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und rnit Natriumpikratlosung gefallt. Das olige Pikrat kristallisierte iiber Yacht im Eis- 
schrank, wurde dann abgetrennt, rnit schwach ammoniakalischem 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: I max: 252 mp (log E = 
3,94) ; 308 mp (log E = 3,52) ; I min: 227 mp (log E = 3,33) ; 283 mp (log E = 3,27). 

Eine Probe des Pikrats wurde am Amberlite I R A  400 (C10 Form, mit verd. NaHC0,- 
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. 

ZusammeBf assung 
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 
x ,  B-ungesattigter Aldehyd, dessen Aldehydgruppe an ein u-Methylen-indolin- 
System angeschlossen ist und mit diesem die chromophore Gruppe bildet. Eine 
fur C-Fluorocurarin wahrscheinliche Konstitutionsformel wird vorgeschlagen 
und diskutiert. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat 

139. Synthese hochwirksamer Dekapeptide mit der Aminosaure - 
sequenz des Val5-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. VI. 58) 

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

l) W. S. PEART, Biochem. J. 59, 300 (1955); 62, 520 (1956). 
2) D. F. ELLIOTT & W. S. PEART, Nature 177, 528 (1956). 
3) L. T. SKEGGS, K. E. LENTZ, J. R. Kt\HN, N. P. SHUMWAY & K. R. W O O D S ,  J. 

exper. Med. 104, 193 (1956). 
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Wie schon vorlaufig mitgeteilt, hatten wir bereits im Sommer 1956 hoch- 
aktives Material mit der Aminosaurereihenfolge des Val5-Hypertensins I her- 
gestellt 4). Seither haben wir die Synthese mehrmals wiederholt und verbessert. 
In diesem Bericht sol1 der bisher beste Syntheseweg eingehend beschrieben 
werden. 

Er geht aus von 4 Dipeptidderivaten (Formelschema 1) : Carbobenzoxy-L- 
valyl-L-tyrosin-methylester (B 3 4 )  5), Carbobenzoxy-L-valyl-L-histidin-me- 
thylester (B 5 4 ,  Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin-rnethylester (B 7-g5) 
und Carbobenzoxy-L-histidyl-L-leucin-methylester (B 9 bis 10) 6 ) .  Durch al- 
kalische Verseifung wurden aus B 3 4  und B 7-8 Carbobenzoxy-L-valyl-L- 
tyrosin (C 3 4 )  ') und Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin (C 7-8) herge- 
stellt. Nach der Carbodiimid-Methode8) wurden diese Verbindungen rnit 
den durch katalytische Hydrierung gewonnenen Dipeptidestern L-Valyl-L- 
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-histidy1-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-Methodes) kondensiert ; 
Verseifung mit Alkali ergab Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valin (11) , welches 
durch Kondensation mit L-Histidin-methylester ebenfalls D 36, identisch mit 
der aus den Dipeptid-Derivaten C 3-4 und C5-6 erhaltenen Verbindung, lieferte. 

Zur naheren Charakterisierung wurde ein Teil dieser Verbindungen in die 
(durchwegs kristallisierten) freien Peptide iibergefuhrt. Dabei wurden die Car- 
bobenzoxyderivate der freien Carbonsauren 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), L-V~YI-L- 
histidin (IV), L-Valyl-L-tyrosyl-L-valin (V), L-Valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histi- 
din (VI) und L-Prolyl-L-phenylalanin (VII) erhalten. ' 

4, R. SCHWYZER & P. SIEBER, Chimia 10, 265 (1956); R. SCHWYZER, B. ISELIN, 
H. KAPPELER, B. RINIKER, W. RITTEL & H. ZUBER, ibid. 11, 335 (1957). - Inzwischen 
haben D. F. ELLIOTT & D. W. RUSSELL, Biochem. J .  66, 49p (1957), mittels aktivierter 
Ester die N-Carbobenzoxyderivate folgender Peptidsequenzen hergestellt : j3-Benzyl-L-a- 
asparagyl-z-arginin, /J-Benzyl-L-cc-asparagyl-L-arginyl-L-histidin und L-valyl-L-tyrosyl-L- 
valyl-L-histidin. 

W. RITTEL, B. ISELIN, H. KAPPELER, B. RINIKER& R. SCHWYZER, Helv.40,614 (1957). 
6 ,  R. W. HOLLEY & E. SONDHEIMER, J. Amer. chem. SOC. 76,1326 (1954). 
') Dieses Dipeptidderivat wurde auch durch Verseifung des Athylesters (2 . Val- 

Tyr . OC,H,) erhalten, welcher seinerseits aus Carbobenzoxy-L-valin-p-nitrophenylester 
und L-Tyrosin-athylester gewonnen worden war. Eine weitere Variante bestand in der 
Kondensation von Carbobenzoxy-L-valin-p-nitrophenylester mit 0-Benzoyl-L-tyrosin- 
athylester und Verseifung des erhaltenen Carbobenzoxy-L-valyl-L-(0-benzoy1)-tyrosin- 
athylesters (siehe im experimentellen Teil) . 

8, J. C. SHEEHAN & 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-L-histidin (E 3 6  ; 
kristallisiert) und ~-Prolyl-~-phenylalanyl-~-histidyl-~-leucin-methylester (E 
7-10) erhalten. Kondensation der beiden Stucke ergab Carbobenzoxy-L-valyl- 
L-tyrosyl-~-valyl-~-histidyl-~-prolyl-~-phenylalanyl-~-histidyl-~-leucin-methyl- 
ester (F 3-10), welcher durch katalytische Hydrierung in den Oktapeptidester 
G 3-10 ubergefuhrt wurde (Formelschema 1). 

