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und mit Natriumpikratlosung gefillt. Das olige Pikrat kristallisierte {iber Nacht im Eis-
schrank, wurde dann abgetrennt, mit schwach ammoniakalischemm Wasser gewaschen und
getrocknet (53 mg). Es zeigte nach zweimaligem Umkristallisieren aus Aceton/Wasser
(+ einer Spur NH;) den unscharfen Smp. 190-192°.

Das quantitative Differenzspektrum von diesem Pikrat und Tetramethylammonium-
pikrat in abs. Methanol ergab ein typisches Indolinspektrum: 4 max: 252 mu (log ¢ =
3,94); 308 mu (log & = 3,52); A min: 227 myu (log ¢ = 3,33); 283 mu (log ¢ = 3,27).

Eine Probe des Pikrats wurde am Amberlite TRA 400 (C1© Form, mit verd. NaHCO,-
Losung gewaschen) in das Chlorid umgewandelt (Aceton/Wasser). Im Papierchromato-
gramm (C-Gemisch) beobachtete man im wesentlichen einen Fleck, der auf Grund des
Rf-Wertes und der Farb- und Verblassungsreaktion der Verbindung VI entsprach.

Zusammenfassung

Das Calebassen-Alkaloid C-Fluorocurarin (C-Curarin III), welches auch als
Spaltprodukt des C-Curarins I und des C-Calebassins bekannt ist, wurde in
bezug auf seine Konstitution eingehend untersucht. Es erwies sich als ein
a, -ungesattigter Aldehyd, dessen Aldehydgruppe an ein a-Methylen-indolin-
System angeschlossen ist und mit diesem die chromophore Gruppe bildet. Eine
fiir C-Fluorocurarin wahrscheinliche Konstitutionsformel wird vorgeschlagen
und diskutiert. '

Ziirich, Chemisches Institut der Universitit

139. Synthese hochwirksamer Dekapeptide mit der Aminosiure-
sequenz des Val’-Hypertensins I (L-Asparagyl-L-arginyl-L -
valyl -L-tyrosyl -L - valyl -L - histidyl - L-prolyl - L-phenylalanyl - L-
histidyl-L-leucin und L-Asparaginyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-
L-valyl - L-histidyl - L-prolyl - L-phenylalanyl - L-histidyl - L-leucin)
von R. Schwyzer, B. Iselin, H. Kappeler, B. Riniker,
W. Rittel und H. Zuber
(6. V1. 58)

Aus Rinderserum, welches mit Kaninchenrenin behandelt worden war,
konnte PEART ein Polypeptid isolieren, welches an der mit Urethan narkoti-
sierten und mit Pentapyrrolidinium-tartrat behandelten Ratte stark und kurz-
dauernd den Blutdruck erhght!). Die Verbindung ist nach den vortrefflichen
Untersuchungen von E1110TT & PEART?) ein Dekapeptid mit der Aminosiure-
sequenz H - Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-His-Leu - OH (L,,). Sie unter-
scheidet sich vom Hypertensin I aus Pferdeserum3) dadurch, dass an 5. Stelle
(vom Aminende gezihlt) der Aminosiurerest des Valins anstelle des Isoleucin-
restes eingebaut ist.

1) W. S. PEaRrT, Biochem. J. 59, 300 (1955); 62, 520 (1956).

?) D. F. Erriorr & W. S. PEART, Nature 177, 528 (1956).

3) L. T. Skegas, K. E.Lextz, J. R. Kann, N.P. SHvmMmway & K. R. Woobs, J.
exper. Med. 104, 193 (1956).
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Wie schon vorldufig mitgeteilt, hatten wir bereits im Sommer 1956 hoch-
aktives Material mit der Aminosidurereihenfolge des Val®-Hypertensins I her-
gestellt4). Seither haben wir die Synthese mehrmals wiederholt und verbessert.
In diesem Bericht soll der bisher beste Syntheseweg eingehend beschrieben
werden.

Er geht aus von 4 Dipeptidderivaten (Formelschema 1): Carbobenzoxy-L-
valyl-L-tyrosin-methylester (B 3-4)%), Carbobenzoxy-L-valyl-L-histidin-me-
thylester (B 5-6), Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin-methylester (B 7-85)
und Carbobenzoxy-L-histidyl-L-leucin-methylester (B 9 bis 10)%). Durch al-
kalische Verseifung wurden aus B 3-4 und B 7-8 Carbobenzoxy-L-valyl-L-
tyrosin (C 3-4)7) und Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin (C 7-8) herge-
stellt. Nach der Carbodiimid-Methode®) wurden diese Verbindungen mit
den durch katalytische Hydrierung gewonnenen Dipeptidestern r-Valyl-1-
histidin-methylester (C 5-6) und L-Histidyl-L-leucin-methylester (C 9-10) zu
den Tetrapeptid-Derivaten Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidin-
methylester (D 3-6) und Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-
leucin-methylester (D 7-10) kondensiert.

Das erste Tetrapeptid-Derivat, D 3-6, wurde noch auf einem andern Wege
hergestellt (Formelschema 2): Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin (C 3-4) wurde
mit L-Valin-methylester zum ~ Tripeptid-Derivat Carbobenzoxy-L-valyl-L-
tyrosyl-L-valin-methylester (I) nach der Carbodiimid-Methode®) kondensiert;
Verseifung mit Alkali ergab Carbobenzoxy-1-valyl-L-tyrosyl-L-valin (1I), welches
durch Kondensation mit r-Histidin-methylester ebenfalls D 3-6, identisch mit
der aus den Dipeptid-Derivaten C3—4 und C5-6 erhaltenen Verbindung, lieferte.

Zur niheren Charakterisierung wurde ein Teil dieser Verbindungen in die
(durchwegs kristallisierten) freien Peptide iibergefithrt. Dabei wurden die Car-
bobenzoxyderivate der freien Carbonsiuren mittels HBr in Eisessig oder
katalytische Hydrierung von der Schutzgruppe befreit (Formelschema 3). Auf
diese Weise wurden in guten Ausbeuten L-Valyl-L-tyrosin (III), r-Valyl-L-
histidin (IV), 1-Valyl-L-tyrosyl-L-valin (V), r-Valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histi-
din (VI) und r-Prolyl-L-phenylalanin (VII) erhalten. *

1) R. Scawyzer & P. SieBer, Chimia 10, 265 (1956); R. ScHwyzER, B. ISELIN,
H. KarpELER, B. RINnIkER, W. RrtTEL & H. ZUBER, ¢bid. 11, 335 (1957). — Inzwischen
haben D. F. ELriorT & D. W. RUSSELL, Biochem. J. 66, 49p (1957), mittels aktivierter
Ester die N-Carbobenzoxyderivate folgender Peptidsequenzen hergestellt: f-Benzyl-L-a-
asparagyl-L-arginin, f-Benzyl-L-a-asparagyl-L-arginyl-L-histidin und L-valyl-L-tyrosyl-L-
valyl-L-histidin.

5) W.RrTTEL, B.IsELIN, H. KaPPELER, B. RINIKER & R. ScHW vZER, Helv. 40,614 (1957).

