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K-Salz. von Penicillin G, 5,5-Dimethyl-thiazolidin-4-carbonsiure (II) und N-Hip-
puryl-thiazolidin-4-carbonsiure (V) wurden uns in freundlicher Weise von der CIBA
Alktiengesellschaft zur Verfiigung gestellt, wofiir an dieser Stelle den Herren Dr. K. Mie-
scher und Dr. A. Marxer bestens gedankt sei. Die Mikroanalysen verdanken wir dem
mikroanalytischen Laboratorium der CIBA Aktiengesellschaft (Dr. H.Gysel). Fir die
Durchfiihrung der biologischen Priifung der Verbindung VI danken wir der pharmakolo-
gischen Abteilung der CIBA Aktiengesellschaft.

Den Herren J. Hostynek und H. P. Miiller danken wir fiir ihre Mithilfe bei den Ver-
teilungsmessungen an Ionenaustanschern.

SUMMARY.

Penicillin has been found to chelate Cu2+ although the chelating
power of corresponding acylated aminoacids is very small. For com-
parison, the capacity of binding Cu?+ of a few struetural analogues of
penicillin has been determined by an ion exchange method described
in a previous publication.

Anstalt fiir anorganische Chemie der Universitit Basel.

81. Synthese eines hochwirksamen Hypertensin II-amids
(L-Asparaginyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-
L-isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanin)
von W. Rittel, B. Iselin, H. Kappeler, B. Riniker und R. Schwyzer.
(23. I1. 57.)

Hypertensin II aus Pferdeserum (mit Schweine-Renin frei-
gesetzt) besitzt die Konstitution eines Octapeptides mit der Amino-
sdure-reihenfolge H-Asp-Arg-Val-Tyr-Tleu-His-Pro-Phe-OH?!') wund
kann als Ileu®-Hypertensin II bezeichnet werden2). Wie bereits
kurz berichtet?), konnten wir feststellen, dass synthetisches, hoch-
gereinigtes H-Asp(NH,)-Arg-Val-Tyr-Ileu-His-Pro-Phe-OH (Ileu®-
Hypertensin IT-Asp.f-amid) an der Ratte cine blutdrucksteigernde
Wirkung besitzt, welche qualitativ und quantitativ den besten
durch Isolierung hergestellten Hypertensinpriparaten vergleichbar
ist, bzw. sie iibertrifft3).

In der vorliegenden Mitteilung sollen die Einzelheiten der Synthese bekanntgegeben
werden. Aufbauprinzip (s. Schema): die Aminosiuren 1 bis 8 wurden in den Synthese-

stufen A bis H zum Endprodukt zusammengefiigt. Der betreffende Aminosiure- oder
Peptidrest ist durch einen waagerechten Balken dargestellt, der sich unter den Nummern

1 K. E. Lentz, L. T. Skeggs, K. R. Woods, J. R. Kahn & N. R. Shumway, Journ.
exper. Med. 104, 183 (1956).

%) W. Rittel, B. Iselin, H. Kappeler, B. Rintker & R. Schwyzer, Angew. Chem. 69, 179
(1957).
3 W. 8. Peart, Biochem. Journ. 62, 520 (1956).
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der darin enthaltenen Aminosaurereste hinzieht. Substituenten an der a-Aminogruppe
stehen links (Z bedeutet den Carbobenzoxy-rest, C{H;CH,0C0—), solche am Carboxyl-
rest, R—CO—, befinden sich rechts, wihrend Substituenten an funktionellen Gruppen der
Aminosgureseitenketten oben angebracht sind?).

Aus geeigneten Aminosidurederivaten A 1 bis A 8 wurden in der
Synthesestufe A - B die vier Dipeptidderivate B 1-2, B 3-4, B 5-6
und B 7-8 hergestellt. Die Herstellung von Carbobenzoxy-L-aspara-
ginyl-nitro-r-arginin-methylester (B 1-2) bot betrichtliche Schwierig-
keiten. Als besonders brauchbar erwies sich schliesslich die Herstel-
lung des N=Didthylphosphit-amids®) des Nitro-L-arginin-methyl-
esters mit anschliessender Kondensation mit Carbobenzoxy-L-aspara-
gin, wobei das gesuchte Dipeptidderivat in einer Ausbeute von
30-349; als gut kristallisierte Verbindung entstand. Kondensation
von Carbobenzoxy-L-valin mit L-Tyrosin-methylester unter dem
Einfluss von Dicyclohexyl-carbodiimid®) ergab den kristallisierten
Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin-methylester (B 3—4) in guter Aus-
beute. Kristalligiertes Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-histidin-methyl-
ester-hydrochlorid-monohydrat (B 5-6) wurde nach derselben Me-
thode hergestellt, wihrenddem Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylala-
nin-methylester nach der Gemischten- Anhydrid-Methode?) hergestellt
wurde und nur als Ol isoliert werden konnte.

In der Synthesestufe B — C wurden dicse Dipeptid-Derivate in
eine fiir die weitere Kondensation zu den Tetrapeptid-Derivaten
D 1-4 und D 5-8 geeignete Form gebracht. Durch alkalische Ver-
seifung entstand aus B 1-2 kristallisiertes Carbobenzoxy-L-aspara-
ginyl-nitro-L-arginin (C 1-2); Umsatz von B 5-6 mit Hydrazin ergab
Carbobenzoxy-L-isolencyl-L-histidin-hydrazid (C 5-6), ebenfalls als
kristallisierte Verbindung. B 3—4 und B 7-8 wurden vom Carbobenz-
oxyrest befreit, worauf die beiden Dipeptidester L-Valyl-L-tyrosin-
methylester (C 3—4) und r-Prolyl-L-phenylalanin-methylester (C 7-8)
als kristallisierte Hydrochloride isoliert wurden.

