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258. Synthetische Analoge des Hypertensins. 

V. a+, p-L-, a-D- und P-D-Asp1-Valj-Hypertensin 11; 
Desamino-Val5-Hypertensin I1 1) 

von B. Riniker und R.  Schwyzer2) 

(15. x. 64) 

In  der Mitteilung IV uber synthetische Analoge des Hypertensins [ l j  3, berichteten 
wir iiber die Labilitat der Amid-Seitenkette im Hypcrtensin II und stellten fest, dass 
sicll, neben einer teilwcisen Abspaltung von Asparaginsaure und Bildung von Hepta- 
peptid, das VaFHypertensin II-Asp1-/3-amid (I, in diescr Arbeit als a-~-Asp(NH,)l- 
Val"-Hypertensin I1 bezeichnet) beim Aufbewahrcn in wasseriger Losung bei 50" zu 
90yo in ctVa15-Hypertensin 11)) umwandelt. Wir konnten vorerst das so erhaltene Pep- 
tid von dem aus der gleichen Verbindung durch Hydrolyse mit konzentrierter Salz- 
saure gewonnenen Produkt nicht unterscheiden. Spatcr zeigte sich aber, dass es sich 
bei dem durch Hydrolysc in neutralcni Milieu erhaltenen Material um ein Geniisch 
von hauptsachlich /3-Asp1-Va15-Hypertensin I I (IV) neben wenig a-Verbindung (111) 
handelte [Z ]  . Desgleichen bewirkte auch das Stehenlassen einer wasserigen Losung von 
cc-~-Aspl-Val~-Hypertensin II (11) wahrend 6 Monaten bei 50" cine weitgehende Um- 
wandlung in die P-Form (IV), was beweist, dass diese Transpeptidierungsreaktion 
nicht an das Vorhandensein der Amidgruppe in der Seitenkettc des Asparagins gc- 
bundcn ist. Fur die zur Bildung von Asparagiiisaure und Heptapeptid fiihrendc Hy- 
drolyse wurde ein cyclisches Imid 4, als Zwischcnprodukt vorgeschlagen. Die hier be- 

l) Auszugsweise vorgetragen (B. R.) an der BROOK LODGE Confercnce on Proteins and Poly- 

2, Gegenm%rtig Prof. fiir Molekulare Biologie chemischer Kichtung an der ETH in Zurich. 
3, Die Zahlen in cckigen Klammern verwcisen auf das T.iteraturverzcichnis, S.  2374. 
4, Schcina 4 in [Ij ; in den Schcmata 3-5 ist irrtiimlichermcise der -4rgininrcst \~eggela 

- 

pcptidcs voin 7.--9. X. 1963 in Kalamazoo, Michigan. 
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schriebene Transpeptidierungsreaktion diirfte uber ein ahnliches cyclisches Imid 
(Schema 1) verlaufen, das vorzugsweise nach Weg b zum /3-Peptid IV gespalten wird. 

Analoge Imidbildungen und Umlagerungen finden sehr leicht bei der Alkalibe- 
handlung von Peptiden statt, deren Asparaginsaure- (und Glutaminsaure-) Seiten- 
ketten verestert sind [ 3 ] .  Sie schliessen die basische Verseifung von Estergruppen in 
der Seitenkette dieser Aminosauren als Methode der synthetischen Peptidchemie in 
allen jenen Fallen aus, wo sich der betreffende Aminosaurerest 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) moglich, und wir miissen bei jedem langeren Stehenlassen solcher Ver- 
bindungen in wasseriger Losung bei hoheren Temperaturen (z. B. einige Std. bei 100') 
mit ihrem Eintreten rechnen. Besonders bei grosseren Peptiden besteht die Moglich- 
keit, dass die cr- und B-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 konnteii wir rnit keinem der fur die Pa- 
pierchromatographie untersuchten Fliessmittelsysteme eine geniigende Trennung des 
or-Peptides (111) von der daraus durch Umlagerung entstandenen @-Form (IV) errei- 
chen. Erst die Anwendung von Aluminiumoxid als Tragermaterial fur die Dunn- 
schichtchromatographie, in Kombination rnit basischen Fliessmitteln, ermoglichte 
eine saubere Auftrennung. Durch 'ifbertragung dieser Analyscnmethode in den pra- 
parativen MaBstab fanden wir eine einfache Methode zur Trennung grosserer Mengen 
von a- und B-Hypertensin : Aus einer Saule von neutralem Aluminiumoxid wird beim 
Eluieren mit einem Gemisch von Methanol und ZN Ammoniak (1: 1) das cr-Asp'-Va15- 
Hypertensin I1 rascher desorbiert, wahrenddem die @-Form erst in den spateren Frak- 
tionen erscheint. 

Auf diese Weise wurde ein aus a-~-,4sp(NH,)1-VaPHypertensin I1 (I, Schema 1) 
durch 24-stiindiges Kochen in Wasser erhaltenes Gemisch aufgetrennt und beide 
Komponenten einzeln rnit Trypsin gespalten. Aus dem in ca. 65% Ausbeute gewon- 
nenen uncl an cler Aluminiumoxidsaule langsamer eluierten /3-Oktapeptid I V  wurde 
dabei das Dipeptid 0-Aspartyl-L-arginin (VI) erhalten, das rnit der synthetisch ge- 
wonnenen Verbindung anhand der Elektrophorese und Ninhydrinreaktion 5, identifi- 
ziert wurde und sich deutlich von dem aus dem cr-Oktapeptid I11 gewonnenen WAS- 
partyl-L-arginin (V) unterschied. Die Synthese von ,8-L-Aspartyl-L-arginin (VI) verlief 
in guter Ausbeute durch Umsetzung von Carbobenzyloxy-L-asparaginsaure-or-benzyl- 
ester nach der gemischten Anhydrid-Methode rnit freiem L-Arginin und katalytischer 
Reduktion des so erhaltenen geschutzten Dipeptides VIII. 

Rci der Bildung der Oktapeptide TI1 und IV iiber das i n  Schema 1 formulierte cyclische 
Zwischenprodukt schienen die Voraussetzungen gegeben, dass dabei der Asparaginsaurerest tcil- 
weise oder vollstandig racemisieren wiirdc. Der oben erwahnte Vergleich des aus dern B-Okta- 

5 ,  In  ubereinstimmung mit den von YOUNG und Mitarbeitern [4] [5]  festgestellten Unterschieden 
zwischen a- und ,f?-Aspartyl-dipeptiden fanden wir fur samtliche in dieser Arbeit beschriebencn 
x-Aspartylpeptide rnit freier p-Carboxylgruppe eine violette, fur die B- Aspartylpeptide da- 
gegen eine graublaue Ninhydrinreaktion auf Papier. 
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peptic1 1 V  crhaltenen Dipeptides niit dem s)-nthetisch geivonnenen P-L- Aspartyl-L-arginin konntc 
einc solche Moglichkcit nicht ausschlicssen : Die Auswertung rler optischen Aktivitat war infolge 
der relativ grossen Fehlerbrcitc und wegen des unbekannten Urchungsbeitrages des ,\rgininrestcs 
nicht brauchbar, und dic Isolierung tler A%sparaginsaure aus Clem HC1-Totalhydrolysat ergah 
bxTcgen clcr nicht quantitativcn Ausbcute an kristallinem Material cbenfalls ein ungenaues Rcsultat. 

Eine iIIBglichkcit zur Bcstimmung der Raccmisierung war uns erst spater gegeben, als wir das 
p-D-Aspl-valj-Hypertensin 11 (XVI, S. 2362) ebenfalls mit Trypsin abbauten und daS dabei ent- 
standene P-D-Aspartyl-L-arginin vom synthctisch gewonncnen P-~-Xspartyl-~-arginin in dcr 
Papierchromatographie zu untcrscheiden lernten. Bcim Verglcich dieser beiden Verbindungen rnit 
Clem aus  dem P-i\spl-ValS-Hypertcnsin 11 (IV) durch Trypsinabbau erhaltenen und ini Papier- 
chromatogrdmm in seine beiden diastercoisomeren Komponentcn aufgetrcnnten Dipcptid konnte 
(lessen Gchalt an D-Asparaginsiiure aus der Intensitat cler Yinhydrinreaktion zu ca. IS:/, errnittelt 
werdcn. 