§) R. W. HorLLEY & E. SONDHEIMER, J. Amer. chem. Soc. 76, 1326 (1954).

7} Dieses Dipeptidderivat wurde auch durch Verseifung des Athylesters (Z - Val-
Tyr - OCyH;) erhalten, welcher seinerseits aus Carbobenzoxy-L-valin-p-nitrophenylester
und r-Tyrosin-dthylester gewonnen worden war. Eine weitere Variante bestand in der
Kondensation von Carbobenzoxy-L-valin-p-nitrophenylester mit O-Benzoyl-L-tyrosin-
dthylester und Verseifung des erhaltenen Carbobenzoxy-L-valyl-L-(O-benzoyl)-tyrosin-
dthylesters (siehe im experimentellen Teil).

8) J.C. SuEgHAN & G. D. HEss, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955); J. C. SHEEHAN
& J.J. HLavka, J. org. Chemistry 21, 439 (1956).
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Nach Verseifung bzw. Hydrierung der beiden Tetrapeptid-Derivate D 3-6
und D 7-10 wurden Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-1-histidin (E 3-6;
kristallisiert) und 1-Prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-1-leucin-methylester (E
7-10) erhalten. Kondensation der beiden Stiicke ergab Carbobenzoxy-L-valyl-
L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanyl-1-histidyl-L-leucin-methyl-
ester (F 3-10), welcher durch katalytische Hydrierung in den Oktapeptidester
G 3-10 ibergefiihrt wurde (Formelschema 1).

Kondensation mit dem Dipeptidderivat Carbobenzoxy-L-asparaginyl-L-
nitroarginin ergab endlich das geschiitzte Dekapeptid H 1-10, welches durch
katalytische Hydrierung von den Carbobenzoxy- und Nitro-Gruppen befreit
wurde. L-Asparaginyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-
phenylalanyl-1-histidyl-L-leucin-methylester (I 1-10) konnte alkalisch verseift
werden, wobei zur Hauptsache das Dekapeptidamid IX neben wenig der
Dekapeptiddicarbonsdure VIII (Formelschema 4) entstand. Saure Verseifung
mit konzentrierter Salzsdure bei 37°9) ergab ein Gemisch von VIII und IX,
bei dem die Dicarbonsdure iiberwog. Die Trennung der Verbindungen gelang
durch multiplikative Verteilung. Ihre chemische Einheitlichkeit und Struktur
ergab sich aus multiplikativer Verteilung, Papierchromatographie, Elementar-
analyse, Aminosiureanalyse und Bestimmung der —CONH,-Gruppe. Die
festen, amorphen Verbindungen wurden als Acetate isoliert und enthielten ge-
bundenes Wasser. Durch scharfes Trocknen verloren sie dieses zum Teil und
wurden sehr hygroskopisch (nicht aber zerfliesslich); an der Luft wurden die
hohern Hydrate zuriickgebildet. )

Die blutdrucksteigernde Wirkung von VIII und IX an der nierenlosen
Ratte10) ist gleich wie diejenige der aktivsten Oktapeptide (10-20 mal Nora-
drenalin) ). Daraus schliessen wir auf eine hohe strukturelle und konfigura-
tionelle Reinheit unserer Dekapeptide.

Wie erwartet, unterscheiden sich VIII und IX durch ihre isocelektrischen
Punkte (7,4 und 7,9).

Experimenteller Teil!?)

B 5-6, Carbobenzoxy-L-valyl-L-histidin-methylester : Eine Losung von 25,1 g (0,1 Mol)
Carbobenzoxy-L-valin13) und 16,7 g (0,1 Mol) r-Histidin-methylester14) in 100 ml Ace-

%) Die Methode wurde von R. B. MERRIFIELD & D. W. WooLLEY, J. Amer. chem. Soc.
78, 4646 (1956), bei der Synthese von Strepogenin-Peptiden angewandt.

10) Private Mitteilung der Herren Dres. Gross und TURRIAN von unserer biologischen
Abteilung. Fiir die Testierung mdchten wir auch hier unsern besten Dank aussprechen.

11y Vgl. R. ScHwvzER, B. IserLin, H. KapPPELER, B. RINIKER, W. RiTTEL & H. ZU-
BER, Helv. 41, 1287 (1958).

12) Wenn nicht besonders angegeben, wurden die Priparate zur Analyse 15 Std. bei
80° und 10-2 Torr getrocknet. Zur papierchromatographischen Reinheitspritfung wurden
die Carbobenzoxyderivate von Peptiden auf die folgende einfache Weise decarbobenzoxy-
liert: 1 mg Substanz wird im Glihréhrchen mit ca. 0,05 ml konz. Salzsiure {ibergossen
und nach dem Zuschmelzen wihrend 1 Std. bei 40° gehalten. Der Rohrcheninhalt wird
sodann im Hochvakuum bei Zimmertemperatur zur Trockene eingedampft, in Methanol-
Wasser gelost und in der gewiinschten Menge (ca. 30-300 9, je nach Molekelgrosse) auf
das Papier gebracht. Bei dieser Reaktion werden gleichzeitig anwesende Estergruppen
quantitativ verseift, wihrend Hydrolyse von Peptidbindungen nicht oder nur in Adusserst
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tonitril wird bei ca. 10° mit 26,1 g 1-Cyclohexyl-3-morpholinyldthyl-carbodiimid®) ver-
setzt und bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach ca. 1 Std. beginnt die Abscheidung
eines gelatingsen Produktes, das nach 15 Std. abfiltriert und mit Acetonitril gewaschen
wird: 30,8 g (77%); Smp. 152-156°. Aus Aceton-Ather und Methanol-Essigester-Petrol-
dther umkristallisiert, Smp. 165-166°; [a]¥ = —22° £ 2° (c = 2,04 in Athanol).
CgoHpOsN,  Ber. C 59,69 H 6,51 N 13,929
Gef. ,, 59,88 ,, 6,75 ,, 13,929
C 34, Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyvosin: 70,7 g (0,16 Mol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyro-
sin-methylester®) werden in 300 ml Methanol gelést und unter Riihren innert 15 Min. bei
ca. 10° mit 400 ml 1-n. Natronlauge versetzt. Die klare Losung wird 2 Std. bei Zimmer-
temperatur stehengelassen, dann i. V. von Methanol befreit und von wenig festem Material
filtriert. Beim Ansiuern des Filtrats mit verdiinnter HCI scheidet sich das Carbobenzoxy-
1-valyl-L-tyrosin kristallin aus: 64 g (979%); Smp. 161-163°; [a]# =+26° 4+ 1° (c =
4,01 in Pyridin); +16° 4+ 1° (c = 3,13 in Eisessig); +2° 4 1° (c = 4,08 in Athanol).
CooHygOgN,  Ber. C 63,75 H 6,32 N 6,769,
Gef. ,, 63,86 ,, 6,61 ,, 6,719
546 mg (0,001 Mol} Carbobenzoxy-L-valyl-O-benzoyl-L-tyrosin-dthylester werden in
20 m1] heissemm Methanol gelost. Die Losung wird rasch gekiihlt und sofort mit 4 ml 1-n.
Natronlauge versetzt. Nach 2 Std. wird wie oben beschrieben aufgearbeitet, wobei 380 mg
(97%) kristallines Material, Smp. 161-163°, erhalten werden, das mit dem oben beschrie-
benen Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin identisch ist.
Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyvosin-dthylester: 1,12 g (0,003 Mol) Carbobenzoxy-L-valin-p-
nitrophenylester%) und 0,63 g (0,003 Mol) L-Tyrosin-dthylester!®) werden in 3 ml Tetra-
hydro-furan geldst und die Losung wird 48 Std. bei Zimmertemperatur stehengelassen.
Nach Entfernung des Losungsmittels im Vakuum wird das Reaktionsprodukt in Essig-
ester aufgenommen und die Essigesterlosung mit 2-n. Salzsiure, gesittigter Natrium-
hydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum einge-
dampft. Bei Zugabe von Ather scheiden sich 0,90 g (679,) fester Carbobenzoxy- L-valyl-
L-tyrosin-dthylester ab, Smp. nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather 145-147°; [«]# =
+34° 4+ 1° (¢ = 4,03 in Chloroform).
CyyHyqgOeN, Ber. C 65,14 H 6,83 N 6,33%
Gef. ,, 65,06 ,, 7,07 ,, 6,339
Die Verseifung analog wie bei dem Methylester liefert Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin.
Carbobenzoxy-L-valyl-O-benzoyl-L-tyrosin-dthylester : 372 mg (0,001 Mol) Carbobenzoxy-
L-valin-p-nitrophenylester!®) werden in 1 m! Essigester geldst und mit 1 ml einer Losung
enthaltend 0,0013 Mol O-Benzoyl-L-tyrosin-dthylester?) (frisch aus dem Hydrochlorid
bereitet) in Essigester versetzt. Beim Stehen der Losung bei Zimmertemperatur beginnt
sich das Reaktionsprodukt als festes Material auszuscheiden. Nach 22 Std. wird abfiltriert
(466 mg); das Filtrat wird nach Waschen mit 2-n. Salzsiure, 2-n. Natriumhydrogen-
carbonat-Losung und Wasser eingedampft und liefert beim Versetzen mit Ather weitere
56 mg Substanz; total 522 mg (959%). Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Aceton-
Ather schmilzt der N-Carbobenzyloxy-L-valyl-O-benzoyl-L-tyrosin-athylester bei 173 bis
175°; [} = +34° £ 2° (c = 1,51 in Chloroform).
CyH3,O,N,  Ber. C 68,11 H 6,27 N 5,139%
Gef. ,, 67,97 ,, 6,32 ,, 5,39%