Carbobenzoxy-L-asparaginyl-L-nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosin-
methylester (D 1-4) wurde durch Kondensation von C 1-2 und C 3—4
mittels Dicyclohexyl-carbodiimid hergestellt; durch mehrfaches Um-
fallen aus heissem Methanol wurde die Verbindung in analysenreiner
Form als in Methanol und Aceton schwerlosliches Pulver in einer
Ausbeute von 339, erhalten. Vorsichtige alkalische Verseifung lieferte
die freie Siure Carbobenzoxy-T-asparaginyl-nitro-L-arginyl-1-valyl-
L-tyrosin (E 1-4).

4) Vgl. auch die Darstellungsweise von B. A. Boissonnas, St. Guttmann, J.-P. Waller
& P.-A. Jaquenoud, Experientia 12, 446 (1956).

5) Methode von G. W. Anderson, J. Blodinger, R. W. Young & A.D. Welcher, J.
Amer. chem. Soc. 74, 5304 (1952).

) Methode von J. C. Sheehan & G. D. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955).

7) Methode vgl. B. 4. Boissonnas, Helv. 34, 874 (1951); Th. Wieland & H. Bernhard,
Liebigs Ann. Chem. 572, 190 (1951); J. R. Vaughan, J. Amer. chem. Soc .73, 3547 (1951).
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Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-histidyl-1.-prolyl-L-phenylalanin-me-
thylester (D 5—8) wurde durch Kondensation des Siureazids aus C 5-6
mit C 7-8 erhalten und durch multiplikative Verteilung gereinigt.
Aus dem reinen Produkt wurde durch Einwirkung von Bromwasser-
stoffsdure in Kisessig das Dihydrobromid von 1-Isoleucyl-1-histidyl-
L-prolyl-L-phenylalanin-methylester (E 5-8) hergestellt und dieses
ohne besondere Reinigung in den freien Ester iibergefiihrt.

Dieser (E 5-8) wurde mit E 1-4 unter dem Einflusse von 1-
Cyclohexyl-3-(morpholinyl-4thyl)-carbodiimid®) kondensiert. Carbo-
benzoxy-L-asparaginyl-nitro-r-arginyl-L-valyl-L.-tyrosyl-r.-isoleucyl-L-
histidyl-T-prolyl-r-phenylalanin-methylester (F 1-8) ist in analysen-
reinem Zustande eine ausser in Dimethylformamid und verdiinnter
Siaure in iblichen Losungsmitteln schwer losliche Substanz. Durch
katalytische Hydrierung in Methanol-Salzsdure wurden Carbo-
benzoxy- und Nitrogruppen entfernt. Das “~misch aus Octapeptid-
methylester (G 1-8) und Ammoniumechlo: (aus der Nitrogruppe
entstanden, durch Freisetzen von Ammoniak mittels Pottaschelésung
nachgewiesen) wurde in 66-proz. Methanol mit 0,1-n. Natronlauge
vorsichtig verseift. Die Isolierung des L-Asparaginyl-r-arginyl-L-
valyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalaning (H 1-8)
erfolgte durch Extraktion mit n-Butanol bei pH = 9. Die Verbin-
dung wurde als farbloses, feinkérniges Pulver erhalten, welches sich
in mehreren Losungsmittelsystemen als papierchromatographisch
einheitlich erwies. Mittels multiplikativer Verteilung wurde das
Produkt weiter gereinigt, wobei das Fortschreiten des Reinigungs-
prozesses anhand der Steigerung der Wirksamkeit auf den Blut-
druck der Ratte verfolgt wurde. Nach zweimaliger, 32-stufiger Ver-
teilung im System n-Butanol-Wasser (G = 0,89) zeigten die Spitzen-
fraktionen in Dosen von 0,1-0,2 y ebenso grosse Wirksamkeit auf
den Blutdruck der Ratte (in der Versuchsanordnung nach Peart?))
wie 1 y/kg Noradrenalin'?). Eine weitere multiplikative Verteilung im
System n-Butanol- 4-proz. Essigsiure ergab ein gleich stark wirk-
sames Priparat; die Einheitlichkeit des Produkts zeigte sich in der
Ubereinstimmung der experimentell gefundenen mit der theoretisch
berechneten Verteilungskurve. Das reine L-Agparaginyl-L-arginyl-L-
valyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-histid yl-L-prolyl-L-phenylalanin ist somit
etwa 2—4mal stdrker wirksam als die besten natiirlichen Hypertensin-
Priparate3).

Experimenteller Teil.

Zur Analyse wurden die Substanzen in der Regel 5-10 Std. bei 60° und 10-2 mm Hg
iber P,0O; getrocknet.

8y J. C. Shechan & J. J. Hlavka, J. org. Chemistry 21, 439 (1956).

9) W. 8. Peart, Biochem. J. 59, 300 (1955).

