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258. Synthetische Analoge des Hypertensins.

V. a-L-, 3-L-, a-D- und B-D-Aspl-Vals-Hypertensin II;
Desamino-Val>-Hypertensin 111)
von B. Riniker und R. Schwyzer?)
(15. X. 64)

In der Mitteilung IV iiber synthetische Analoge des Hypertensins [1]3) berichteten
wir iiber die Labilitdt der Amid-Seitenkette im Hypertensin IT und stellten fest, dass
sich, neben einer teilweisen Abspaltung von Asparaginsiure und Bildung von Hepta-
peptid, das Val>-Hypertensin II-Asp!-g-amid (I, in dieser Arbeit als a-L-Asp(NH,)!-
Val5>-Hypertensin 11 bezeichnet) beim Aufbewahren in wésseriger Losung bei 50° zu
909, in «Val>-Hypertensin I1» umwandelt. Wir konnten vorerst das so erhaltene Pep-
tid von dem aus der gleichen Verbindung durch Hydrolyse mit konzentrierter Salz-
sdure gcwonnenen Produkt nicht unterscheiden. Spater zeigte sich aber, dass es sich
bei dem durch Hydrolyse in neutralem Milieu erhaltenen Material um ein Gemisch
von hauptsichlich §-Asp!-Vals-Hypertensin II (IV) neben wenig «-Verbindung (III)
handelte [2]. Desgleichen bewirkte auch das Stehenlassen einer wisserigen Losung von
a-L-Asp!-Vals-Hypertensin II (IT) wihrend 6 Monaten bei 50° eine weitgehende Um-
wandlung in die §-Form (IV), was beweist, dass diese Transpeptidierungsreaktion
nicht an das Vorhandensein der Amidgruppe in der Seitenkette des Asparagins ge-
bunden ist. Fiir die zur Bildung von Asparaginsiure und Heptapeptid fithrende Hy-
drolyse wurde ein cyclisches Imid4) als Zwischenprodukt vorgeschlagen. Die hier be-

1) Auszugsweise vorgetragen (B.R.) an der Broox Lopge Confercnce on Proteins and Poly-
peptides vom 7.-9. X. 1963 in Kalamazoo, Michigan.

) Gegenwirtig Prof. fiir Molekulare Biologie chemischer Richtung an der ETH in Ziirich.

3) Dic Zahlen in cckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzcichnis, S. 2374.

1) Schema 4in [1}; in den Schemata 3-5 ist irrtiimlicherweise der Argininrest weggelassen worden.
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schriebene Transpeptidierungsreaktion diirfte itber ein dhnliches cyclisches Imid
(Schema 1) verlaufen, das vorzugsweise nach Weg b zum g-Peptid IV gespalten wird.

Analoge Imidbildungen und Umlagerungen finden sehr leicht bei der Alkalibe-
handlung von Peptiden statt, deren Asparaginsiure- (und Glutaminsiure-) Seiten-
ketten verestert sind [3]. Sie schliessen die basische Verseifung von Estergruppen in
der Seitenkette dieser Aminosduren als Methode der synthetischen Peptidchemie in
allen jenen Fillen aus, wo sich der betreffende Aminosiurerest im Innern oder am
Aminoende einer Peptidkette befindet.

Transpeptidierungsreaktionen dieser Art sind aber auch in neutralem Milieu bei
Asparaginyl- und, in geringerem Ausmass, bei Aspartylpeptiden (mit freier 8-Carb-
oxylgruppe) méglich, und wir miissen bei jedem lingeren Stehenlassen solcher Ver-
bindungen in wisseriger Lésung bei htheren Temperaturen (z.B. einige Std. bei 100°)
mit ihrem Eintreten rechnen. Besonders bei grosseren Peptiden besteht die Méglich-
keit, dass die «- und f-Formen durch Chromatographie nur sehr schwer voneinander
differcnzierbar sind. Zur Charakterisierung der Einheitlichkeit solcher Verbindungen
sind wir dann unbedingt auch auf die Analyse mittels Elektrophorese in verschie-
denen pH-Bereichen angewiesen (S. 2363).

Im vorliegenden Falle des Hypertensins konnten wir mlt keinem der fiir die Pa- -
pierchromatographie untersuchten Fliessmittelsysteme eine geniigende Trennung des
a-Peptides (III) von der daraus durch Umlagerung entstandenen g-Form (IV) errei-
chen. Erst die Anwendung von Aluminiumoxid als Trigermaterial fiir die Diinn-
schichtchromatographie, in Kombination mit basischen Fliessmitteln, ermoglichte
eine saubere Auftrennung. Durch Ubertragung dieser Analysenmethode in den pri-
parativen MaBstab fanden wir eine einfache Methode zur Trennung grosserer Mengen
von a- und g-Hypertensin: Aus einer Siule von neutralem Aluminiumoxid wird beim
Eluieren mit einem Gemisch von Methanol und 28 Ammoniak (1:1) das a-Asp!-Val?-
Hypertensin II rascher desorbiert, wihrenddem die 8-Form erst in den spéteren Frak-
tionen erscheint.

Auf diese Weise wurde ein aus a-L-Asp(NH,)!-Vals-Hypertensin II (I, Schema 1)
durch 24-stiindiges Kochen in Wasser erhaltenes Gemisch aufgetrennt und beide
Komponenten einzeln mit Trypsin gespalten. Aus dem in ca. 659, Ausbeute gewon-
nenen und an der Aluminiumoxidsiule langsamer eluierten g-Oktapeptid IV wurde
dabei das Dipeptid g-Aspartyl-L-arginin (VI) erhalten, das mit der synthetisch ge-
wonnenen Verbindung anhand der Elektrophorese und Ninhydrinreaktion %) identifi-
ziert wurde und sich deutlich von dem aus dem «-Oktapeptid ITI gewonnenen a-As-
partyl-L-arginin (V) unterschied. Die Synthese von §-L-Aspartyl-L-arginin (VI) verlief
in guter Ausbeute durch Umsetzung von Carbobenzyloxy-L-asparaginsiure-a-benzy!-
ester nach der gemischten Anhydrid-Methode mit freiem L-Arginin und katalytischer
Reduktion des so erhaltenen geschiitzten Dipeptides VIII.

Bei der Bildung der Oktapeptide ITI und IV {iber das in Schema 1 formulierte cyclische

Zwischenprodukt schienen die Voraussetzungen gegeben, dass dabei der Asparaginsidurerest teil-
weise oder vollstindig racemisieren wiirde. Der oben erwidhnte Vergleich des aus dem f-Okta-

5) In Ubereinstimmung mit den von YouNe und Mitarbeitern [4] [5] festgesteliten Unterschieden
zwischen o- und §-Aspartyl-dipeptiden fanden wir fiir simtliche in dieser Arbeit beschriebenen
a-Aspartylpeptide mit freier f-Carboxylgruppe eine violette, fiir die f-Aspartylpeptide da-
gegen eine graublaue Ninhydrinreaktion auf Papier.
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peptid 1V crhaltenen Dipeptides mit dem synthetisch gewonnenen p-L-Aspartyl-L-arginin konnte
cine solche Méglichkeit nicht ausschlicssen: Die Auswertung der optischen Aktivitdt war infolge
der relativ grossen Fehlerbreitc und wegen des unbekannten Drehungsbeitrages des Argininrestes
nicht brauchbar, und dic Isolierung der Asparaginsiure aus dem HCl-Totalhydrolysat ergab
wegen der nicht quantitativen Ausbeute an kristallinem Material cbenfalls ein ungenaues Resultat.

Eine Moglichkeit zur Bestimmung der Racemisierung war uns erst spater gegeben, als wir das
B-D-Aspl-Vald-Hypertensin 11 (XVI, S. 2362) cbenfalls mit Trypsin abbauten und das dabei ent-
standene §-D-Aspartyl-L-arginin vom synthctisch gewonncnen B-L-Aspartyl-L-arginin in der
Papierchromatographie zu unterscheiden lernten. Beim Vergleich dieser beiden Verbindungen mit
dem aus dem f-Asp!-Val>-Hypertensin 11 (1V) durch Trypsinabbau erhaltenen und im Papier-
chromatogramm in seine beiden diastercoisomeren Komponenten aufgetrennten Dipeptid konnte
dessen Gcehalt an D-Asparaginsiure aus der Intensitit der Ninhydrinreaktion zu ca. 159, ermittelt
werden.