geringem Mafistabe eintritt. Sdureamidgruppen (z. B. in Asparaginyl- pept1den) werden
tellwelse hydrolysiert.
13) R. L. M. SYNGE, Biochem. J. 42, 99 (1948).

14y J. P. GREENSTEIN & F. W. KLEMPERER, J. biol. Chemistry 128, 245 (1939), als
Ol; R. F. FiscHER & R. R. WHETSTONE, J. Amer. chem. Soc. 76, 5076 (1954), als krist.
Verbindung; R. B. MERRIFIELD & D. W. WooLLEY, J. Amer. chem. Soc. 78, 4646 (1956).

15) B. IseriN, W. R1TTEL, P. S1EBER & R. SCHWYZER, Helv. 40, 373 (1957).

18y E. F1SCHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 34, 433 (1901).

17y C. R. HArRrRINGTON & R. V. Pr1T, Biochem. J. 38, 417 (1944).
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L-Valin-methylester'®): Die Veresterung erfolgte mit SOCl, in Methanoll?) nach dem
von BorssoNNas20) fiir das ebenfalls schwer veresterbare L-Isoleucin angegebenen Ver-
fahren: 11,7 g (0,1 Mol) L-Valin werden in eine auf —10° gekiihlte Lésung von 13,1 g
(0,11 Mol) Thionylchlorid in 30 ml abs. Methanol eingetragen, langsam auf Zimmertempe-
ratur erwarmt, 3 Std. auf 50° erhitzt und darauf nochmals mit 3,6 g (0,03 Mol) SOCl,
behandelt. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum und mehrmaligem
Waschen des Riickstandes mit wenig Aceton werden 14,4 g (86%,) L-Valin-methylester-
hydrochlorid, Smp. 160-163° erhalten; Smp. nach dem Umkristallisieren aus Methanol-
Ather 166-168°; [a]¥ = +16° + 1° (c = 4,12 in H,0). E. L. Svita18) gibt Smp. 167,5
bis 168° und [a]d = +15,5° {¢c = 2 in H,0) an.

Der freie Ester (Sdp. 80°/40 Torr) wird durch Zugabe von Ammoniak zur wisserigen
Losung des Hydrochlorids und Extraktion mit Ather in fast quantitativer Ausbeute
gewonnen.

Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valin-methylester (I): Eine Lésung von 53,8 g (0,13
Mol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin und 17,0 g (0,13 Mol) r-Valin-methylester (frisch
aus dem Hydrochlorid bereitet) wird unter Kiihlen mit 30 g (0,15 Mol) Dicyclohexyl-car-
bodiimid versetzt und 4 Std. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Das ausgeschiedene
feste Material, bestehend aus einem Gemisch des Tripeptid-Derivats und Dicyclohexyl-
harnstoff, wird abfiltriert, mit Tetrahydro-furan extrahiert, die ungeléste Harnstoff-
verbindung abfiltriert, das Filtrat im Vakuum eingedampft und der Riickstand mit Ather
versetzt, wobei 42,1 g gelatineartiges Material vom Smp. 177-179° erhalten werden. Die
urspriingliche Reaktionslésung wird ebenfalls im Vakuum eingedampft, der Riickstand
in viel Essigester aufgenommen und die Essigester-Losung mit 2-n. Salzsiure, 2-n. Na-
triumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft.
Nach Zugabe von Ather zum Riickstand lassen sich weitere 13,3 g Material, Smp. 170 bis
172°, isolieren. Ausbeute total 55,4 g (81%). Umkristallisation aus Aceton-Ather ergibt
51,4 g (759%,) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valin-methylester, Smp. 177-179°; [a]p =
—24° 4+ 1° (c = 4,08 in Eisessig); aus Aceton allein kristallisiert die Verbindung mit
Smp. 194-196° und gleicher spezifischer Drehung.

CyeHy,O;N;  Ber. C 63,74 H 7,07 N 7,979%
Gef. ,, 63,95 ,, 7,05 ,, 8,039

Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyvosyl-L-valin (II): Eine Losung von 47,5 g (0,09 Mol) Car-
bobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valin-methylester in 350 ml Methanol wird bei ca. 10°
unter Riihren mit 250 ml 1-n. Natronlauge versetzt und 2 Std. bei Zimmertemperatur
stehengelassen. Das Methanol wird darauf im Vakuum abdestilliert und die wiésserige,
schwach triibe Losung filtriert, auf 0° gekiihlt und mit Salzsiure angesauert. Das ausge-
schiedene feste Material wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen, in feuchtem Zustande in
11 0,5-n. Natriumhydrogencarbonat geltst, von ca. 0,8 g unldslichem Material abfiltriert
und wiederum durch Zugabe von iiberschiissiger Salzsaure gefillt und mit Wasser ge-
waschen. Die getrocknete Substanz schmilzt bei 218-220°. Ausbeute 37,1 g (80%,). Um-
kristallisation aus Athanol-Wasser ergibt 32,1 g (70%) reines Carbobenzoxy-L-valyl-L-
tyrosyl-L-valin, Smp. 222-224°; [a]# = —26° £ 1° (c = 4,16 in Athanol).