10y Die pharmakologische Testierung der Praparate verdanken wir den Herren
Dres. Gross und Turrtan von unserer biologischen Abteilung.
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Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginin-methylester (B 1-2): a)
10,0 g Nitro-L-arginin-methylester-hydrochlorid!?) (0,0371 Mol) werden fein pulverisiert,
einige Std. bei 60° im Hochvakuum getrocknet und in 100 ml absolutem Dioxan suspen-
diert. Nach Zusatz von 9,0 g (0,089 Mol) Tridthylamin rithrt man 2 Std. bei Raumtemp.,
kithlt auf + 10° ab und tropft dazu 7,1 g (0,0408 Mol) Diathylchlorphosphit (ca. 98-proz.)?),
gelost in 20 m] Dioxan. Nach 1 Std. Riihren bei Raumtemp. wird das gebildete Tridthyl-
ammoniumchlorid abfiltriert, mit wenig Dioxan nachgewaschen und das Filtrat bei 80°
im Vakuum cingedampft. Der gelbliche, zihe Riickstand wird mit 40 ml Digthylphosphit
und 9,85 g (0,0371 Mol) gut getrocknetem Carbobenzoxy-L-asparagin!?) 2 Std. bei 80°
gehalten (homogene Losung). Zuletzt wird das Losungsmittel bei ca. +50° im Hoch-
vakuum abgedampft, der 6lige Riickstand, der immer noch eca. 5 g Didthylphosphit ent-
halt, in 60 ml 2-n. Salzsidure aufgenommen und dreimal mit je 600 m] Essigester cxtrahiert.
Die Essigester-Extrakte werden nacheinander noch zweimal mit 2-n, Salzsiure, zweimal
mit gesattigtem Natriumhydrogencarbonat und zweimal mit Wasser gewaschen (Volumen
der wisserigen Losungen je 60 ml, immer mit Natriumsulfat gesittigt). Nach Trocknen mit
festem Natriumsulfat und Eindampfen im Vakuum erhilt man 9,9 g ciner grosstenteils
kristallinen Masse. Sie wird mit 100 ml heissem Wasser zerrieben, erkalten gelassen und
filtriert. Der Riickstand wiegt nach Trocknen im Hochvakuum bei 80° 5,95 g (33% d. Th.)
und weist einen Smp. von 150—165° auf.

b) Modifikation: Die Kondensation kann auch in Dioxan, ohne Gegenwart von
Didthylphosphit, ausgefiihrt werden. Das bei der Bildung des Didthylphosphitamides
von Nitro-L-argininmethylester entstandene Triathylammoniumchlorid wird abfiltriert
und das Filtrat direkt mit Carbobenzoxy-L-asparagin kondensiert: Das (Gemisch wird
2 Std. unter Riickfiuss erhitzt, wobei ein Teil der Substanz als 6lige Bodenschicht ungelost
bleibt.

Die Ausbeute betrigt, bei gleichen Mengen wie unter a), 6,10 g Dipeptid vom
Smp. ca. 145—160° (349,).

Zur Analyse wurde aus Wasser umkristallisiert; Nadeln, Smp. 170—173° (5,4 g;
~ 309%). [o]3 = +5° & 2° (c = 1,996 in Eisessig).

CH,,0,N, Ber. C 47,40 H 5,62 N 20,37%
Gef. ,, 47,68 ,, 5,568 ,, 20,389%

Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin-methylester (B 3-4): Eine Losung von
68,1 g (0,275 Mol) Carbobenzoxy-L-valin®?} und 50,9 g (0,261 Mol) L-Tyrosin-methyl-
ester!?) in 1 1 Tetrahydro-furan wird mit 59,2 g 1,3-Dicyclohexyl-carbodiimid®) versetzt
und 16 Std. bei 21° belassen. Hierauf wird der ausgeschiedene Dicyclohexyl-harnstoff
abgenutscht (46,0 g entspr. 77%) (Smp. 218—224°) und das Filtrat zur Trockne ver-
dampft. Der Riickstand (zéhes Ol) wird mit 300 ¢cm3 heissem Petrolither zerrieben, bis
Kristallisation eintritt. Die Kristalle werden abgenutscht und mit viel heissem Petrol-
fther gewaschen. Umbkristallisation aus Aceton-Ather ergibt insgesamt 91 g (819,) Carbo-
benzoxy-L-valyl-L-tyrosin-methylester; Nadeln, Smp. 144—147°, [a]}y = + 540 4 40
(¢ == 1,077 in Chloroform); +13% 4 49 (¢ = 1,110 in Aceton).

CpHpO6N, Ber. C 64,47 H 6,59 N 6,549
Gef. ,, 64,42 ,, 6,78 ,, 6,71%

Aus der Petrolither-Losung sowie aus der Mutterlauge obiger Kristalle werden
insgesamt 17 g eines Nebenproduktes gewonnen, Smp. 128-—130° (aus Petrolather). Es
handelt sich dabei um 1-(Carbobenzoxy-L-valyl)-1, 3-dicyclohexyl-harnstoff.

CoeH,,ON, Ber. C 68,24 H 8,59 N 9,189
Gef. ,, 68,37 ,, 829 ,, 9,089

11y K. Hofmann, W. D. Peckham & A. Rheiner, J. Amer. chem. Soc. 78, 238 (1956).

12y M. Bergmann & L. Zervas, Ber. deutsch. chem. Ges. 65, 1192 (1932).

13y R. L. M. Synge, Biochem. J. 42, 99 (1948).

14) Herstellung des Hydrochlorides nach R. A. Boissonnas, St. Guttmann, P.-A.
Jagquenoud & J.-P. Waller, Helv. 38, 1491 (1955).
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Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-histidin-methylester-hydrochlorid-mono-
hydrat (B 5-6): Zu einer Losung von 44,0 g (0,26 Mol) r-Histidin-methylester 15) in
50 ml Acetonitril werden 55,5 g (0,27 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimids), gelgst in 100 ml
Essigester, und 71,5 g (0,27 Mol) Carbobenzoxy-L-isoleucinl®), gelost in 700 ml Essigester,
zugefiigt. Hs tritt sofort leichte Erwirmung und bald darauf Abscheidung von kristallinem
Dicyclohexyl-harnstoff ein. Hs wird kurze Zeit mit Eis gekiihlt, so dass die Temperatur
nicht iiber ca. +30° steigt. Nach ecinigen Min. entsteht aus dem Gemisch eine gallertige
Masse, die iitber Nacht bei Raumtemp. belassen wird.