Kondensation mit dem Dipeptidderivat Carbobenzoxy-L-asparaginyl-L- 
nitroarginin ergab endlich das geschutzte Dekapeptid H 1-10, welches durch 
katalytische Hydrierung von den Carbobenzoxy- und Nitro-Gruppen befreit 
wurde. ~-Asparaginyl-~-arginyl-L-valyl-~-tyrosyl-~-valyl-~-histidyl-~-prolyl-~- 
phenylalanyl-L-histidyl-L-leucin-methylester (I 1-10) konnte alkalisch verseift 
werden, wobei zur Hauptsache das Dekapeptidamid IX neben wenig der 
Dekapeptiddicarbonsaure VIII (Formelschema 4) entstand. Saure Verseifung 
mit konzentrierter Salzsaure bei 37" Q, ergab ein Gemisch von VIII und IX, 
bei dem die Dicarbonsaure uberwog. Die Trennung der Verbindungen gelang 
durch multiplikative Verteilung. Ihre chemische Einheitlichkeit und Struktur 
ergab sich aus multiplikativer Verteilung, Papierchromatographie, Elementar- 
analyse, Aminosaureanalyse und Restimmung 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 zuruckgebildet. 

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

Wie erwartet, unterscheiden sich VIII und I X  durch ihre isoelektrischen 
Punkte (7,4 und 7,9). 

Experimenteller Teil l2) 
B 5-6, Carbobenzoxy-L-valyl-L-histzdin-nzethylestev: Eine Losung von 25,l g (0,l Mol) 

Carbobenzoxy-~-valin'~) und 16,7 g (0,l Mol) ~-Histidin-methylester'~) in 100 ml Ace- 

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

lo) Private Mitteilung der Herren Dres. GROSS und TURRIAN von unserer biologischen 
Abteilung. Fur die Testierung mochten wir auch hier unsern besten Dank aussprechen. 

l*) Vgl. R. SCHWYZER, B. ISELIN, H. KAPPELER, B. RINIKER, W. RITTEL & H. Zu- 
BER, Helv. 41, 1287 (1958). 

12) Wenn nicht besonders angegeben, wurden die Praparate zur Analyse 15 Std. bei 
SO" und Torr getrocknet. Zur papierchromatographischen Reinheitspriifung wurden 
die Carbobenzoxyderivate von Peptiden auf die folgende einfache Weise decarbobenzoxy- 
liert: 1 mg Substanz wird im Gliihrohrchen mit ca. 0,05 ml konz. Salzsaure iibergossen 
und nach dem Zuschmelzen wahrend 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 y, je nach Molekelgrosse) auf 
das Papier gebracht. Bei dieser Reaktion werden gleichzeitig anwesende Estergruppen 
quantitativ verseift, wahrend Hydrolyse von Peptidbindungen nicht oder nur in ausserst 



1278 H E L V E T I C A  CHIMICA ACTA 

tonitril wird bei ca. 10' mit 26,l g 1-Cyclohexyl-3-morpholinylathyl-carbodiimid8) ver- 
setzt und bei Zimmertemperatur stehengelassen. Nach ca. 1 Std. beginnt die Abscheidung 
eines gelatinosen Produktes, das nach 15 Std. abfiltriert und rnit Acetonitril gewaschen 
wird : 30,8 g (77%) ; Smp. 152-156". .4us Aceton-Ather und Methanol-Essigester-Petrol- 
ather umkristallisiert, Smp. 165-166"; [a]$ = - 22' & 2" (c = 2,04 in Athanol). 

C,,H,605N, Ber. C 59,69 H 6,51 N 13,92% 
Gef. ,, 59,88 ,, 6,75 ,, 13,92% 

C 3-4, Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin: 70,7 g (0,lG Mol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyro- 
sin-methylesterp) werden in 300 ml Methanol gelost und unter Riihren innert 15 Min. bci 
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 Ansauern des Filtrats mit verdiinnter HC1 scheidet sich das Carbobenzoxy- 
L-valyl-L-tyrosin kristallin aus: 64 g (97%); Smp. 161-163"; [ c c ] ~ '  =+26"  & 1" (c = 
4,Ol in Pyridin) ; + 1 G 0  & 1" (c = 3,13 in Eisessig) ; + 2" & 1" (c = 4,08 in Athanol). 

C.,,H,,O,N, Ber. C 63,75 H 6,32 N 6,76y0 
Gef. ,, 63,86 ,, 6,61 ,, 6,71% 

546 mg (0,001 Mol) Carbobenzoxy-L-valyl-O-benzoyl-L-tyrosin-athylester werden in 
20 ml heissem Methanol gelost. Die Losung wird rasch gekiihlt und sofort rnit 4 ml 1-n. 
Natronlauge versetzt. Nach 2 Std. wird wie oben beschrieben aufgearbeitet, wobei 380 mg 
(97%) kristallines Material, Smp. 162-163", erhalten werden, das mit dem oben beschrie- 
benen Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin identisch ist. 

Cavbobenzoxy-L-ualyl-L-tyrosin-athylester: 1,12 g (0,003 Mol) Carbobenzoxy-L-valin-p- 
nitrophenylester'5) und 0,63 g (0,003 Mol) L-Tyrosin-athy1esterla) werden in 3 ml Tetra- 
hydro-furan gelost 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 rnit 2-n. Salzsaure, gesattigter Natrium- 
hydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen, getrocknet und im Vakuum einge- 
dampft. Bei Zugabe von Ather scheiden sich 0.90 g (67%) fester Carbobenzoxy-L-valyl- 
L-tyrosin-athylester ab, Smp. nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather 145-147"; [a13 = 
+34" & 1" (c = 4,03 in Chloroform). 