In welchem Ausmass auch das aus dem «-L-Asp(NH,)!-Val>-Hypertensin I1 (I} beim Ver-
kochen mit Wasser entstehende a-Asp!-Vald-Hypertensin 11 (V) racemisiert wird, wurde bisher
noch nicht untersucht.

Die 4 isomeren bzw. stereoisomeren Verbindungen «-L-, §-L-, ¢-D- und f-D-Asp!-
Vals-Hypertensin II unterscheiden sich voneinander lediglich durch die Lage der
Aminogruppe in der Kohlenstoffkette der Asparaginsiure. Die allen zugrunde liegende
Stammverbindung ohne N-terminale Aminogruppe ist das Desamino-Val®-Hyper-
tensin II. Zur Abkliarung der Frage, welche Bedeutung der Lage dieser Aminogruppe,
bzw. deren Vorhandensein iiberhaupt, fiir die Entfaltung der biologischen Aktivitat
(6] sowie fiir das Verhalten des Peptides gegeniiber verschiedenen Enzymen [7] zu-
kommt, entschlossen wir uns fiir die im folgenden beschriebene Reindarstellung aller
5 Verbindungen.

Synthesen der verschiedenen Vals-Hypertensin II-Analogen. — 7) o-L-Aspl-
Val>-Hypertensin 11. Die Herstellung dieser Verbindung, ausgehend von e«-1-
Asp(NH,)!-Vals-Hypertensin 11, beschrieben wir schon vor lingerer Zeit [8]. Unter
den von uns {iblicherweise angewandten Bedingungen fiir die saure Hydrolyse der
Asp-f-amidgruppe (1 Std. bei 40—45° mit konz. HCl) tritt jedoch, wenn auch in sehr
geringem Ausmass, das entsprechende f-Oktapeptid als Nebenprodukt auf. Solche
Transpeptidierungen unter stark sauren Bedingungen wurden bereits von SANGER
und Mitarbeitern als Nebenreaktionen bei der Partialhydrolyse (z.B. 2 Tage bei 37°
mit konz. HCI) von Aspartylpeptiden beobachtet, gleichzeitig mit den bei dieser Um-
lagerung als Zwischenprodukte auftretenden cyclischen Imiden [9].

Das unter milden Bedingungen mit konzentrierter Salzsdure aus dem o-L-
Asp(NHy)-Val®>-Hypertensin II erhaltene Gemisch, das neben dem gewiinschten a-
und Spuren von f-Oktapeptid noch viel Ausgangsmaterial sowie ca. 10%, verschiede-
ner Spaltprodukte enthielt (Schema 2), wurde durch multiplikative Verteilung gerei-
nigt. Aus dem so von den iibrigen Komponenten abgetrennten Gemisch von «- und
p-Hypertensin wurde durch Saulenchromatographie an Aluminiumoxid das «-L-Asp!-
Val®-Hypertensin II als einheitliche Verbindung erhalten.

2} B-L-Aspt-Val>-Hypertensin 11 (Schema 3). — a) Der in [1] als Rohprodukt be-
schriebene Carbobenzyloxy-heptapeptid-methylester IX wurde durch Umfillen aus
organischen Lésungsmittelgemischen weiter gereinigt und dann die Carbobenzyloxy-
gruppe mittels HBr in Eisessig abgespalten. Der dabei entstandene freie Heptapeptid-
ester X wurde mit Carbobenzyloxy-L-asparaginsiure-a-benzylester nach der gemisch-
ten Anhydrid-Methode zum geschiitzten Oktapeptid XI kondensiert. Durch katalyti-
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sche Hydrierung wurden gleichzeitig die Carbobenzyloxy-, die Benzylester- und die
Nitro-Gruppe entfernt, und zum Schluss die C-terminale Methylestergruppe basisch
verseift. Das so erhaltene f-L-Asp!-Val-Hypertensin II (XII) wurde wie iiblich durch
multiplikative Verteilung gereinigt und als chromatographisch und elektrophoretisch
einheitliche Fraktion isoliert.

b) Ein etwas kiirzerer Weg ergab sich bei der Verwendung des bereits frither dar-
gestellten Heptapeptides XIII [1] zur Kondensation mit Carbobenzyloxy-L-aspara-
ginsiure-«-benzylester nach der Anhydrid-Methode in Tetrahydrofuran-Wasser als
Losungsmittel. Durch Hydrierung des dabei entstandenen Zwischenproduktes XIV
wurde direkt das freie §-Oktapeptid XII erhalten, allerdings in schlechterer Gesamt-
ausbeute als auf dem ersten Wege.

3) a-D- und B-D-Aspl-Vals-Hypertensin 11. Carbobenzyloxy-L-asparaginsidure-an-
hydrid reagiert mit Aminosiureestern unter Bildung eines Gemisches von «- und g-
Dipeptiden [5]. In analoger Weise kondensierten wir Carbobenzyloxy-p-asparagin-
sdure-anhydrid mit dem freien Heptapeptid XIII, wobei wir ein Gemisch von ca. 259,
o- und 75%, f-Oktapeptid erhielten. Nach der Abspaltung der Carbobenzyloxygruppe
mit konzentrierter Salzsdure und Umwandlung in das Acetat erfolgte die Aufspaltung
in ¢- und S-Oktapeptid an einer Aluminiumoxidsiule. (Schema 4.) Das letztere (X VI)
resultierte dabei in reiner Form, wihrenddem das «-Peptid (XV) zusammen mit un-
reagiertem Heptapeptid im Eluat erschien und zur endgiiltigen Reinigung noch eine
multiplikative Verteilung durchlaufen musste.

4) Desamino-Val>-Hypertensin II. Von ARAKAWA, SMEBY & Bumpus [10] wurde
durch Kondensation von Bernsteinsdureanhydrid mit Nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyro-
syl-L-isoleucyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phenylalanin-p-nitrobenzylester und nachfolgende
Hydrierung der Nitro- und p-Nitrobenzylester-Gruppen das Desamino-Ile-Hyper-
tensin II hergestellt. In unserer Synthese des Val5-Analogen wihlten wir die direkte
Kondensation von Bernsteinsdureanhydrid mit dem freien Heptapeptid X111, wobei
wir in einheitlicher Reaktion und mit guter Ausbeute das Desamino-Val’-Hyperten-
sin IT (XVII) erhielten (Schema 4).

Schema 4: Synthese von a-D-Aspl-, f-D-Aspl- und Desamino-Vald-Hypertensin 11

H - Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe - OH

CH,-CO
1) Z- asp . 0. / X111 ' o
~
2) HCl 12~ CH,-CO
Gemisch von o~ und §-Peptid HOOC-(CH,),-CO-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe - OH

. XVII, Desamino-Vals-Hypertensin 11
Chromatographie an Al O, '

‘\\\
259 759 T~
. |
H - asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe - OH H- asp OH -Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe - OH
(D) (o)
XYV, a-p-Asp!-Vals-Hypertensin 11 XVI, #-p-Aspl-Vals-Hypertensin 11
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Differenzierung mittels Chromatographie und Elektrophorese

Bei der Gegeniiberstellung der chromatographischen und elektrophoretischen Eigenschaften
der 4 isomeren Oktapeptide sowie der Desamino- und der a-L-Asp(NH,)!-Verbindung war ein Ver-
glcich mit den entsprechenden N-terminalen Dipeptiden erwiinscht. Diese warden, zusammen mit
dem Hexapeptid H-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe+OH, aus den Oktapeptiden durch Inkubation mit
Trypsin erhalten. Zur Chromatographie bzw. Elektrophorese wurden diese Gemische von Di- und
Hexapeptid direkt verwendet, wobei jedoch selektiv nur die Dipeptide durch Besprithen mit
SAKAGUCHI-Reagens nachgewiesen wurden.

Die Rf-Werte der Papier- und Diinnschicht-Chromatographic ebenso wic die in der Papier-
elektrophorese ermittelten Wanderungsstrecken sind erfahrungsgemiss betrdchtlichen Schwan-
kungen unterworfen. ine hohe Genauigkeit der im folgenden diskutierten Werte relativ zueinan-
der wurde aber dadurch gewahrleistet, dass saimtliche zu vergleichenden Substanzproben in wieder-
holter Weise und auf demselben Papierbogen nebeneinanderliegend untersucht wurden.