Das Gemisch wird filtriert, der Riickstand noch zweimal mit je 50 ml Essigester
zerrieben, abgesaugt und bei 90° im Vakuum getrocknet. Aus dem so erhaltenen Gemenge
von Dipeptid und Dicyclohexyl-harnstoff wird ersteres mit ciner Losung von 25 ml konz.
Salzsdure in 20 ml Wasser und 80 ml Methanol als Hydrochlorid herausgelost, wobei der
Riickstand noch zweimal mit je 2 ml konz. Salzsiure in 10 m1 Wasser und 20 ml Methanol
nachgewaschen wird. Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum zur Trockne einge-
dampft und aus Methanol-Essigester kristallisiert. Man erhalt 52,6 g Dipeptid-Hydro-
chlorid (44,6%,) vom Smp. 170-—172° (Zers.). Aus den Mutterlaugen werden durch weiteres
Eindampfen und Verdiinnen mit Essigester noch 39,1 g Hydrochlorid (33,19%) vom Smp.
160—165° (Zers.) gewonnen.

Zur Analyse wurde aus Methanol-Essigester umkristallisiert und 15 Std. bei 60°
und 0,05 mm Hg iiber P,O; getrocknet. Smp. 174—175° (Zers.). [a]} = —34° £ 40 (c =
1,010 in H,0).

CpHy,ON,CI-H,0 Ber. C 53,55 H 6,64 N 11,90 Cl 7,53%
Gef. ,, 53,47 ,, 6,44 ,, 11,95 ,, 7,649%

Carbobenzoxy-L-prolyl-n-phenylalanin-methylester (B 7-8): Zur Lo-
sung von 1 g (0,004 Mol) kristallinem!?) Carbobenzoxy-L-prolin'®) in 15 ml absolutem
Tetrahydro-furan gibt man bei —10° 0,61 ml (0,0044 Mol) Triithylamin und nach 5 Min.
bei der gleichen Temp. 0,42 ml (0,0044 Mol) Chlorameisenséure-athylester. Das Triathyl-
amin-hydrochlorid fallt sofort als weisser kristalliner Niederschlag aus.

Eine gleichzeitig bereitete und vom Trifithylamin-hydrochlorid filtrierte Losung
von L-Phenylalanin-methylester (aus 1,1 g (0,0051 Mol) Phenylalanin-methylester-
hydrochlorid und 0,71 ml (0,0055 Mol) Triithylamin) wird ebenfalls auf —10° gekiihlt
und zur Lésung des gemischten Anhydrids gegeben. Nach zweistiindigem Stehen bei
Zimmertemp. filtriert man vom Niederschlag ab und verdampft das Loésungsmittel im
Vakuum bei 40—45°. Den wasserklaren Riickstand nimmt man in Essigester auf, wischt
viermal mit je 5 ml 1-n. HCl-Losung, zweimal mit Wasser, viermal mit je 2 ml 2-n. Na-
triumhydrogencarbonatlosung und zum Schluss mit Wasser neutral. Die Essigesterlsung
hinterlisst nach Bindampfen und Trocknen 1,8 g gelbliches Ol, das noch wenig Lésungs-
mittel enthilt und nach einiger Zeit erstarrt, aber aus Losungsmitteln nicht kristallin
erhalten wurde. Zur Analyse wurde 5 Std. bei 60° und 0,01 mm Hg iiber P,0; getrocknet.

CyyHpO;N,  Ber. C 67,30 H 6,39 O 19,49 (O)CH, 3,66%
Gef. ,, 67,28 ,, 6,69 ,, 19,49 ” 3,86%

Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginin (C 1-2): 4,74 g (0,0099 Mol)
Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginin-methylester vom Smp. 165—170° wird mit
11,0 ml 1-n. Natronlauge versetzt und bei 22° 1 Std. gesehiittelt. Nach ca. 15 Min. ist
die Hauptmenge gelost. Nach weiteren 15-20 Min. beginnt Abscheidung eines volumi-
nosen Niederschlages (Natriumsalz). Der Niederschlag wird zum Schluss durch Zugabe
von 20 ml Wasser geldst, von einer Spur ungeléstem Material abfiltriert und dann CO,
eingeleitet bis das pH der Losung = 8,5 ist.

15) K. Fischer & L. H. Cone, Liebigs Ann. Chem. 363, 107 (1908).

16) In iiblicher Weise hergestellt, Ol, C,,H,,0,N, Ber. C 63,38, H 7,22 N 5,28%,
Gef. C 63,16, H 7,13, N 5,55%.

17y Aus Ather-Petrolither, Smp. 70—72°.

18) Vgl. B. Abderhalden & H. Nienburg, Fermentforschung 13, 573 (1933).
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Die wisserige Phase wird sodann zweimal mit je 80 ml Essigester gewaschen und
die Essigesterlosungen werden einmal mit wenig Natriumhydrogencarbonatlésung ge-
waschen.

Die wisserige Phase und die Wasch-hydrogencarbonatlosung werden vereinigt und
mit 2-n. Salzsdure auf pH = 1 gebracht, wobei sich amorphes Material abscheidet.
Letzteres wird durch viermaliges Ausziehen mit je 250 ml Essigester in Losung gebracht;
die Kssigesterlosungen werden zweimal mit wenig Natriumsulfatlosung gewaschen, iiber
Natriumsulfat getrocknet und geben beim Eindampfen 4,46 g teilweise kristallinen Riick-
stand. Durch Kristallisation aus Acetonitril werden insgesamt 3,26 g Carbobenzoxy-L-
asparaginyl-nitro-L-arginin in Nadeldrusen vom Smp. 98—101° erhalten (71%). Nach
zweimaligem Umkristallisieren aus Acetonitril Smp. 98—101°; {a]p =+10° £+ 4% (¢ = 1,4
in Methanol), +9° +4- 4° (¢ = 1,0 in Risessig). Loslich in Methanol, Dimethylformamid,
heissem Acetonitril und heissem Wasser, schwer 1oslich in kaltem Wasser und Acetonitril,
Essigester, Tetrahydrofuran, Aceston; leicht lsslich in verdiinnter Natriumbicarbonat-
l6sung.

