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152. Synthese von All-~-Val~-Angiotensin 11-Aspl-P-Amidl) 
von K. Vogler, R. 0. Studer, W. Lergier und P. Lam 

(25.171.65) 

Antipoden von naturlich vorkommenden Polypeptid-Wirkstoffen sind bis vor 
ganz kurzer Zeit z, nicht synthetisiert und biologisch gepriift worden. Der Grund da- 
fur mag wohl darin liegen, dass einzelne D-Aminosauren, wie z. B. D-Prolin, nicht in 
beliebigen Mengen zuganglich sind. 

In der Reihe der Polyaminosauren hingegen sind All-D-Polymerisate seit langem 
bekannt [3], und es scheint auch gelungen zu sein [4], von Polyglutaminsaure-y- 
methylester ein Antipodenpaar (Durchschnittspolymerisationsgrad 2900) herzustel- 
len, das sich auch in Losung als ccechtes)) Racemat verhalt. Untersuchungen iiber das 
Verhalten von Racematen an Polypeptid-Hormonen sind nun prinzipiell moglich 
geworden, und wir haben im Sinn, auf diese physikalisch-chemischen Gesichtspunkte 
zuriickzukommen. 

Seit einiger Zeit haben wir uns mit der Frage beschaftigt, ob Polypeptid-Wirk- 
stoffe prinzipiell durch ihre Antipoden gehemmt werden konnen. Eine solche Hem- 
mung konnte man sich vorstellen durch eine Konkurrenzreaktion am Rezeptor einer- 
seits, oder durch eine Inaktivierung des Wirkstoffes durch Racematbildung in Losung. 

Das attraktivste Objekt zur Priifung dieser Problemstellung schien uns All-n- 
Angiotensin, weil ein Angiotensinhemnier wohl interessante praktische Aspekte 
haben durfte. 

Durch die Beobachtung von HANO et al. [ 5 ] ,  dass ein Pentapeptid-Bruchstuck des 
a-Melanophoren-stimulierenden Hormons (u-His + D-Phe -f D-Arg + D-Try + Gly) 
imstande sein soll, das Naturprodukt sowie das All-L-Pentapeptid zu hemmen, sind 
unsere Versuche aktiviert worden. 

Als Angiotensin-Antipoden wahlten wir All-~-Val~-Angiotensin 11-Asp1-B-Amid 
fur unsere chemischen und biologischen Versuche, weil die entsprechende AU-L- 
Vergleichssubstanz [6] als Hypertensin CIBA@ zur Verfiigung stand. Diese letztere 
wurde zuerst von SCHWYZER et al. [7] ausgehend vom Aminoende uber die Zwischen- 
stufen Di-, Tetra- und Hexapeptid aufgebaut. Die Verwendung der t-Butylester am 
C-Ende war dann noch eine, wenn auch bereits publizierte [8] und von uns benutzte 
Verbesserung. Die einzelnen Verfahrensschritte sind dem Aufbauschema (Schema 1) 
zu entnehmen, das zur Erlauterung des experimentellen Teiles dient. In Anbetracht 
der vielen, bereits beschriebenen [6-101 Aufbauschemata kann auf eine ausfiihrliche 
Beschreibung der Synthese verzichtet werden. 

Die Abkiirzungen fur die Nomenklatur folgen den Vorschlagen des V. Europ. Peptidsym- 
posiums, Pergamon Press, Oxford 1963 ; 2 = Benzyloxycarbonyl, ONP = p-Nitrophenyl- 
ester, HSI = Hydroxysuccinimidester, OBut = t-Butylester, DMF = Dimethylformamid. 
Wir hattcn uns die Aufgabe gestellt, cliese Liicke vorerst in der Bradykinin-Reihe [l] zu 
schliessen, doch haben STEWART & WOOLLEY [Z] inzwischen eine Synthese von All-o-Brady- 
kinin publiziert. In  einer spateren Mitteilung soll im weiterem Rahmen darauf naher einge- 
gangen werden. 
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Schema 1. Aufbauschenza von All-~-Val~-Angiotensin II-Asp1-,8-amid (alle Aminosaurcn in der 
D-Konfiguration) 
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Von den schwerer zuganglichen D-Aminosauren sei erwahnt , dass D-Arginin aus 
D-Glutaminsaure nach ZAORAL & RUDINGER [ll] hergestellt wurde, wahrend D-Pro- 
lin [12] aus dem racemischen Amid mittels Schweinenieren-Amidase zuganglich ist . 

