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Zur Untersuchung der Peptidsynthese an fester Phase wurde Oxytocin mit drei verschiedenen
Methoden synthetisiert. Es wurde festgestellt, dal3 reines Oxytocin sich mit ausschliellicher Anwen-
dung von NPS-Aminosiduren nicht herstellen 1d6t. Infolge von Transpeptidations-Nebenprodukten

. ist auch der nachtragliche Ausbau der Amidgruppen des Asparagins und Glutamins durch Ammo-
nolyse der entsprechenden Ester nicht durchfiithrbar, Zur Kontrolle der Kopplungsreaktion wurde
eine neue Hydrolysemethode ausgearbeitet, die die quantitative Bestimmung. aller Ammosauren
durch Ionenaustausch Chromatographie ermoghcht

Die(von MERRIFIELD [1] in 1962 ein'gefiihrte-Peptidsynthese an fester Phase
ist bis heute ein viel diskutiertes Problem der Peptidchemie. Zahlreiche biologisch
“aktive Peptide wurden mit dieser Methode hergestellt. YAMASHIRO u.a. [2] be- -
richteten in der letzten Zeit iiber die erfolgreiche Synthese des Human-ACTH. Das
Hauptproblem der Peptidsynthese an fester Phase ist die Bildung von Fehlsequenzen
mit falscher Aminosdurenfolge. Mehrere Forschergruppen beschiftigten sich mit

‘der Beseitigung dieses ,,Geburtsfehlers” doch konnte das Problem bis heute nicht *

volkommen geldst werden. Auch in unserem Institute befaften wir uns seit Jahren

mit der Losung dieses Problems und der Weiterentwicklung der Methode der .-

- Peptldsynthese an fester Phase. Als Modellverbindung wurde das Oxytocin gewihlt,
da es in mancher Hinsicht (wegen der leichten Herstellbarkelt der enthaltenen tri-
funktionellen Aminosiuren und der bequemen MeBbarkeit der biologischen erkuno)
fiir das Studium der Kontrolle der Pept:dsynthese -Methoden am besten geeignet
erscheint.
’ Mehrere Synthesen deS>Oxytocms an fester Phase sind bekannt [3—8] Die
verschiedenen Darstellungsmethoden unterscheiden sich vor allem in der: Wahl
der angewandten Schutzgruppen, der Reinigungsverfahren und dem Typ der festen
Trager. Ives [3] benutzte die leicht herstellbaren NPS-Aminosiduren zur Synthese
des - Oxytocins, die Seitenketten des Cysteins und Tyrosins mit Benzylgruppen
schiitzend. - Mit dieser Schutzgruppenkombination gelang es ihm, Oxytocin von
verhaltnismiBig guter AKktivitit zu synthetisieren, das, entsprechend gereinigt, ein
Produkt von voller biologischer Aktivitit ergab, obwohl die' Ausbeute ziemlich klein
war. Infolge der Billigkeit der Nitrophenylsulfenyl-Aminoséuren erschien ihre
Anwendung wirtschaftlich gerechtfertigt, deshalb versuchten wir auch das Oxytocin
nach der Ivesschen Methode herzustellen. Nach unseren Erfahrungen kann das
C-terminale Tetrapeptid des .Oxytocins mit Verwendung der NPS-Aminosiduren
an_fester Phase wirklich gut erhalten werden. Da aber die aktivierten Ester des
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NSP-Asparagins und NPS-Glutamins rein, kristallin nicht herstellbar sind, ist

diese Schutzgruppenkombination zur Synthese des reinen Oxytocins nicht geeignet.

Die gesteigerte Sdurelabilitat der NPS-Schutzgruppe wiirde zwar sowohl in diesem

als auch in anderen Fillen eine schonende Peptidsynthese erméglichen, doch ist die

Anwendung von NPS-Aminosiuren in der Form von DCHA-Salzen mit Nach-

teilen verbunden, indem wihrend der Befreiung der Salze viel Aminosidure verloren

geht. Dabei kdnnen bei der Abspaltung der NPS-Schutzgruppe Nebenreaktionen

auftreten [9). Infolge der erwahnten Nachteile erscheint die NPS-Gruppe nach

unseren Erfahrungen nur fiir die Merrifield-Synthese kiirzerer Peptidketten geeignet.