Papierchromatographie. Die Rf-Werte der 4 isomeren Okta- bzw. Dipeptide sowie
der a-L-Asp(NH,)!- und Desamino-Verbindungen in 5 verschiedenen Fliessmittel-
systemen sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Die 4 isomeren Oktapeptide weisen un-
ter sich keine sehr grossen Unterschiede auf; das gleiche gilt auch fiir die Gruppe der
4 jsomeren Dipeptide. Bemerkenswert sind jedoch die beiden folgenden Inversionen:

a) Im System 87 weist das «-L-Oktapeptid den kleineren Rf-Wert als die «-D-Form
auf, wihrenddem das «-L-Dipeptid den grosseren Rf-Wert als das «-D-Dipeptid be-
sitzt.

b) Im System 40 hat das §-L-Oktapeptid den kleineren Rf-Wert als die §-p-Form,
und wiederum verhalten sich die beiden Dipeptide umgekehrt.

Diinnschichtchromatographie. In Tabelle 1 ist nur die bereits erwdhnte Chromato-
graphie auf Aluminiumoxid in den beiden basischen Lsungsmittelsystemen 45 und
104 aufgefiihrt, wo eine gute Auftrennung der «-Oktapeptide von den isomeren S-
Oktapeptiden erreicht werden kann. Die iibrigen von uns untersuchten Kombinatio-
nen von Adsorbens und Elutionsmittel ergaben schlechtere oder keine Trennung der
Isomeren. ’

Die Unterschiede zwischen den sterecisomeren Formen (a-L gegeniiber «-p und
B-L gegeniiber §-D) sind bedeutend weniger ausgeprigt, doch weisen in beiden Syste-
men die D-Formen etwas hohere Rf-Werte als die L-Formen auf.

Papierclektrophorese (Tab. 2). Im neutralen pH-Bereich sind die 4 isomeren Okta-
peptide erwartungsgemiss nicht zu unterscheiden. Im sauren und alkalischen Bereich
treten jedoch hauptsichlich zwischen den beiden a-Formen einerseits und den -For-
men anderseits Unterschiede zutage, die durch die unterschiedlichen pK-Werte der
Amino- und Carboxyl-Gruppen der - und f-Asparaginsdurcreste bedingt sind. Ana-
loge Verhiltnisse wurden von SwaLLow und Mitarbeitern [11] schon frither an den
beiden Formen von N*-(L-Aspartyl)-L-lysin beobachtet und analysiert.

Die kleineren Unterschiede, welche sich — mit Ausnahme der beiden f-Formen bei
pH 2,4 - zudem im sauren und basischen Bereich auch zwischen den stereoisomeren
Formen zcigen, widerspiegeln die Abhingigkeit der pK-Werte von sterischen Ein-
flissen [12].

Die aus den Oktapeptiden durch Spaltung mit Trypsin entstandenen N-terminalen
Dipeptide weisen in der Papierelektrophorese ein den ersteren in jeder Hinsicht par-
alleles Verhalten auf.
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Enzymatische Versuche. — In einer friiheren Arbeit berichteten wir iiber das
Verhalten von o-L-Asp(NH,)1-Val-Hypertensin I gegeniiber verschiedenen proteo-
lytischen Enzymen [7]. Gemdss ihrer Spezifitit fiir basische bzw. aromatische Amino-
siuren spalten Trypsin die Bindung Arg?-Val® und Chymotrypsin Tyr*-Val®. Leucin-
aminopeptidase spaltet die ersten 5 Aminosiuren ab und lasst das C-endsténdige Tri-
peptid H-His-Pro-Phe-OH intakt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit interessierte
es uns, welchen Einfluss die verschicdenen Formen der N-endstindigen Asparagin-
siure auf das Verhalten des Oktapeptides gegeniiber den 3 genannten Enzymen aus-
iiben wiirde.

Trypsin. Die 6 Varianten von Val>-Hypertensin IT wurden unter identischen Be-
dingungen mit stark verdiinnter Trypsinlésung inkubiert und das Ausmass der Spal-
tung nach verschiedenen Zeiten chromatographisch bestimmt. In Tabelle 3 sind die
fiir eine 20-prozentige Spaltung erforderlichen Inkubationszeiten aufgefithrt. Der
starke Einfluss der verschiedenen Modifikationen am Aminoende ist an den bis zum
Faktor 30 (a-L gegeniiber 8-L) voneinander differierenden Werten ersichtlich. Uber-
raschenderweise wird gerade die dem nattirlichen Hypertensin entsprechende a-L-Form
mit grossem Abstand am langsamsten gespalten.

Chymotrypsin. Die in gleicher Weise wie mit Trypsin durchgefiihrten Versuche er-
gaben nur undeutliche Unterschiede fiir die zur 20-prozentigen Spaltung notwendigen
Inkubationszeiten. Dieser Umstand diirfte in erster Linie auf die gréssere Distanz des
modifizierten Asparaginsiureesters vom Ort des Enzymangriffs zuriickzufiihren sein.

Leucinaminopeptidase. Dieses Enzym ist erwartungsgemiss nicht imstande, die 3
unnatiirlichen Isomeren «-D, f-L und B-D anzugreifen; das gleiche gilt auch fiir das
Desamino-Hypertensin.

Von den beiden Oktapeptiden mit der «-L-Konfiguration wird dasjenige mit der
freien B-Carboxylgruppe sehr viel langsamer angegriffen als die Asp!-f-amid-Verbin-
dung. In beiden Fillen waren ausser dem resistenten Tripeptid H.His-Pro-Phe-OH
auf den Papierchromatogrammen keine weiteren durch partiellen Abbau entstandene
Peptide sichtbar, ein Hinweis dafiir, dass Asparagin und Asparaginsiure von Leucin-

aminopeptidase wesentlich langsamer abgespalten werden als die nachfolgenden
Aminoséduren.

Im Gegensatz zu diesen Versuchen mit Leucinaminopeptidase sind die Resultate, die wir bei
der Inkubation mit menschlichem Plasma, Rattenserum und Nierenextrakt erhielten [13]: Der
Abbau, der bei den beiden a-L-Verbindungen hauptsachlich vom Aminoende her erfolgte, zeigte
nur geringe Unterschiede zwischen a-L-Asp!-Val®-Hypertensin IT und dessen Aspl-f-amid, und zu-
dem wurde Asparaginsidure bzw. Asparagin mit dhnlicher Geschwindigkeit wie die nachfolgenden
Aminosiduren abgespalten. Dies fiithrte zur Annahme, dass die am biologischen Abbau von Hyper-
tensin massgebend beteiligte Aminopeptidasc verschieden von Leucinaminopeptidase sein miisse.
Aus anderen Uberlegungen kamen auch Kuairarras und Mitarbeiter [14] zur gleichen Schluss-
folgerung. Sie schlagen vor, das moglicherweise mit der von GLENNER, McMirLan & FoLk [13]
aus Rattenleber isolierten Aminopeptidase A identische Enzym als Angiotensinase A zu bezeichnen.

Biologische Aktivititen.— Die Prifung an der nierenlosen Ratte®) (kurzdauern-
der, durch Gefdsskontraktion bedingter Blutdruckanstieg nach intravenéser Injek-
tion) ergab fiir die 3 Formen «-D, §-L und §-D cine um ca. 50%, héhere Aktivitit beim
Vergleich mit dem natiirlichen «-L-Hypertensin und dessen Asp!-f-amid. Bei Injek-

8) Die freundliche Uberlassung der Priifungsresultate verdanken wir Herrn Dr. H. BRUNNER
von unscrer biologischen Abteilung.
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tion von #dquipressorischen Dosen zeigten die 3 genannten Verbindungen zudem eine
ca. 2- bis 3-fach verlidngerte Wirkung. Diese Verstirkung und Verlingerung der Wirk-
samkeit ist wahrscheinlich auf die Resistenz gegeniiber Aminopeptidasen zuriickzu-
fithren, was einerseits aus den Versuchen mit Leucinaminopeptidase, anderseits aus
der chromatographischen Auswertung der Inkubationen mit Plasma, Rattenserum
und Nierenextrakt hervorgeht [13].