Das rohe Synthese-Endprodukt wurde vorerst einer multiplikativen Verteilung 
im System .n-Butanol/0,4 M Ammoniumacetat-Losung [7] unterworfen, lyophilisiert, 
ins Trihydrochlorid iiberfiihrt, wieder lyophilisiert und als Hydrat analysiert. Elek- 
trophoretisch und dunnschichtchromatographisch verhielt sich das Endprodukt in 
mehreren Losungsmitteln als einheitliche Substanz (Schema 2). [K] DE = + 61,7" 
( c  = 0,946, in Wasser). 

Besondere Sorgfalt wurde auf die Analyse der sterischen Einheitlichkeit im Hin- 
blick auf die biologischen Teste gelegt. Dabei kamen natiirlich die Erfahrungen, die 
beim All-L-Angiotensin [13] gemacht wurden, sehr zustatten. Mittels D- bzw. 
L-Aminosaureoxydase konnte die sterische Einheitlichkeit des Hexapeptid-Zwischen- 
produktes XI11 nach Totalhydrolyse sichergestellt werden. Einwirkung von Trypsin 
auf das Endprodukt ergab eine geringe Spaltung (ca. < 2%) von D-Arg2 + D - V ~ P  
(Carbodiimid), was auf die Moglichkeit einer geringen Racemisierung am Arginyl- 
rest hindeutet. Einwirkung von Pepsin ergab keinen Angriff auf D-Va13 + ~ - T y r ~ .  
Chymotrypsin war nicht imstande, ~ - T y r ~  + D - V ~ P  anzugreifen, und Carboxypepti- 
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dase setzte kein endstandiges Phe frei. Die experimentelle Prufung der letzten drei 
enzymatischen Abbaureaktionen relativ zu Hypertensin CIBA@ konnte mit einer 
Empfindlichkeit von ca. lye, bezogen auf das eingesetzte Substrat, sichergestellt wer- 
den. Die Anwesenheit des All-L-Antipoden kann praktisch ausgeschlossen werden, 
wahrend kleinere Mengen < 2% von Diastereomeren vorhanden sein konnen. 

Schema 2.  all-^- Va15-Angzotenszn II-Asp'-P-Anazd 

H-u-Asp -+ D-Arg -+ D-Val -+ wTyr --f D-Val --f D-His -+ u-Pro -+ u-Phe-OH 
1 2 3 4 5 6 7 8 

NH, 
I 

Die biologische Prufung ivz nitro (Meerschweinchen-Ileum) und zvz nivo (Spinal- 
katze) zeigte bis zu einer Konzentration von resp. einer Dosis von 3 mg/kg keine 
Angiotensinwirkung 3) .  Ebenfalls wurde kein antagonistischer Effekt gegen das Natur- 
produkt beobachtet. 

Wie im Falle von All-D-Bradykinin [l], [2 ]  erwies sich somit auch All-D-Angioten- 
sin nicht als Antagonist der All-L-Wirksubstanz. 

Experimenteller Teil4) 
1. %-D-Prolix ( I ) .  wircl durch Carbobenzoxylierung von D-Prolin nach der fur das L-Isomerc 

1141 beschriebenen Vorschrift hergestellt. Smp.76-77"; [ x ] g  = + 61,2" (c = 5,3, Eisessig). 
C,,H,,O,N (249,3) Ber. C 62,64 H 6,07 N 5,64% Gef. C 62,94 H 5,94 N 5,60% 
2. 2-D-Prolyl-D-phenylalanin-t-butylester (11). 5 g (0,02 Mol) 2-D-Prolin werden in 20 ml 

