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Synthese eines vasopressorisch wirkenden Peptids:
[O-Methyl-tyrosin]2-Lysin8-V asopressin (OMTLV)?

Aus der Farbwerke Hoechst AG, vormals Meister Lucius & Briining,
Frankfurt (M)-Hoéchst

(Eingegangen am 20. Dezember 1962)

Die Synthese des [O-Methyl-tyrosin]2-Lysin8-Vasopressins (OMTLYV) (111)
nach dem Schema 3 + 6 sowie die Reinigung des Peptidhormon-Analogons an
Carboxymethylcellulose wird beschrieben. Dasreine Peptid besitzt etwa ein Drittel
der Pressoraktivitit von Lysin-Vasopressin und — wie erwiinscht und erwartet —
keine Oxytocin-Aktivitdt, hemmt sogar die Oxytocinwirkung kompetitiv.

Seit der Strukturaufklirung der beiden blutdruckwirksamen Peptidhormone des
Hypophysenhinterlappens, des Arginin-Vasopressins (I) und des Lysin-Vasopressins
(ID) durch V. pu VIGNEAUD und Mitarbb.2), war es das Ziel verschiedener Arbeits-
kreise, vor allem um V, pu VIGNEAUD, R. A. BoissoNNAs und H. C. BEYERMAN, analog
aufgebaute Peptide zu synthetisieren, die eine dhnliche physiologische Aktivitdt auf-
weisen wie die natiirlichen Pressorhormone.
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Bei der im folgenden beschriebenen Synthese des [O-Methyl-tyrosin]2-Lysin$-
Vasopressins (111) gingen wir von dem Problem aus, ein Lysin-Vasopressin-Analoges
aufzufinden, das nur reine Pressorwirkung aufweist, und keinerlei oxytocische Wir-
kung mehr besitzt. Das im Handel befindliche Vasopressin wie auch das synthetische
Lysin8-Vasopressin zeigen am Rattenuterus, besonders aber am Meerschweinchen-
uterus eine mef3bare Oxytocinwirkung.

Ein Lysin-Vasopressin-Analogon wihlten wir, da ein solches allgemein leichter zu
synthetisieren ist als ein Arginin-Vasopressin-Analoges, bei dem der Einbau des
Arginins in den Peptidverband besondere Schwierigkeiten bereitet3,4), eine Tatsache,

1) Zum Dtsch. Bundes-Pat. angemeldet am 2. 6. 1960. — Vgl. auch 1.c.14),

2) V. pu VIGNEAUD, H. C. LAWLER und E. A. POPENOE, J. Amer. chem. Soc. 75, 4880 [1953].

3) V. DU VIGNEAUD, D. T. GisH, P. G. Katsovannis und G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc.
80, 3355 [1958].

4) M. F. BARTLETT, A.JOHL, R. ROEske, R.J. STEDMAN, F. H. C. STEWART, D. N. WaRD
und V. pu VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 78, 2905 [1956).



1963 Synthese eines vasopressorisch wirkenden Peptids 1437

die auch in der Zahl der bisher synthetisierten Analoga dieser Hormone zum Aus-
druck kommt. Einem synthetischen Arginin-Vasopressin-Analogon standenetwa acht-
zehn Lysin-Vasopressin-Analoga gegeniiber6-8), von denen (als wir unsere Unter-
suchungen begannen) nur eines, und zwar das Ileu3-Lys8-Vasopressin® eine dem
Vasopressin vergleichbare biologische Aktivitit zeigte. Aber auch diese Yasopressin-
Variante besitzt neben der Pressoraktivitit noch eine verhiltnismiBig hohe Oxytocin-
aktivitit.