In welchem Ausmass auch das aus dcm cc-r-Xsp(NH,)'-Val5-Hypertensin 11 (I) beim Ver- 
kochen mit Wasser entstehendc cc-Asp1-Va15-Hypertensin 11 (V) racemisiert wird, wurdc bishcr 
noch nicht untersucht. 

Die 4 isomeren bzw. stereoisomeren Verbindungen x-L-, p-L-, CI-D- und ,t-~-Asp'- 
T.'al5-HHypertensin I1 unterscheiden sich voneinander lediglich durch die Lage der 
Aminogruppe in der Kohlenstoffkette der Asparaginsaure. Die allen zugrunde liegende 
Stammverbindung ohne N-terminale Aminogruppe ist das Desamino-VaPHyper- 
tensin 11. Zur Abklarung der Frage, welche Bedcutung der Lage dieser hminogruppe, 
bzw. deren Vorhandensein uberhaupt, fur die Eiitfaltung der biologischen Aktivitat 
[6] sowie fur das Verhalten des Peptides gegenuber verscliiedenen Enzymen !7! zu- 
kommt, entschlossen wir uns fur die im folgenden beschriebene Reindarstellung aller 
5 Verbindungen. 

Synthesen der verschiedenen Val5 -Hypertensin 11- Analogen. - 1)  a-L-Asp'- 
Va15-Hypertensi.n 11. Die Herstellung dieser Verbindung, ausgehend von GI-L- 

Asp(NH,)1-Va15-Hypertensin 11, beschrieben wir schon vor langerer Zeit [S]. Unter 
den von uns iiblicherweise angewandten Bedingungen fur die saure Hydrolyse der 
Asp-@-amidgruppe (I Std. bei 40-45" mit konz. HCI) tritt jedoch, wenn auch in sehr 
geringem Ausmass, das entsprechende /?-Oktapeptid als Nebenprodukt auf. Solche 
Transpeptidierungen unter stark sauren Bedingungen wurden bereits von SANGER 
und Mitarbeitern als Nebenreaktionen bei der Partialhydrolyse (z. €3. 2 Tage bei 37" 
mit konz. HC1) von Aspartylpeptiden beobachtet, gleichzeitig mit den bei dieser Um- 
lagerung als Zwischenprodukte auftretenden cyclischen Imiden [Sj. 

Das unter milden Bedingungen mit konzentrierter Salzsaure aus Clem CI-L- 

A~p(NH,)~-Val~-Hypertensin I1 erhaltene Gemisch, das neben dem gewiinschten M- 
und Spuren von p-Oktapeptid noch vie1 Ausgangsmaterial sowie ca. 1076 verschiede- 
ner Spaltprodukte enthielt (Schema 2), wurde durch multiplikative Verteilung gcrei- 
nigt. Aus dem so von den ubrigcn Komponenten abgetrennten Gemisch von a- und 
@-Hypertensin wurde durch Saulenchromatograpliie an Aluminiumoxid das X-L-ASPI- 
Val5-Hypertensin I1 als einheitliche Verbindung erhalten. 

2)  B-L-nspl-Val"-Hypertelzsiiz 11 (Schema 3). - a)  Der in [1] als Roliprodukt be- 
schriebene Carbobenzyloxv-heptapeptid-methylester IX wurde durch Umfallen aus 
organischcn Losungsmittelgemischen weiter gereinigt und dann die Carbobenzyloxy- 
gruppe mittels HBr in Eisessig abgespalten. Der dabei cntstandene freie Heptapeptid- 
ester X wurde mit Carbobenzyloxy-L-asparaginsaure-a-benzylester nach der gemisch- 
ten Anhydrid-Methode zum geschutzten 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 p-~-Aspl-Val~-Hypertensin I1 (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 friiher dar- 
gestellten Heptapeptides XI11 [l] zur Kondensation rnit Carbobenzyloxy-L-aspara- 
ginsaure-a-benzylester nach der Anhydrid-Methode in Tetrahydrofuran-Wasser als 
Losungsmittel. Durch Hydrierung des dabei entstandenen Zwischenproduktes XIV 
wurde direkt das freie /I-Oktapeptid XI1 erhalten, allerdings in schlechterer Gesamt- 
ausbeute als auf dem ersten Wege. 

3) K-D- zlnd /I-u-Aspl-VaPHypertensi.n I I. Carbobenzyloxy-L-asparaginsaure-an- 
hydrid reagiert rnit Aminosaureestern unter Bildung eines Gemisches von u- und /3- 
Dipeptiden [5]. In analoger Weise liondensierten wir Carbobenzyloxy-masparagin- 
saure-anhydrid mit dem freien Heptapeptid XIII, wobei wir ein Gemisch von ca. 25% 
u- und 75% p-Oktapeptid erhielten. Nach der Abspaltung der Carbobenzyloxygruppe 
rnit konzentrierter Salzsaure und Umwandlung in das Acetat erfolgte die Aufspaltung 
in u- und 8-Oktapeptid an einer Aluminiumoxidsaule. (Schema 4.) Das letztere (XVI) 
resultierte dabei in reiner Form, wahrenddem das u-Peptid (XV) zusammen mit un- 
reagiertem Heptapeptid im Eluat erschien und zur endgiiltigen Reinigung noch eine 
multiplikative Verteilung durchlaufen musste. 

4) L)esamino-Va15-Hypertensin II. Von ARAKAWA, SMEBY & BUMPUS [lo] wurde 
durch Kondensation von Bernsteinsaureanhydrid rnit Nitro-L-arginyl-L-valyl-L-tyro- 
syl-~-isoleucyl-~-histidyl-~-prolyl-~-phenylalanin-~-nitrobenzylester und nachfolgende 
Hydrierung der Nitro- und 9-Nitrobenzylester-Gruppen das Desamino-Ile5-Hyper- 
tensin I1 hergestellt. In unserer Synthcse des Val5-Analogen wahlten wir die direkte 
Kondensation von Bernsteinsaureanhydrid mit dem freien Heptapeptid XIII, wobei 
wir in einheitlicher Reaktion und rnit guter Ausbeute das Desamino-VaKHyperten- 
sin I1 (XVII) erhielten (Schema 4). 

Schema 4 :  Synthese von cc-~-Asp'-, P - D - A S ~ I -  und Desamino-Va15-Hypertcnsin I I 

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

Gcmisch von GI- uiid p-Peptid HOOC- (CH,),-CO-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe . OH 

I 
Chromatographie an A1,0, 

XVI I ,  Desamino-Val6-Hypertensin I1 

1 H . asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe OH 

XS', a-~-Asp~-Val~-Hypertensin I1 

H .  asp. OH I-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe . OH 

XVI, ~-~-Asp~-Val~-Hypertensin I1 
(D) (D) 
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Differenzierung mittels Chromatographie und Elektrophorese 
Bei der Ggenuberstellung der chromatographischen und elcktrophoretischen Eigcnschaftcn 

dcr 4 isomeren Oktapeptide sowie der Desamino- und der cc-L-Asp(NH,)l-Verbindung war ein Ver- 
glcich mit den entsprechcnden N-terminalen Dipeptiden erwiinscht. Diese Xvurden, zusammen mit 
dem Hcxapeptid H * Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe *OH, ails den Oktapeptidcn durch Inkubation mit 
Trypsin erhalten. Zur Chromatographie bzw. Elektrophorcse wurdcn diese Gemische von Di- und 
Hexapeptid direkt verwendet, wobei jedoch selektiv nur die Dipeptidc durch Bespriihcn mit 
Sal<AGUcHI-Reagens nachgewiesen wurden. 