Tetrahydrofuran und 2,76 ml (0.02 Mol) Triathylamin gelost, auf -10" gekiihlt, rnit 1,92 ml 
(0,02 Mol) Chlorameisensaurc-athylester versetzt und 10 Min. bei - 10" geriihrt. 5 g (0,02 Mol) 
D-Phenylalanin-t-butylester-hydrochlorid [15] werden in 20 ml Tetrahydrofuran suspendiert, rnit 
2,76 ml (0,02 Mol) Triathylamin versetzt und 10 Min. bei Raumtemperatur geriihrt. Darauf wird 
abgenutscht und das Filtrat rnit dem gemischten Anhydrid vereinigt. Die Losung wird langsam 
auf Raumtemperatur erwarmt. Nach ca. 15 Std. wird abfiltriert, das Filtrat zur Trockne ver- 
tiampft, der Ruckstand in Essigester aufgenommen und nacheinander mit eiskalter 5-proz. 
Zitronensaure, 5-prOz. NaHC0,-Losung und Wasser gewaschcn. Nach Trocknen iiber Na,SO, 
wird der Essigester verdampft und der Ruckstand aus Hexan kristallisiert. Ausbeute 7,5 g (83%). 
Smp. 69'; [a]g  = + 34,4" (c = 1, Chloroform). (L-Form vgl. [ 8 ] ) .  

C,,H,,O,N, (452,Z) Ber. C 69,00 H 7,13 N 6,19Y0 Gef. C 69,18 H 7,42 N 6,27y0 
3. D-Prolyl-D-phenylalanin-t-butylester (111). 42 g (0,093 Mol) 2-D-Prolyl-D-phenylalanin-t- 

butylester (11) werden in 500 ml Methanol gelost und iiber Pd-Kohle hydriert. Nach beendeter 
Hydrierung wird vom Katalysator abgenutscht und zur Trockne verdampft. Der olige Ruckstand 
wird aus Methanol/Ather umkristallisiert. Ausbeute 26,5 g (90%). Smp. 61"; [ x ] g  = +25,4" 
(c = 1, Methanol). (L-Form vgl. [ S ] ) .  

C,,H,60,N, (318,4) Ber. N S,SO% Gef. N 8,970/, 
4. D-Histidin-methylester-dihydrochlorid ( I  V ) .  15,5 g (0,l Mol) D-Histidin-monohydrochlorid 

werden 3mal mit je 200 ml 2~ HCl/Methanol wahrend 1 Std. unter Ruckfluss erhitzt und jeweils 
zur Trockne verdampft. Der anfallende Kristallbrci wird aus MethanollAther umkristallisiert. 
Ausbcute 20,4 g (85%). Smp. 206-208"; [m]: = -14,3O f 2" (c = 1, Methanol). 
C,H,,O,N,Cl, (241,l) Bcr. C 34,72 H 5,41 N 17,36y0 Gef. C 34,90 H 5,51 N 17,06% 

5. Z-D- Valin-N-hydroxysuccinimidester ( V )  wurde analog hergestellt wie clie entsprechende 
L-Verbindung [16]. Smp. 113-115"; [ x ] g  = +27,0" (c = 1, Dioxan). 

C1,H,,C),N, (348,3) Bcr. C 58,61 H 5,79 N 8,04y0 Gcf. C 58,69 H 5,80 N 8,09% 

,) Die biologische Priifung verdanken wir Herrn Dr. med. W. HAEFELY von unserer Medizi- 

,) Die Smp. wurden auf einem KOFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. 
nischen Forschungsabteilung. 

89 
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6. Z-D- Valyl-D-histidin-methylester (VI). 3,48 g (0.01 Mol) 2-D-Valin-N-hydroxysuccinimid- 
cster (V) werden zusammen rnit 1.7 g (0,Ol Mol) freiem D-Histidin-methylester (hergestellt aus 
Clem Dihydrochlorid IV nach [17]) in 20 ml DMF gelost und 3 Std. bei Raumtemperatur auf- 
bewahrt. Darauf wird rnit Eiswasser gefallt abgenutscht und aus Methanol/Wasser umgefallt. 
Ausbeute 3.5 g (83%). Smp. 164-165"; [a12 = +22,1" i 2" (c = 2, Athanol). (L-Form vgl. [18].) 
C,oH,60,N, (402,4) Ber. C 59,69 H 6,51 N 13.92% Gcf. C 59,74 H 6,57 N 13,70% 

7. Z-D- Valyl-n-hislidin-hydrazid ( V I I ) .  4 g (0,01 Mol) %-D-~alyl-D-histidin-methylester (VI) 
werden in 20 ml Methanol gelost, rnit 1 ml Hydrazinhydrat versetzt und 1 Std. nnter Riickfluss 
erhitzt. Darauf wird zur Trockne verdampft und der Riickstand aus Athanol umkristallisiert. 
Ausbeute 3,6 g (90%). Smp. 19g0, [ o L ] ~  = + 13,O" (c = 1, DMF). (L-Form vgl. [18].) 