C24H300,N, Ber. C 65,14 H 6,83 N 6,33% 
Gef. ,, 65,OG ,, 7,07 ,, 6,33% 

Die Verseifung analog wie bei dem Methylester liefert Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin. 
Cavbobenzoxy-L-valyl-O-benzoyl-L-tyrosin~hylester: 372 mg (0,001 Mol) Carbobenzoxy- 

~-valin-p-nitrophenylester~~) werden in 1 ml Essigester gelost und mit 1 ml einer Losung 
enthaltend 0,0013 Mol O-Benzoyl-~-tyrosin-athylester~7) (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. Salzsaure, 2-n. Natriumhydrogen- 
carbonat-Losung und Wasser eingedampft und liefert beim Versetzen rnit Ather weitere 
56 mg Substanz; total 522 mg (95%). Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Aceton- 
&her schmilzt der N-Carbobenzyloxy-L-valyl-O-benzoyl-L-tyrosin-athylester bei 173 bis 
175"; [xjb3 = +34" & 2" (c = 1,51 in Chloroform). 

C,,H,O,N, Ber. C 68,11 H 6,27 N 5,13% 
Gef. ,, 67.97 ,, 6,32 ,, 5,39% 

geringem MaDstabe eintritt. Saureamidgruppen (z. B. in Asparaginyl-peptiden) werden 
teilweise hydrolysiert. 

13) R. I,. M. SYNGE, Biochem. J. 42, 99 (1948). 
14) J.  P. GREENSTEIN & F. W. KLEMPERER, J. biol. Chemistry 128, 245 (1939). als 

01; 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). 

16) B. ISELIN, W. RITTEL, P. SIEBER & R. SCHWYZER, Helv. 40, 373 (1957). 
le) E. FISCHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 34, 433 (1901). 
17) C. R. HARRINGTON & R. V. PITT, Biochem. J. 38, 417 (1944). 
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L- Valin-methylesterls) : Die Veresteruug erfolgte mit SOC1, in Methanollg) uach dem 
von BOISSONNAS~~) fur das ebenfalls schwer veresterbare L-Isoleuciu angegebenen Ver- 
fahren: 11,7 g (0,1 Mol) L-Valin werden in eine auf - 10" gekiihlte Losung von 13,l g 
(0,ll 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 rnit 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]g  = + 16" f 1" (c = 4,12 in H,O). E.  L.  SMITH'^) gibt Smp. 167,5 
bis 168" und [a]$1 = + 15,5" (c = 2 in H,O) an. 

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

Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valin-methylester (I) : Eine Losung von 53,8 g (0,13 
Mol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosin und 17,O g (0,13 Mol) L-Valin-methylester (frisch 
aus dem Hydrochlorid bereitet) wird unter Kiihlen rnit 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, rnit Tetrahydro-furan extrahiert, die ungeloste Harnstoff- 
verbindung abfiltriert, das Filtrat im Vakuum eingedampft und der Riickstand rnit Ather 
versetzt, wobei 42,1 g gelatineartiges Material vom Smp. 177-179" erhalten werden. Die 
urspriingliche Reaktionslosung wird ebenfalls im Vakuum eingedampft, der Riickstand 
in vie1 Essigester aufgenommen und die Essigester-Losung rnit 2-u. Salzsaure, 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 (7576) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valin-methylester, Smp. 177-179"; [a],, = 
-24" f 1" (c = 4,08 in Eisessig); aus Aceton allein kristallisiert die Verbindung mit 
Smp. 194-196" uud gleicher spezifischer Drehung. 

C,,H,,O,N, Ber. C 63,74 H 7,07 N 7,97% 
Gef. ,, 63,95 ,, 7,05 ,, 8,03y0 

Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valin (11) : Eine Losung von 475 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 wasserige, 
schwach triibe Losung filtriert, auf 0" gekiihlt und rnit Salzsaure angesauert. Das ausge- 
schiedene feste Material wird abfiltriert, rnit Wasser gewaschen, in feuchtem Zustande in 
1 1 0,5-n. Natriumhydrogencarbonat gelost, von ca. 0,8 g unloslichem Material abfiltriert 
und wiederum durch Zugabe von iiberschiissiger Salzsaure gefallt und rnit Wasser ge- 
waschen. Die getrocknete Substanz schmilzt bei 218-220". Ausbeute 37,l g (80%). Um- 
kristallisation aus Athanol-Wasser ergibt 32,l g (700/,) reines Carbobenzoxy-L-valyl-L- 
tyrosyl-L-valin, Smp. 222-224"; [a];$ = - 26" & 1" (c = 4,16 in Athanol). 

C,,H,,O,N, Ber. C 63,14 H 6,87 N S,lS% 
Gef. ,, 62,88 ,, 6,78 ,, 7,90% 

D 34, Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-hist~d~n-methylester: a) 8,05 g Carbo- 
beuzoxy-L-valyl-L-histidin-methylester werden in 80 ml Methanol und 20 ml 2-n. HCl (in 
Methanol) gelost und nach Zugabe von 500 mg Palladiumkohle (10% Pd) bis zur Satti- 
gung hydriert. Die Wasserstoffaufnahme betragt 430 ml in 3 Std. Es wird vom Katalysator 
abfiltriert, zur Neutralisation mit einer Losung von 920 mg Natrium in 15 ml Methanol 

1s) E. L. SMITH, H. D. SPACKMANN & W. J.  POLGLASE, J. biol. Chemistry 199,801 (1952). 
19) M. BRENNER & W. HUBER, Helv. 36, 1109 (1953). 
2") R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD & J.-P. WALLER, Helv. 38, 

1491 (1955). 