Die Rf-Werte der Papier- und Dunnschicht-Chromatographic ebenso wic die in der Papier- 
elektrophorese ermittelten Wanderungsstrccken sind erfahrungsgemass betrachtlichen Schwan- 
kungen unterworfen. Eine hohe Genauigkeit der im folgenclen diskutierten Werte relativ zueinan- 
der w i d e  aber dddurch gewahrleistet, dass samtliche zu vergleichenden Substanzproben in wieder- 
holtrr Weise und auf demselben Papierbogen nebeneinanderliegend untcrsucht wurden. 

Papierchromatographie. Die Rf-Werte der 4 isomeren Okta- bzw. Dipeptide sowie 
der M-L-As~(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 fur die Gruppe der 
4 isomcren Dipeptide. Bemerkenswert sind jedoch die beiden folgenden Inversionen : 

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

b) Im System 40 hat das #I-L-Oktapeptid den kleineren Rf-Wcrt als die P - D - F O ~ ,  
uncl wiederum verhalten sich die beiden Dipeptide umgekchrt . 

L)iilz?zschichtchromut~gra~hie, In Tabelle 1 ist nur die bereits crwahnte Chromato- 
graphic auf Aluminiumoxid in den beiden basischen Losungsmittelsystemen 45 und 
104 aufgefuhrt, wo eine gute Auftrennung der u-Oktapeptide von den isomeren 8- 
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 stereoisomeren Formen (u-L gegenuber a-D und 
@-L gegeniiber B-D) sind bedeutend weniger ausgepragt, doch weisen in beiden Syste- 
men die D-Formcn etwas hohere Rf-Werte als die L-Formen auf. 

Papierelektrophorese (Tab. 2 ) .  Im neutralen pH-Bereich sind die 4 isomeren Okta- 
peptide erwartungsgemass nicht zu unterscheiden. Im sauren und alkalischen Bereich 
treten jedoch hauptsachlich zwischen den beiden %-Formen einerseits und den #I-For- 
meri anderseits Unterschiede zutage, die durch die unterschiedlichen pK-Werte der 
Amino- und Carboxyl-Gruppen der u- und fi-Asparaginsaurcreste bedingt sind. Ana- 
logc Verhaltnisse wurden von SWALLOW und Mitarbeitern [ll] schon fruher an den 
beiden Formen von N"-(L-Aspartyl)-L-lysin beobachtet und analysiert . 

Die kleineren Unterschiede, welche sich - mit Ausnahme der beiden 8-Formen bei 
pH 2,4 - zudem im sauren und basischen Bereich auch zwischen den stereoisomeren 
Pormen zeigen, widerspiegeln die Abhangigkeit der pK-Wertc von stcrischen Ein- 
flussen [JZ]. 

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 a-L-Asp{NH,)l-Val-Hypertensin I1 gegeniiber verschiedenen proteo- 
lytischen Enzymen [7]. Gemass ihrer Spezifitat fur basische bzw. aromatische Amino- 
sauren spalten Trypsin die Bindung Arg2-Va13 und Chymotrypsin Tyr4-VaI5. Leucin- 
aminopeptidase spaltet die ersten 5 Aminosauren ab und lasst das C-endstandige Tri- 
peptid H.His-Pro-Phe.OH intakt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit interessierte 
es uns, welchen Einfluss die verschiedenen Formen der N-endstandigen Asparagin- 
saure auf das Verhalten des Oktapeptides gegeniiber den 3 genannten Enzymen aus- 
uben wiirde. 

Trypsin. Die 6 Varianten von Val5-Hypertensin I1 wurden unter identischen Be- 
dingungen rnit stark verdiinnter Trypsinlbsung inkubiert und das Ausmass der Spal- 
tung nach verschiedenen Zeiten chromatographisch bestimmt. In Tabelle 3 sind die 
fur eine 20-prozentige Spaltung erforderlichen Inkubationszeiten aufgefiihrt. Der 
starke Einfluss der verschiedenen Modifikationen am Aminoende ist an den bis zum 
Faktor 30 (u-L gegeniiber B-L) voneinander differierenden Werten ersichtlich. Uber- 
raschenderweise wird gerade die dem natiirlichen Hypertensin ents$reckende a-L-Form 
mit grossem A bstand am langsamsten gespalten. 

Clzynzotry+sin. Die in gleicher Weise wie mit Trypsin durchgefuhrten Versuche er- 
gaben nur undeutliche Unterschiede fur die zur 20-prozentigen Spaltung notwendigen 
Inkubationszeiten. Dieser Umstand durfte in erster Linie auf die grossere Distanz des 
modifizierten Asparaginsaureesters vom Ort des Enzymangriffs zuruckzufiihren sein. 

Leucinaminopeptidase. Dieses Enzym ist erwartungsgemass nicht imstande, die 3 
unnatiirlichen Isomeren u-D, ,&L und p-D anzugreifen; das gleiche gilt auch fur das 
Desamino-Hypertensin. 

Von den beiden Oktapeptidcn rnit der cc-L-Konfiguration wird dasjenige rnit der 
freien B-Carboxylgruppe sehr vie1 langsamer angegriffen als die Asp'-p-amid-Verbin- 
dung. In beiden Fallen 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 Asparaginsaure von Leucin- 
aminopeptidase wesentlich langsamer abgespalten werden als die nachfolgenden 
Aminosauren. 

Im Gegensatz zu diesen Vcrsuchen rnit Leucinaminopeptidase sind die Resultate, die wir bei 
der Inkubation rnit menschlichem Plasma, Rattenserum und Nierenextrakt crhielten [13j : Der 
Abbau, der bei den beiden a-L-Vcrhindungen hauptsachlich vom Aminoende her erfolgte, zeigte 
nur geringe Unterschiede zwischen cc-~-Asp~-Val~-Hypertensin I1 und dessen Aspl-/$amid, und zu- 
dem wurde Asparaginsaure bzw. Asparagin rnit ahnlicher Gcschwindigkeit wie die nachfolgenden 
Aminosauren abgcspalten. Dies fiihrte zur Annahme, dass die am biologischen Abbau von Hyper- 
tensin massgebend beteiligte Aniinopeptidasc verschieden von Leucinaminopeptidase sein miisse. 
Aus anderen Uberlegungen kamen auch KHAIRALLAH und Mitarbeiter [14] zur gleichen Schluss- 
folgerung. Sie schlagcn vor, das mijglicherweisc mit der von GLENNER, MCMILLAN & FOLK [I51 
aus Rattenleber isolierten Aminopcptidase A identische Enzym als Angiotensinase A zu bezeichnen. 

Biologische Aktivitaten. - Die Prufung an der nierenlosen Ratte 6, (kurzdauern- 
der, durch Gefasskontraktion bedingter Blutdruckanstieg nach intravenoser Injek- 
tion) ergab fur die 3 Formen a-D, B-L und /3-D cine um ca. 50% hohere Aktivitat beim 
Vergleich rnit dem natiirlichen cc-L-Hypertensin und dessen Aspl-/3-amid. Bei Injek- 
'3) Die freundliche Uberlassung der Priifungsresultate verdanken wir Herrn Dr. H. BRUKXER 

von unserer biologischen Abteilung. 
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tion von aquipressorischen Dosen zeigten die 3 genannten Verbindungen zudem eine 
ca. 2- bis 3-fach verlangerte Wirkung. Diese Verstarkung und Verlangerung der Wirk- 
samkeit ist wahrscheinlich auf die Resistenz gegenuber Aminopeptidasen zuruckzu- 
fiihreI1, was einerseits aus den Versuchen rnit Leucinarninopeptidase, anderseits aus 
der chromatographischen Auswertung der Inkubationen rnit Plasma, Rattenserum 
und Nierenextrakt hervorgeht [13]. 