CHyON, Ber. C 46,25 H 5,39 N 20,98%
Gef. ,, 46,54 ,, 533 ,, 21,15%

Bei der multiplikativen Verteilung im System n-Butanol-Wasser iiber 18 Ver-
teilungsschritte verhielt sich die Substanz einheitlich (G = 3,22; Maximum im Rohr 14);
Smp. 98—103°; o] = +7° £ 2° (¢ = 2,042 in MeOH).

Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-histidinhydrazid (C5-6): 2,5¢g (0,0053 Mol)
Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-histidin-methylester-hydrochlorid-monohydrat werdenin 10 ml
abs. Methanol mit 1,5 ml Hydrazinhydrat 1 Std. am Riickfluss gekocht. Das Losungs-
mittel wird im Vakuum weitgehend abgedampft und der Verdampfungsriickstand mit
100 ml Eiswasser versetzt. Die anfinglich 6lige Ausfillung kristallisiert nach kurzem
Stehen bei 0°. Das Carbobenzoxy-dipeptidhydrazid wird abfiltriert, mit viel Wasser ge-
waschen und im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd und Schwefelsdure getrocknet. Roh-
ausbeute 1,82 g (839,), einmaliges Umkristallisieren aus sicdendem Wasser ergibt 1,6 g
analyscnreine, hygroskopische Kristalle, Smp. 186—187°. [a]f] == — 51° + 4° (¢ = 1,327
in 1-n. Salzsdure); —22° + 4° (¢ = 0,558 in Methanol).

CyoHpsONg  Ber. C 57,67 H 6,78 N 20,189
Gef. ,, 57.92 ., 707 ., 20,24%

Die Verbindung ist leicht 16slich in Methanol, Athanol, Aceton, Essigester und 1-n.
Salzsiure. schwer 16slich in heissem Wasser und unléslich in Benzol, Ather und Petrol-
dther.

L-Valyl-L-tyrosin-methylester (C 3-4): 20,0 g (0,0468 Mol) Carbobenzoxy-r-
valyl-L-tyrosin-methylester werden in 200 ¢m3 1,1-n. HBr in Eisessig gelost. Nach 1 Std.
bei 21° wird das Gemisch im Vakuum bei 45° Badtemperatur zur Trockne eingedampft
und das hinterbleibende O1 mit viel Ather verrieben, wobei es erstarrt. Der Riickstand
wird mit Ather gewaschen; man erhilt 17,26 g (989%) L-Valyl-L-tyrosin-methylester-
hydrobromid ; Smp. 206—208°. Beim Umkristallisieren aus Methanol-Ather werden Stab-
chen vom Smp. 208—209° (Zers.) erhalten; [«]}5 = +31° 4 49 (¢ = 1,08 in Methanol).

O H,30,N,Br Ber. C 48,01 H 6,18 N 7,47 Br 21,29%
Gef. ,, 48,23 ,, 6,49 ,, 7,60 ,, 21,489

5,63 g (15 mMol) Hydrobromid werden in 80 cm?® Essigester suspendiert und mit
2,1 cm?® (15 mMol) Tridthylamin versetzt. Die ausgefallenen Kristalle von Tridthylamin-
hydrobromid werden nach 10 Min. abgenutscht (2,68 g entspr. 999%,) und das Filtrat
zur Trockne verdampft. Der zuriickbleibende wL-Valyl-L-tyrosin-methylester (Harz;
4,61 g) wird sofort weiterverwendet.

L-Prolyl-L-phenylalanin-methylester (C 7-8): 2,46 g (0,006 Mol) Carbo-
benzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin-methylester werden in 40 ml Methanol gelost, mit
6 Aquivalenten methanolischer Salzsiure und 0,6 g Palladiumkohle (10%, Pd) versetzt
und bei Raumtemp. und Normaldruck hydriert (gebildetes CO, in NaOH absorbiert).
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Nach Aufnahme von etwas mehr als der berechneten Menge Wasserstoff kommt die
Hydrierung zum Stillstand. Die vom Katalysator abfiltrierte Losung wird im Vakuum
eingedampft und der Riickstand in wenig Aceton aufgenommen. Bei Zugabe von Ather
scheidet sich das Hydrochlorid des 1.-Prolyl-L-phenylalanin-methylesters kristallin aus;
Ausbeute: 1,62 g (86%). Nach zweimaligem Umbkristallisieren aus Aceton-Ather, Smp.
157—158°; [a]f) = — 410 + 1° (¢ = 4,15 in H,0).

C;H,; N;O0,C1  Ber. N 8,96 Gl 11,349, Gef. N 8,73 Cl 11,08%

Zur Uberfithrung in den freien Ester wird eine Lésung von 1,10 g (0,0035 Mol)
Hydrochlorid in 1 ml Wasser mit Essigester iiberschichtet und bei 0° unter kraftigem
Schiitteln mit gesittigter Kaliumcarbonat-Losung versetzt. Der Essigester-Auszug wird
getrocknet, im Vakuum eingedampft und der Riickstand bei 0,1 mm Hg getrocknet.
Der erhaltene L-Prolyl-L-phenylalanin-methylester (0,98 g in Wasser und Ather leicht
losliches Ol) wird sofort weiterverwendet.

Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosin-me-
thylester (D 1-4): 3,72 g (13 mMol) frisch bereiteter L-Valyl-L-tyrosin-methylester und
5,47 g (11,8 mMol) Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginin werden in 35 cm3 Di-
methylformamid gelést und mit 2,52 g (12,3 mMol) 1,3-Dicyclohexylcarbodiimid versetzt.
Nach 24 Std. bei 21° wird der ausgeschiedene Dicyclohexyl-harnstoff abgenutscht und das
Filtrat bei 0,1 mm Hg und 45° Badtempzratur vollstindig vom Dimethylformamid
befreit. Das hinterbleibende Ol wird zuerst mit Petrolither, dann unter Eiskiihlung mit
verdiinnter Hydrogencarbonat-Losung, Wasser, verdiinnter Salzsiaure und Wasser ge-
waschen, wobei das anfanglich &lige Produkt langsam kérnig wird. Das Rohprodukt
(8,79 g) wird zur weiteren Reinigung aus heissem Methanol umgefallt und das in Methanol
unlosliche Pulver mit heissem Aceton verrieben. Dabei werden 2,91 g '(339%) Carbo-
benzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosin-methylester vom Smp. 202—206°
(Zers.) erhalten; [a]} = —4° 4+ 4° (¢ = 0,94 in Dimethylformamid).

C33Hys0.4 Ny Ber. C 53,29 H 6,10 N 16,95 (O)CH, 2,02%
Gef. ,, 53,13 ,, 6,26 ,, 16,96 5 2,16%

Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosin (E1-4):
2,58 g (2,5 mMol) Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-rL-arginyl-L-valyl-L-tyrosin-methyl-
ester werden in 30 cm?® Dimethylformamid gelést und innerhalb 15 Min. mit insgesamt
100 ecm? 0,1-n. Natronlauge in mehreren Anteilen varsetzt, wobei darauf geachtet wird,
dass das pH der Losung 11 nicht #iberschreitet. Nach Zugabe der Lauge wird weitere
15 Min. bei pH = 11 belassen, dann durch Zugabe von fzstem CO, auf pH = 8 gebracht
und die Losung zuerst bei 11 mm und 45° Badtemp. vom Wasser, dann bei 0,1 mm vom
Dimethylformamid befreit. Der Riickstand wird in 30 cm® Wasser gelost, von einer Spur
Flocken abfiltriert und das klare Filtrat unter Kithlung mit 2-n. Salzsiure angesiuert.
Das ausgeschiedene, zahe Produkt wird beim Verreiben (unter Eiskiihlung) fest. Das
Rohprodukt (2,14 g) wird in heissem Methanol gelést und durch Zugabe von Acetonitril
ausgefallt. Es werden 1,77 g (709;) Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginyl-L-valyl-
L-tyrosin als Pulver erhalten. Smp. ca. 165—170° (Aufschiumen); [a]f = 0° | 4°
(c = 0,4 in Methanol).

C3,H330,3Ny  Ber. C 52,67 H 594 N 17,28%
Gef. ,, 5242 ,, 6,19 ,, 17,269

Die Substanz wurde durch multiplikative Verteilung im System n-Butanol-Metha-
nol-Wagser-Chloroform (1:1:1:1) iiber 11 Stufen (Craig-Grundprozess) weitergereinigt;
G = 0,26 (Maximum im 2. Rohr), es konnten nur sehr kleine Mengen schneller wandernde
Verunreinigungen abgetrennt werden.

Carbobenzoxy -L-isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-r-phenylalanin-me-
thylester (D 5-8): Die Losung von 1,49 g (0,035 Mol) Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-
histidin-hydrazid in 15 ml 1-n. Salzsiure wird einmal mit wenig Essigester extrahiort
und die Essigesterphase nochmals mit 3 ml 1-n. Salzsdure gewaschen; die vereinigten
salzsauren Losungen werden im Scheidetrichter mit Essigester iiberschichtet und mit Eis
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auf 0° abgekiihlt. Hierauf werden langsam 275 mg (0,004 Mol) Natriumnitrit in 5 ml
Eiswasser zugetropft. Nach 3 Min. wird die salzsaure Azidlosung mit 3 ml gesattigter
Kaliumearbonatlésung Phenolphtalein-alkalisch gestellt. Die wésserige Losung wird noch
zwei weitere Male unter Eiskithlung mit viel Essigester extrahiert; die organischen
Phasen werden mit Wasser neutral gewaschen.

Die eiskalte, tiber Natriumsulfat getrocknete Azidlosung wird in die frisch bereitete,
auf 0° gekiihlte und vom Trifithylamin-hydrochlorid abfiltrierte Lésung von r-Prolyl-r-
phenylalanin-methylester (hergestellt aus 1,24 g [0,004 Mol] r-Prolyl-L-phenylalanin-
methylester-hydrochlorid und 0,55 ml [0,004 Mol] Triéithylamin in 15 ml abs. Essigester)
einfiltriert.

Nach 18 Std. bei 0—5° und 2 Std. bei Zimmertemp. wird die Losung bei 40° im
Vakuum auf die Hilfte eingedampft und mit 1-n. Salzsdure, eiskalter 2-n. Sodalésung
und mit Wasser neutral gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und verdampft.

Es werden 2 g (859%) gelblich amorpher Carbobenzoxy-tetrapeptidester erhalten.
Die 36-stufige Verteilung zwischen 80-proz. Methanol und Chloroform : Tetrachlorkohlen-
stoff = 1:1:1 ergibt 1,6 g reinen Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenyl-
alanin-methylester (G = 0,33). Die Analysenfraktion schmilzt nach einmaligem Umféllen
aus Methanol-Wasser bei 105—1109; [czc]zD2 = — 569 4- 4° (¢ = 0,971 in Methanol). Die
Verbindung ist in den meisten organischen Losungsmitteln,aunsser Ather und Petrolather,
gut 1Gslich.

CysH,,O:Ng  Ber. C 63,62 H 6,71 N 12,72 (0)CH; 2,27%
Gef. ,, 63,69 ,, 6,90 ,, 12,95 s 2,419

L-Isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanin-methylester (E 5-8):
a) Dihydrobromid: 1,72 g (2,61 mMol) Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-
L-phenylalanin-methylester werden mit 8,3 cm? 1,1-n. Bromwasserstoff in Eisessig ver-
setzt, worauf alsbald Losung eintritt. Nach zweistiindigem Stehen bei 219 wird der Eis-
essig bei 0,1 mm Hg und 25° vollstindig abdestilliert und das zuriickbleibende Harz
mit Ather verrieben, wobei es kornig wird. Das rohe L-Isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-
phenylalanin-methylester-dihydrobromid wiegt 1,79 g, Smp. 130—140°. [«]} = +18°
+ 4° (¢ = 0,974 in Methanol).