C,,H,,O,N, (402,4) Ber. C 56,70 H 6,51 N 20,88yo Gef. C 56,56 H 6,75 N 21,21% 

8. Z-D- Valyl-D-histidyl-D-~rolyl-D-phenylalanyl-t-b~tylcster ( V I I I ) .  5,2 g (0,013 Mol) Z-D- 
Valyl-n-histidin-hydrazid (VII) werden in 39 ml (0,39 Mol) 1~ HC1 eiskalt gelost, mit 910 mg 
(0,013 Mol) NaNO, in 5 ml Wasser versetzt und darauf rnit 100 ml eiskaltem Essigester iiber- 
schichtet. Die Mischung wird 5 Min. bei 0' geruhrt, darauf rnit gesattigtcr Sodalosung gegen 
Phenolphthalein alkalisch gestcllt und das Azid rnit Essigester ausgezogen. Die Essigesterlosung 
wird mit Eiswasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und zu einer eiskalten Losung von 4,5 g 
(0,014 Mol) D-Prolyl-D-phenylalanin-t-butylester (111) in 20 ml DMF filtriert. Das Reaktions- 
gemisch wird iiber Nacht im Eiskasten aufbewahrt, von wenig Niederschlag abfiltriert, das Filtrat 
rnit 5-prOz. Sodalosung und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Der 
Ruckstand wird aus Essigester/Ather/Petrolather gefallt. Ausbeutc 7,7 g (85%). Smp. 102-105"; 
[ o L ] ~  = + 52,4" (c = 2, Athanol). (L-Form vgl. [8].) 
C,,H,,O,N, (688,s) Ber. C 64,51 H 7,02 N 1 2 , 2 0 ~ o  G.ef. C 64,61 H 7,19 N 12,270/, 

9. D- Va'alyl-D-hzstidyl-D-~~olyl-D-~henylalan~~-t-buty~este~ (IX). 9 g (0,013 Mol) Tetrapeptid 
VlII werden in 100 ml Methanol gelost und iiber Pd-Kohle hydriert. Nach beendeter Hydrierung 
wird zur Trockne verdampft und der Riickstand aus EssigesterlPetrolather gefallt Ausbeute. 
6,8 g (92%). Smp.92-96' (Sintern ab 86"); [ o L ] ~  = +46,5" f 2" (c = 1, Athanol). (L-Form vgl. [8] . )  

C,,H,,O,N, (554,7) Ber. C 62,79 H 7,63% Gef. C 62,99 H 8,01% 

10. D-~yrosin-methylester-hydrochlorid ( X ) .  D-Tyrosin wird rnit methanolischer SalzsLure wie 
das entsprechende L-Tyrosin [19] [20] vercstert. Ausbeute 88%,. Smp. 190-192"; [MIS = - 78" 
(c = 1, Pyridin). 
C,oH140,NCl (231,67) Ber. C 51,85 H 6,09 N 6.04% Gef. C 51,79 H 6,16 N 6,07% 

11. 2-D- Tralyl-D-tyrosin-methylester ( X I ) .  3,48 g (0,01 Mol) %-D-Valin-N-hydroxysuccinimid- 
ester (V) und 2,3 g (0,Ol Mol) D-Tyrosin-methylester-hydrochloric1 (X) werden in 20 ml DMF 
gelost, auf 0" gekiihlt und rnit 1,4 ml (0,Ol Mol) Triathylarnin versetzt. Nach 3stdg. Stehen bei 
Raumtemperatur wird rnit Eiswasser verdunnt und rnit Ather cxtrahiert. Die atherische Losung 
wird mit 2~ HCl, 5-proz. NaHC0,-Losung und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und 
anschliessend zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird aus Methanol/Essigester/Petrolather 
umkristallisiert. Ausbeute 3,l g (73%). Smp. 153'; [MI% = -- 12.5" f 2" (c = 5, Pyridin). (L-Form 
vgl. [19].) 