Der empfindlichste Punkt der Oxytocin-Synthese an fester Phase ist der Einbau

des Asparagins und Glutamins ins Molekiil, da in diesen Fillen die Dicyclohexyl-

carbodiimid-Kondensation infolge der Nitrilbildung [10, 11] nicht anwendbar ist.

Durch die Anwendung aktivierter Ester 14Bt sich diese Nebenreaktion umgehen.

Eine weitere, aus. der Literatur [12, 13] bekannte Mdéglichkeit, nimlich der nach-

tragliche Ausbau der erwdhnten Amidgruppen aus entsprechenden w-Estern wurde

von INUKAI u.A. [8] zur Synthese von Oxytocin verwendet. Der Vorteil dieser Methode

besteht darin, dal} sie die weit wirksamere DCC-Kopplung ermoglicht. Deshalb

“versuchten wir diese Methode bei der Oxytocin-Synthese zu verwenden, obwohl
wir dabei auch mit der Bildung von Isoasparagin und Isoglutamin enthaltenden

Sequenzteilen zu rechnen hatten [14, 15]. Das durch Abspaltung des geschiitzten

" Oxytocin-Nonapeptids vom Triger erhaltene Produkt erwies sich tatséichlich nicht
einheitlich; der grofite Teil bestand aus Isoasparaginyl- und Isoglutaminyl-Peptiden.

Wir zogen zwar ihre Bildung in Betracht, doch rechneten wir auf Grund der Angaben

von INUKAI u.A. [8] damit, dal im Falle des Oxytocins die Transpeptldatlon infolge

der unginstigen sterischen Wirkung [16] nicht bevorzugt sein wird. Das Oxytocin

14Bt sich von den chemisch sehr dhnlichen, aber biologisch inaktiven Verunreinigungen

" mit den in der Peptidchemie iiblichen Methoden nicht befreien; deren Gegenwart
ist aber durch Diinnschichtchromatographie, Elektrophorese und die niedrige
‘biologische Aktivitat des Produktes nachweisbar. Da die Menge der inaktiven Nona-

" peptide im gereinigten Endprodukt 60% erreicht, ist der erwahnte nachtrigliche

Ausbau des Asparagins und Glutamins zu empfehlen.

Die Erfahrungen der obigen Versuche benutzend synthetisierten wir das ge-
schiitzte Oxytocin-Nonapeptid mif der Anwendung von BOC-Aminosiuren und
DCC-Kondensation. Das BOC-Glutamin und BOC-Asparagin wurde mit p-Nitro-
phenylester gekoppelt, die Seitenketten des Cysteins und -Tyrosins wurden mit
Benzylgruppen geschiitzt. Die Vollstindigkeit der Kopplungen wurde durch Titrieren
nach DorMAN und gleichzeitige Aminosiduren-Analyse kontrolliert. Letztere Methode
hat bekanntlich Nachteile (sie ist verhdltnismaBig langsam, ergibt in ihrer urspriing-
lichen Form infolge der Zersetzung mehrerer Aminosiuren keine genauen Resultate,
der Trager begiinstigt die Zersetzung der Aminosduren), dagegen ist sie bei der
Bestimmung vieler Aminosduren (Glycin, Prolin, Leucin, Isoleucin, usw.) sehr
zuverlassig und genau. Im Falle der an den Seitenketten geschiitzten trifunktionellen
Aminosiduren werden die Schutzgruppen bei der tiblichen Hydrolysemethode
gewohnlich teilweise entfernt; deshalb ist bei der Berechnung der wahren Tyrosin-
und Cysteinmenge die wihrend der Hydrolyse unverdndert gebliecbene Menge der
entsprechenden Benzylderivate zu den freien Aminosiduren zu addieren. (O-Benzyl-
Tyrosin und S-Benzyl-Cystein werden namlich wihrend Aminosiureanalyse von
der kurzen Sdule mit den basichen Aminosduren vor Histidin eluiert). Das Problem
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wird dadurch kompliziert, daB das Tyrosin und sogar das Cystein wihrend der
Hydrolyse teilweise zersetzt wird. Die Zersetzung dieser und anderer Aminosiuren
kann durch eine von uns ausgearbeitete neue Hydrolysemethode groBtenteils ver-
mieden werden, indem statt der Mischung von Salzsdure und Dioxan oder Salz-
sdure und Essigsdure 3N Merkaptodthansulfonsiure (in 50 %-iger Essigsdure gelost)
angewandt wird. Es wurden fiir alle von uns beniitzten Aminosduren die Korrektions-
faktoren berechnet, deren Anwendung die genaue quantitative Bestimmung aller
empfindlichen und an Seitenketten geschiitzten Aminosduren ermdéglicht [17).
Dadurch lassen sich die infolge der vom Triger verursachten und spontanen Zer-
~setzung entstehenden Fehler vermeiden und die Bestimmungsmdglichkeit auf zahl-
. reiche geschiitzte Aminosdurederivate erweitern. Die Aminosidurenanalyse wurde
von uns zu einer fiir die Kontrolle der Peptidsynthese an fester Phase routinemifBig
verwendbaren Methode entwickelt, die sich zwar langsamer, aber in vielen Fillen
zuverlaBiger als die Dorman-Titration erweist. :