CoyHgOsNgBr, Ber. Br. 23,21%  Gef. 22,669%

b) Freier Ester: 1,96 g (2,85 mMol) r-Isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanin-
methylester-dihydrobromid werden in wenig Wasser geldst. Die Losung wird von einer
geringen Triibung durch Waschen mit etwas Essigester befreit, mit 50 em? Chloroform
und dann unter Eiskithlung mit gesattigter Pottaschelosung versetzt, bis das pH der
wisserigen Phase = 10 ist. Der ausgeschiedene Ester 15st sich beim Umschiitteln glatt
in der Chloroformpliase. Die Chloroformlésung wird einmal mit wenig geséittigter Natrium-
sulfatlosung gewaschen; Pottasche- und Natriumsulfatiosung werden mit weitern 30 cm?
Chloroform nachgewaschen. Die Chloroformlésungen hinterlassen nach Trocknen mit
Natriumsulfat und Eindampfen 1,31 g (88%) L-Isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenyl-
alanin-methylester als Harz, das sofort weiterverarbeitet wird.

Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-iso-
leucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanin-methylester (F 1-8): 188 g
(2,58 mMol) Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosin und 1,31 g
(2,50 mMol) frisch bereiteter L-Isoleucyl-v-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanin-methylester
werden in 15 em3 Dimethylformamid gelést und mit einer Losung von 0,62 g (2,62 mMol)
1-Cyclohexyl-3-(morpholinylathyl)-carbodiimid versetzt. Die Losung wird 21 Std. bei 20°
belassen, hierauf wird das Dimethylformamid im Hochvakuum entfernt und das zuriick-
bleibende Ol mit Wasser unter Eiskithlung verrieben, wobei es allmahlich kornig wird.
Das Pulver wird mchrmals mit Wasser, dann mit verdiinnter Natriumhydrogencarbonat-
Losung und Wasser gewaschen und getrocknet. Das Rohprodukt (3,70 g) wird zur weitern
Reinigung mit Aceton und Methanol gewaschen und ergibt 0,68 g Carbobenzoxy-L-
asparaginyl - nitro- L-arginyl - L- valyl - L- tyrosyl- L- isoleucyl- L.- histidyl- L- prolyl- L- phenyl-
alanin-methylester. Nach .Umfillen aus Dimethylformamid-Ather, Smp. 190—205°;
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[«]f =—29° 4 4° (¢ == 0,52 in Dimethylformamid). Das Produkt ist schwerlsslich in den
gebrauchlichen organischen Losungsmitteln ausser in Dimethylformamid; 16slich in sehr
verdiinnter Salzsaure.

CsHyO;;Nys  Ber. O 19,38 (O)CH, 2,50%  Gef. O 19,59 (O)CH, 2,56%

L-Asparaginyl-L-arginyl-r-valyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-histidyl-L-
prolyl-L-phenylalanin-methylester (G 1-8): 370 mg (0,3 mMol) Carbobenzoxy-L-
asparaginyl-nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-i-isoleucyl-1-histidyl-L-prolyl-1-phenylalanin-
methylester werden in 15 cm3 Methanol suspendiert und durch Zugabe von 1,0 cm3
1,24-n. (4 Aq.) Salzsiure in Methanol in Losung gebracht. Eine Spur Flocken wird durch
Filtration entfernt und die Losung in Gegenwart von 100 mg Palladiumkohle (109% Pd)
bei Zimmertemp. und Normaldruck hydriert (unterVerwendung eines zweiten, mit ver-
diinnter Natronlauge gefiillten Hydriergefisses zur Absorption des entwickelten CO,).
Die Hydrierung ist nach 13 Std. unter Aufnahme von etwas mehr als der berechneten
Menge Wasserstoff beendet. Die Losung wird hierauf vom Katalysator abfiltriert und
im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand (Harz) wiegt 310 mg (berechnet fiir
ein Gemisch aus dquimolaren Mengen Trihydrochlorid und Ammoniumechlorid: 360 mg).
Das Produkt wird ohne Reinigung weiterverarbeitet. Es ist leicht 16slich in Wasser aber
schwerldslich in wasserigem Alkali; ldslich in Methanol, unlsslich in Ather,

L-Asparaginyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L- histidyl-L-
prolyl-L-phenylalanin (H1-8): Zur Lésung von 256 mg (0,25 m Mol) L-Asparaginyl-L-
arginyl- L-valyl-L-tyrosyl- L-isoleucyl- L.- histidyl - L- prolyl - L- phenylalanin - methylester in
12,0 cm?® 66-proz. Methanol wird in mehreren Anteilen 0,1-n. Natronlauge zugegeben, bis
der pH-Wert der Losung wihrend 20 Min, bei 10,5-~11,0 bleibt (total 18 em?® 0,1-n.
Natronlauge zugegeben). Nach insgesamt 30 Min. wird durch Zugabe von etwas festem
CO, auf pH = 8 gebracht, eine flockige Fillung (25 mg) durch Filtration entfernt und
das Filtrat im Vakuum von Methanol befreit. Die wésserige Losung (Volumen 15 cm3)
wird mit einigen cm?3 verdiinnter Sodalosung versetzt und bei pH = 9 viermal mit je
100 cm® wassergesittigtem n-Butanol ausgeschiittelt. Die Butanol-Ausziige werden
einmal mit 8 em?® verdiinnter Natriumsulfatlésung gewaschen, mit Natriumsulfat ge-
trocknet und eingedampft: 195 mg Rohprodukt. Dieses wird dreimal mit je 5 ¢cm3 trok-
kenem n-Butanol gewaschen, wodurch sich 30 mg leichter losliche Anteile entfernen
lassen. Die Hauptmenge (135 mg) L-Asparaginyl-v-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-
L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanin ist in trockenem Butanol schwerldslich und wird in
Form eines farblosen, feinkérnigen Beschlages erhalten. Das Produkt ist 16slich in Wasser
und Methanol. :