Der Vergleich der Konstitutionsformeln des Oxytocins und des Vasopressins fiihrte
uns zu der Annahme, daB die Hydroxylgruppe des Tyrosins, die als funktionelle
Gruppe in beiden Peptidhormonen an der gleichen Stelle steht, allgemein fiir die
oxytocische Wirkung beider Hormone mitverantwortlich sein kénnte und daB dem-
entsprechend die Ausschaltung dieser Hydroxylgruppe im Vasopressin auch die oxy-
tocische Wirkung beseitigen wiirde.

So wurde auf Grund dieser Uberlegung die Synthese eines Lysin-Vasopressins
durchgefiihrt, bei dem die Hydroxylgruppe des Tyrosin-Bausteins mit der Methyl-
gruppe veridthert ist, also die Synthese eines [O-Methyl-tyrosin]2-Lysin8-Vasopressins
(kurz bezeichnet als OMTLY).

Die Synthese des [O-Methyl-tyrosin]2-Lysin8-Vasopressins (III) erfolgte in Anleh-
nung an das von R. A. BoissoNNas und R. L. HUGUENIN® ausgearbeitete Schema,
wobei jedoch an die Stelle von Tyrosin das O-Methyl-tyrosin gesetzt wurde. Letzteres
wurde in Anlehnung an Vorschriften von P. KARRER und Mitarbb.1®) und V. pu
VIGNEAUD und C. E. MEYERID iiber das Acetyl-L-tyrosin durch Methylieren mit
Dimethylsulfat und saure Abspaltung der Acetylgruppe erhalten. Die Herstellung des
O-Methyl-tyrosin-methylesters wurde nach M. BRENNER und W. HuBErR12) vorge-
nommen,

Das Dipeptid N-Carbobenzoxy-S-benzyl-cysteinyl-O-methyl-tyrosin-methylester
wurde nach Verseifung der Estergruppe mit L-Phenyl-alanin-methylester mittels Di-
cyclohexylcarbodiimids zum Tripeptid N-Carbobenzoxy-S-benzyl-cysteinyl-O-me-
thyl-tyrosyl-phenylalanin-methylester umgesetzt. Dieses Tripeptid wurde schlieBlich
in Form seines Azids (aus dem Hydrazid hergestelit) mit dem Hexapeptid Glutaminyl-
asparaginyl-S-benzyl-cysteinyl-prolyl- N-tosyl-lysyl-glycinamid® zum Nonapeptid N-
Carbobenzoxy- S-benzyl - cysteinyl - O-methyl-tyrosyl -phenylalanyl-glutaminyl-aspara-
ginyl-S-benzyl-cysteinyl-prolyl-N-tosyl-lysyl-glycinamid kondensiert. Aus diesem
Nonapeptid wurden in der iiblichen Weise mittels Natriums in fliissigem Ammoniak
die Schutzgruppen abgespalten. SchlieBlich wurde durch Dehydrierung der beiden
Sulfhydrylgruppen des Nonapeptids mittels Luft unter Bildung der Disulfidbriicke
das [O-Methyl-tyrosin]2-Lysin8-Vasopressin (= OMTLYV) (III) hergestelit.

5} P. G. KaTsovannis und V. pu VIGNEAUD, J. biol. Chemistry 233, 1352 [1958].

6) Vgl. tabellarische Zusammenstellung von R. A. BoissoNNas, Experienta [Basel] 17, 377
[1961].

7) J. MEIENHOFER und V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 83, 142 [1961].

8) H. C. BEYERMAN und J. S. BONTEKOE, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 79, 1050 [1960].

9) R. A. BoissonNas und R. L. HUGUENIN, Helv. chim. Acta 43, 182 [1961].

10) P, KARRER, M. GisLER, E. HORLACHER, F. LOCHER, W. MADER und H. THOMANN, Helv.
chim. Acta 5, 482 [1922].

11} J. biol. Chemistry 98, 305 [1932].