Bei den Kopplungsreaktionen, in denen mehr als 5% der Aminogruppen frei
bleibt [Glu(NH,), Asp(NH,), 1le, Tyr (Bzl)] kann nach unter denselben Bedingungen
wiederholter Kopplungsreaktion 3-Nitrophthalsdureanhydrid als Blocker angewandt
werden [18]. Die p- -Nitrophenylester des BOC-Glutamins und 'Asparagins werden
auch bei grofiem, fiinffachem Uberschuff und wiederholter Reaktion nur bis zu
75—80% gekoppelt. Deshalb haben wir die Reaktlonsgeschwmdlgkelt der sich bei
klassischen Peptidsynthesen [19] durch hohe Reaktionsfihigkeit auszeichnenden -
Pentafluorphenylester der BOC-Aminosduren an fester Phase untersucht [20].
Nach unseren Versuchen zeigen die Pentafluorphenylester auch an fester Phase
weit gréBere Reaktionsfihigkeit als die p-Nitrophenylester; deshalb haben wir bei
spateren Oxytocin-Synthesen zur Kopplung des BOC-Asparagins und Glutamins
. .deren Pentafluorphenylester verwendet. A
Die geschutzten Nonapeptide wurden- vom Triger durch Ammonolyse ab-
- gespaltet. Die in Dimethylformamid gelosten Rohprodukte wurden durch Fallung -
‘mit Ather bzw. Methanol gereinigt. In einem Falle war es infolge der Verwendung
von 3-Nitrophthalsdureanhydrid als Blocker méglich, das geschiitzte Nonapeptid
mittels- Ionenaustausches von den Fehlsequenzen zu reinigen [18]. Infolge der sehr
schlechten Wasserloslichkeit des Oxytocin-Nonapeptids versuchten wir die lonen-
austauschchromatographle in Dimethylformamid-Methanol-Gemisch, mit An-
wendung der von YOUNG [21] angegebenen Methode, mit einem makropordsen
lonenaustauscher (Amberlyst A-26) durchzufiihren. Leider ist der Ionenaustausch
- unter solchen Bedingungen so langsam, daBB wir keine effektive Reinigung erzielen
- konnten. (Bei anderen, in Wasser oder Methanol besser 16slichen Peptiden 148t
sich diese Methode erfolgreicher anwenden.) Nach der erwdhnten Relmgung wurden
die Schutzgruppen von den Nonapeptiden durch Reduktion mit Natrium in fliissigem
Ammonia entfernt, dann das freie Nonapeptid durch Einfiihrung von Luft bei
pH=7 oxidiert [22]. Die Oxytocin-Aktivitit der Losung (~70—80 Einheit/ml)
war niedriger, als die des mit der-klassischen Synthese gewonnenen Produktes, was
auf Verunreinigung des Rohproduktes durch Fehlsequenzen hinweist. Nach unserer
Meinung ist die Synthese an fester Phase in seiner gegenwirtigen Form ohne jeden
besonderen Reinigungsschritt fiir die Synthese von Oxytocin von etwa 100 Einheit/mg
Aktivitit geeignet. Auch eine weitere Reinigung ist durchfiithrbar {23).