Das Rohprodukt (135 mg) wird einer 32-stufigen multiplikativen Verteilung
(Craig-Grundprozess) im System n-Butanol-Wasser unterworfen. Die Hauptmenge
(75 mg) des wirksamen Materials befindet sich in den Fraktionen 9—21 mit einem Maximum
bei Fraktion 15 (G = 0,89). Die Fraktionen 0-8 enthalten 45 mg einer langsamer wan-
dernden, inaktiven Verunreinigung; die ¥raktionen 22-32 enthalten ca. 20 mg inaktives
Material. Eine Probe der Substanz aus Fraktion 15 wirkt an der Ratte in der Versuchs-
anordnung von Peart®) zweimal so stark wie Noradrenalin (0,25 y/kg in 0,1 cm® physio-
logischer Kochsalz-Losung intravends entsprechen 0,5 ¢ Noradrenalin).

Das Material aus den Fraktionen 9-21 wird vereinigt und nochmals gleich
wie oben verteilt. Aktivitit findet sich wiederum in den Fraktionen 9-22, welche insge-
samt 32 mg Material enthalten (Maximum in Fraktion 16). Die Fraktionen 0-8 ent-
halten noch 20 mg inaktives Material, die Fraktionen 23-32 noch ca. 15 mg inaktives
Material.

Eine Probe der Substanz aus Fraktion 16 ist im obigen Test 5-10mal stirker
wirksam als Noradrenalin.

Das Material aus den Fraktionen 9-22 wird wieder vereinigt und im System
n-Butanol-4-proz. Essigsdure in 30 Schritten verteilt (Craig-Grundprozess). Nach Be-
endigung des 30. Verteilungsschrittes wird das pH aller Fraktionen durch Zugabe von
etwas methanolischem Ammoniak auf 5,5—6,0 gebracht, die Losungen werden bei 40°
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und vermindertem Druck zur Trockne verdampft und die Eindampfriickstinde zur Ent-
fernung von Ammoniumacetat 8 Std. bei 50°/0,01 mm Hg getrocknet. Die Fraktionen 0-6
enthalten insgesamt 30 mg Substanz (Maximum bei Fraktion 1, G = 0,051); die Frak-
tionen 7-30 enthalten keine wigbaren Anteile. Die experimentell gefundene Gewichts-
verteilungskurve in den Fraktionen 0-6 stimmt mit der theoretisch berechneten iiberein.
Eine Probe der Substanz aus Fraktion 1 zeigt im oben angegebenen Test von Peart?)
eine fiinfmal stirkere Wirksamkeit als Noradrenalin. Das so gereinigte r-Asparaginyl-
L-arginyl - L-valyl - L-tyrosyl - L-isoleucyl-L-histid yl-L-prolyl-L- phenylalanin wird als farb-
loses Pulver erhalten (Acetat?); Smp. (nach Trocknen im Hochvakuum) 195-—205°19)
(Zers.);[a]F = — 44° 4 6° (¢ = 0,558 in Wasser). Im Papierchromatogramm zeigt es in den
Systemen Athanol-n-Butanol-H,0-Didthylamin (100: 100: 50: 20), n-Butanol-Aceton-H,0-
Diathylamin (100: 100 : 50 : 20), Athanol-n-Butanol-H,O (100 : 100 : 50), n-Butanol-Kis-
essig-H,O (100 : 10, ges. mit H,0) und sek. Butanol-3-proz. NH, (120:44) auf Whatman-
Papier Nr. 1 die Rf-Werte 0,37; 0,31; 0,18; 0,15 und 0,24. Die Flecken zeigen die Pauly-
Reaktion: auf dem Papier sind keine ninhydrinpositiven Substanzen nachweisbar.

Die Analysen wurden in unserem mikroanalytischen Laboratorium unter der
Leitung von Herrn D. H. Gysel ausgefiihrt.

SUMMARY.

The synthesis of 1leuS-hypertensin IT-Asp-g-amide, L-Asparaginyl-
L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylala-
nine, is described. The highly purified octapeptide is 5 to 10 times
as active as noradrenaline on the blood pressure of the rat in the
experimental set-up of Peart?), and 2 to 4 times as active as Vals-
hypertensin I, isolated from bovine plasma3).

Forschungslaboratorien der CIBA Aktiengesellschaft, Basel,
Pharmazeutische Abteilung.

19) Auf einem Fisher-Johns-Smp.-Apparat bestimmt.

82. Die Synthese von Gramicidin S

von R. Schwyzer!) und P. Sieber.
(9. 111, 57.)

Gramicidin S wird in reiner, kristallisierter Form als Dihydro-
chlorid aus den Kulturfiltraten von Bacillus brevis var. Gause- Brazhni-
kova gewonnen?). Es ist das erste cyclische Peptid-Antibiotikum, dessen
Konstitution mit einigermassen grosser Sicherheit aufgeklirt werden
konnte. Nach den Untersuchungen von R. L. M. Synge3), F. Sanger?),

1) Diese Arbeit ist meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. P. Karrer, in Dank-
barkeit gewidmet.

%) Q. F.Gause & M. G. Brazhnikova, Lancet 247, 715 (1944).

3) Biochem. J. 39, 363 (1945).

4) Biochem. J. 40, 261 (1946).