12) Helv. chim. Acta 36, 1109 [1953].
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Die Pressoraktivitit des Rohproduktes betrug 18 IE/mg. Durch Sdulenchromato-
graphie an Amberlite IRC 50 wurde sie auf 55 IE/mg und weiter durch Ad-
sorption an Carboxymethylcellulose und Gradientenelution mit Ammonijumacetat-
puffer auf 76 IE/mg erhGht. Das [O-Methyl-tyrosin]2-Lysin8-Vasopressin wurde
aus dem FEluat durch wiederholtes Lyophilisiecren als Acetat isoliert. Die Ana-
lysendaten entsprechen der Zusammensetzung C47Hg7N13012S2-2 CH3CO>H -3 H,0.

Die pharmakologische Untersuchung des OMTLY ist von den Herren G. VOGEL
und J. HERGOTT!3) durchgefiithrt worden. Wie erwartet besitzt das OMTLV zum
Unterschied vom natiirlichen Lysin-Vasopressin nur noch eine ganz geringe Oxyto-
cinwirkung. Es hemmt sogar im Gegenteil die Oxytocinwirkung am iiberlebenden
Rattenuterus und am Hiihnerblutdruck, wahrscheinlich in kompetitivem Sinne.

Weiter zeigt das OMTLYV beim Vergleich mit Arginin-Vasopressin am Blutdruck
des decapitierten Kaninchens eine Pressoraktivitit von 76 IE/mg und damit eine
wesentlich geringere pressorische Wirkung als das Stammhormon. Dagegen iibertrifft
es dieses in der antidiuretischen Wirkung, wie in Versuchen an der Ratte gezeigt
werden konnte.

Ahnliche pharmakologische Befunde sind auch von dem Arbeitskreis von F. §ORM,
J. RUDINGER und M. ZAORAL!4 erhoben worden, von dem in der Zwischen-
zeit ebenfalls das O-Methyl-Analoge des Lysin-Vasopressins synthetisiert worden
ist.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

O-Methyl-tyrosin15): 150 g L-Tyrosin werden in 425 ccm 27 NaOH und 250 ccm Wasser
geldst. Unter Eiskiithlung und starkem Riihren 148t man gleichzeitig 2 / 27 NaOH und 200ccm
Acetanhydrid zulaufen, rithrt noch 1 Stde. bei Raumtemperatur und versetzt mit 840 ccm
6n H,SQ4. Nach Stehenlassen im Kiihlschrank und eventuellem Filtrieren wird die Reak-
tionsldsung i. Vak. eingedampft. Der Riickstand wird mehrmals mit 80-proz. Aceton extra-
hiert, das anschlielend i. Vak. verdampft wird. Der 6lige Riickstand wird in 400 ccm 30-proz.
Natronlauge geldst und unter intensivem Rithren langsam mit 190 g Dimethylsulfat versetzt.
Nach weiterem 1/,stdg. Rithren bei 60° wird abgekiihlt und mit verd. Schwefelsdure ange-
siuert. Das auskristallisierte N-Aceryl-O-methyl-tyrosin wird nochmals aus 350 ccm Wasser
umbkristallisiert. Ausb. 132 g (679 d. Th.). Schmp. 146 —147°,

Diese 132 g Acetylverbindung werden mit 2.6/ 4n HCl 21/, Stdn. zum Sieden erhitzt.
Hierauf wird i. Vak. bis zur Bildung eines Kristallbrejes eingeengt. Nach Zusatz von einem
etwa gleichen Volumen konz. Salzsidure wird auf 0° abgekiihlt und das schwerldsliche O-Me-
thyl-tyrosin-hydrochlorid abgesaugt. Die Kristallmasse wird in wenig heiflem Wasser gelost
und die Lésung mit verd. Ammoniak auf pH 6 eingestellt. Die hierbei ausfallende Amino-
sdure wird abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Ausb. 89.0 g (829 d. Th.). Schmp. nach
Unmkristallisieren aus Wasser 243 —244°.

13} Arzneimittel-Forsch. (im Druck).