¥ *
*
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Fiir die Unterstiitzung unserer Forschungen und die Durchfiihrung der biolo-
gischen Untersuchungen sind wir der Pharmazeutischen Fabrik GEDEON RICH-
‘TER (Budapest) zu aufrichtigem Dank verpflichtet.

Experimentelles

Oxytocin-Synthesen an fester Phase

a) Versuch mit NPS-Aminosiuren. NPS-Glycin wurde in der durch MERRIFIELD
beschriebenen Weise an chlormethyliertes, 2% Divinylbenzol enthaltendes Poly-
styrol-Harz gebunden. Die Menge des Glycins wurde durch Aminosdurenanalyse
and Stickstoffbestimmung des Harzes zu etwa 0,70—0,80 mMol/g bestimmt. Die
Herstellung des Oxytocins wurde mit dem folgenden Synthesezyklus durchgefiihrt:

Waschen des Peptidtrigers (7 g, ~5 mMol) mit CH,Cl,. 5 Min. Schiitteln mit
5% Trifluoressigsdure in CH,Cl,, dann 15 Min. mit 0,5N HCl in Essigsdure —
‘CHyCl, (1:1), um die NPS-Gruppe zu entfernen. Je 3XWaschen mit CH,Cl,,
Athanol und CH,Cl,. 10 Min. Behandeln mit 10% Triithylamin in CH,Cl,, zur
Freisetzung der Aminogruppen. 3X5 Min. Waschen mit CH,Cl,. 10 Min. Aqui-
librieren mit der CH,Cl, Losung der entsprechenden NPS-Aminosidure (15 mMol,
3><Uberschu[3) Nach Zugabe von 15 ml 1 Mol Dicyclohexylcarbodiimid-Lésung
in CH,Cl,, 2 Std. Schiitteln. AbschlieBend je 3X Waschen mit CH,Cl,, Dimethyl-
formamid ‘und CH,Cl,, Kopplungskontrolle durch DorMan-Titration und Ammo-
siduren Analyse.

Bei Anwendung von NPS-Aminosduren ergaben die Kopplungsreaktionen
bis zur Synthese des C-terminalen Tetrapeptides stindig Ausbeuten tiber 95%;
so wurde kein Blocker angewendet. .Die p- Nltrophenylester des NPS-Asparagins

-und NPS-Glutamins ergaben auch bei 6XUberschuB eine so niedrige Ausbeute
(50—60%), daB die Synthese nach dem Einbau des NPS-Glutamins unterbrochen
werden muBte, da das eingebaute Glutamin nur 25% der urspriinglichen Menge
-des C-terminalen Glycins betrug.

b) Versuch mit BOC-Aminosduren, mit nachtragllclzem Ausbau der Amidgruppen
des Asparagins und Glutamins. Die Synthese erfolgte im wesentlichen nach dem
unter a) beschriebenen Zyklus. Die erste Beladung des Trigers betrug 0,55 mMol
‘Glycin/g Harz (8 g, etwa 4,5 mMol). Der einzige Unterschied bestand darin, dal3
.die BOC-Schutzgruppen mit 25%-iger Trifluoressigsdure in CH,Cl, in Reaktions-
zeiten von 30 Min. entfernt wurden. Die Reihenfolge der angewandten Amino-
sdurederivate war wie folgt: BOC-Leu, BOC-Pro, BOC-Cys (Bzl), BOC-Asp (OMe),
BOC-Glu (OMe), BOC-lle, BOC-Tyr (Bzl) und Z-Cys (Bzl). Die Kopplung von
BOC-Ile und BOC-Tyr (Bzl) wurde wiederholt. Auf Grund der Dorman-Titration
bzw. der Aminosiurenanalyse wurden die Aminosduren in folgenden Prozent-
Anteilen in das Molekiil eingebaut: (Glycin 100%) Leu 97—98%,- Pro 95—96%,
Cys 95%, Asp 90—91%, Glu 85—87%, Ile 75—80%, Tyr 75—78%, Cys 65—70%.