Die Desaminoverbindung, die ebenfalls gegen Aminopeptidasen resistent ist,
zeigte nur eine halb so starke pressorische Aktivitat wie a-L-Aspl-Val®-Hypertensin
117), oder nur ein Drittel, wenn es mit den 3 unnatiirlichen Aspartyl-Isomeren ver-
glichen wurde. Dies beweist, dass die Gegenwart der N-endstdndigen Aminogruppe
fiir die Entfaltung der vollen biologischen Aktivitat notwendig ist. Der Befund, dass
die 3 Isomeren a-D, 8-L und -D unter sich gleich aktiv sind, zeigt aber, dass die Stel-
lung dieser Aminogruppe innerhalb des Asparaginsdurerestes ohne Bedeutung ist.
Wird die Desaminoverbindung in d4quipressorischer Dosis mit den iibrigen Verbindun-
gen verglichen, so zeigt sich auch hier wieder infolge der Aminopeptidaseresistenz
eine gegeniiber dem natiirlichen a-L-Asp!-Val®-Hypertensin II 2 bis 3-fach verlingerte
Wirkungsdauer.

Experimenteller Teil

Die Smp. wurden in einer offenen Kapillare bestimmt und sind nicht korrigiert.

Abkirzungen: PC: absteigende Chromatographie auf WraTMan-Papier Nr. 1; DA: Diinn-
schichtchromatographie auf Aluminiumoxid Typ D 5 (FLuka); DS: Diinnschichtchromatographie
auf Kieselgel G nach Stamr (MErck); ETI’: Niederspannungselcktrophorese auf Papierbogen
SCHLEICHER & ScHUELL Nr. 2043 Db, in der Apparatur der Firma LKB, Stockholm.

Der Nachweis auf Chromatogrammen und Papierclektrophoresen erfolgte mit Ninhydrin,
PauLy-, REINDEL-HOPPE- oder SAKAGUCHI-Reagens.

Die Chromatogramme wurden mit folgenden Losungsmittelsystemen ausgefiihrt (Zahlen-
angaben in Volumenteilen, wo nicht anders angegeben): 40 = #-Butanol, Athanol, H,0O
(100:100:50); 43 = ¢{-Amylalkohol, Isopropanol, H,0 (100:40:55); 43A = t-Amylalkohol, Iso-
propanol, H,O (100:40:10); 45 = s-Butanol, 3%, NH, in H,0 (100:44); 52 = n-Butanol, Eisessig,
H,0(100:10:30) ; 54 = s-Butanol, Isopropanol, Monochloressigsdure, H,O (70 ml:10ml:3g:40ml);
56 = s-Butanol, Isopropanol, 0,719, Natrium-didthylbarbiturat in H,O (100:15:70); 87 = Iso-
propanol, Ameisensiure, H;O (100:5:25); 100 = Athylacetat, Pyridin, Eisessig, H,0 (62:21:6:11);
104 = Chloroform, Methanol, 179, NH, in H,O (20:20:9); 110 = Athylacetat, #»-Butanol, Pyridin,
Eisessig, H,O (80:40:40:12:19).

Trispuffer ist aus.Tris-hydroxymethyl-aminomethan und HCI hergestellt.

Die freien Oktapeptide sind amorphe Verbindungen von unscharfem Schmelzpunkt (unter
Zersetzung), die je nach Trocknungsbedingungen wechselnde Mengen von Wasser und Essigsdure
(bei Isolierung aus Ammoniumacetat enthaltenden Losungen) einschliessen. Der spektrophoto-
metrisch bestimmte Peptidgehalt (nach Trocknung bei 40-45° im Hochvakuum) betrigt fiir die
4 isomeren Aspartyl-Hypertensine 85-90%,, fiir dic Asparaginyiverbindung 80-85%,. Bei hoherer
Temperatur getrocknete Oktapeptide weisen wohl einen héheren Peptidgehalt auf, sind dann aber
hygroskopisch. Elementaranalysen sind zur Charakterisicrung solcher Verbindungen wenig sinn-
voll, hingegen wurde deren Reinheit durch einheitliches chromatographisches Verhalten in ver-
schiedenen Systemen (Tab. 1), sowie anhand der Elektrophorese bei verschiedenem pH (Tab. 2)
gepriift.

Neutrale Hydvolyse von a-L-Asp(NHy)1-Vals-Hypertensin I1. 6,0 g Oktapeptid-diacetat (I) mit
eincm Peptidgehalt von 83%, wurden in 300 ml H,0 geldst (pH ca. 6) und 24 Std. unter Riickfluss
crhitzt. Nach dem Eindampfen im Vakuum auf 20 m! und Lyophilisicren erhielt man 5,6 g Hydro-
lysegemisch, das in einc multiplikative Verteilung iiber 300 Stufen im System 0,3M Ammonium-

) Dieses Resultat steht in Ubereinstimmung mit dem Verhiltnis, das Arakawa, SMEBY &
Bumpus [10] beim Vergleich der entsprechenden Verbindungen der Ile5-Reihe fanden.
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acetat-n-Butanol-Methanol (4:4:1) eingesetzt wurde. Das Phasenvolumen betrug je 25 ml. Der
Inhalt der Vertcilungselemente wurde zuletzt, in Fraktionen von je 5 bis 6 Einheiten vereinigt,
auf ein kleines Volumen eingecngt, lyophilisiert und bei 0,02 Torr/40° bis zum konstanten Gewicht
nachgetrocknet. Aus den Elementen Nr. 90-118 (Maximum bei 104; K = 0,53) crhielt man insge-
samt 4160 mg eincs Gemisches von ca. 9 Teilen #-Aspt-Vals-Hypertensin IT und ca. 1 Teil a-Asp!-
Val5-Hypertensin I18). Nr. 138-161 e1gaben 710 mg reines Heptapeptid H-Arg-Val-Tyr-Val-His-
Pro-Phe-OH (Maximum bei 149; K = 0,99). Der Rest der Substanz bestand aus 3 bis 4 mengen-
missig unbedeutenden Verbindungen {eine davon konnte als Hexapeptid H-Val-Tyr-Val-His-Pro-
Phe-OH identifiziert werden) und wurde verworfen.

111: a-Asp'-Vals-Hypertensin IT. Zur Auftrennung von o- und B-Oktapeptid wurden 3,39 g von
Fraktion 90-118 der obigen Verteilung in 25 ml einer Mischung von 2§ NH, und Methanol (1:1,
Volumenteile) unter leichtem Erwérmen gelést und auf eine im gleichen L3sungsmittelgemisch
dquilibrierte Sdule von neutralem ALO, aufgetragen (& = 3 cm, 1 = 40 cm). Eluiert wurde in
12 Fraktion von je 100 ml 25§ NHg-Mcthanol 1:1. Zur Isolierung der Peptide wurde im Vakuum
anf ungefahr die Hilfte eingeengt, 2 ml 2N Essigsaure zugegeben, bis auf ca. 4 ml weiterkonzen-
triert, lyophilisiert und bei 0,02 Torr/45° nachgetrocknet. Dic Fraktionen 3 und 4 ergaben insge-
samt 380 mg chromatographisch reines a-Oktapeptid, das jedoch noch ca. 209, anorganische
Begleitstoffe enthielt. (Na,50,, K,SO, und (NH,),SO,, aus der AlL,O3-Siule elujert.) Das reine
«-Aspl-Vals-Hypertensin IT wurde daraus durch Aussalzen der in wenig Wasser geldsten Probe mit
konzentrierter Ammoniumacctatldsung, Abfiltrieren und Trocknen bei 0,02 Torr/50° isoliert. Man
erhielt so 240 mg eines amorphen Pulvers vom Zersetzungspunkt ca. 225° [«]p = —59,4° 4- 1°
(¢ =09 in 0,58 NaOH); —~65,4° 4-1° (¢ =1 in 0,58 HCl). DA: Rf = 0,35 (45); 0,40 (104).
EP: —13,5cm (pH 2,4, 16 Std., 2 V/cm); —9,5 cm (pH 5,0, 20 Std., 3,75 V/cm); +8 cm (pH 9,1,
24 Std., 3,75 V/cm). Ninhydrinreaktion violett.