14) F, SorM, Pharmazie 17, 268 [1962]; Z. BerANKovaA, K. JO§T, I. RYCHLIK, J. RUDINGER
und F. Sorm, Collect. czechoslov. chem. Commun. 26, 2673 [1961]; M. ZaoraL, J. Ru-
pINGER und F. S0rM (im Druck; Privatmitteilung); — vgl. auch l.c.1),

15) Alle in dieser Veroffentlichung genannten Aminosduren gehoren der L-Reihe an.
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O-Methyl-tyrosin-methylester: Die Veresterung des O-Methyl-tyrosins wird nach der Me-
thode von M. BReENNER und W. HuBer!2) vorgenommen, die Uberfithrung des dabei
erhaltenen O-Methyl-tyrosin-methylester-hydrochlorids (Schmp. 179—181°; [«]J3}: 82 4 2°
(¢ = 1, Pyridin) in den freien Ester geschieht mit Hilfe von Ammoniak in Chloroform oder
auch mittels wiBriger Alkalilésung und Ausschiitteln mit Ather.

N-Carbobenzoxy-S-benzyl-cysteinyl-O-methyl-tyrosin-methylester: 34.6 g N-Carbobenzoxy-
S-benzyl-cystein (0.1 Mol) und 21.3 g O-Methyl-tyrosin-methylester werden in 200 ccm Tetra-
hydrofuran gelést. Dann gibt man bei —10° 22 g Dicyclohexylcarbodiimid (0.106 Mol) in
100 ccm Tetrahydrofuran zu, rithrt noch 4 Stdn. bei —10° und 148t dann 24 Stdn. bei Raum-
temperatur stehen, Nach Zugabe von 2 ccm Eisessig filtriert man 15 Min. spdter vom ausge-
fallenen Dicyclohexylharnstoff ab, bringt das Filtrat i. Vak. zur Trockene und verteilt den
Riickstand zwischen 800 ccm Essigester und 500 ccm Wasser. Die Essigester-Phase wird
nacheinander mit je 200 ccm 1n HCIl, gesiittigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und
Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Beim Einengen i. Vak. fallt das
Reaktionsprodukt kristallisiert aus. Ausb. 40.0 g (759, d. Th.), Schmp. 128 —130°.

Cr9H32N206S (536.6) Ber. C64.9 H6.0 N5.2 Gef. C651 H6.3 N5.0

N-Carbobenzoxy-S-benzyl-cysteinyl-O-methyl-tyrosin: 26.8 g vorstehender Verbindung wer-
den in einer Mischung von 200 ccm Dioxan und 30 ccm Methanol gelést. Nach Zugabe von
55.0 ccm 1 n NaOH riihrt man 2 Stdn. bei Raumtemperatur, gibt dann 46.0 ccm 17 HCl zu
und engt die Ldsung auf ein kleines Volumen ein. Die ausgefallenen Kristalle werden abge-
saugt. Ausb. 23.4 g (89% d. Th.), Schmp. 156—158°.

C8H30N206S (522.7) Ber. C64.4 H57 N54 Gef. C64.7 H59 N5.2

N-Carbobenzoxy-S-benzyl-cysteinyl-O-methyl-tyrosyl-phenylalanin-methylester: 26.2 g vor-
stehender Verbindung und 9.0 g Phenylalanin-methylester werden in einer Mischung von
50 ccm Dimethylformamid und 150 ccm Acetonitril geldst. Dazu gibt man bei — 10° die
Lésung von 11.0 g Dicyclohexylcarbodiimid in 50 ccm Acetonitril. Man 148t das Reaktions-
gemisch 24 Stdn. bei +4° stehen, gibt dann 2 ccm Eisessig zu und filtriert nach weiteren
15 Min. vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab. Nach Auswaschen desselben mit eis-
kaltem Dimethylformamid werden die vereinigten Filtrate zur Trockene eingedampft. Der
Riickstand wird aus Athanol umkristallisiert; Ausb. 26.0 g (76%, d. Th.), Schmp. 167 —168°.