c) Synthese mit BOC-Aminosduren, mit Anwendung von 3-Nitrophthalsiure- -
.anhydrid als Blocker. Sie Synthese erfolgte im wesentlichen wie unter b) mit folgenden
Unterschieden: zam Einbau des BOC-Asparagins und BOC-Glutamins wurden
ihre p-Nitrophenylester in 6X UberschuB mit 12 Std. Reaktionszeit angewandt
und der KopplungsprozeB3 in beiden Fillen wiederholt. Die Ergebnisse der Dorman-
Titrierung und der Ammosaurenanalvse waren die Folgenden: (Gly=100%) Leu
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95—96 %, Pro 95—96%, Cys 92—94%, Asp(NH,) 80—85%, Glu(NH,) 75—80%,
Ile 70—75%, Tyr 65—70%, Cys 65—70%. Nach der Kopplung von BOC-Asparagin,
BOC-Glutamin, BOC-Isoleucin und BOC-Tyrosin-Benzylither wurden die un-
reagierten Aminogruppen mit 3-Nitrophthalsdureanhydrid in der folgenden Weise
blockiert: nach der Dorman-Titrierung wurde das Polymer mit Dimeéthylformamid
gewaschen, dann mit der Losung von &quivalenter Menge (5 mMol) 3-Nitro-
phthalsiureanhydrid in 20 ml Pyridin behandelt. Der UberschuB des Blockers
wurde durch waschen mit Tridthylamin in Dimethylformamid entfernt.

" Analytische Kontrolle der Kopplungsreaktionen

a) Mit Dorman-Titration. Die Vollstiandigkeit der Kopplungsreaktlon wurde
mit der Dorman-Methode kontrolliert, jedoch statt Pyridin-Hydrochlorid nach
- Losses Vorschlag [25] Pyridin-Hydrobromid verwendet.

b) Mit Aminosiuren-Analyse. Nach der Peptidbindung wurde das Polymer
durch griindliches Waschen (s. Synthesezyklus) von den Nebenprodukten und
Verunreinigungen befreit, dann ein Muster von etwa 8—10 mg getrocknet. Das
Muster wurde in ein Bombenrohr (Pyrex, 80X 12 mm) eingemessen und 1 ml
3N Merkaptoithansulfonsiure (in 50%-iger Essigsdure gelost) zugegeben. Die
Losung wurde ‘auf —70°C abgekiihlt, das Bombenrohr mit dem eingefrorenen
Material in Vakuum (~50 pHg) zugeschmolzen; nach 225tﬁndiger Hydrolyse
(110£2°C) das Rohr gedfinet und der Inhalt quantitativ auf ein kleines Glasfilter
iibertragen, das Polymer abfiltriert, und mit 1,00 ml pH 5,28 Natriumcitrat-Puffer
nachgewaschen. Von der erhaltenen 2 ml Losung wurden Anteile von 0,2 ml zur

Aminosiuren-Analyse beniitzt: (Wir arbeiteten mit einem automatischen Amino-

sdure-Analysator, Modell HD-1200 E, mit Zwelkolumnen -System, mlt Chromex
KG—50 als Ionenaustauscher) .

Herstellung und Reinigung der Oxytocm Cyclopeptide

: a) Nach der Peptidsynthese mit Methode b) wurde das Polymer griindlich
- getrocknet, in 50 ml abs. Dimethylformamid gequollen und 50 ml mit Ammoniak
gesittigtes Methanol zugegeben. Durch die- Mischung wurde 2 Stunden lang, bei
0°C, NH; geleitet, dann wurde sie liber Nacht stehengelassen. Das Polymer wurde
abfiltriert, mit Dimethylformamid nachgewaschen,” und die Ammonolys¢ noch
zweimal wiederholt. Die verelmgten Dimethylformamid-Methanol Lésungen wurden
eingedampft, das erhaltene Ol in 20 ml Dimethylformamid gelost und das geschiitzte
Nonapeptid mit Ather gefillt. Das Rohprodukt (3,2 g, 55% auf das ursprungllche
Glycin bezogen) war noch nicht chromatographisch rein, deshalb wurde es in
15 ml Dimethylformamid gel6st und durch Ausfillen mit. 500 ml Methanol gereinigt.
Dieser Reinigungsproze wurde wiederholt und so 2,0 g (33%) Produkt von etwas -
unscharfem Schmelzpunkt (215—220°C) erhalten, dessen Aminosduren-Analyse
(Gly 1,00) Leu 0,98; Pro 0,92; Cys 1,84; Asp 0,97; Glu 0,97; Ile 0,82; Tyr 0,75 ergab.
Analyse: Ber. CgHggOp5N,S,- (1341,51) C58,30; H 6,70; N 12,53%; Gef.