C2,H2,0,N, (428,5) Her. C 64,47 H 6,58 N 6,54% Gef. C 64,77 H 6,68 N 6,58% 
12. Z-D- Valyl-o-tyrosin-hydrazid ( X I I ) .  4,3 g (0,01 Mol) Z-D-Valyl-D-tyrosin-methylester (XI) 

werden in 20 ml Methanol gelost und mit 1 ml Hydrazinhydrat versetzt. Die Losung wird iiber 
Nacht bei Raumtcmperatur stehengelassen. Darauf wird rnit Eiswasser gefallt, abgenutscht und 
aus Methanol/Wasser umkristallisiert. Ausbeute 3,8 g (80%). Smp. 240"; [a]? = + 13,7" & 2" 
(c = 3, DMF). (L-Form vgl. [ls)].) 

C,,H,,O,N, (428,5) Ber. C 51,67 H 6,59 N 13,07% Gef. C 61,52 H 6.50 N 13,04% 

(0,Ol Mol) 2-D-Valyl-D-tyrosin-hydrazid (XII) werden in 30 ml Eisessig und 5 ml 6~ HC1 gelost, 
auf 0" gekiihlt und rnit 0,69 g (0,Ol Mol) NaNO, in 5 ml Wasser versctzt. Nach 10 Min. Riihren 
bei 0" wird auf Eiswasser gegosscn und clas Azid rnit eiskaltcm Essigester extrahiert. Die Essig- 
ester-Losung wird rnit eiskalter 5-proz. NaHC0,-Losung und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, 

13. Z - D - V a ~ y l - ~ - t y ~ o s y ~ - D - v a ~ y ~ - ~ - h ~ s t i d y l - ~ - ~ ~ o ~ y ~ - D - ~ h e ~ y ~ a ~ a n ~ n - t - b u t y ~ e s t e ~  ( X I I I ) .  4,5 g 
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getrocknet und zu einer eiskalten Losung von 5,5 g ( 0 , O l  Mol) D-Valyl-D-histidyl-D-prolyl-D- 
phenylalanin-t-butylester (IX) in 40 ml DMF gegeben. Die Losung wird uber Nacht im Eiskasten 
aufbcwahrt, darauf rnit Essigester verdunnt und mit eiskalter 5-prOz. NaHC0,-Losung und 
Wasscr gewaschen, uber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wird lmal aus 
Essigcster/Petrolathcr und lmal  aus AthanollWasser umgefallt. Ausbeute 6,9 g (73%). Srnp. 
164-165"; [ m ] g  = + 352" f 2" (c = 1, DMF). (L-Form vgl. [ 8 ] . )  

C,,H,,O,,N, (951,l) Ber. C 64,40 H 6,99 N 11,780/, Gcf. C 64,28 H 7,16 N 11,90yo 

14. D - V a ~ y ~ - D - t y r o s y ~ - D - v a ~ y l - D - h ~ s t z d y l - D - p r o l y ~ - ~ - p h e n ~ l a l a n ~ ~ - t - b ~ ~ l e s t e ~  ( X I V ) .  4,75 g 
(0,005 Mol) Hexapcptid XI11 werden in 100 ml Methanol gelost und uber Pd-Kohle hyclriert. 
Nach beendeter Hydricrung wird vom Katalysator abfiltriert und zur Trockne verdampft. Durch 
Umfallen aus Athanol/Ather erhalt man ein F'rodukt vom Smp. 149-154"; ra]g = + 3S,8O f 2" 
(c = 1, DMF). (L-Form vgl. [8].) 

C,,H,,,O,N, (816.9) Bcr. C 63,21 H 7,40 N 13,73y0 Gef. C 62.91 H 7,28 N 13,62y0 

15. 2-D-Asparagin ( X V )  wird auf gleichem Wege synthetisiert wie die entsprechentle L-Ver- 
bindung [ZO]. Smp. 165-167"; [ a ] b  = - 8' (c = 1, Eisessig). 