1280 HELVETICA CHIMICA ACTA 

versetzt und im Vakuum bei ca. 30" Badtenip. stark eingeengt. Zum zaholigen Ruckstand 
gibt man noch zweimal je 30 ml Acetonitril und dampft erneut ein. Schliesslich wird in 
-4cetonitril 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-morpholinylathyl- 
carbodiimid") in 100 ml Acetonitril gegeben. Nach anfanglichem Ruhren wird die zu einer 
Gallerte erstarrendc Mischung uber 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 ungelost 
bleibt), kiihlt ab und filtriert. Nach Aufarbeitung samtlicher Mutterlaugen erhalt man ins- 
gesamt 8,7 g (65 yo d. Th.) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-~-histidin-methylester 
als Pulver vom Smp. 228-230" (Zers.) ; [cc],, = - 31" f 2" (c = 2,05 in Eisessig). 

C,,H,,O,N, Ber. C 61,43 H 6,67 N 12,64% 
Gef. ,, 61,17 ,, 6,45 ,, 12,38y0 

Im System Methanol-Wasser-Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff (8 : 2 : 5 : 5) iiber 48 
Stufen zeigt die Verbindung (K = 1,51) in den Elcmenten 25-36 eine dcr 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 Mot) L-Histidin-methylester im 300 ml Tetrahydro-furan wird bei ca. 10' 
mit einer Losung von 14,22 g (0,06 Mol) 1-Cyclohexyl-3-morpholinylathyl-carbodiimid in 
100 ml Acetonitril versetzt. Das Gemisch wird 15 Std. bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen, wobei sich das Reaktionsprodukt in fester Form abscheidet. Dieses wird ab- 
filtriert (16,O 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 umgelost und ergibt 18,5 g (50%) des Tetrapeptid-Derivats 
vom Smp. 225-228 ; [ ~ ] 3  = - 28" 2" (c = 2,02 in Eisessig). Verseifung crgibt kristalli- 
siertes Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidiff. 

E 34, Carbobenzoxy-L-zinlyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-h~stadan: 6,l g Carbobenzoxy-L-valyl- 
L-tyrosyl-L-valyl-L-histidin-methylester werden in 25 ml Methanol und 35 ml 1-n. Natron- 
lauge suspendiert und 15 Min. bei 20" geriihrt (vollstandige Auflosung). Nach weiteren 
2 Std. bei Zimmertemperatur wird zur Entfernung des Methanols im Vakuum bei 25" bis 
zur Halfte eingedampft und dann rnit SO ml Wasser und 35 ml 1-n. Salzsaure versetzt. 
Die gallertige Fallung wird unter starkem Ruhren kurz auf 90" erwarmt, rnit Eis gekuhlt, 
filtriert, gewaschen und getrocknet. Man erhalt 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.). 

C,,H,,0,N6 Ber. C 60,91 H 6,51 N 12,92% 
Gef. ,, 60,81 ,, 6,62 ,, 12,90~o 

= -10" f 2" (c = 2,1 in Eisessig); +2" 2" (c = 2,03 in Dimethylformamid). 

C 7-8, Cuvbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalun~n : 1,s g Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenyl- 
alanin-methylester5) werden in 5 ml Methanol mit 4,4 ml 1-n. NaOH 11/, Std. bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen, dann rnit 25 ml Wasser versetzt und die Losung zweimal mit 
Essigester extrahiert. Aus der wasserigen. Phase scheidet sich beim Ansauern mit verd. 
HCI das Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin als 01 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-Petrolather und Aceton-Ather kristallisiert : 
1,3 g (82%); Smp. 126-127"; [cc]h2 = -49' f 2" (c = 2,46 in abs. CHCI,). Zur Analyse 
Trocknen 2 Std. bei 100°/10-2 Torr. 

C,,H,,O,N, Ber. C 66,65 H 6,lO 0 20,18~o 
Gef. ,, 66,77 ,, 5,87 ,, 20,14% 

Durch katalytische Hydrierung wurde L-Prolyl-L-phenylalanin21) hergestellt. Smp. 
238"; [a]b2 =-40' -J= 2" (c = 2,027 in 20-proz. HC1); in n-BuOH:AcOH:H,O (100:10, 

21) Dieses Dipeptid wurde inzwischen mit gleichen physikalischen Eigenschaften von 
H. SCHWARZ, F. M. Bunipus & I. H. PAGE, J .  hmer. chem. Soc.79,5697 (1957), beschrieben. 
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rnit H,O gesattigt), E t 0 H : n  -BuOH:H,O:NHEt, (10:10:5:2) und EtOH:n-BuOH: H,O 
(10:10:5) zeigte die Verbindung auf WHATMAN Nr. 1 die Rf-Werte 0,70, 0,75 und 0,80. 

C 9-10, L-Histidyl-L-leucin-methylester : 5,s g Carbobenzoxy-L-histidyl-L-leucin- 
methylester (Smp. 116-120°) 6, werden in 30 ml Methanol und 22 ml1,5-n. HCl (in Metha- 
nol) gelost und nach Zugabe von 0,5 g Palladiumkohle (10% Pd) bei Normaldruck hy- 
driert. Die Aufnahme betragt 313 ml Wasserstoff in 16 Std. Nach Abfiltrieren des Kataly- 
sators und Eindampfen des Filtrates im Vakuum erhalt man eine farblose, zahfliissige 
Masse, die in 50 ml Wasser gelost wird. Unter Eiskiihlung wird durch Zugabe von gesattig- 
ter Kaliumcarbonatlosung 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 erhalt 4,l 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 gelost, dam 
werden unter Eiskiihlung 3,16 g Dicyclohexyl-carbodiimid und eine Losung von 5,52 g 
Carbobenzoxy-L-prolyl-L-phenylalanin in 50 ml absolutem Acetonitril gegeben. Man lasst 
uber Nacht bei Zimmertemperatur stehen. Zuletzt wird der gebildete Dicyclohexyl-harn- 
stoff abfiltriert (3,Z g ,  Smp. 228") und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Das amorphe 
Pulver wird in Essigester gelost, mit 1-n. Salzsaure, gesatt. Natriumhydrogencarbonat- 
Losung und Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Man er- 
halt 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 Rohrchen 9 bis 
21 werden 5,6 g (61%) Tetrapeptid-Derivat isoliert. (G = 0,34). Die Substanz kann aus 
Aceton-Wasser in Nadeln kristallisiert werden. Smp. 185-187"; [&ID = - 60" 4" (c = 
1,04 in Methanol). 