C33H41N307S (683.9) Ber. C66.7 H6.0 N6.1 Gef. C67.0 H6.1 N6.3

N-Carbobenzoxy-S-benzyl-cysteinyl-O-methyl-tyrosyl-phenylalanin-hydrazid: Man 16st 6.84 g
vorstehender Verbindung in 240 ccm heiBem Athanol, gibt 25 ccm 80-proz. Hydrazinhydrat
hinzu und kocht 2 Stdn. unter RiickfluB. Beim langsamen Abkiihlen und nachfolgenden
12stdg. Stehenlassen fiallt das Hydrazid aus. Ausb. 6.0 g (87% d.Th.), Schmp. 219—220°

C36H41NsOgS (683.9) Ber. C65.1 H6.0 N 10.2 Gef. C65.5 H 6.2 N 10.0

[«]3: —36.31° (¢ = |, Dimethylformamid).

N-Carbobenzoxy-S-benzyl-cysteinyl-O-methyl-tyrosyl-phenylalanyl-glutaminyl-asparaginyl-S-
benzyl-cysteinyl-prolyl-N-tosyl-lysyl-glycinamid (Nonapeptid): 1.37 g vorstehender Verbin-
dung (2 mMol) werden unter gelindem Erwiarmen in einer Mischung von 44 ccm Eisessig und
7 ccm 1 n HCI gelSst. In die auf +5° abgekiihlte Losung trigt man unter Eiskiihlung und
Rihren 2.3 ccm 1m NaNO; innerhalb 1 Min. in drei Portionen ein, riithrt die Mischung noch
5 Min. bei +3° und gieBt sie dann in 150 ccm Eiswasser ein. Das amorph ausgeschiedene Azid
wird abgesaugt, mit Eiswasser neutral gewaschen und dann lyophilisiert, bis das Gesamt-
gewicht 3.5—4.0 g betrigt. Das feuchte Azid und 2.22 g Glutaminyl-asparaginyl-S-benzyl-
cysteinyl-prolyl-N-tosyl-lysyl-glycinamid (vgl. 1. ¢.9)) (2.5 mMol) werden in 30 ccm Dimethyl-
formamid bei Raumtemperatur unter Rilhren in Losung gebracht. Nach 2tdgigem Auf-
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bewahren bei Raumtemperatur filtriert man von wenig Ungeldstem ab, engt das hellgelbe
Filtrat auf ein Drittel seines Volumens ein und schiittelt das Konzentrat mit 100 ccm Essig-
ester durch. Die farblose Fillung wird abgesaugt, mit Essigester gewaschen und bei 60°
getrocknet. Das Rohprodukt kocht man einige Minuten mit 10 ccm Methanol, saugt heif3
von Ungelostem ab, wischt nacheinander mit 5 ccm Methanol und 50 ccm Essigester und
trocknet dann bei 50° und 0.01 Torr iiber P,Os. Man erhilt 1.10 g eines fast farblosen Pul-
vers (36%, d. Th., bez. auf das Tripeptidhydrazid) vom Schmp. 211 —213°. Rr = 0.97 (Sy-
stem A: n-Butanol/Athylacetat/Pyridin/Wasser (30:6:20:24)). [a]¥: —39.2 4+ 2° (c =1,
Dimethylformamid).
C76H93N 130,653 (1540.8) Ber. N 11.8 S6.3 Gef. N11.8 S6.4