Die Desaminoverbindung, die ebenfalls gegen Aininopeptidasen resistent ist, 
zeigte nur eine halb so starke pressorische Aktivitat wie ~-~-Aspl-Val~-Hypertensin 
II’), oder nur ein Drittel, wenn es rnit den 3 unnaturlichen Aspartyl-Isomeren ver- 
glichen wurde. Dies beweist, dass die Gegenwart der N-endstandigen Aminogruppe 
fur die Entfaltung der vollen biologischen Aktivitat notwendig ist. Der Befund, dass 
die 3 Isomeren Q-D, 8-1. und 8-u unter sich gleich aktiv sind, zeigt aber, dass die Stel- 
lung dieser Aminogruppe innerhalb des Asparaginsaurerestes ohne Bedeutung ist. 
Wird die Desaminoverbindung in aquipressorischer Dosis rnit den ubrigen Verbindun- 
gen verglichen, so zeigt sich auch hier, wieder infolge der Aminopeptidaseresistenz 
eine gegenuber dem naturlichen cr-~-Aspl-Val~-Hypertensin I1 2 bis 3-fach verlangerte 
Wirkungsdauer. 

Experimenteller Teil 
Die Smp. wurden in ciner offencn Kapillare bestimmt und sind nicht korrigicrt. 
Abkiirzungen : PC: absteigende Chromatographie auf WHATMAN-Papier Nr. 1 ; D.4 : Dunn- 

schichtchromatographie auf Aluminiumoxid Typ D 5 (FLUKA) : DS : Diinnschichtchromatographie 
auf Kieselgel G nach STAHL (MERCK) ; El? : Kiederspannungselektrophorese auf Papierbogen 
SCHLEICHER & SCHUELL Nr. 2043b. in der Apparatur der Firma LKR, Stockholm. 

Der Nachweis auf Chromatogrammcn und Papierclektrophoresen erfolgte mit Ninhydrin, 

Die Chromatogramme wurden mit folgenden Losungsmittelsystemen ausgefuhrt (Zahlen- 
angaben in Volumenteilen, wo nicht anders angegeben) : 40 = n-Rutanol, Athanol, H,O 
(100 : 100 : 50) ; 43 = t-Amylalkohol, Isopropanol, H,O (100 : 411 : 55) ; 43 A = t-Amylalkohol, ISO- 
propanol, H,O (100:40:10); 45 = s-Butanol, 3% KH, in H,O (100:44); 52 = n-Butanol, Eisessig, 
H,O (100 : 10 : 30) ; 54 = s-Butanol, Isopropanol, Monochloressigsaure, H,O (70 ml : 10 ml : 3 g : 40 ml) ; 
56 = s-Butanol, Isopropanol, 0,71 yo Natrium-diathylbarbiturat in H,O (100: 15: 70) ; 87 = Iso- 
propanol, Amcisensaure, H,O (100 : 5 : 25) ; 100 = Athylacetat, Pyridin, Eisessig, H,O (62 : 21 : 6 : 11) ; 
104 = Chloroform, Methanol, 17% NH, in H,O (20:20:9) ; 110 = Athylacetat, n-Butanol, Pyridin, 
Eisessig, H,O (80:40:40:12:19). 

PALILY-, REINDEL-HOPPE- oder SAKAGUCHI-RCagenS. 

Trispuffer ist aus Tris-hydroxymethyl-aminomethan und HCI hergestellt. 
Die freien Oktapeptide sind amorphe Vcrbindungen von unscharfem Schmelzpunkt (unter 

Zcrsetzung), die je nach Trocknungsbedingungen wechselnde Mengen von Wasser und Essigsaure 
(bei Isolierung aus Ammoniumacetat enthaltenden Lijsungen) einschliessen. Der spektrophoto- 
metrisch bcstimmte Peptidgehalt (nach Trocknung bei 4045’ im Hochvakuum) bctragt fur die 
4 isomercn hspartyl-Hypertensinc 85-90 Yo, fur die Asparaginylverbindung 80-85 %. Bei hoherer 
Temperatur getrockncte Oktapeptide weisen wohl einen hohcrcn Peptidgehalt auf, sind dann aber 
hygroskopisch. Elementaranalysen sind zur Charakterisicrung solcher Vcrbindungen wenig sinn- 
~011, hingegen wurde deren Reinheit durch einheitliches chromatographisches Verhalten in ver- 
schiedcnen Systemen (Tab. l ) ,  sowie anhand der Elcktrophorese bei verschiedenem pH (Tab. 2 )  
gepruft. 

Neutrale HydroZyse volz CC-L-AS@(NH,)~- I’a15-Hypertensin I t .  6,0 g Oktapeptid-diacetat (I) mit 
eincm Peptidgchalt von 83% wurden in 300 ml H,O gelost (pH ca. 6) und 24 Std. untcr Riickfluss 
crhitzt. Nach dem Eindampfen im Vakuum auf 20 ml und Lyophilisicren erhielt man 5,6 g Hydro- 
lysegemisch, das in einc multiplikative Verteilung iiber 300 Stufcn im System 0,3 M Xmmonium- 

’) Dicses Resultat steht in Ubcreinstimmung rnit dcm Verhaltnis, das ARAKAWA, SMEBY B 
BUMPUS [I 01 beim Vergleich der entsprechendcn Verbindnngcn der Ilc6-Reihe fanden. 
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acctat-wButanol-Methanol (4: 4 : 1) eingesetzt wurdc. 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, lyophilisicrt und bei 0,02 Torr/4Oo bis zum konstanten Gewicht 
nachgetrocknet. Aus den Elementen Nr. 90-118 (Maximum bei 104; K = 0,53) erhielt man insge- 
samt 4160 mg eincs Gemisches von ca. 9 Teilen B-Aspl-Va15-Hypertensin I1 und ca. 1 Teil a-Asp1- 
Va15-Hypertensin I18). Nr. 138-161 eigaben 710 mg reines Heptapeptid H*Arg-Val-Tyr-Val-His- 
Pro-Phc-OH (Maximum bei 149; K = 0,99). Der Rest der Substanz bestancl aus 3 bis 4 mengen- 
massig unbedeutenden Verbindungen (eine davon konnte als Hcxapeptid HaVal-Tyr-Val-His-Pro- 
PheOH identifiziert werden) und wurde verworfen. 

111: cc-Asp1-Vals-~ypertensin I I .  Zur Auftrennung von M -  und ,Q-Oktapeptid wurden 3,39 g von 
Fraktion 90-118 der obigen Verteilung in 25 ml einer Mischung von 2 N NH, und Methanol (1 : 1, 
Volumenteile) unter leichtem Erwarmen gelost und auf eine im gleichen Losungsmittelgemisch 
aquilibrierte Saule von neutralem A1,0, aufgetragen ( @  = 3 cm, 1 = 40 cm). Eluiert wurde in 
12 Fraktion von je 100 ml 2~ NH3-Mcthanol 1 : l .  Zur Isolierung der Peptide wurde im Vakuum 
auf ungefahr die Halfte eingeengt, 2 ml 2~ Essigsaure zugcgeben, bis auf ca. 4 ml weiterkonzen- 
triert, lyophilisiert und bei 0,02 Torr/45" nachgetrocknet. Die Fraktionen 3 und 4 ergaben insge- 
samt 380 mg chromatographisch reines cc-Oktapeptid, das jcdoch noch ca. 20% anorganische 
Begleitstoffe enthielt. (Na,SO,, K,SO, und (NH4),S0,. aus der Al,O,-Saule eluiert.) Das reine 
u-Asp1-Va15-Hypertensin I1 wurde daraus durch Aussalzen der in wenig Wasser geldsten Probe mit 
konzcntrierter Ammoniumacetatlosung, Abfiltriercn und Trocknen bei 0,OZ Torr/50" isoliert. Man 
crhielt so 240 mg eines amorphen Pulvers vom Zersetzungspunkt ca. 225". [MID = - 59,4" 1" 
(c = 0.9 in 0 . 5 ~  NaOH); -65,4" & 1" (c = 1 in 0 , 5 ~  HC1). DA: Rf = 0,35 (45); 0.40 (104). 
EP: -13,5 cm (pH 2,4, 16 Std., 2 V/cm); -9,5 cm (pH 5,0, 20 Std., 3,75 V/cm); +8  cm (pH 9,l. 
24 Std., 3,75 V/cm). Ninhydrinreaktion violett. 