Cp;H;;O,N; Ber. C 63,14 H 6,87 N 8,189,
Gef. ,, 62,88 ,, 6,78 ,, 7,90%

D 3-6, Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidin-methylester: a) 8,05 g Carbo-
benzoxy-L-valyl-L-histidin-methylester werden in 80 ml Methanol und 20 ml 2-n. HCI (in
Methanol) gelost und nach Zugabe von 500 mg Palladiumkohle (109, Pd) bis zur Satti-
gung hydriert. Die Wasserstoffaufnahme betriagt 430 mlin 3 Std. Es wird vom Katalysator
abfiltriert, zur Neutralisation mit einer Losung von 920 mg Natrium in 15 ml Methanol

18y E.L.SmitH, H.D. SPACKMANN & W. J. POLGLASE, J. biol. Chemistry 199, 801 (1952).

19) M. BRENNER & W. HuUBER, Helv. 36, 1109 (1953).

20) R. A. BoissoNNas, ST. GUTTMANN, P.-A. JaAQUENOUD & J.-P. WALLER, Helv. 38,
1491 (1955).
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versetzt und im Vakuum bei ca. 30° Badtemp. stark eingeengt. Zum zdhéligen Riickstand
gibt man noch zweimal je 30 ml Acetonitril und dampft erneut ein. Schliesslich wird in
Acetonitril aufgenommen und vom gebildeten Natriumchlorid abfiltriert (2,32 g).

Zum Filtrat, enthaltend den freien L-Valyl-L-histidin-methylester, wird eine Losung
von 8,64 g Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin und 5,3 g 1-Cyclohexyl-3-morpholinyldthyl-
carbodiimid é} in 100 ml Acetonitril gegeben. Nach anfanglichem Riihren wird die zu einer
Gallerte erstarrende Mischung iiber Nacht bei 20° stehengelassen. Zuletzt wird filtriert,
mit Acetonitril gewaschen und getrocknet. Zur Reinigung kocht man das Rohprodukt
kurz mit 300 ml Methanol auf (wobei das Tetrapeptid als gallertige Suspension ungeldst
bleibt), kithlt ab und filtriert. Nach Aufarbeitung simtlicher Mutterlaugen erhilt man ins-
gesamt 8,7 g (659, d. Th.) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidin-methylester
als Pulver vom Smp. 228-230° (Zers.); [a]lp = —31° 4 2° (c = 2,05 in Eisessig).

CyyHyyOgN;  Ber. C 61,43 H 6,67 N 12,649,
Gef. ,, 61,17 ,, 6,45 ,, 12,389

Im System Methanol-Wasser-Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff (8:2:5:5) iiber 48
Stufen zeigt die Verbindung (K = 1,51) in den Elementen 25-36 eine der theoretischen
entsprechende Gewichtsverteilung.

b) Eine Losung von 28,22 g (0,055 Mol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valin und
10,14 g (0,06 Mol) r-Histidin-methylester im 300 ml Tetrahydro-furan wird bei ca. 10°
mit einer Lésung von 14,22 g (0,06 Mol) 1-Cyclohexyl-3-morpholinyliathyl-carbodiimid in
100 m1 Acetonitril versetzt. Das Gemisch wird 15 Std. bei Zimmertemperatur stehen-
gelassen, wobei sich das Reaktionsprodukt in fester Form abscheidet. Dieses wird ab-
filtriert (16,0 g, Smp. 213-216°) und aus der Mutterlauge wird nach Einengen eine weitere
Fraktion isoliert (6,35 g; Smp. 207-210°). Die vereinigte Substanz (22,35 g entspr. 61%,)
wird wie unter a) aus Methanol umgeldst und ergibt 18,5 g (509%,) des Tetrapeptid-Derivats
vom Smp. 225-228; [a]F = —28° 4 2° (c = 2,02 in Eisessig). Verseifung ergibt kristalli-
siertes Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidin.

E 3-6, Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidin: 6,1 g Carbobenzoxy-L-valyl-
L-tyrosyl-L-valyl-L-histidin-methylester werden in 25 ml Methanol und 35 m1 1-n. Natron-
lauge suspendiert und 15 Min. bei 20° geriihrt (vollstindige Auflésung). Nach weiteren
2 Std. bei Zimmertemperatur wird zur Entfernung des Methanols im Vakuum bei 25° bis
zur Hilfte eingedampift und dann mit 50 ml Wasser und 35 ml 1-n. Salzsiure versetzt.
Die gallertige Fallung wird unter starkem Riihren kurz auf 90° erwdrmt, mit Eis gekiihlt,
filtriert, gewaschen und getrocknet. Man erhilt so 4,55 g (76%,) Carbobenzoxy-L-valyl-L-
tyrosyl-L-valyl-L-histidin als amorphes Pulver vom Smp. ca. 228° (Zers.), welches aus
Dimethylformamid-Ather in Form feiner Nadeln kristallisiert, Smp. 236-238° (Zers.).
[alp = —10° £ 2° (c = 2,1 in Eisessig); +2° 4 2° (c = 2,03 in Dimethylformamid).

CygHyyOgNg  Ber. € 60,91 H 6,51 N 12,929,
Gef. ,, 60,81 ,, 6,62 ,, 12,909%

C 7-8, Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin: 1,8 g Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenyl-
alanin-methylester?) werden in 5 m1 Methanol mit 4,4 ml 1-n. NaOH 11/, Std. bei Zimmer-
temperatur stehengelassen, dann mit 25 ml Wasser versetzt und die Losung zweimal mit
Essigester extrahiert. Aus der wisserigen. Phase scheidet sich beim Ansduern mit verd.
HCI das Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin als Ol ab, welches in Essigester aufge-
nommen wird. Nach dem Waschen und Trocknen hinterlasst die organische Phase 1,4 g
farblosen Schaum. Dieser wird aus Aceton-Petrolither und Aceton-Ather kristallisiert:
1,3 g (82%); Smp. 126-127°; [a]3 = —49° 4 2° (c = 2,46 in abs. CHCl,). Zur Analyse
Trocknen 2 Std. bei 100°/10~2 Torr.

CyoH,,O3N, Ber. C 66,65 H 6,10 O 20,189,
Gef. ,, 66,77 ,, 5,87 ,, 20,149%

Durch katalytische Hydrierung wurde L-Prolyl-L-phenylalanin?!) hergestellt. Smp.