C,,H,,O,N, Ber. C 63,62 H 6,71 N 12,72y0 
Gef. ,, 63,BO ,, 6,49 ,, 12,77y0 

E 7-10, L- Prolyl-L-phenylalan~l-L-histidyl-L-leuc~n-methyleste~: 4,52 g Carbobenzoxy- 
L-prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-~-leucin-methylester werden in 27 ml 1,53-n. HBr in 
Eisessig gelost. 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 erhalt so 4,9 g eines gelblichen Dihydrobromides, das in 
wenig Wasser gelost wird. Durch Zugabe von gesatt. Kaliumcarbonatlosung 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 3-10, Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-h~stidyl-~-prolyl-~-phenylalanyl-~-his~i- 
dyl-L-leucin-methylester: Die Losung von 1.1 g L-Prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-leucin- 
methylester in 7 ml frisch dest. Dimethylformamid wird rnit 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 anfanglich noch ungelosten Teile gehen bald in 
Losung, wahrenddem 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 zah-olige Ruck- 
stand wird mit Wasser zu einem Pulver zerrieben, bei 0" filtriert, gewaschen und im Hoch- 
vakuum bei 50' getrocknet. Man erhalt 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 erhalt man insgesamt 
1,24 g (51 yo) Carbobenzoxy-oktapeptid-methylester, der im genannten Losungsmittel- 
system ein K von 0,44 aufweist und unscharf bei ca. 150-170" schmilzt. [&ID = - 73" 4" 
(c = 1 , O l  in Athanol). 

C,,H,801,Nl, Ber. C 62,16 H 6.78 N 14,SO OCH, 2,67% 
Gef. ,, 60,45 ,, 6,83 ,, 1 4 2 4  ,, 2,60% 

G 3-10, L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-p~olyl-~-~henylalanyl-~-h~stidyl-~-leuc~n- 
methylester: 1,16 g Carbobenzoxy-oktapeptid-methylester werden in 5,2 ml 1,53-n. HBr in 

81 
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Eisessig gelost und 100 Min. bei 40" stehengclassen. Zuletzt dampft man das Losungs- 
mittel im Hochvakuum ab, zerreibt den zahen Riickstand mit Ather zu einem Pulver, 
filtriert ab und trocknet bei 45". Man erhalt 1,35 g Hydrobromid, das in 20 ml Wasser 
gelost wird. Unter Eiskiihlung wird gesatt. Kaliumcarbonatlosung bis pH 9 zugegeben 
und der dabei ausfallende freie Oktapeptid-methylester rnit n-Butanol extrahiert. Man 
erhalt nach Eindampfen des gewaschenen Butanol-Extraktes 1,03 g cines weisscn Pulvers, 
das zur Weiterverarbeitung geniigend rein ist. Bei der CRAIG-Verteilung im System 
Methanol-Wasser-Chloroform-Benzol (73 : 27 : 82: 18) iiber 60 Stufen erhalt man neben schr 
wenig verseiftem Material (K = 5,9) den Oktapeptid-methylester als einheitliche Ver- 
bindung; K = 0.40. [a],, = - 70" f 2" (c = 1,16 in CH,OH). 

C,,H,,O,,N,, Ber. C 60,46 H 7,16 N 16,59')" 
Gef. ,, 59,89 ,, 7.35 ,, 15,75% 

H 1-10, Carbobenzoxy-~-asparaganyl-n~tro-~-arg~nyl-~-valyl-~-tyrosyl-~-valyl-~-hist~dyl- 
L-prolyl-L-phenylalanyl-L-histidyl-L-leuc~n-methyleste~: 985 mg (0,96 mMol) Oktapeptid- 
methylester und 655 mg (3,16 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid werden in 8 ml frisch dest. 
Dimethylformamid gelost. In diesc 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 zunachst gebildeten klaren Losung beginnt sich bald krist. Dicyclo- 
hcxyl-harnstoff auszuscheidcn. Nach 20stiindigem Stehenlassen bei Zimmertcmp. wird 
filtriert, mit wenig Methanol nachgewaschen und das Filtrat im Hochvakuum bei 30" 
eingedampft. Der Riickstand wird rnit 30 ml Essigester zerrieben und filtricrt, noch zwei- 
ma1 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) iibcr 60 Stufen vcrteilt. Aus dem vereinigten Inhalt dcr 
Rohrchen 16-28 werden 995 mg (70% bezogen auf Oktapeptidester) reiner Carbobenzoxy- 
nitro-dekapeptid-methylestcr gewonnen, K = 0,58. Smp. ca. 180-195" (Zcrs.). [aID = 

- 55" 4" (c = 0,65 in 0,01-n. HCl in Methanol). 

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

I 1-10, ~-Asparaginyl-~-ar~~nyl-~-valyl-~-tyrosyl-~-valyl-~-histidyl-~-prolyl-~-phenylal- 
anyl-L-histidyl-L-leucin-methylester: 822 mg Carbobenzoxy-nitro-dekapeptid-methylester 
werden in 15 ml Methanol und 5 ml 1,4-n. HC1 in Methanol gelost und nach Zugabe von 
250 mg Katalysator (10% Pd auf Kohle) bci 35" hydriert. Nach 10 Std. ist die Reaktion 
beendigt ; die Volumendiffercnz bctragt, ohnc Korrektur fur das nicht absorbierte CO,, 
66,4 ml. Nach Abfiltrieren und Eindampfen zur Trocknc erhalt man 817 mg eincs Gemi- 
sches von Dekapeptid-methylester-tctrahydrochlorid und Ammoniumchlorid als weisscs 
Pulver (berechnet 834 mg). Es wird direkt zur Verseifung weitervcrwendet. 