IV: B-Asp'-Val>-Hypertensin I 1. Die Eluate Nr. 6 bis 11 der Fraktionierung an Al,O; ergaben
total 3130 mg chromatographisch reines -Oktapeptid, mit 5-10%, anorganischen Begleitstoffen.
Zur Abtrennung wurde unter Erwirmen in 15 ml H,O gel6st, mit 30 m] heissem Methanol versetzt
und auf 0° abgekiihlt. Das so gefillte Oktapeptid wurde abfiltriert, mit wenig eiskaltem Methanol-
H,0-Gemisch (3:1) gewaschen und bei 0,02 Torr/50° getrocknet. Man erhielt 2090 mg reines
B-Asp!-Vals-Hypertensin II als amorphes Pulver, Zers. ca. 235°. (alp = —65,9° £ 1° (¢ = 1 in
0,58 NaOH); —70,7° & 1° (¢ = 1in 0,55 HCl). DA: Rf = 0,22 (45); 0,11 (104). EP: —11,5cm
(pH 2,4, 16 Std., 2 Vjem); —9,5 cm (pH 5,0, 20 Std., 3,75 V/cm); +4 cm (pH 9,1, 24 Std., 3,75
V/cm. Ninhydrinreaktion graublau.

VI: B-Aspartyl-L-arginin aus IV. 1,04 g f-Asp!-Val>-Hypertensin IT (IV) wurden in 50 ml
0,1 Ammoniumacetatlésung gelést, das pH mit 28 NH; auf 8 cingestellt und nach Zugabe von
2,3 ml einer 1-proz. Lésung von Trypsin wahrend 1 Std. bei 38° inkubiert. Zur Denaturierung des
Enzyms wurde zum Schluss mit 2N Essigsaure angesiuert und wihrend 5 Min, auf 100° erhitzt.
Eine Probe zeigte bei der chromatographischen Kontrolle die vollstandige Spaltung zu Di- und
Hexapeptid. Die Lésung wurde nun auf 5 ml konzentriert, lyophilisiert und bei 0,02 Torr/60° nach-
getrocknet. Das Rohprodukt wurde im System 0,4M Ammoniumacetat-n-Butanol-Methanol
(10:10:3) iiber 90 Stufen mit je 10 ml Phasenvolumen verteilt. Aus den Rohrchen Nr. 3-12
(Maximum bei 7-8; K = 0,095) isolierte man durch Einengen zur Trockne und Absublimieren des
Ammoniumacetates bei 0,05 Torr/80° 297 mg reines $-Dipeptid-monoacetat als amorphes, stark
hygroskopisches Pulver. Zur Analyse wurde es in wenig H,0 aufgenommen, lyophilisiert und
16 Std. bei 0,05 Torr/100° nachgetrocknet. [a]p = —3° & 1° (¢ = 0,9in 0,28 NaOH); +3° £+ 1°
(¢ = 0,9 in 0,28 HCl). EP: —10,5 cm (pH 2,4, 16 Std., 2 V/cm); ~7,5 cm (pH 5,0, 20 Std,,
3,75 Vjcm); +4 cm (pH 9,1, 24 Std., 3,75 V/jcm). Ninhydrinreaktion graublau.

C,,H,30, N, Ber. C41,26 H 6,64 N 20,05%
(Monoacetat; 349,34)  Gef. ,, 40,45 ,, 6,80 ,, 19,68%

V: w-Aspartyl-L-avginin aus II1. 10 mg o-Asp!-Val®>-Hypertensin 11 (11f) wurden in 0,5 ml
0,1M Ammoniumacetat gelést und bei pH 8 mit 0,02 ml einer 1-proz. Trypsinldsung wahrend
11/, Std. bei 38° inkubiert. Nach Zugabe von 0,05 ml 2x Essigsdure wurde 5 Min. auf 100° erhitzt,

8) Die 5 Fraktionen des Substanzmaximums in Nr. 90-118 zeigten unter sich keine deutlichen
Unterschiede des Verhiltnisses von «- zu f-Oktapeptid, d.h. die beiden Verbindungen weisen
in dem hier verwendceten Verteilungssystem nahezu denselben K-Wert auf.

149
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lyophilisiert und bei 0,02 Torr/40° nachgetrocknet. Das so erhaltene Gemisch von Di- und Hexa-
peptid wurde direkt in der Elektrophoresc analysiert, wobei das Dipeptid selektiv mittels Saka-
GucHI-Reagens nachgewiesen wurde. EP: —14,5 cm (pH 2,4, 16 Std., 2 V/em); —7,5 cm (pH 5,0,
20 Std., 3,75 Vjcm); +17 cm (pH 9,1, 24 Std., 3,75 V/cm). Ninhydrinreaktion violett.

VIII: Z'ILI sp-OBzl l—ArghOH, Carbobenzyloxy-(a-benzyl)-B-L-aspartyl-L-arginin. 3,57 g Z-Asp:
OBzl % und 1,54 ml Tridthylamin wurden in 40 ml abs. Tetrahydrofuran gelost und auf —10° ge-
kiihlt. Dazu liess man bei —10° 1,32 ml Chlorameisensiure-isobutylester tropfen und riihrte
wihrend 15 Min. bei — 10°. Nach Abkiihlen auf —15° versetzte man rasch mit einer auf 0° ge-
kiihlten Lésung von 2,61 g L-Arginin in 20 ml H,O und riihrte die homogene Losung 20 Min. bei 0°
und 90 Min. bei 22° (pH = 7-8). Zuletzt cngte man auf 20 ml ein, wobei ein halbfester Nieder-
schlag ausfiel. Dieser wurde bei 0° abfiltriert, mit H,O gewaschen und getrocknet. Das Roh-
produkt wurde einmal aus Methanol-H,O und einmal aus Methanol-Essigester-Petroldther um-
gefillt und ergab 3,77 g Reinprodukt vom Smp. 182-183° (Zers.). Zur Analyse wurde nochmals aus
Methanol-H,O umkristallisiert und iiber Nacht bei 0,02 Torr/60° getrocknet: Feine Nddelchen vom
Smp. 182-184° (Zers.). [a]p = —7,3° £ 1° (¢ = 0,95 in 90-proz. Methanoi). DS: Rf = 0,43 (52);
0,25 (100).

CyH,, O, N, (513,54} Ber. C 58,47 H 6,08 N 13,649, Gef. C 58,20 H 6,00 N 13,689%

VI: p-L-Aspartyl-L-arginin aus VIII. 1,026 g Z-J\sp-Ole—ArgOH wurden in 25 ml Methanol-
H,O 1:1 suspendiert und mit 300 mg Palladiumkohle (109, Pd) unter CO,-Absorption in der
Schiittelente bei Normaldruck hydriert. Die Hy-Aufnahme (96 ml) war in 2 Std. beendet. Nach
3 Std. wurde filtriert, das Filtrat auf ca. 3 ml vorkonzentriert und lyophilisiert. Man erhielt nach
dem Trocknen bei 0,05 Torr{80° 569 mg chromatographisch reines VI als amorphes Pulver,
Zers. ca. 205°.

C,oH,,O,N; (289,29) Ber. C41,52 H 6,62 N 24,219, Gef. C41,51 H 6,65 N 24,03%

Zur Umwandlung des freien Dipeptides in das Acetat wurden 240 mg VIin 1 ml 2~ Essigsaure
geldst, lyophilisiert und der stark hygroskopische Riickstand zur Analyse iiber Nacht bei 0,02
Torr{100° nachgetrocknet. [a]p = —4,9° + 1° (¢ =1 in 0,28 NaOH}; +6,1° L+ 1° ¢ =1 in
0,2n HCI). Fir PC- und EP-Angaben sieche Tabellen 1 und 2. Ninhydrinreaktion graublau.