238°; [a]ff = —40° £ 2° (c = 2,027 in 20-proz. HCIl); in n-BuOH:AcOH:H,0 (100:10,

) Dieses Dipeptid wurde inzwischen mit gleichen physikalischen Eigenschaften von
H. Scawarz, F. M. Bumrus & I. H. PaGE, J. Amer. chem. Soc.79, 5697 (1957), beschrieben.
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mit H,O gesittigt), EtOH:n -BuOH:H,0:NHEt, (10:10:5:2) und EtOH:n-BuOH: H,0
(10:10:5) zeigte die Verbindung auf WHATMAN Nr. 1 die Rf-Werte 0,70, 0,75 und 0,80.

C 9-70, 1-Histidyl-L-leucin-methylester: 5,8 g Carbobenzoxy-r-histidyl-L-leucin-
methylester (Smp. 116~120°) %) werden in 30 ml Methanol und 22 ml 1,5-n. HCI (in Metha-
nol) gelést und nach Zugabe von 0,5 g Palladiumkohle (109, Pd) bei Normaldruck hy-
driert. Die Aufnahme betriigt 313 ml Wasserstoff in 16 Std. Nach Abfiltrieren des Kataly-
sators und Eindampfen des Filtrates im Vakuum erhilt man eine farblose, zdhfliissige
Masse, die in 50 ml Wasser gelsst wird. Unter Eiskithlung wird durch Zugabe von gesittig-
ter Kaliumcarbonatlésung das pH auf 9 eingestellt und die freigesetzte Base isoliert durch
zweimalige Extraktion mit je 100 ml n.-Butanol, Waschen und Eindampfen im Vakuum
bei 40° Badtemperatur. Man erhilt 4,1 g einer honigartigen, wasserloslichen Masse, die
sofort weiterverarbeitet wird.

D 7-10, Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-leucin-methylester: 4,1 g
roher L-Histidyl-L-leucin-methylester werden in 25 ml absolutem Essigester geldst, dazu
werden unter Eiskiihlung 3,16 g Dicyclohexyl-carbodiimid und eine Ldsung von 5,52 g
Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin in 50 ml absolutem Acetonitril gegeben. Man lasst
iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen. Zuletzt wird der gebildete Dicyclohexyl-harn-
stoff abfiltriert (3,2 g, Smp. 228°) und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Das amorphe
Pulver wird in Essigester geldst, mit 1-n. Salzsidure, gesitt. Natriumhydrogencarbonat-
Losung und Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Man er-
hilt 8,6 g Rohmaterial, das durch Verteilung iiber 60 Stufen im System Methanol-Wasser-
Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff 4:1:2:3 weiter gereinigt wird. Aus den Réhrchen 9 bis
21 werden 5,6 g (619,) Tetrapeptid-Derivat isoliert. (G = 0,34). Die Substanz kann aus
Aceton-Wasser in Nadeln kristallisiert werden. Smp. 185-187°; [a]p = —60° 4+ 4° (¢ =
1,04 in Methanol).

CyH, (O,N,  Ber. C 63,62 H 6,71 N 12,729,
Gef. ,, 63,80 ,, 6,49 ,, 12779%

E 7-10, v-Prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-leucin-methylester : 4,52 g Carbobenzoxy-
L-prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-leucin-methylester werden in 27 ml 1,53-n. HBr in
Eisessig gelést. Nach 90 Min. bei 40° wird im Vakuum bei 40° Badtemp. soweit wie mog-
lich eingeengt, der Riickstand unter Zugabe von Ather zu einem Pulver zerrieben, ab-
filtriert und getrocknet. Man erhilt so 4,9 g eines gelblichen Dihydrobromides, das in
wenig Wasser gelést wird. Durch Zugabe von gesitt. Kaliumcarbonatlésung wird auf pH 9
eingestellt, mit n.-Butanol zweimal extrahiert, gewaschen und eingedampft. Der so er-
haltene Tetrapeptidester (3,5 g) wird direkt weiterverarbeitet.

F 3-70, Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanyl-L-histi-
dyl-L-leucin-methylester: Die Lésung von 1,1 g L-Prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-leucin-
methylester in 7 ml frisch dest. Dimethylformamid wird mit 1,36 g Carbobenzoxy-L-
valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidin und 515 mg Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und die
Suspension bei Zimmertemp. geriihrt. Die anfinglich noch ungelésten Teile gehen bald in
Losung, wihrenddem sich gleichzeitig kristalliner Dicyclohexyl-harnstoff auszuscheiden
beginnt. Nach 20 Std. bei 20° werden die Kristalle abfiltriert, mit wenig Dimethylformamid
nachgewaschen und das Filtrat im Hochvakuum bei 30° eingedampft. Der zih-6lige Riick-
stand wird mit Wasser zu einem Pulver zerrieben, bei 0° filtriert, gewaschen und im Hoch-
vakuum bei 50° getrocknet. Man erhilt 2,5 g eines Rohproduktes, das zur Reinigung im
System Methanol-Wasser-Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff (15:5:11:9) iiber 54 Stufen
verteilt wird. Nach nochmaliger Verteilung der unreinen Fraktionen erhédlt man insgesamt
1,24 g (51%,) Carbobenzoxy-oktapeptid-methylester, der im genannten Losungsmittel-
system ein K von 0,44 aufweist und unscharf bei ca. 150-170° schmilzt. [a]p = — 73° 4 4°
(c = 1,01 in Athanol).

CgoH,g0, Ny,  Ber. C 62,16 H 6,78 N 14,50 OCH; 2,679,
Gef. ,, 60,45 ,, 6,83 ,, 14,24 . 2,60%

G 3-10, vr-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-leucin-

methylester: 1,16 g Carbobenzoxy-oktapeptid-methylester werden in 5,2 ml 1,53-n. HBr in

81



1282 HELVETICA CHIMICA ACTA

Eisessig gelost und 100 Min. bei 40° stehengelassen. Zuletzt dampft man das Losungs-
mittel im Hochvakuum ab, zerreibt den zdhen Riickstand mit Ather zu einem Pulver,
filtriert ab und trocknet bei 45°. Man erhilt 1,35 g Hydrobromid, das in 20 ml Wasser
gelést wird. Unter Eiskithlung wird gesdtt. Kaliumcarbonatlésung bis pH 9 zugegeben
und der dabei ausfallende freie Oktapeptid-methylester mit n-Butanol extrahiert. Man
erhilt nach Eindampfen des gewaschenen Butanol-Extraktes 1,03 g eines weissen Pulvers,
das zur Weiterverarbeitung geniigend rein ist. Bei der Cralg-Verteilung im System
Methanol-Wasser-Chloroform-Benzol (73:27:82:18) iiber 60 Stufen erhilt man neben sehr
wenig verseiftem Material (K = 5,9) den Oktapeptid-methylester als einheitliche Ver-
bindung; K = 0,40. [a]p = —70° + 2° (¢ = 1,16 in CH,OH).