Saure Verseifung von ~-Asparaginyl-~-arginyl-~-valyl-~-tyrosyl-~-valyl-~-histidyl-~- 
prolyl-~-phenylalanyl-L-histidyl-~-leuc~n-methylester: 815 mg Methylester-tetrahydrochlo- 
rid (+NH,Cl) werden in 5 ml konz. Salzsaure (37% HC1) gelost und 90 Min. bei 40' ge- 
halten. Zuletzt wird bei 35" im Hochvakuum zur Trockne eingedampft, fein pulverisiert 
und 15 Std. iiber KOH stehengelassen. Man erhalt 805 mg eines schwach braunlichen 
Pulvers, das zur Freisetzung der Base an schwach basischem Ionenaustauscher (MERCK 
Nr. 11) zerlegt wird : Das in 1 ml Wasser und 1 ml Methanol geloste Hydrolysat wird lang- 
Sam durch cine Austauschersaule (Lange 15 em, Durchmesser 11 mm, in Methanol- 
Wasser 1 : 1) filtriert und mit Methanol-Wasser 1 : 1 nachgcspiilt. Das auf Abwesenheit von 
Chloridioncn geprufte Eluat (ca. 45 ml) wird im Vakuum auf die Halfte eingedampft 
und dann im Hochvakuum lyophilisiert. Man erhalt das freie Peptid (667 mg) als farbloscs, 
in Wasser und Methanol schlecht losliches Pulver (loslich 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. Ammoniumacetatlosung, pH 7,0, rnit Phasenvolumen je 25 ml. Am Ende werden 
die Lagen der Maxima rnit PAuLY-Tupfproben auf Papier festgestellt : 
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I 1 Rohr Nr. 1 K I 
. . . . . . . . . . . . . . . .  VIII Max. 93 0 3  

I X .  . . . . . . . . . . . . . . . .  Max. ii51 1 2,5 Verunreinigungen (Methylester I 1-10) . Max. 8,8 

Die vereinigten Rohrcheninhalte werden eingedampft (50" Badtemp.) und aus dcm 
Ruckstand das Ammoniumacetat im Hochvakuum bei 40" wegsublimiert. 

I Rohrchen I Gewicht 1 I 
~ -~ 

79-116 563 mg VIII 
117-137 I 113 mg 1 V I I I + I X  
138-170 575 mg IX 

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

V I I I  (Frakt. 79-716) : Amorphes, leicht wasserlosliches Pulver; aus der Losung durch 
gesatt. NaC1-Losung fallbar. Loslich in 2-n. NaOH und Na,CO,. Smp. sehr unscharf, 
3> 220" (Zers.). [ccID = - 67,5" f 2" (c = 1,69 in H,O). 

Ber. C 52,82 H 7,11 0 23,45 N 16,62 NH,(-CONH,) O,OO% Aq.-Gew. 477,5 
Gef. ,, 52,515 ,, 7,21 ,, 2326  ,, 15.86 0,0522)% ,, 42423) 

Papierchromatographie auf WHATMAN-Papier Nr. 3 absteigend, mit den Systemen : 
sek.-Butanol-3% Ammoniak, 120 :44 (I) ; tert.-Amylalkohol, 100 ml, Triathylamin, 
0,s ml, Diathylbarbitursaure, 1,s g, Wasser, 50 ml und Isopropanol, 40 ml (11) ; sek.- 
Butanol-Isopropanol-Wasser-Phosphatpuffer (1,5-m., p H  = 8),  35: 35:25: 10 (111). Ent- 
wicklung mit Ninhydrin und PAWLY-Reagens. Die Verbindung verhielt sich einheitlich 
und zeigte folgende Rf-Werte: I: 0,26; 11: 0,28; 111: 0,54. 

I X  (Frakt. 738-170) : Amorphes, leicht wasserlosl. Pulver, durch NaCl fallbar. Loslich 
in 2-n. NaOH, schwer loslich in 2-n. Na2C0,. Smp. wie VIII. [=ID = -68" f 2" (c = 
1,67 in H,O). 

Ber. C 5235  H 7,18 0 22,35 N 17,61 1 NH,(-CONH,) 1,19% .&q.-Gew. 715,8 
Gef. ,, 53,03 ,, 7,14 ,, 21,90 ,, 16,81 ,, ,, 1,1322)% ,, 6.5gz3) 

Papierchromatographie wie oben: einheitliche Verbindung rnit Rf-Werten von 0.34 
(I), 0,40 (11) und 0.62 (111). 

Bestimmung des isoelektrischen Punktes von V I I I  und I X  durch Zonenelektrophorese 
auf FiZtrierpapier a4) : In einer kleinen Elektrophoreseapparatur (LKB, Stockholm) wurden 
die elektrophoretischen Beweglichkeiten (u) bei verschiedenen p H  bestimmt. Die Elektro- 
phorese wurde auf kleinen Pherogrammstreifen (SCHLEICHER & S C H ~ L L  2043 B, 40 
x 410 mm) bei Zimmertemperatur (24-26") durchgefuhrt. Spannung 130 V, Versuchszeit 

495 bzw. 465 Min. Die Puffer (p = 0 , l )  wurden alle aus monovalenten Salzen bereitet: 
Acetatpuffer, pH 4,14/5,0/6,0. Tris-(oxymethy1)-amino-methan, p H  7,2/9,2. Diathyl- 
barbitursaure, p H  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 moglicherweise 
nicht den wirklichen Beweglichkeiten, da das verwendete System sehr komplex ist. 