IV: /3-Asp1- VaZ5-Hype~tensin I I .  Die Eluate Nr. 6 bis 11 der Fraktionierung an .41,0, crgaben 
total 3130 mg chromatographisch reines P-Oktapeptid, mit 5-1074 anorganischen Begleitstoffen. 
Zur Abtrennung wurde unter Erwarmcn in 15 ml H,O gelost, rnit 30 ml hcissem Methanol versetzt 
und auf 0" abgekiihlt. Das so gefallte Oktapeptid wurde abfiltriert, rnit wcnig eiskaltem Methanol- 
H20-Gemisch (3 : l )  gewaschen und bei 0,02 Torr/50" getrocknet. Man erhielt 2090 mg reines 
,!-Aspl-Val5-Hypertensin 11 als amorphes Pulver, Zers. ca. 235". [KID = -65,9" & 1" (c = 1 in 
O , ~ N  NaOH); -70,7" f 1" (c = 1 in 0 , 5 ~  HC1). DA: Rf = 0,22 (45); 0,11 (104). EP:  -11,5 cm 
(pH 2,4, 16 Std., 2 V/cm); -9,5 cm (pH 5,0, 20 Std., 3,75 Vlcm); + 4  cm (pH 9,1, 24 Std., 3,75 
V/cm. Ninhydrinreaktion graublau. 

VI: p-As+urtyZ-L-ayginin aus I V .  1.04 g ,Q-Aspl-Va15-Hypcrtcnsin I1 (IV) wurden in 50 ml 
0 , l ~  Ammoniumacetatlosung gelost, das pH mit 2~ NH, auf 8 cingestellt und nach Zugabc von 
2,3 ml einer 1-proz. Losung von Trypsin wahrcnd 1 Std. bei 38" inkubiert. Zur Denaturierung des 
Enzyms wurde zum Schluss rnit 2~ Essigsaure angesauert und wahrencl 5 Min. auf 100" erhitzt. 
Eine Probe zeigte bei der chromatographischen Kontrolle die vollstandige Spaltung zu Di- und 
Hcxapeptid. Die Losung wurde nun auf 5 ml konzcntriert, lyophilisiert und bei 0,02 Torr/6Oo nach- 
getrocknet. Das Rohprodukt wurde im System 0 , 4 ~  Ammoniumacetat-n-Butanol-Methanol 
(10:10:3) uber 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 B-Dipeptid-monoacetat als amorphes, stark 
hygroskopisches Pulver. Zur Analyse wurde es in wenig H,O aufgenommen, lyophilisiert und 
16 Std. bei 0,05 Torr/100" nschgetrocknet. [ M I D  = - 3" & 1" (c = 0,9 in O , ~ N  NaOH) ; + 3" 5 1" 
(c = 0,9 in O , ~ N  HC1). EP: -10,s 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/cm). Ninhydrinreaktion graublau. 

C12H2807N5 Ber. C 41,26 H 6,64 N 20.05% 
(Monoacctat; 349,34) Gef. ,, 40,45 ,, 6,80 ,, 19,68% 

V:  a-Aspartyl-L-urginin UUS I I I .  10 mg a-Aspl-Val5-Hypcrtcnsin I1 (111) wurden in 0,5 ml 
0 , l ~  Ammoniumacetat gelost und bei pH 8 mit 0,02 ml einer 1-proz. Trypsinlasung wahrend 
11/, Std. bei 38" inlrubiert. Nach Zugabe von 0,05 ml Z N  Essigsaure wurdc 5 Min. aul 100" erhitzt, 

x, Die 5 Fraktionen des Substanzmaximums in Nr. 90-118 zeigten untcr sich keine deutlichen 
Unterschiede des Verhaltnisses von M -  zu 8-Oktapeptid, d. h. die beiden Verbindungen weisen 
in dem hier verwcndctcn Verteilungssystem nahezu denselbcn K-Wert aul. 
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lyophilisiert und bei 0,02 Torr/40° nachgctrocknet. 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: - 1 4 5  cm (pH 2,4, 16 Std., 2 v/cm) ; - 7,5 cm (pH 5,0, 
20 Stcl., 3,75 V/cm); +17 cm (pH 9,1, 24 Std., 3,75 V/cm). Ninhydrinreaktion violett. 

VIII : Z.Asp.OBzl I-Arg. O H ,  Carbobenzylo,~y-(u-benzyl)-/?-L-aspartyl-L-arg~n~n. 3,57 g Z.ASp. 
OBzlg) und 1,54 ml Triathylamin wurden in 40 ml abs. Tetrahydrofuran gelost und auf - 10" ge- 
kuhlt. Dazu liess man bei - 10" 1,32 ml Chlorameisensaure-isobutylester tropfen und ruhrte 
wahrend 15 Min. bei - 10". Nach Abkiihlen auf - 15" versetzte man rasch rnit einer auf 0' ge- 
kiihlten Liisung von 2,61 g L-Arginin in 20 ml H,O und ruhrte die homogene Usung 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-Pctrolather um- 
gefallt und ergab 3,77 g Reinprodukt voni Smp. 182-183' (Zers.). Zur Analyse wurde nochmals aus 
Methanol-H,O umkristallisiert und iiber Nacht bei 0,02 Torr/60' getrocknet : Feine Nadelchcn vom 
Smp. 182-184" (Zers.). [ u ] ~  = -7,3" f 1" (c = 0,95 in 90-proz. Methanol). US: Rf = 0,43 (52); 
0,25 (100). 
C25H3,0,N5 (513,54) Rer. C 58,47 H 6,023 N 13,64% Gef. C 5820 H 6,OO N 13.687; 

VI  : B-L-Aspartyl-L-arginin aus V I I I .  1,026 g Z*Asp.0BzlL,4rg.0H wurden in 25ml Methanol- 
H,O 1 : 1 suspendiert und rnit 300 mg Palladiumkohle (1 0% Pd) unter CO,-Absorption in der 
Schiittelente bei Normaldruck hydriert. Die H,-Aufnahmc (96 ml) war in 2 Std. beendet. Nach 
3 Std. wurde filtricrt, 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,,HI,0,N5 (289,29) Ber. C 41,52 H 6,62 N 24,21% Gef. C 41,51 H 6,65 N 24,03% 

Zur Umwandlung des freien Dipeptides in das Acetat wurden 240 mg VI in 1 ml 2~ Essigsaure 
gelost, lyophilisiert und der stark hygroskopische Ruckstand zur Analyse iiber Nacht bci 0.02 
Torr/100" nachgetrocknet. [aC]D = -4,9" f 1" (c = 1 in O , ~ N  NaOH); +6,1" f 1" (c = 1 in 
O , ~ N  HCl). Fur PC- und EP-Angaben siehe Tabcllen 1 und 2. Ninhydrinreaktion graublau. 

I-- 

I- 

C1ZH2307N5 Ber. C 41,26 H 6,64 N 20,05% 
(Monoacetat; 349,34) Gef. ,, 41,52 ,, 6,71 ,, 19,8Z% 

11: a-~-Aspl-VaZ~-Hypertensin I I .  1,s g u-~-Asp(NH,)~-Val~-Hypertensin I1 (I, Peptidgehalt 
83%) wurden in einem Glasrohr zusammen rnit 15 ml konz. HC1 eingeschmolzen und wahrend 
1 Std. auf 45" erwarmt. Das Reaktionsgcmisch wurde sodann zur Trockne eingeengt, pulverisiert 
und bei 0.05 Torr/60" nachgetrocknet. Man erhielt 1,51 g Hydrochlorid-Gemisch. das znr Um- 
wandlung in das Acetat langsam durch eine Saule ( 0 = 13 mm, 1 = 250 mm) von schwach basi- 
schem lonenaustauscher (MERCK 11) in der Acctatform filtriert wurde. Das Eluat wurde auf ca. 
10 ml eingeengt und dann lyophilisiert. Das so gewonnene Acetat-Gemisch (1,49 g) wurde zur 
Vorreiiiigung eincr multiplikativcn Vertcilung im System n-Butanol - 0,3 M Ammoniumacetat 
(1 : 1) iiber 250 Stufen rnit Phasenvolumina von je 10 ml unterworfen. Aus den Verteilungselemen- 
ten Nr. 20-40 (Maxima bei 30; K = 0.14) resultierten beim Eindampfen zur Trockne 320 mg 
cc-~-Aspl-Val~-Hypertensin I1 mit Spuren von /%Verbindung als Verunreinigung, wahrcnddem aus 
den Elementen Nr. 54-69 (Max. bei 62; I< = 0,33) 980 mg praktisch reines Ausgangsmaterial (I) 
zuruckgewonnen wurden. Die iibrigen Verteilungselemente enthiclteu verschiedenc, durch Ketten- 
spaltung cntstandene Hydrolyseproduktc in kleinen Mengen und wurden nicht aufgearbeitet. 