CssHqyONy,  Ber. C 60,46 H 7,16 N 16,599,
Gef. ,, 59,80 ,, 7,35 ,, 15,75%

H 1-10, Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-
L-prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-leucin-methylester: 985 mg (0,96 mMol) Oktapeptid-
methylester und 655 mg (3,16 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid werden in 8 ml frisch dest.
Dimethylformamid gelost. In diese Losung werden unter Riihren portionenweise 1345 mg
(2,88 mMol) Carbobenzoxy-L-asparaginyl-nitro-L-arginin (Smp. 136-141°) in fester Form
eingetragen. Aus der zunichst gebildeten klaren Losung beginnt sich bald krist. Dicyclo-
hexyl-harnstoff auszuscheiden. Nach 20stiindigem Stehenlassen bei Zimmertemp. wird
filtriert, mit wenig Methanol nachgewaschen und das Filtrat im Hochvakuum bei 30°
eingedampft. Der Riickstand wird mit 30 ml Essigester zerrieben und filtriert, noch zwei-
mal mit je 25 ml Aceton aufgekocht, kalt abfiltriert und zuletzt getrocknet. Die so ge-
wonnenen 1,29 g Rohprodukt werden im System Methanol-Wasser-Chloroform-Tetra-
chlorkohlenstoff (15:5:16:4) iiber 60 Stufen verteilt. Aus dem vereinigten Inhalt der
Rohrchen 16-28 werden 995 mg (709, bezogen auf Oktapeptidester) reiner Carbobenzoxy-
nitro-dekapeptid-methylester gewonnen, K = 0,58. Smp. ca. 180-195° (Zers.). [a]lp =
- 55° + 4° (¢ = 0,65 in 0,01-n. HCI in Methanol).

CroHgsO Ny Ber. C 57,01 H 6,49 N 18,05%
Gef. ,, 56,14 ,, 6,49 ,, 17,64%

I 71-10, v-Asparaginyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylal-
anyl-L-histidyl-L-leucin-methylester: 822 mg Carbobenzoxy-nitro-dekapeptid-methylester
werden in 15 ml Methanol und 5 ml 1,4-n. HCl in Methanol gelést und nach Zugabe von
250 mg Katalysator (10% Pd auf Kohle) bei 35° hydriert. Nach 10 Std. ist die Reaktion
beendigt; die Volumendifferenz betragt, ohne Korrektur fiir das nicht absorbierte CO,,
66,4 ml. Nach Abfiltrieren und Eindampfen zur Trockne erhilt man 817 mg eines Gemi-
sches von Dekapeptid-methylester-tetrahydrochlorid und Ammoniumchlorid als weisses
Pulver (berechnet 834 mg). Es wird direkt zur Verseifung weiterverwendet.

Saure Verseifung von L-Aspavaginyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-
prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-leucin-methylester: 815 mg Methylester-tetrahydrochlo-
rid (+NH,Cl) werden in 3 ml konz. Salzsdure (379 HCI) geldst und 90 Min. bei 40° ge-
halten. Zuletzt wird bei 35° im Hochvakuum zur Trockne eingedampfit, fein pulverisiert
und 15 Std. iiber KOH stehengelassen. Man erhdlt 805 mg eines schwach briaunlichen
Pulvers, das zur Freisetzung der Base an schwach basischem Ionenaustauscher (MERCK
Nr. II) zerlegt wird: Das in 1 ml Wasser und 1 ml Methanol geldste Hydrolysat wird lang-
sam durch eine Austauschersiule (Linge 15 cm, Durchmesser 11 mm, in Methanol-
Wasser 1:1) filtriert und mit Methanol-Wasser 1:1 nachgespiilt. Das auf Abwesenheit von
Chloridionen gepriifte Eluat (ca. 45 ml) wird im Vakuum auf die Hilfte eingedampft
und dann im Hochvakuum lyophilisiert. Man erhélt das freie Peptid (667 mg) als farbloses,
in Wasser und Methanol schlecht 16sliches Pulver (1gslich im Gemisch von Wasser und
Methanol). Auf feuchtem Universal-Indikatorpapier reagiert es basisch, pH ca. 8. Zur Auf-
trennung werden 1,88 g freies Peptid iiber 210 Stufen verteilt im System n-Butanol/
0,4-m. Ammoniumacetatlésung, pH 7,0, mit Phasenvolumen je 25 ml. Am Ende werden
die Lagen der Maxima mit PavrLy-Tupfproben auf Papier festgestellt:
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‘ Rohr Nr. K
VIIT . . . . . . ..o Max. 93 0,8
IX . oo oo Max. 150 2,5
Verunreinigungen (Methylester I 1-10) . Max. 189 8,8

Die vereinigten Réhrcheninhalte werden eingedampft (50° Badtemp.) und aus dem
Riickstand das Ammoniumacetat im Hochvakuum bei 40° wegsublimiert.

Rdoéhrchen Gewicht [

79-116 563 mg VIII
117-137 113 mg VIII+IX
138-170 575 mg IX

Die Verbindungen liegen als Acetate vor. Zur Analyse werden sie nach dem Trocknen
durch offenes Stehenlassen mit der Luftfeuchtigkeit dquilibriert.

VIII {Frakt. 79-116): Amorphes, leicht wasserlosliches Pulver; aus der Lsung durch
gesitt. NaCl-Losung fiallbar. Loslich in 2-n. NaOH und Na,CO,;. Smp. sehr unscharf,
> 220° (Zers.). [alp = —67,5° 4 2° (c = 1,69 in H,0).

CgyHy; 044N, CH;COOH, 5H,0 = Cy3H,,0,, N, (1432,6)
Ber. C 52,82 H 7,11 O 23,45 N 16,62 NH,(—CONH,) 0,00% Aq.-Gew. 477,5
Gef. ,, 52,55 ,, 7,21 ,, 23,26 ,, 15,86 " 0,05%2) 9, ' 424 %)

Papierchromatographie auf WHATMAN-Papier Nr. 3 absteigend, mit den Systemen:
sek.-Butanol-3%, Ammoniak, 120:44 (I); tert.-Amylalkohol, 100 ml, Triithylamin,
0,8 ml, Diathylbarbitursaure, 1,8 g, Wasser, 50 ml und Isopropanol, 40 ml (II}; sek.-
Butanol-Isopropanol-Wasser-Phosphatpuffer (1,5-m., pH = 8), 35:35:25:10 (III). Ent-
wicklung mit Ninhydrin und PavLy-Reagens. Die Verbindung verhielt sich einheitlich
und zeigte folgende Rf-Werte: I: 0,26; I1: 0,28; III: 0,54.

IX (Frakt. 138-170): Amorphes, leicht wasserlosl. Pulver, durch NaCl fallbar. Léslich
in 2-n. NaOH, schwer léslich in 2-n. Na,CO;. Smp. wie VIIL [a]p = —68° 4- 2° (c =
1,67 in H,0).

Cg1HggO3N14, CH;COOH, 5H,0 = CyH,;(,0,0N;, (1431,6)
Ber.C52,85 H718 02235 N 17,61 1NH,;(—CONH,) 1,199 Aq.-Gew. 715,8
Gef.,, 53,03 ,, 7,14 ,,2190 , 16,81 " " 1,1323)9, " 65923)

Papierchromatographie wie oben: einheitliche Verbindung mit Rf-Werten von 0,34
(I), 0,40 (1I) und 0,62 (I1I).