C,iH,,Oi,Ni,, CHSCOOH, 5H2O = (1432,6) 

Cs1H,,O1,N1,, CHSCOOH, 5 HSO = C&&O&1, (1431 76) 

22) Mikrobestimmung nach CONWAY. 
%) Elektrometrische Titration rnit Natronlauge. 
24) Vgl. J. D. RAACKE & C. H. LI, J. biol. Chemistry 215, 277 (1955). 
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Die elektrophoretischen Beweglichkeiten u wurden nach folgender Formel berechnet : 

U = (dbeob,- dosm,)/F t crn2sec-l V-' 
dbrob, 
d,,,, 
F = Feldstarke V/l = 130/39 l'cm-1 
t = Zeit (sec) 

= Wanderungsweg der Substanz (cm) 
= Wanderungsweg der neutralen Substanz durch Osmose (cm) 

Tabelle 1. Elektrophoretische Beweglichkeiten bei verschiedenen p H -  U'erten 

hcetat- 

4,14 I 0,98 4 2  

4,0 

3,3 

0,98 

0,98 

I I 
Diathylbarbitur- 8,4 0,98 1,5 I - 0 , ~  I 0,7 I -2 , i  i -o,7 1 saure 

Der graphisch ermittelte isoelektrische Punkt liegt fur VIII bei pH 7,4 
und fur I X  bei pH 7,9. 

Bestimmung der Molverhaltnisse der Aminosauren in Zen Dekapeptiden V I I I  und I X  
mittels der Ninhydrin-Kupferkomple~methode~~) : In einer vereinfachten Arbeitsweise 
wurden je 7 . 0 ~ 1  bzw. 20pl  des Peptidhydrolysats (es wurden je 2 mg Peptid hydrolysiert; 
Volumen 0 , l  ml) auf einen Chromatographiepapierstreifen (SCHLEICHER & SCHULL 
2043 B) aufgetragen, und die Aminosauren mittels der zweidimensionalen Methode: Hoch- 
spannungselektrophorese (pH 1,9/2000 V/75 Min.) und Papierchromatographie (n-Buta- 

,1101: Eisessig:Wasser = 4 :  1 :5) aufgetrennt. Die Papierbogen wurden mit Ninhydrin ent- 
wickelt und anschliessend mit alkohol. Kupfernitratlosung bespruht. Die rot gefarbten 
Flecken wurden mit Methanol eluiert und der Ninhydrin-Kupfer-Komplex bei 504 mp im 
COLEMAN-SpektrOphOtOmeter ausgemessen. Mit jedem Peptidhydrolysat wurden 3 Be- 
stimmungen durchgefuhrt und ein mittlerer Wert fur das Molverhaltnis errechnet. Als 
Vergleichslosung diente ein Aminosauregemisch mit den entsprechenden Aminosauren in 
dem zu erwartenden Molverhaltnis. Auch bei der Vergleichslosung wurde nach 3 Bestim- 
mungen ein Mittelwert errechnet. Wegen mangelhafter Auftrennung wurden Arg und His 
zusammen vermessen. Proiin wurde nicht bestimmt. 

Arg + His : Val : Leu : Phe : Tyr : Asp 
Ber. . . . . . . . 3,0 :2,0 :1,0 :1,0 :1,0 :1,0 
Gef. (VII I )  . . . . 3,06:1,80:1,07:1,00:1,01:0,94 (je & 10%) 
, , (IX) . . . . . 2,94 : 1,81: 1,09: 0 9 8  : 0,92 : 1,07 ,, 

Freie Peptide 111-VI  (Formelschema 3) : Papierchromatographische Systeme : 
1. EtOH-n-BuOH-H,0-NH(C,H5), 10: 10 : s  : 2 .  
2. n-BuOH-Aceton-H,O-NH(C,H,), 10:lO: 5:2. 
3. n-BuOH-AcOH-H,O (1O:l ges. m. H,O). 
4. sek. BuOH-3% NH, (120:144). 

Z6) F. G. FISCHER & H. DORFEL, Biochem. Z .  324, 544 (1953); TH. WIELAND & 
E. KAWERAU, Nature 168, 77 (1951); F. H. BODE, H. J. H ~ B E N E R ,  H. BRUCKNER & 
K. HOERES, Naturwisseuschaften 39, 524 (1952). 
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L- VdyZ-L-tyrosin (111) : 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 C0,-Entwicklung be- 
endigt. Die Reaktionslosnng wurde im Vakuum vollstandig eingedampft nnd der anfang- 
lich olige Ruckstand mehrmals mit Ather verrieben. Das feste Hydrobromid wurde zur 
Uberfuhrung in das freie Dipeptid in 30 ml Methanol gelost und rnit 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]F =+49O f 1" (c = 4.18 in 
H,O); Rf-Werte in Syst. 1) 0,73; 2) 0,61; 3) 0,50; 4) 0,65. Zur Analyse wurde 15 Std. bei 
23' getrocknet. 

C14H,,04N,,2~CH,0H (344,40) Ber. C 55,80 H 8,20 N 8,13 (O)CH, 8,74% 
Gef. ,, 55.39 ,, 8,12 ,, 7,84 ,, 8,79% 

Bei der hydrierenden Abspaltung der Carbobenzoxygruppe aus Carbobenzoxy-L-valyl- 
L-tyrosin (in Methanol mit Palladiumkohle als Katalysator) wurde das identische Dipeptid 
rnit 2 CH,OH in einer Ausbeute von 57% erhalten. 