Zur Rbtrennung des /?-Hypertensins wurden die 320 mg Rohprodukt aus Nr. 20-40 an .41,0, 
chromatographiert : Eine Saule (c7 = 14 mm, 1 = 200 mm) von neutralem Alz03 wurde zur Vor- 
bereitung so lange rnit einem Gemisch von Methanol und ZN NH, (1 : 1) durchgewaschen, bis im 
Eluat keine anorganischen Sake mehr nachwcisbar waren (Dauer ca. 30 Strl.). Die Substanz, ge- 

9, Hergestellt nach [16]. Der gleichzeitig entstehende /?-Bcnzylester kann durch mehrmaliges 
Kristallisieren aus Essigester-Hexan quantitativ abgetrcnnt wcrden. Seine Gcgenwart ist am 
einfachsten chromatographisch (DS, System 110) nachzuweisen: Z.Asp.OBzl, Rf = 0.84; 
Z-Asp(OBzl)-OH, Rf = 0.78. Die oberlassung von vollstandig isomerenfreiem a-Benzylester 
verdanken wir Herrn J. STUTZ von nnserer Retriebsabteilung. 
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lost in 3 ml Methanol - 2~ NH,, wurde nun auf dic Saule gebracht und in Fraktionen zu jc 6 ml 
cluiert. Fraktion 5 und 6 cnthielten 250 mg reines a-~-Asp~-Val~-Hypertensin 11 (II), wahrcnddem 
die spatercn Eluate aus Gemischen von a- und B-Pcptid bestanden. Das reine I1 wurde durch 
Losen in 2 ml 1~ Essigsaure, Lyophilisieren und Nachtrocknen bei 0,02 Torr/45' in das Acetat 
iibergefiihrt. [&ID = -53" f 1" (c = 1 in 0,5x NaOH); -58.7" f 1" (c = 1 in 0 . 5 ~  HCl). 
Fur PC-, DA- und EP-Angaben siche Tabellen 1 und 2. 

XI[: B-~-Aspl-BaF-HyPertensin II. -a) Ausgehend vom geschiitzten Heptupeptid I X :  Das in [ l ]  
beschriebene Z.Arg(NO,)-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phc.OMe enthielt ungefahr 20% eines unbekaun- 
ten Nebcnproduktes. Uicses konnte durch mehrmaliges Umfdlen aus Methanol-Aeetonitril und 
aus Methanol-Essigester cntfernt werden. Das so gereinigte amorphe Keptapeptid IX wics einen 
Smp. von 213-215" (Zers.) auf und war chromatographisch cinheitlich. [ c c ] ~  = -65" &- 1" (c = 
1 in Methanol). DS: Rf = 0,73 (43); 0,50 (52). 

C,4H,10,,N,3 (1110,24) Bcr. C 58,42 H 6,45 N 16,40% Gef. C 58,19 H 6,43 N 10,2676 
Zur Abspaltung der Carbobenzyloxygruppe wurden 3 g gcschiitztes Heptapeptid IX in 15 ml 

abs. Eisessig unter leichtem Erwarmen gelost, bei 20" rnit 15 ml 5~ HBr in Eisessig vcrsetzt und  
wahrend 20 Min. stehengelassen. Die klare, gelbe Losung wurde sodann bei 14 Torr auf ca. 15 ml 
eingeengt, wobci das Heptapeptidestcr-hydrobromid als schmierigcr Niederschlag ausficl. Durch 
Zugabe von 50 ml abs. Ather und Zerreiben bei 0" wurdc die Fallung pulverisiert und dann ab- 
filtriert und rnit abs. Athcr gewaschcn. (Trihydrobromid von X; Bcr. Br 19,7y0, Gef. 20,4Y0.) Ohnc 
weitere Trocknung wurde in 15 ml H,O gelost, rnit Na&O, bci 0" alkalisch gemacht und mit 
n-Butanol extrahiert. Die Butanolphase wurde mit H,O neutralgcwaschcn und bei 14 Torr/50" 
eingeengt, bis eine breiige Fallung entstand. Nach Zugabc von Petrolather wurde abfiltriert, rnit 
Petrolather gewaschcn und bei 0,02 Torr/45' getrocknct. Man erhielt 2,15 g H..i\rg(NO,)-\'al-Tyr- 
Val-His-Pro-Phc.OMe (X) als amorphes Pulvcr vom Smp. ca. 150-160". :MID = - 59" 1: 1" (c = 
0,94 in Methanol). DS: Kf = 0,35 (43); 0,12 (52). 
C4,H,,0,,N13 (976,ll) Ber. C 56,60 H 6,71 N 18,65% Gef. C 56,60 H 6,84 K 17,690,; 

714 mg Z.Asp.OBz1 und 0,307 ml Triathylamin wurden in 6 ml abs. Tctrahydrofuran gelost 
und dazu bei - 12" wahrend 2 Min. 0,264 ml Chlorameisensaurc-isobutylester getropft. Nach wei- 
teren 15 Min. bei - 12" wurde eine auf - 10" vorgckuhltc Losung von 1,952 g Heptapcptidestcr X 
in 5 ml abs. Dimethylformamid zugegeben und 10 Min. bei - lo", 1 Std. bei 0" und 2 Std. bei 
Zimmcrtcmperatnr weitergcruhrt. Zuletzt wurde das ausgcschiedene Triathylammoniumchlorid 
abfiltricrt und das Filtrat bis zur Bildung einer klcbrigcn Masse eingeengt. Diese wurdc in wasser- 
gcsattigtem n-Butanol aufgenommen und mit 2 N Na,CO,-Losung, Z N  Essigsaure und Wasser 
gewaschen und ohne Trocknung direkt auf ein kleincs Volumen eingeengt. Die dabei einsetzendc 
Ausscheidung des Oktapeptidcs wurde durch Zugabe von Petrolather vervollstandigt, das Produkt 
abfiltriert und zur wcitcrcn Rcinigung noch zwcimal aus Methanol-Essigcstcr-Petrolather umge- 

fallt. Man erhielt so 1,70 g chromatographisch reines Z.hspOBzl-Arg(NO,) -Val-Tyr-Val-His-Pro- 
Phe*OMe (XI) vom Smp. ca. 175-180' (Zers.). [a111 = -61" $ 1" (c = 1 in 90-proz. Methanol). 
DS: Rf = 0,76 (43); 0,53 (52). 