Bestimmung des isoelektvischen Punktes von VIII und IX durch Zonenelektrophorese
auf Filtrierpapier®): In einer kleinen Elektrophoreseapparatur (LKB, Stockholm) wurden
die elektrophoretischen Beweglichkeiten (u) bei verschiedenen pH bestimmt. Die Elektro-
phorese wurde auf kleinen Pherogrammstreifen (ScHLEICHER & ScHULL 2043 B, 40
X410 mm) bei Zimmertemperatur (24-26°) durchgefithrt. Spannung 130 V, Versuchszeit
495 bzw. 465 Min. Die Puffer (¢ = 0,1) wurden alle aus monovalenten Salzen bereitet:
Acetatpuffer, pH 4,14/5,0/6,0. Tris-(oxymethyl)-amino-methan, pH 7,2/9,2. Diithyl-
barbitursiure, pH 8,4. Die Hypertensin-Zonen wurden auf dem Papier mit PauLy-
Reagens sichtbar gemacht.

Die Elektroosmose wurde vergleichsweise durch Auftragen einer elektrisch neutralen
Substanz (Glucose) bestimmt und die beobachteten Beweglichkeiten entsprechend korri-
giert. Die beobachteten elektrophoretischen Beweglichkeiten entsprechen méglicherweise
nicht den wirklichen Beweglichkeiten, da das verwendete System sehr komplex ist.

22) Mikrobestimmung nach Conway.
2) Elektrometrische Titration mit Natronlauge.
24) vgl. J. D. Raacke & C. H. L1, J. biol. Chemistry 215, 277 (1955).
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Die elektrophoretischen Beweglichkeiten u wurden nach folgender Formel berechnet:

u = (dpeoh. — dosm.)/F -t cm?sec! V-1

dpeob. = Wanderungsweg der Substanz (cm)

dosm. = Wanderungsweg der neutralen Substanz durch Osmose (cm)
F = Feldstirke V/1 = 130/39 Vem~!

t = Zeit (sec)

Tabelle 1. Elektrophoretische Beweglichkeiten bei vevschiedenen pH-Werten

.t 10-5 d
Puffer H I;r ft 10 osim., cl;’;(l)ti th;b. u (- 108 | u (- 108)
(n=101) P (Volt - sec/ (cm) VIII IX
cm) (cm) | (cm)

4,14 0,98 33 | 60 | 7.5 2,7 4,2

Acetat- 5,0 0,98 35 | 60 | 7.5 2,5 4,0

6,0 0,98 37 | 56 | 7.0 1,9 33

Tris-(oxymethyl)-| 7,2 0,98 1,0 | 14| 21 0,4 1,1

amino-methan | g, 0,92 04 1-26 |10 | -32 1,5

Didthylbarbitur- | g 098 | 1,5 |-06 | 07 | -21 0,7
sdaure

Der graphisch ermittelte isoelektrische Punkt liegt fiir VIII bei pH 7,4
und fiir IX bei pH 7,9.

Bestimmuwng der Molverhiltnisse dey Aminosduven in den Dekapeptiden VIII und IX
mittels der Ninhydrin-Kupferkomplexmethode?): In einer vereinfachten Arbeitsweise
wurden je 10 yl bzw. 20 4l des Peptidhydrolysats (es wurden je 2 mg Peptid hydrolysiert;
Volumen 0,1 ml} auf einen Chromatographiepapierstreifen (ScHLEICHER & ScaULL
2043 B) aufgetragen, und die Aminosauren mittels der zweidimensionalen Methode: Hoch-
spannungselektrophorese (pH 1,9/2000 V/75 Min.) und Papierchromatographie (n-Buta-
.nol:Eisessig:Wasser = 4:1:5) aufgetrennt. Die Papierbogen wurden mit Ninhydrin ent-
wickelt und anschliessend mit alkohol. Kupfernitratlosung bespriiht. Die rot gefiarbten
Flecken wurden mit Methanol eluiert und der Ninhydrin-Kupfer-Komplex bei 504 mu im
CoLEMAN-Spektrophotometer ausgemessen. Mit jedem Peptidhydrolysat wurden 3 Be-
stimmungen durchgefiithrt und ein mittlerer Wert fiir das Molverhdltnis errechnet. Als
Vergleichsldsung diente ein Aminosduregemisch mit den entsprechenden Aminosauren in
dem zu erwartenden Molverhiltnis. Auch bei der Vergleichslésung wurde nach 3 Bestim-
mungen ein Mittelwert errechnet. Wegen mangelhafter Auftrennung wurden Arg und His
zusammen vermessen. Prolin wurde nicht bestimmt.

Arg+ His: Val: Leu: Phe: Tyr: Asp

Ber. . . . . . .. 3,0 :2,0 :1,0 :1,0 :1,0 :1,0
Gef. (VILI) . . . . 3,06:1,80:1,07:1,00:1,01:0,94 (je + 10%,)
o (IX)y o000 . 2,94:1,81:1,09:0,98:0,92:1,07 "

Freie Peptide IT11-VI (Foymelschema 3): Papierchromatographische Systeme:
. EtOH-n-BuOH-H,0-NH(C,H,), 10:10:5:2.
. n-BuOH-Aceton-H,O-NH(C,H;), 10:10:5:2,
. n-BuOH-AcOH-H,0 (10:1 ges. m. H,0).
. sek. BuOH-3% NH, (120:144).

W

28) F. G. Fiscuer & H. D6rFEL, Biochem. Z. 324, 544 (1953); TH. WIELAND &
. Kawerau, Nature 168, 77 (1951); [F. H. Boog, H. J. HUBENER, H. BRUCKNER &
. HoErEs, Naturwissenschaften 39, 524 (1952).

=
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L-Valyl-L-tyrosin (III): 8,28 g (0,02 Mol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin wurden in
38 ml einer 1,6-n. Losung von HBr (0,06 Mol) in Eisessig suspendiert. Das Ausgangs-
material ging innert 10 Min. in Losung und nach 2 Std. war die CO,-Entwicklung be-
endigt. Die Reaktionslésung wurde im Vakuum vollstindig eingedampft und der anfang-
lich 6lige Riickstand mehrmals mit Ather verrieben. Das feste Hydrobromid wurde zur
Uberfiithrung in das freie Dipeptid in 30 ml Methanol geldst und mit der berechneten
Menge einer Losung von Ammoniak in Methanol versetzt; dabei schied sich das Dipeptid
spontan in Form feiner Nadeln aus, 5,94 g (86%); Smp. 249-252°. Nach Umkristallisieren
aus Wasser-Methanol schmolz die Substanz bei 251-253°; sie enthielt 2 Mol. Methanol,
das sich durch Erhitzen auf iiber 100° entfernen liess; [a]Zt =+49° + 1° (c = 4,18 in
H,0); Rf-Werte in Syst. 1) 0,73; 2) 0,61; 3) 0,50; 4) 0,65. Zur Analyse wurde 15 Std. bei
23° getrocknet.