C, Hp30,N; Ber. C 41,26 H 6,64 N 20,059,
(Monoacetat; 349,34)  Gef. ,, 41,52 ,, 6,71 ,, 19,829,

II: a-L-Aspl-Vaib-Hyperiensin II. 1,5 g a-1-Asp(NH,)!-Val5-Hypertensin II (I, Peptidgehalt
839,) wurden in einem Glasrohr zusammen mit 15 ml konz. HCI eingeschmolzen und wéhrend
1 Std. auf 45° erwarmt. Das Reaktionsgemisch wurde sodann zur Trockne eingeengt, pulverisiert
und bei 0,05 Torr/60° nachgetrocknet. Man erhielt 1,51 g Hydrochlorid-Gemisch, das zur Um-
wandlung in das Acetat langsam durch eine Siule (@ = 13 mm, 1 = 250 mm) von schwach basi-
schem lonenaustauscher (MERcCK II} in der Acctatform filtriert wurde. Das Eluat wurde auf ca.
10 ml eingeengt und dann lyophilisicrt. Das so gewonnene Acetat-Gemisch (1,49 g) wurde zur
Vorreinigung einer multiplikativen Vertcilung im System »-Butanol — 0,3M Ammoniumacetat
(1:1) iiber 250 Stufen mit Phasenvolumina von je 10 ml unterworfen. Aus den Verteilungselemen-
ten Nr. 2040 (Maxima bei 30; K = 0,14) resultierten beim Eindampfen zur Trockne 320 mg
a-L-Aspi-Val>-Hypertensin IT mit Spuren von §-Verbindung als Verunreinigung, wihrenddem aus
den Elementen Nr. 54-69 (Max. bei 62; K = 0,33) 980 mg praktisch reines Ausgangsmaterial (I)
zuriickgewonnen wurden. Die iibrigen Verteilungselemente enthiclten verschiedene, durch Ketten-
spaltung cntstandene Hydrolyseproduktc in kleinen Mengen und wurden nicht aufgearbeitet.

Zur Abtrennung des §-Hypertensins wurden die 320 mg Rohprodukt aus Nr. 20-40 an AL O,
chromatographiert: Eine Sdule (¢ = 14 mm, 1 = 200 mm) von neutralem Al,O4 wurde zur Vor-
bereitung so lange mit einem Gemisch von Methanol und 28 NH; (1:1) durchgewaschen, bis im
Eluat keine anorganischen Salze mehr nachweisbar waren (Dauer ca. 30 Std.). Die Substanz, ge-

%) Hergestellt nach [16]. Der gleichzeitig entstehende B-Benzylester kann durch mehrmaliges
Kristallisieren aus Essigester-Hexan quantitativ abgetrennt werden. Seine Gegenwart ist am
einfachsten chromatographisch (DS, System 110) nachzuweisen: Z-Asp-OBzl, Rf = 0,84;
Z-Asp(OBzl)-OH, Rf = 0,78. Die Uberlassung von vollstindig isomcrenfreiem «-Benzylester
verdanken wir Herrn J. STUTz von unserer Betricbsabteilung.
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18st in 3 ml Methanol — 2~ NHj, wurde nun auf dic Siule gebracht und in Fraktionen zu jc 6 ml
cluiert. Fraktion 5 und 6 enthielten 250 mg reines a-L-Asp!-Vals-Hypertensin 11 (I1), wihrenddem
die spateren Eluate aus Gemischen von a- und p-Peptid bestanden. Das reine II wurde durch
Lésen in 2 ml 1~ Essigsidure, Lyophilisieren und Nachtrocknen bei 0,02 Torr/45° in das Acetat
ibergefiihrt. [a]p = —53° £ 1° (¢ =1 in 0,585 NaOH); —58,7° 4+ 1° (¢ =1 in 0,585 HCIl).
Fiir PC-, DA- und EP-Angaben siche Tabellen 1 und 2.

XII: B-L-Asp'-Vals-Hypertensin 11. - a) Ausgehend vom geschiitzten Heptapeptid IX : Das in [1]
beschriebene Z-Arg(NO,)-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-OMe enthielt ungefihr 209, eines unbekann-
ten Nebenproduktes. Dicses konnte durch mehrmaliges Umfillen aus Methanol-Acetonitril und
aus Methanol-Essigester entfernt werden. Das so gereinigte amorphe Heptapeptid IX wies einen
Smp. von 213-215° (Zers.) auf und war chromatographisch cinheitlich. [a]p = —65° & 1° (¢ =
1 in Methanol). DS: Rf = 0,73 (43); 0,50 (52).

CseH7O13Nyy (1110,24)  Ber. C58,42 H 645 N16,40%  Gef. C58,19 H6,43 N16,26%

Zur Abspaltung der Carbobenzyloxygruppe wurden 3 g geschiitztes Heptapeptid 1X in 15 ml
abs. Eisessig unter leichtem Erwarmen geldst, bei 20° mit 15 ml 55 HBr in Eisessig versetzt und
widhrend 20 Min. stehengelassen. Die klare, gelbe Losung wurde sodann bei 14 Torr auf ca. 15 ml
eingeengt, wobci das Heptapeptidester-hydrobromid als schmieriger Niederschlag ausficl. Durch
Zugabe von 50 ml abs. Ather und Zerreiben bei 0° wurde die Fillung pulverisiert und dann ab-
filtriert und mit abs. Ather gewaschen. (Trihydrobromid von X; Ber. Br 19,79%,, Gef. 20,4%,.) Ohne
weitere Trocknung wurde in 15 ml H,O geldst, mit Na,CO, bei 0° alkalisch gemacht und mit
n-Butanol extrahiert. Die Butanolphase wurde mit H,O neutralgewaschen und bei 14 Torr/50°
eingeengt, bis eine breiige Fallung entstand. Nach Zugabe von Petrolather wurde abfiltriert, mit
Petrolather gewaschen und bei 0,02 Torr/45° getrocknct. Man erhielt 2,15 g H-Arg(NO,)-Val-Tyr-
Val-His-Pro-Phe-OMe (X) als amorphes Pulver vom Smp. ca. 150-160°. {a]p = —59° 4- 1° (¢ =
0,94 in Methanol). DS: Rf = 0,35 (43); 0,12 (52).

CaeHesOnNyg (976,11)  Ber. € 56,60 H 6,71 N 18,65%  Gef. C 356,60 H 6,84 N 17,69%

714 mg Z-Asp-OBzl und 0,307 ml Tridthylamin wurden in 6 ml abs. Tetrahydrofuran gelost
und dazu bei —12° wihrend 2 Min. 0,264 ml Chlorameisensdure-isobutylester getropft. Nach wei-
teren 15 Min. bei ~12° wurde eine auf —10° vorgekiihltc Losung von 1,952 g Heptapeptidester X
in 5 ml abs. Dimethylformamid zugegeben und 10 Min. bei —10°, 1 Std. bei 0° und 2 Std. bei
Zimmertemperatur weitergeriihrt. Zuletzt wurde das ausgeschiedene Tridthylammoniumchlorid
abfiltriert und das Filtrat bis zur Bildung einer klcbrigen Masse eingeengt. Diese wurde in wasser-
gesidttigtem z-Butanol aufgenommen und mit 28 Na,CO,-Losung, ZN Essigsdure und Wasser
gewaschen und ohne Trocknung direkt auf ein kleines Volumen eingeengt. Die dabei einsetzende
Ausscheidung des Oktapeptides wurde durch Zugabe von Petroldther vervollstindigt, das Produkt
abfiltriert und zur weitcren Reinigung noch zweimal aus Methanol-Essigester-Petroldther umge-

l

|
fallt. Man erhielt so 1,70 g chromatographisch reines Z-Asp-OBzl~Arg(NO,)-Val-Tyr-Val-His-Pro-
Phe-OMe (XI) vom Smp. ca. 175-180° (Zers.). [a]p = —61° 4- 1° (¢ = 1 in 90-proz. Mcthanol).
DS: Rf = 0,76 (43); 0,53 (52).