C~,,H,,O,,N,, (1315,45) Ber. C 59.35 H 6,28 N 14,91o/b Gef. C 58,69 H 6,ZG N 14,520/:, 

1,87 g geschiitztcs Oktapeptid XI wurden in 41 ml Methanol und 7,5 ml I N  HC1 gelost 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-Losung. Die Was- 
serstoffaufnahme kam nach 13 Std. zum Stillstand, und nach insgesamt 16 Std. wurde dcr Kataly- 
sator abfiltriert nnrl das Filtrat auf ca. 5 ml eingeengt. Eine Probc dicscr Losung zeigte im UV. die 
vollstandige Abmesenheit dcs Absorptionsmaximums von Nitroarginin bei 270 mp, F = 16000. 
Zur Verseifung des Methylesters wurden 5 ml H,O und 36,6 ml 0 , 3 6 ~  Ba(OH), zugefiigt (pH = 

12,5) und nach 10-minutigem Stehenlassen bci 22" durch Zugabe von 7,4 ml1,87 N H,SO, neutrali- 
siert (pH = 2,3). Das BaSO, wurde auf einer feinporigen Glasfrittc abfiltricrt und das Filtkat zum 
Austausch dcr Chlorid- und iiberschiissigcn Sulfat-Ionen gegen Acetat langsam durch cine Saulc 
( 0 = 15 mm, 1 = 160 mm) von schwach basischcm Ioncnaustauscher (MERCK 11) in dcr Acetat- 
form filtriert. Uas Eluat wurde auf 10 ml eingeengt, lyophilisicrt und bei 0,02 'rorr/50" nachgc- 
troclrnct : l ,62 g Kohprodukt. Dieses aurde durch eine multiplikativcVerteilung iiber 250 Stufcn im 

1- I 
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System n-Butanol --Methanol - 0 , l ~  hmmoniumacetat - 0 , 6 ~  Essigsaure (8 : 1 :4:4) rnit Phascn- 
volumina von je 10 ml gereinigt. Aus den Verteilungselementen Nr. 31-50 (Maximum bei 40; I( = 
0,19) isolierte man durch Einengen auf ein kleines Volumen, Lyophilisieren und Nachtrocknen bei 
0,02 Torr145" insgesamt 1,27 g reines B-L-Aspl-Val.5-Hypcrensin I1 (XII). [ c I ] ~  = -60,3" f 1" 
(c : 1 in 0 , 5 ~  NaOH); -61,7O & 1" (c = 1 in 0 , 5 ~  HCI). Fur I'C-, DA- und EP-Angaben siehe 
Tabellen 1 und 2. 

b) Ausgehend v o n  freiem Hefitapeptid X I I I :  714 mg Z.Asp.OBz1 untl 0,307 ml Triathylamin 
\vurdcn in 8 ml abs. Tetrahydrofuran gelost und nach Kiihlen auf - 10' rnit 0,264 ml Chlorameisen- 
saure-isobutylester, gelost in 2 ml Tetrahydrofuran, tropfenweise versetzt. Man riihrte wahrend 
15 &tin. bei - 10" und gab dann einc auf 0" gekiihlte Losung von 2,074 g Heptapeptid-diacetat XI11 
[l] und 0,921 ml Triathylamin in 12 ml Tetrahydrofuran-H,O (1 : 1) zu. Das nunmehr zweiphasige 
Gemisch wurde intensiv wahrend 20 Min. bei O", 1 Std. bci 23" und 30 Min. bei 40" geriihrt, dann 
bei 14 Torr/4O0 auf ca. 5 ml cingeengt und das ausgefallene schmierige Material nach Zugabe von 
100 ml H,O und Kuhlen auf 0" pulverisiert. Der Niederschlag uwrde abfiltriert, mit kaltem H,O 
gewaschen und bei 0,05 Torr/60° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Das Rohprodulct wurde 
noch zwcimal aus Methanol-Essigester-Petrolathcr umgefallt and ergab 2,l g eines amorphen 
Pulvers (Smp. ca. 200", Zers.), das neben andercn Verunreinigungen noch schatzungsweisc 40% 
Heptapeptid XI11 cnthielt. Es wurde direkt weitcrverarbeitet. 

2,05 g des rohen Carbobenzyloxy-oktapeptid-benzylesters XIV wurden in SO ml Methanol-H,O 
(7:3) nach Zugabe von 1 ml Eisessig gelost und rnit 300 mg Palladiumkohle (10% Pd) in einer 
Schuttelente bei Normaldruck und unter Absorption des sich bildenden Kohlendioxids hydriert. 
Die H,-hufnahme 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 iiber 184 Stufen im System 0,3 M Ammoniumacetat-n-Butanol-Methanol (4: 4: 1) ge- 
reinigt. Durch Einengen des Inhaltes dcr Rohrchcn Nr. 57-81 (Maximum bei 70; K = 0,61), 
Lyophilisieren und Nachtrocknen bei 0,02 Torr/45' erhielt man 618 mg reines /?-~-Aspl-Val~-Hyper- 
tensin 11 (XII), identisch rnit dem nach Weg a) erhaltcnen Produkt. 

XV: c c - ~ - A s ~ ~ - ~ ~ Z ~ - H y f i e r t e n s i n  11. 3,24 g Heptapcptid-diacetat XI11 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 Triathylamin und 778 mg Carbobenzyloxy-wasparagin- 
saure-anhydrid entstand sofort einc klare Losung, die wahrend 6 Std. bei 25' geriihrt wurde. Das 
Reaktionsprodukt wurde zuletzt durch Zugabe von 150 ml abs. Ather ausgefallt, bei 0" abfiltriert, 
rnit kther gewaschen und bei 0,02 Torr/45" getrocknet. Man erhielt 4,Ol g eines weissen amorphen 
Pulvers vom Smp. ca. 190' (Zers.), das ein Gemisch der CI- und B-Form von Carbobenzyloxy-D- 
aspartyl-oktapeptid sowie Carbobenzyloxy-r-asparaginsaurc und Heptapeptid XI11 enthielt. 

Zur Abspaltung der Carbobenzyloxygruppe wurden 5.15 g dieses Gemisches mit 125 ml konz. 
HCl wahrend 30 Min. auf 40" erwarmt. Die trube Losung 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 Saule (0  = 22 mm, 1 = 200 mm) von schwach 
basischcm und mit 2 N Essigsaure vorbehandelten Ionenaustauscher (MERCK 11) in das Acetat um- 
gewandclt. Das Eluat wurde auf ein kleines Volumen cingcengt und lyophilisiert und ergab 4,78 g 
eincs Gcmisches der freien Peptide in der Acetatform. 

Zur Abtrennung des /3-Oktapeptides wurde an A1,0, chromatographiert: Eine in einer Mi- 
schung von 2~ NH, und Methanol (1 : l) eingefiillte Saule ( 0 = 50 mm, 1 = 450 mm) von neutra- 
lem A1,0, wurde so lange mit diesem Lijsungsmittelgemisch gewaschen bis praktisch keine an- 
organischen Sake mehr im Eluat erschicnen. Die 4,78 g Peptidgemisch wurden dann in 20 ml Z N  
KH, - MeOH (1 : 1) gelost, auf die Saule aufgetragen und mit dem gleichen Losungsmittel unter 
huffangen von Fraktionen zu je 40 ml chromatographiert. Die Fraktionen 25-30 ergaben beim 
Eindampfen zur Trockne 1,61 g eines Gcmisches &us cc-~-Asp'-Val~-Hypertensin I1 (XV) und 
Heptapeptid XIII, das zur Auftrennung in die beiden Komponenten in eine multiplikativc Ver- 
teilung iiber 90 Stufen im System n-Butanol - O , ~ M  Ammoniumacetat (1:l) eingesetzt wurde 
(Phasenvolumen je 20 ml). Aus den Verteilungselementcn Nr. 6-16 (Maximum bei 11 ; K = 0,145) 
erhielt man nach Einengen, Lyophilisieren und Nachtrocknen bei 0,02 Torrl45" 836 mg reines 
~-D-~hp'-Val~-Hypertensin 11 (XV). [CI]D = -%,go & 1" (G = 1 in 0 , 5 ~  NaOH); -663' f 1' 
(c = 1 in 0 , 5 ~  I-fC1). Fur PC-, DA- und EP-Angaben siehe Tabellen 1 und 2. 
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XITI : /? -~-Aspl -  Va15-Hypertensin IT .  Die Fraktionen 35-62 der oben beschricbenen Chrornato- 
graphie an A1,0, ergaben beim Eindampfen und Trocknen bei 0,02 Torr/40" direkt 2,34 g reines 
p-D-Asp1-Va15-Hypertensin 11 (XVI). [ a ] ~  = -53,3" f 1" (c = 1 in 0 . 5 ~  &OH); -67,8" f 1" 
(c = 1 in 0 , 5 ~  HCI). Fur PC-, DA- und EP-Angaben siehc Tabellen 1 und 2. 