C1Hp.0,N,, 2CH,OH (344,40) Ber. C 55,80 H 8,20 N 8,13 (0)CH, 8,74%
’ ‘ Gef. ,, 5539 ,, 812 , 784 ,  8,79%

Bei der hydrierenden Abspaltung der Carbobenzoxygruppe aus Carbobenzoxy-L-valyl-
L-tyrosin (in Methanol mit Palladiumkohle als Katalysator) wurde das identische Dipeptid
mit 2 CH;OH in einer Ausbeute von 579% erhalten.

Carbobenzoxy-L-valyl-1-histidin-hydrochlorid: Eine Lésung von 10 g (0,025 Mol) Car-
bobenzoxy-L-valyl-L-histidin-methylester in 50 m] Methano! wurde mit 30 ml 1-n. Natron-
lauge versetzt und 90 Min. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Das organische Losungs-
mittel wurde darauf im Vakuum abgedampft und die alkalische wisserige Losung zur
Entfernung von wenig Nebenprodukten mit Essigester extrahiert. Beim Ansduern mit
10 ml konz. Salzsdure bei 0° schied sich das kristalline Carbobenzoxy-dipeptid-hydro-
chlorid aus, das nach 1 Std. abfiltriert und mit eiskaltem Wasser gewaschen wurde;
5,74 g (54%); Smp.121-123°. Nach Umkristallisieren aus Wasser Smp. 122-125°;
[a]f,‘ =—23°41° (c = 4,17 in H,0). Zur Analyse wurde aus viel Aceton umkristallisiert;
Smp. unverandert. )

C1gH,, O Ny, HCI Ber. N 13,19 Cl 8,34%
(424,90) Gef. ,, 1293 ,, 8,37%

L-Valyl-L-histidin (IV): 4,25g (0,01 Mol) Carbobenzoxy-L—valyl-L-hisfidin-hydro—
chlorid wurden in 25 ml einer 1,6-n. Lésung von HBr (0,04 Mol) in Eisessig gelost und bei
Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Beendigung der CO,-Entwicklung (2!/, Std.)
wurde die Losung im Vakuum vollstindig eingedampft und der Riickstand mehrmals mit
Ather verrieben. Das feste Hydrobromid des Dipeptids wurde in 20 ml ‘Wasser geldst,
durch eine mit 45 g feuchtem Amberlit IR-4B (basische Form) beschickte Siule passiert
und mit 50 ml Wasser nachgewaschen. Das im Vakuum zur Trockene eingedampfte Eluat
ergab beim Verreiben mit Methanol 2,42 g (959,) kristallines Dipeptid vom Smp. 205 bis
207°. Nach Umkristallisieren aus Wasser-Methanol Smp. 206-208°; [a]&! = +46° 4 1°
(c = 4,15 in H,O); Rf-Werte in Syst. 1) 0,52; 2) 0,38; 3) 0,11; 4) 0,35. Zur Analyse wurde
6 Std. bei 80° getrocknet.

CpHgO,N, Ber. C 51,95 H 7,14 N 22,03%
(254,29) Gef. ,, 51,90 ,, 7,30 ,, 22,04%

L-Valyl-L-tyrosyl-L~valin (V). 5,13 g (0,01 Mol}) Carbobenzoxy-r-valyl-L-tyrosyl-r-
valin wurden in der oben beschriebenen Weise durch Zugabe von 3 Aquivalenten HBr
in Eisessig decarbobenzoxyliert. Das rohe Hydrobromid des Tripeptids wurde in 20 ml
Wasser gelost, mit 40 g Amberlit IR-4 B behandelt und das teilweise in der Saule kristalli-
sierte freie Tripeptid mit viel heissem Wasser eluiert. Die vereinigten Eluate ergaben beim
Einengen im Vakuum 2,86 g (75%) kristalline Substanz. Einmaliges Umkristallisieren
aus Wasser lieferte 2,50 g (669%) reines Tripeptid, das in Methanol besser und in Athanol
etwa gleich gut 16slich ist wie in Wasser; Smp. 210-212°; [a]p =+24° £ 1° (c = 3,33 in
0,1-n. HCl); Rf-Werte in Syst. 3) 0,64; 4) 0,72. Zur Analyse 5 Std. bei 80° getrocknet.

CioHpoOsNy (379,45)  Ber. N 11,079  Gef. N 11,049
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L-Valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidin (VI): 1,04 g (1,6 mMol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-
tyrosyl-L-valyl-L-histidin wurden mit 2 ml Eisessig zu einer einheitlichen Paste verrieben
und mit 5 ml einer 1,6-n. Lésung von HBr in Eisessig versetzt. Das Ausgangsmaterial
ging innert 15 Min. in Lésung; nach 1 Std. begann sich das Hydrobromid des Tetrapeptids
als Ol auszuscheiden. Das Gemisch wurde eine weitere Std. mechanisch geschiittelt, darauf
im Vakuum vollstindig eingedampft und der Riickstand mit Ather verrieben. Zur Uber-
fithrung in das freie Tetrapeptid wurde das Hydrobromid in der oben beschriebenen Weise
mit Amberlit IR-4 B behandelt. Bei Zugabe von Methanol zum Riickstand des eingedampf-
ten Eluats kristallisierte das Tetrapeptid-monohydrat in Form von feinen Nadeln. Es
wurde zur Reinigung in Methanol suspendiert, durch Zugabe einer Losung von NHj in
Methanol geldst, filtriert und durch kurzes Erhitzen vom NH, befreit, wobei sich das
Peptid beim Kiihlen kristallin abschied; 0,67 g (819%); Smp. 220-224° (Zers.). Nach
nochmaligem Umkristallisieren Smp. 227-229° (Zers.); [a]jf = —6° 4-2° (c = 2,45 in
H,0); Rf-Werte in Syst. 1) 0,72; 2) 0,62; 3) 0,21; 4) 0,65. Zur Analyse wurde 5 Std. bei
80° getrocknet.

CosHyqONg, H,O  Ber. € 56,16 H 7,16 N 15,719,
(534,60) Gef. ,, 56,16 ,, 7,28 ,, 15,829

Die Verbrennungsanalysen und die Mikro-CoNwav-Bestimmungen verdanken wir den
Herren Dres. GyseL und PADOWETZ.

SUMMARY

The preliminarily published synthesis?) of decapeptides with the amino
acid sequence of Val3-hypertensin I has been repeated several times. The
products showed a high hypertensive activity, comparable with that of the
corresponding octapeptides [Val3-hypertensin II and Val3-hypertensin 11-Asp-
f-amide?)]. The synthesis yielding the purest intermediates and products is
described in this paper. The high chemical purity of the synthetic Val3-hyper-
tensin I and Val5-hypertensin I-Asp-f-amide was ascertained by countercur-
rent distribution, paper chromatography, elemental analysis, and determina-
tion of amino acids after hydrolysis. The free, crystalline peptides H - Val-
Tyr-OH (1-1), H-Val-His - OH (r-1), H- Val-Tyr-Val - OH (L), H - Val-
Tyr-Val-His - OH (L,) and H - Pro-Phe - OH (L-1) were prepared from inter-
mediates of the synthesis.
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