CosHgaOreN1y (1315,45)  Ber. €59,35 H 6,28 N14,91% Gef. 58,69 H 6,26 N 14,52%

1,87 g geschiitztes Oktapeptid XI wurden in 41 ml Methanol und 7,5 ml 1N HCI gelést und
nach Zugabe von 350 mg Palladiumkohle (10%, Pd) in der Schiittelente bei Normaldruck hydriert,
unter Absorption des entstehenden CO, in einer zweiten Schiittelente mit KOH-Lésung. Die Was-
serstoffaufnahme kam nach 13 Std. zum Stillstand, und nach insgesamt 16 Std. wurde der Kataly-
sator abfiltriert und das Filtrat auf ca. 5 ml eingeengt. Eine Probe dicscr [.osung zeigte im UV. die
vollstindige Abwesenheit des Absorptionsmaximums von Nitroarginin bei 270 mu, ¢ = 16000.
Zur Verseifung des Methytlesters wurden 5 ml HyO und 36,6 ml 0,368 Ba(OH), zugetiigt (pH =
12,5) und nach 10-minutigem Stehenlassen bei 22° durch Zugabe von 7,4 ml 1,87 n H,SO, neutrali-
siert (pH = 2,3). Das BaSO, wurde auf einer feinporigen Glasfritte abfiltriert und das Filtrat zum
Austausch der Chlorid- und iiberschiissigen Sulfat-Ionen gegen Acctat langsam durch eine Saule
(g = 15 mm, 1 = 160 mm) von schwach basischem Ioncnaustauscher (MErck 1I) in der Acetat-
form filtriert. Das Eluat wurde auf 10 ml eingeengt, lyophilisiert und bei 0,02 Torr/50° nachge-
trocknet: 1,62 g Rohprodukt. Dieses wurde durch eine multiplikative Verteilung iiber 250 Stufen im
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System #-Butanol -- Methanol — 0,1 Ammoniumacetat — 0,6 M Essigsdure (8:1:4:4) mit Phasen-
volumina von je 10 ml gereinigt. Aus den Verteilungselementen Nr. 31-50 (Maximum bei 40; K =
0,19) isolierte man durch Einengen auf ein kleines Volumen, Lyyophilisieren und Nachtrocknen bei
0,02 Torr[45° insgesamt 1,27 g reines f-L-Asp!-Vals-Hypertensin II (XII). [a]p = —60,3° + 1°
(c =1in 0,58 NaOH); —61,7° £ 1° (¢ = 1 in 0,5~ HCl). Fir PC-, DA- und EP-Angaben siehe
Tabellen 1 und 2.

b) Ausgehend von freiem Heptapeptid X111: 714 mg Z-Asp-OBzl und 0,307 ml Tridthylamin
wurden in 8 ml abs. Tetrahydrofuran geldst und nach Kiihlen auf —10° mit 0,264 ml Chlorameisen-
siure-isobutylester, gelést in 2 ml Tetrahydrofuran, tropfenweise versetzt. Man riihrte wéhrend
15 Min. bei —10°und gab dann einc auf 0° gekiihlte Lésung von 2,074 g Heptapeptid-diacetat XIII
[1] und 0,921 ml Tridthylamin in 12 ml Tetrahydrofuran-H,O (1:1) zu. Das nunmehr zweiphasige
Gemisch wurde intensiv wahrend 20 Min. bei 0°, 1 Std. bei 23° und 30 Min. bei 40° geriihrt, dann
bei 14 Torr/40° auf ca. 5 ml eingeengt und das ausgefallene schmierige Material nach Zugabe von
100 ml H,O und Kiihlen auf 0° pulverisiert. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit kaltem H,0
gewaschen und bei 0,05 Torr/60° bis zum konstanten Gewicht getrocknet, Das Rohprodulkt wurde
noch zweimal aus Methanol-Essigester-Petrolither umgefillt und ergab 2,1 g eines amorphen
Pulvers (Smp. ca. 200°, Zers.), das neben anderen Verunreinigungen noch schitzungsweise 409%,
Heptapeptid XIII enthielt. Es wurde direkt weiterverarbeitet.

2,05 g des rohen Carbobenzyloxy-oktapeptid-benzylesters X1V wurden in 50 ml Methanol-H,0
(7:3) nach Zugabe von 1 ml Eisessig gelost und mit 300 mg Palladiumkohle (109%, Pd) in einer
Schiittelente bei Normaldruck und unter Absorption des sich bildenden Kohlendioxids hydriert.
Die H,-Aufnahme kam nach 15 Std. zum Stillstand. Man filtrierte den Katalysator ab, engte das
Filtrat auf 5 ml ein und lyophilisierte. Das Rohprodukt (1,906 g) wurde in einer multiplikativen
Verteilung iber 184 Stufen im System 0,3M Ammoniumacetat-n-Butanol-Methanol (4:4:1) ge-
reinigt. Durch Einengen des Inhaltes der Rohrchen Nr. 57-81 (Maximum bei 70; K = 0,61),
Lyophilisieren und Nachtrocknen bei 0,02 Torr/45° erhielt man 618 mg reines fi-L-Asp!-Val>-Hyper-
tensin 1I (XII), identisch mit dem nach Weg a} erhaltencn Produkt.

XV: a-p-Aspl-Vals-Hypertensin I11. 3,24 g Heptapeptid-diacetat XIII wurden in 30 ml abs,
Dimethylformamid unter Erwarmen gelost und auf 20° abgekiihlt, wobei das Peptid teilweise wie-
der ausfiel. Nach Zugabe von 0,875 ml Tridthylamin und 778 mg Carbobenzyloxy-p-asparagin-
sdure-anhydrid entstand sofort einec klare Losung, die wihrend 6 Std. bei 25° gerithrt wurde. Das
Reaktionsprodukt wurde zuletzt durch Zugabe von 150 ml abs. Ather ausgefillt, bei 0° abfiltriert,
mit Ather gewaschen und bei 0,02 Torr/45° getrocknet. Man erhielt 4,01 g eines weissen amorphen
Pulvers vom Smp. ca. 190° (Zers.), das ein Gemisch der «- und f-Form von Carbobenzyloxy-D-
aspartyl-oktapeptid sowie Carbobenzyloxy-p-asparaginsiure und Heptapeptid XIII enthielt.

Zur Abspaltung der Carbobenzyloxygruppe wurden 5,15 g dieses Gemisches mit 125 ml konz.
HCI wihrend 30 Min. auf 40° erwarmt. Die triibe Lésung wurde sodann zur Trockne eingeengt,
der Riickstand pulverisiert und bei 0,02 Torr/40° nachgetrocknet. Das Hydrochlorid (5,66 g) wurde
in 15 ml H,O gelost und durch Umsetzung an einer Sdule (& = 22 mm, 1 = 200 mm) von schwach
basischem und mit 2~ Essigsiure vorbehandelten Ionenaustauscher (Merck II) in das Acetat um-
gewandelt. Das Eluat wurde auf ein kleines Volumen eingeengt und lyophilisiert und ergab 4,78 g
eines Gemisches der freien Peptide in der Acetatform.

Zur Abtrennung des §-Oktapeptides wurde an AlL,O, chromatographiert: Eine in einer Mi-
schung von 2~ NH4 und Methanol (1:1) eingefiillte Siule (& = 50 mm, 1 = 450 mm) von neutra-
lem AlLO, wurde so lange mit diesem Losungsmittelgemisch gewaschen bis praktisch keine an-
organischen Salze mehr im Eluat erschiencn. Die 4,78 g Peptidgemisch wurden dann in 20 ml 2N
NHy - MeOH (1:1) gelost, auf die Sdule aufgetragen und mit dem gleichen Losungsmittel unter
Auffangen von Fraktionen zu je 40 ml chromatographiert. Die Fraktionen 25-30 ergaben beim
Eindampfen zur Trockne 1,61 g eines Gemisches aus o-D-Asp!-Vals-Hypertensin II (XV) und
Heptapeptid XIII, das zur Auftrennung in die beiden Komponenten in eine multiplikative Ver-
teilung i{iber 90 Stufen im System #-Butanol — 0,3M Ammoniumacetat (1:1) eingesetzt wurde
(Phasenvolumen je 20 ml). Aus den Verteilungselementen Nr. 6-16 (Maximum bei 11; K = 0,145)
erhielt man nach Einengen, Lyophilisieren und Nachtrocknen bei 0,02 Torr/45° 836 mg reines
a-p-Aspl-Vald-Hypertensin II (XV). [a]p = —57,8° £ 1° (¢ =1 in 0,58 NaOH); —66,8° 4+ 1°
(¢ =1in 0,5~ HCl). Fiir PC-, DA- und EP-Angaben siche Tabellen 1 und 2.
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XVI: B-p-Aspl-Vals-Hypertensin I 1. Die Fraktionen 35-62 der oben beschricbenen Chromato-
graphie an Al,0, ergaben beim Eindampfen und Trocknen bei 0,02 Torr/40° direkt 2,34 g reines
p-p-Asp!-Vals-Hypertensin II (XVI). [«]p = —53,3° £ 1° (¢ = 1 in 0,58 NaOH); —67,8° + 1°
(¢ = 1in 0,5~ HCI). Tiir PC-, DA- und EP-Angaben siehe Tabellen 1 und 2.