Cnrbobenzoxy-L-valyl-L-histidin-hydvochlorid: Eine Losung von 10 g (0,025 Mol) Car- 
bobenzoxy-L-valyl-L-histidin-methylester in 50 rnl Methanol wurde mit 30 ml l-n. Natron- 
lauge versetzt und 90 Min. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Das organische Losungs- 
mittel wurde darauf im Vakuum abgedarnpft und die alkalische wasserige Losung zur 
Entfernung von wenig Nebenprodukten rnit Essigester extrahiert. Beim Ansauern rnit 
10 ml konz. Salzsaure bei 0" schied sich das kristalline Carbobenzoxy-dipeptid-hydro- 
chlorid am, 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"; 
[ u ] g  = - 23" f 1" (c = 4,17 in H,O). Zur Analyse wurde aus viel Aceton umkristallisiert; 
Smp. unverandert. 

Cl,H240,N,,HC1 Ber. N 13,19 C1 8'34% 
(424,90) Gef. ,, 12,93 ,, 8,37% 

L- VaZyZ-L-histidin ( I V )  : 4,25 g (0.01 Mol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-histidin-hydro- 
chlorid wurden in 25 ml einer 1,6-n. Losung von HBr (0,04 Mol) in Eisessig gelost und bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. Nach Beendigung der C0,-Entwicklung (Z1/, Std.) 
wurde die Losung im Vakuum vollstandig eingedampft nnd der Ruckstand mehrmals rnit 
Ather verrieben. Das feste Hydrobromid des Dipeptids wurde in 20 ml *Wasser gelost, 
durch eine rnit 45 g feuchtem Amberlit IR-4B (basische Form) beschickte Saule passiert 
und mit 50 ml Wasser nachgewaschen. Das im Vakuum zur Trockene eingedampfte Eluat 
ergab beim Verreiben mit Methanol 2,42 g (95%) kristallines Dipeptid vom Srnp. 205 bis 
207". Nach Umkristallisieren aus Wasser-Methanol Smp. 206-208"; [a]F = +46" 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. 

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

L- VaZyl-~-tyrosyl-~-uaEin ( V )  : 5,13 g (0,631 Mol) Carbobenzoxy-L-valyl-L-tyrosyl-L- 
valin wurden in der oben beschriebenen Weise durch Zugabe von 3 Aquivalenten HBr 
in Eisessig decarbobenzoxyliert. Das rohe Hydrobromid des Tripeptids wurde in 20 mi 
Wasser gelost, rnit 40 g Amberlit IR-4B behandelt und das teilweise in der Saule kristalli- 
sierte freie Tripeptid rnit 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 (66%) reines Tripeptid, das in Methanol besser und in dthanol 
etwa gleich gut loslich ist wie in Wasser; Smp. 210-212"; [mID = + 24" f 1" (c = 3,33 in 
0,l-n. HCl); Rf-Werte in Syst. 3) 0,64; 4) 0,72. Zur Analyse 5 Std. bei 80" getrocknet. 

ClgH,gO,N, (379,45) Ber. N 11,07% Gef. N 11,04% 
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L- VaZyl-L-tyrosyl-L-vaZyZ-L-histidin ( BI) : 1,04 g (1,6 mMol) Carbobenzoxy-L-valy1-L- 
tyrosyl-L-valyl-L-histidin wurden mit 2 ml Eisessig zu einer einheitlichen Paste verrieben 
und mit 5 ml einer 1,6-n. Losung von HBr in Eisessig versetzt. Das Ausgangsmaterial 
ging innert 15 Min. in Losung; nach 1 Std. begann sich das Hydrobromid des Tetrapeptids 
als 01 auszuscheiden. Das Gemisch wnrde eine weitere Std. mechanisch geschiittelt, darauf 
im Vakuum vollstandig eingedampft und der Riickstand mit Ather verrieben. Zur Uber- 
fiihrung in das freie Tetrapeptid wurde das Hydrobromid in der oben beschriebenen Weise 
mit Amberlit IR-4B behandelt. Bei Zugabe von Methanol zum Ruckstand 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 NH, in 
Methanol gelost, filtriert und durch kurzes Erhitzen vom NH, befreit, wobei sich das 
Peptid beim Kiihlen kristallin abschied; 0,67 g (81%); Smp. 220-224" (Zers.). Nach 
nochmaligem Umkristallisieren Smp. 227-229" (Zers.) ; [ o L ] ~  = - 6' & 2" (c = 2,45 in 
H,O); Rf-Werte in Syst. 1) 0.72; 2) 0,62; 3) 0,21; 4) 0,65. Zur Analyse wurdc 5 Std. bei 
80" getrocknet. 

C,,H,,O,N,,H,O Ber. C 56,lG H 7,lG N 15,71% 
(534,60) Gef. ,, 56,16 ,, 7,28 ,, 15,827/, 

Die Verbrennungsanalysen und die Mikro-CON WAY-Bestimmungen verdanken wir den 
Herren Dres. GYSEL und PADOWETZ. 

SUMMARY 

The preliminarily published synthesis4) of decapeptides with the amino 
acid sequence of Val5-hypertensin I has been repeated several times. The 
products showed a high hypertensive activity, comparable with that of the 
corresponding octapeptides [Val5-hypertensin I1 and Val5-hypertensin II-Asp- 
8-amide 12)]. The synthesis yielding the purest intermediates and products is 
described in this paper. The high chemical purity of the synthetic Val5-hyper- 
tensin I and Val5-hypertensin I-Asp-B-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 (L-L), H * Val-His - OH (L-L), H - Val-Tyr-Val * OH (LJ, H * Val- 
Tyr-Val-His - OH (L4) and H - Pro-Phe . OH (L-L) were prepared from inter- 
mediates of the synthesis. 
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