[O-Methyl-tyrosin]2-Lysin8-Vasopressin (OMTLV) (I11): 1.55 g Nonapeptid (1 mMol) wer-
den in 0.5/ liber KOH destilliertem fliiss. Ammoniak geldst. In die Lésung wird bei der
Siedetemperatur des Ammoniaks unter Riihren der L&sung ein auf einem Glasstab aufge-
spieBter blanker Natriumwiirfel eingetaucht, bis tiefblaue Farbung eintritt und diese Farbung
1 Min. bestidndig ist. Sofort anschlieBend gibt man 1.05 g Ammoniumchlorid zu, verdampft
das iiberschiissige Ammoniak bei Raumtemperatur und zieht die letzten Spuren Ammoniak
mit der Wasserstrahlpumpe ab. Der Riickstand wird mit 1.0 / 0.4-proz. Essigsdure aufgenom-
men und die L6sung mit 2n Ammoniak auf pH 8.0 eingestellt. Man leitet iiber eine Glasfritte
hierauf 3 Stdn. kohlendioxydfreie Luft durch die Ldsung, filtriert dann von wenig Ungeldstem
ab und stellt das Filtrat mit Eisessig auf pH 4 ein. Durch Lyophilisieren dieser Losung erhilt
man 2.90 g eines farblosen, hygroskopischen, salzhaltigen Produktes. Die Pressoraktivitat
betrigt 18 IE/mg; Gesamtausb. 52200 IE. Rr = 0.49 (viel) und 0.73 (wenig) (System A, vgl.
oben).

Das gesamte Rohprodukt wird in 20 ccm 0.5m wiBrigem Ammoniumacetatpuffer (im
folgenden mit AP bezeichnet) geldst und auf eine 2.8 X 50-cm-Sédule von Amberlite IRC 50
(Réhm & Haas), der in die H®-Form iibergefiihrt und dann mit 0.5 m AP &dquilibriert wurde,
aufgegeben. Man eluiert bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 50 ccm/Stde. mit insgesamt
2.0/ 0.5m AP. Dieses Eluat enthilt anorganische Salze und biologisch inaktive Peptide
(Rr = 0.09, 0.36 und 0.82) (System A, vgl. oben). Das biologisch aktive Material wird
anschlieBend mit 400 ccm einer Mischung von Pyridin/Eisessig/Wasser (30:4: 66) eluiert
und aus dieser Losung durch Lyophilisieren als farbloses, schwach hygroskopisches, leicht
wasserlosliches Pulver erhalten.

Die Ausbeute betrigt 656 mg mit einer Pressoraktivitiat von 55 IE/mg, entsprechend einer
Gesamtausbeute von 36100 1E (69 % der eingesetzten Aktivitit).

200 mg dieses vorgereinigten Peptids werden in 10 ccm 0.01 m AP geldst und auf eine mit
0.01 m AP vorbehandelte Sdule von 12 g Carboxymethylcellulose (2.4 X 15 cm) aufgebracht.
Bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 50 ccm/Stde. eluiert man zunéchst mit 500 ccm AP
einer von 0.01 bis 0.04 linear ansteigenden Molaritdat. Das Eluat enthilt auf Grund des UV-
Spektrums kein OMTLYV. Man setzt dann die Gradientenelution mit 500 ccm 0.06 bis 0.24 m
AP fort. Bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 40 ccm/Stde. werden 50-ccm-Fraktionen
abgenommen und deren Lichtabsorptionen bei 273 mp gemessen. Maximale Absorption
zeigt die Fraktion 5 (ca. 0.12 m an Ammoniumacetat). Durch Lyophilisieren dieser Losung,
Aufnehmen des Riickstandes mit 20 ccm Wasser, Filtration und erneutes Lyophilisieren des
Filtrats erhdlt man 75 mg OMTLYV als Diacetat-trihydrat. Das farblose Produkt besitzt eine
Vasopressinaktivitit von 76 IE/mg, Aqax 273 mp (Wasser), Ry 0.49 (System A, vgl. oben;
Rr = 0.37 (System B: Methyldthylketon/Pyridin/Wasser (65 : 15 : 20)).

C47Hg7N13012S2-2 CH3CO2H -3 HyO (1244.3) Ber. N 14.6 S 5.2 Hz0 4.3 Essigsdure 9.6
Gef. N14.4 S5.3 H,0 4.3 Essigsdure 9.8