XVIIL: Desamino-Val®-Hypertensin 11.1,037 g Heptapeptid-diacetat XIII und 0,28 ml Tri-
ithylamin wurden in 9 ml abs, Dimethylformamid suspendiert und dazu 100 mg Bernsteinsiurc-
anhydrid in fester Form zugegeben. Nach 30-miniitigem Riihren bei 22° entstand eine klare Losung.
Nach 6 Std. wurde das Reaktionsprodukt durch Zugabe von 40 ml abs. Ather ausgefillt, bei 0° ab-
filtricrt und bei 0,02 Torr/45° getrocknet. Man erhielt 1,085 g Rohprodukt, das im System #-
Butanol - 0,3 Ammoniumacetat tiber 150 Stufen mit Phasenvolumina von je 10 ml multiplikativ
verteilt wurde. Aus den Réhrchen Nr. 2046 (Maximum bei 34; K = 0,3) isolierte man durch Ein-
engen, Lyophilisicren und Nachtrocknen bei 0,02 Torr/45° insgesamt 749 mg reincs Desamino-
Vals-Hypertensin II (XVII). [x]p = —57,8° + 1° (¢ = 1in 0,58 NaOH); —64° 4 1° (c =1 in
0,5~ HCI). Fiir PC-, DA- und EP-Angaben siehe Tabellen 1 und 2.

Abspaltung der Dipeptide aus den Oktapeptiden mit Trypsin. Je 10 mg -1, o-D-, f-L-, §-p- und
Desamino-Vals-Hypertensin IT wurden in 0,25 m! H,O gelést und durch Zugabe von 28 NHj, das
pH auf 8 gestellt. Nach Zugabe von 0,25 ml 0,2 Ammoniumacetatpuffer vom pH 8 und 0,01 ml
einer 1-proz. Trypsinlosung wurde wihrend 3 Std. bei 38° inkubicrt, dann das Enzym durch Zu-
fiigen von 0,05 ml 2~ Essigsdure und 5-miniitiges Erhitzen auf 100° denaturiert und die Losung
lyophilisiert. Der etwas klebrige und hygroskopische Riickstand wurde bei 0,01 Torr/60° nachge-
trocknet. Es resultierte in allen Fillen ein 4quimolares Gemisch von Dipeptid («-L-, ot-D-, f-L-, f-D-
und Desamino-aspartyl-L-arginin) und Hexapeptid, das dirckt chromatographisch und elektro-
phoretisch analysicrt wurde. Die Dipeptide wurden selektiv mit SakacucHI-Reagens angefirbt,
PC- und EP-Werte siche Tabellen 1 und 2. Das aus dem §-1-Oktapeptid erhaltenc Dipeptid erwies
sich erwartungsgemiss als identisch mit dem synthetisch hergestellten f-L-Aspartyl-L-arginin.

Vergleich von B-Aspartyl-L-arginin aus IV mit f-L- und f-D-Aspartyl-L-arginin. Die Auftren-
nung eines Gemisches von f-L- und B-p-Aspartyl-L-arginin in zwei vollstindig voneinander abge-
trenntc Flecke war mit den iiblicherweise verwendeten analytischen Methoden (PC und EP) in-
folge der nur geringen Unterschiede der Wanderungsstrecken nicht méglich. Dagegen gelang die
gewiinschte Auftrennung mittels PC beim mehrtigigen Laufenlassen nach der Durchflussmethode:
0,01 ml einer 1-proz. Losung wurde auf WHATMAN-Papier Nr. 1 aufgetropft und im System 40
wihrend 120 Std. absteigend chromatographiert. Anfirbung mit Ninhydrin., g-L-Aspartyl-L-
arginin : Laufstrecke 11,0 cm; §-D-Aspartyl-L-arginin : Laufstrecke 8,6 cm.

Nach dicser Methode analysiert, crwies sich das aus dem g-Oktapeptid IV isolierte Dipeptid
als Gemisch, bestehend aus 85 & 3% B-L-Aspartyl-L-arginin und 15 £ 3% f-p-Aspartyl-L-arginin.
Die Bestimmung crfolgte durch visuellen Vergleich mit Mischungen der beiden diastereoisomeren
Dipeptide von bekanntem Verhiltnis.

Reaktionsgeschwindigkeiten von Trypsin und Chymotrypsin mit den Oktapeptiden. Je 1 mg
Oktapeptid wurde in 0,1 ml 0,1 Trispuffer (pH == 8) geldst und nach Zugabe von 0,01 ml einer
0,01-proz. Trypsin- bzw. Chymotrypsin-Lésung (Enzym: Substrat = 1:1000) wihrend verschie-
dener Zeiten bei 38° inkubiert (1, 3, 10, 30 und 90 Min., 6 Std., 24 Std. Die wihrend 6 und 24 Std.
inkubicrten Proben enthielten zusitzlich ein Troépfchen Toluol als Schutz gegen Abbau durch
Bakterien). Zur Beendigung der Hydrolyse fiigte man 0,02 ml 2~ Essigsdure hinzu und erhitzte
wihrend 5 Min. im siedenden Wasserbad. Von den so erhaltenen Ldsungen wurden je 0,02 ml auf
Papier aufgetropft und in den Systemen 45 und 54 chromatographiert. Nach Anfirbung mit
Ninhydrin und PauLy-Reagens wurde visuell durch Vergleichen mit bekannten Mengen der Aus-
gangs- und Endproduktc das Ausmass der Spaltung abgeschitzt. Die Mittclwerte der 4 Bestim-
mungen (2 PC-Systeme, 2-Indikatoren) wurden graphisch als Funktion der Zeit dargestcllt und aus
dieser Kurve dic fiir eine 20-prozentige Spaltung notwendige Zeit abgelesen (Fehlergrenze ca.
-+ 109, relativ). Zahlenwerte siche Tabelle 3.

Inkubation mit Leucinaminopeptidase. Zur Aktivierung wurden 1,25 mg Leucinaminopeptidase
(WorTHINGTON) in 0,25 ml 0,2M Trispuffer (pH = 8,5) gelost, dazu 0,0025 ml 1,5M MgCl, und ein
Tropfen Toluol gegeben und wihrend 2 Std. bei 38° inkubiert.

Je 1 mg Oktapeptid wurde in 0,08 ml 0,2m Trispuffer (pH = 8,5 )gelost und mit 0,02 ml der
aktivierten Enzymlésung (Enzym: Substrat = 1:12,5) und einem Trépfchen Toluol wihrend
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5 bzw. 25 Std. bei 38° inkubiert. Zuletzt wurde 5 Min. auf 100° erhitzt und dann je 0,015 ml dieser
Lésungen auf Papier im System 45 chromatographiert und mit Ninhydrin und PauLy-Reagens an-
gefirbt. Die Resultate sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Bei den 4 gegen Leucinaminopeptidase
resistenten Verbindungen waren in den 25-stiindigen Hydrolysaten lediglich Spuren von Spalt-
produkten sichtbar, die auf eine geringe Verunreinigung des Enzyms mit Chymotrypsin und Car-
boxypeptidase zuriickzufithren waren.

Fiir dic Ausfiihrung spezieller analytischer Arbeiten danken wir den Herrcn Dres. HURZELER,
NerERrR und PADOWETZ sowie Herrn E. voN ARX.

SUMMARY

The preparation of the 4 isomeric octapeptides a-L-, 8-L-, a-D-, and §-p-Aspl-Val>-
hypertensin II, and of their parent compound, desamino-Val®-hypertensin II, is
described.

These octapeptides, as well as the dipeptides a-L-, 8-L-, a-D-, 8-D-, and desamino-
aspartyl-L-arginine prepared form the octapeptides by reaction with trypsin, are
compared with each other in respect of their chromatographic and electrophoretic
behaviour.

Upon degradation with trypsin, the various octapeptides display different rates of
reaction, whereas with chymotrypsin they all react at a similar rate. The unnatural
isomers («-D, f-L, f-D) and the desamino compound are completely resistant to
leucine-aminopeptidase.

In the blood-pressure test in nephrectomised rats the 3 unnatural octapeptides
are approximately 509, more active than «-L-Asp!-Vals-hypertensin II, and the
duration of their effect is 2-3 times longer. The desamino compound is only half as
active, though the duration of its effect is similarly prolonged.

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Pharmazeutische Abteilung
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