C 57,72; H 6,53; N 12,70%. [a]f = —43,5° (c=1, DMF).
. Durch Diinnschichtchromatographie (in n-Butanol-Essigsdure-Wasser 4:1:1,
bzw. Essigester-Pyridin-Essigsiure-Wasser 60:20:6:11) konnten 4—5 Peptide von
einander sehr nahe liegenden R -Werten nachgewiesen werden, eines davon ist

7
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auf ‘Grund des R -Wertes das gesuchte Oxytocm-Nonapepud das durch Saulen-
chromatographie weder an Silicagel noch an Sephadex LH-20 (DMF-EtOH Gradient)
von den chemisch sehr dhnlichen Verunreinigungen getrennt werden konnte. Die
Oxytocin-Aktivitit nach Reduktion der Schutzgruppen mit Natrium in fliissigem
NH; und Oxidation (2 Stunden, pH=7, Lufteinfiilhrung) betrug ~35 Einheit/mg,

b) Nach der Synthese mit der Methode c) wurde das Nonapeptid mit der unter a)
beschriebenen Methode mittels Ammonolyse vom Polymer abgespalten und durch
Fallung gereinigt. Nach der Reinigung wurde ein chromatographisch fast reines
Produkt mit ziemlich scharfem Schmelzpunkt (229—230°C) erhalten. Ausbeute
1,00 g (18%).

Anal. Ber. CGQH%O15 125, (1341,51) C 58,30; H 6,70; N 12,53%; Gef. C 57,84;
H 7,00; N 12,40%. [a)ff =—51,5° (c=0,6 DMF)

‘Die Aminosdurenanalyse ergibt etwas niedrige Werte fiir Glutammsaure und
Tyrosin. (Gly=1,00) Leu 0,96; Pro 0,95; Cys 1,75; Asp 0,92; Glu 0,87; Ile 0,92;
Tyr 0,65. Von 0,50 g des Materials wurden die ~Schutzgruppen durch Reduktion
mit Natrium in fliissigem Ammoniak entfernt, dann das freie Nonapeptid durch
Lufteinfiihrung bei pH 7 zwei Stunden lang oxidiert. Die Oxytocin-Aktivitit der
Lésung wurde unmittelbar gemessen, und auf Grund der Konzentration der Losung
(1 mg/ml) 70,8 Einheit/ml gefunden. ’
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TBEPJJO®A3HEINA 'CUHTE3  OKCHUTOLIMHA
IT. Maaqau, K. Koea_u, b. I3uxe

~ C uenblo U3y4YeHUs CHHTE3a MENTHAOB HA TBepaoil ¢aze HaMU GLUT CHHTETH3HPOBAH OKCHTO-
LMH TpeMs pa3HbIMM MeTodaMH. BBLIO YCTaHOBNEHO, YTO NPH HCKJIFOMHTENBHOM TIPUMEHEHHMH
AMHRHOKHCIIOT NPS Henb3s CHHTE3UpOBaTh YMCTHIM OKCHTOLMH. VI3-3a moGOYHBIX peakuudit TpaHc- -
TENTHAAIMH TaK e HEMb3S PEIINThL NONONHUTENLHOE 06pa3oBaHue TPYNIBI aMHAA KMCIOT acma-
paraHa U riiyTaMHHa NYTEM aMHHOJIM3a COOTBETCTBYIONMX 3¢upoB. sl IPOBEPKH PEAKUHH TIPK-
COCOMHEHHs HamMHu ObLn BbipaboTaH HOBBI METOA THAPOJIN3a, CHOCOOCTBYIOMMI TOYHOMY KOMH-
YECTBEHHOMY ONIPEHNEJICHUIO BCEX. aMUHOKHCIIOT NPH IOMOILHM aHAJIM3aTOPa aMHHOKHCIIOT,
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