XVII : Desamino- VaZ5-Hypertensin I I .  1,037 g Heptapcptid-diacetat XI11 und 0,28 ml Tri- 
lthylamin wurden in 9 ml abs. Dimethylformamid suspendiert und dazu 100 mg Bernsteinssurc- 
anhydrid in fester Form zugegeben. Nach 30-minutigem Riihren bei 22" entstand eine klare Lijsung. 
Nach 6 Std. wurdc das Rcaktionsprodnkt durch Zugabe von 40 ml abs. Ather ausgefallt, bei 0" ab- 
filtricrt und bei 0,02 Torr/45' getrocknet. Man erhielt 1,085 g Rohprodukt, das im System n- 
Butanol- 0,3 x Ammoniumacetat iiber 150 Stufen mit Phasenvolumina von je 10 ml multiplikativ 
vertcilt wurtle. Aus den Rohrchcn Nr. 2 0 4 6  (Maximum bci 34; K = 0,3) isolierte man durch Ein- 
engcn, Lyophilisicren und Nachtrocknen bci 0,02 Torr/45" insgesamt 749 nig reincs Desamino- 
Va15-Hypertensin I1 (XVII). [a]D = -57,s" & 1" (c = 1 in 0 , 5 ~  NaOH); -64O & 1" (c = 1 in 
O , ~ N  HCI). Fur PC-, DA- und EP-Angaben siehc Tabellen 1 und 2. 

Abspaltung der Dipeptide aus den Oktapeptiden wit Trypsin. Je 10 mg a-L, a-D-, P-L-, @-I,- und 
~csamino-Va15-Hypertcnsin I1 wurden in 0,25 ml H,O gelijst und durch Zugabe von 2pu' SH, das 
pH auf 8 gcstellt. Nach Zugabe von 0,25 ml 0,2111 Ammoniumacetatpuffer vom pH 8 und 0,Ol ml 
einer 1-proz. Trypsinlosung wnrde wahrend 3 Std. bei 38O inkubiert, dann das Enzym durch Zu- 
fugen von 0,05 nil 2~ Essigsaure nnd 5-minutiges Erhitzen auf 100" denaturiert und die Losung 
lyophilisiert. Der etwas klebrige und hygroskopische Ruckstand wurde bei 0,Ol Torr/60" nachge- 
trocknet. Es resultierte in allcn Fallen ein aquimolares Gemisch von Dipeptid (a-L-, GL-D-, P-L-, P-u- 
und Desamino-aspartyl-L-arginin) und Hexapeptid, das direkt chromatographisch und elektro- 
phorctisch analysicrt wurde. Die Dipeptide wurden selektiv mit SAKAGUCHI-RCagenS angefarbt, 
PC- und EP-Wertc siche Tabellen 1 und 2. Das aus dem 8-L-Oktapeptid erhdltcnc nipeptid crwies 
sich crwartungsgemass als identisch rnit dem synthetisch hergestellten B-L-Aspartyl-L-arginin. 

Vergleich uon P-Aspartyl-~-avginin aus I V nzit B-L- und P-D-Aspartyl-L-arginin. Die Auftrcn- 
nung eincs Gemisches von p-L- und B-~-.4spartyl-~-arginin in zwei vollstandig voneinander abge- 
trenntc Flecke war rnit den ublicherweise vcrwendeten analytischcn Methoden (PC und EP) in- 
folgc der nur geringcn Unterschiede der Wanderungsstrecken nicht moglich. Dagcgen gelang die 
gewunschte Auftrcnnung mittels PC beim mehrtagigen Laufenlassen nach dcr Durchflussmethode : 
0,01 ml einer 1-proz. Losung wurde auf WHATMAN-Papier Nr. 1 aufgetropft und im System 40 
wahrend 120 Std. absteigend chromatographiert. Anfarbung rnit Ninhydrin. @-~-Aspartyl-L- 
arginin : Laufstrecke 11.0 cm; B-D-Aspartyl-L-arginin : Laufstrecke 5,6 cm. 

Nach dicser Methode analysiert, crwies sich das aus dem B-Oktapeptid IV isolierte Dipeptid 
als Gemisch, bcstehend aus 85 f. 3% /I-L-Aspartyl-L-arginin und 15 & 3% p-D-Aspartyl-L-arginin. 
Die Bestimmung crfolgte durch visuellen Vcrgleich rnit Mischungcn dcr beiden diastereoisomeren 
Dipeptide von bekanntcm VerhUtnis. 

Reaktionsgeschzerindigkeiten uon Trypsin ztnd Chymotryfisin mit den Oktapeptiden. Je 1 mg 
Oktapeptid wurde in 0,1 ml 0 , l ~  Trispuffer (pH = 8) gelost und nach Zugabe von 0,01 ml einer 
0,Ol-proz. Trypsin- bzw. Chymotrypsin-Ldsung (Enzym : Substrat = 1 : 1000) wahrend verschie- 
dener Zeiten bei 38" inkubiert (1, 3, 10, 30 und 90 Min., 6 Std., 24 Std. Die wahrend 6 und 21 Std. 
inkubicrten Proben enthielten zusatzlich ein Tropfchen Toluol als Schutz gegen Abbau durch 
Baktericn). Zur Beendigung der Hydrolyse fiigtc man 0,02 ml Z N  Essigsaure hinzu und erhitzte 
wahrcnd 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 Anfarbung mit 
Ninhydrin und PnuLy-Reagens wurde visuell durch Vergleichen rnit bekannten Mengen der AuS- 
gangs- und Endproduktc das Ausmass der Spaltung abgeschatzt. Die Mittclwcrte der 4 Bestim- 
mungen (2 PC-Systeme, 2-Indikatoren) wurden graphisch als Funktion der Zeit dargcstcllt und aus 
dieser I h r v e  die fur eine 20-prozentige Spaltung notwendige Zeit abgelesen (Fehlergrcnzc ca. 
& lo%, relativ). Zahlenwerte siehe Tabelle 3. 

Inkubation mit  Leucinanzinopeptidase. Zur Aktivierung wurden 1,25 mg Leucinaminopeptidase 
(WORTHINGTON) in 0,25 ml O , ~ M  Trispuffer (pH = 8,5) gelost, dazu 0,0025 m l 1 , 5 ~  MgCI, und ein 
Tropfen Toluol gegeben und wahrend 2 Std. bei 38" inkubiert. 

Je 1 mg Oktapeptid wurdc in 0,08 ml O , ~ M  Trispuffer (pH = 8,5 )gelBst und niit 0,02 nil der 
aktivierten Enzymlosung (Enzym : Substrat = 1 : 12,5) und einem Tropfchen Toluol wahrend 
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5 hzw. 25 Std. bei 38" inkubiert. Zulctzt wurde 5 Illin. aaf 100" erhitzt und dann je 0,015 ml dieser 
Losungen auf Papier im System 45 chromatographiert und mit Ninhydrin und P a u ~ ~ - R e a g e n s  an- 
gefiirbt. Die Rcsultate sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Bei den 4 gcgen Leucinaminopeptidase 
rcsistenten Verbindungen waren in den 25-stundigen Hydrolysaten lediglich Spuren von Spalt- 
proclukten sichtbar, die auf eine geringc Verunreinigung des Enzyms mit Chymotrypsin und Car- 
hoxypeptidase zuruckzufuhren waren. 

Fur die A4usfuhrung spezieller aualytischcr hrbeiten danlccn wir den Hcrrcn Dres. HURZELER, 
NEHER und PADOWETZ sowie Herrn E. VON ARX. 

SUMM..\RY 

The preparation of the 4 isomeric octapeptides u-L-, P-L-, a-D-, and P-D-Asp1-Va15- 
hypertensin 11, and of their parent compound, desamino-Va15-hypertensin 11, is 
described. 

These octapeptides, as well as the dipeptides a-L-, /I-L-, ~c-D-, /3-n-, 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 ti similar rate. The unnatural 
isomers (ED, P-L, P-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 50% more active than u-~-Asp~-T/'al~-hypertensin 11, 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. 
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