 6,22; S 8,84;] hergestellt. Die
Umsetzung des Hydrazids mit obigem Heptapeptidamid lieferte
schlieflich S-Benzyl-B-mercaptopropionyl-L-tyrosyl-L~isoleucyl-
L-seryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L-isoleucyl-
glycinamid [Ausbeute: 76 %; m.p. 222-223% [a)2*-34,1%(c= 0,5;
Dimethylformamid): Analyse berechnet fir C55H76N1001282:

C 58,29; H €,76; N 12,36; 0 16,94; Gefunden: C 57,99; H 6,80;

N 12,16; 0 16,98;]. Nach Abspaltung der Schutzgruppen mit Natrium
in flissiger Ammoniak und Oxydation bei pH 6,6 wurde das Desamino~
Isotocin nach Chromatographie an Sephadex G-25 im System n-Butanol/

14) als einheitliche Substanz

n-Propancl/C,2n Essigsdure 2:1:3
isoliert. Die Verbindung zeigt eine korrekte quantitative Amino-
sdureanalyse. Uber die biologische Aktivitit der synthetisier-

ten Verbindungen wird an anderer Stelle berichtet.

Fir die Unterstiitzung bel den priparativen Arbeiten

danken wir Frl, I.Baganz und Herrn P.Nowak.
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