C,,H,,O,N, (26625) Ber. C 54,12 H 5,30 N 10,52o/b Gef. C 54,22 H 5,43 N 10.62y0 

16. Z-D-Asparagin-p-nitrophenylester ( X  V 7 )  wird nach dcr von BODANSZKY & DU VIGNEAUD 
[21] angegebenen Methode fur die entsprechcnde L-Verbindung hergestellt. Smp. 164-166' : 
[ o L ] ~  = + 30,5" (C = 2, DMF). 

C,,H,,O,N, (387,3) Ber. C 55,81 H 4,42 N 10,80% Gef. C 5.5,52 H 4,44 N 10,870/:, 

17. Z-~-AsparaginyE-nitro-D-arginin-nzethylester ( X  V I I )  wird aus Z-D-Asparagin-p-nitrophc- 
nylester (XVI) und Nitro-D-arginin-methylester [22] hcrgestellt. Smp. 178-179"; [a]g  = - 6,s' & 
2" (c = 2, Eisessig). (L-Form vgl. [23] [ S ] . )  

Cl~Hz7O,N7 (481,4) Bcr. C 47,40 H 5,62 N 20.37% Gef. C 47,21 H 5,71 N 20,29% 

18. Z-~-As~aragi,nyl-nitro-D-ar~inZn ( X V I I I )  wird aus dcm Dipeptidester XVII nach der 
Vorschrift zur Verseifung der entsprechenden L-Verbindung 1231. [8] crhalten. Ausbeute 80%. 
LJmkristallisation aus Acetonitril. Smp. 96-100"; [ a ] g  = - 9" 

C,,H,,O,N, (467,4) Ber. C 46,25 H 5,39 N 20,98% Gcf. C 46,18 H 5,60 N 20,62y0 

19. ~-D-~sparaginy l -n i t ro-D-arginy~-D-aa~yl -D- tyrosy~-D-ua~y~-D-h~s t~dy~-D-pro~y~-D-pheny~a~a-  
win-t-butylester ( X I X ) .  4 , l  g (0,0049 Mol) Hcxapeptid XIV werden in 10 ml DMF gelost und rnit 
1,5 g (0,0072) Mol Dicyclohexyl carbodiimid versetzt. Nach vollstandiger Losung wird in Eis 
gekiihlt und rnit einer eiskalten Ldsung von 3.4 g (0,0073 Mol) Z-D-Asparaginyl-nitro-D-arginin 
(XVIII) in 10 ml UMF vereinigt. Die LSsung wird uber Nacht bei RaumternperatuI im Dunkeln 
aufbewahrt, darauf vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff abgenutscht und abgedampft. Der 
Ruckstand wird mit Essigester verrieben und abgenutscht. Anschliessend wird 10 Min. rnit 50 ml 
heissem Aceton unter Ruckfluss erhitzt, noch warm abgenutscht, mit Aceton gewaschen und 
getrocknet. Dieser Prozess wird nochmals wiederholt. Zum Schluss wird aus DMF-Aceton gefallt. 
Ausbeute 3 g (48%). Smp. 206-208"; [aJg = + 31,4" (c = 1.3, DMF). @-Form vgl. [8].) 

C,lH,,O,,N,, (1266,4) Ber. C 57,85 H 6.60 N 16,59Y0 Gef. C 57.91 H 6.74 N 16,43y0 

20. Z-~-Asp~~aginyl-nitro-D-arg~nyl-D-valyl-D-ty~osyl-D-valy~-D-histidy~-D-pro~y~-D-pheny~~~a- 
nin (XX). 2 g geschutzter Octapeptidester XIX werden unter Feuchtigkeitsausschluss rnit 7 ml 
Trifluoressigsaure 20 Min. bei Raumtemperatur geruhrt, wobei vollstandige Lasung erfolgt. Dann 
wird in Eis gekuhlt und mit eiskaltcm Ather ausgefallt, abgenutscht, mit Ather gewaschcn und 
getrocknet. Die Substanz wird aus DMF/Alkohol umgefallt. Ausbeute 1,s g (92%). Smp. 216- 
218"; [ m ] g  = + 20,8" (C = 1,8, DMF). 
C,,H,,O1,Nl, (1210,3) Ber. C 56,56 H 6,25 N 17,36% Gef. C 56,32 H 6,23 N 16.94% 

21. D-A sparaginy~-D-arginy~-D-va~y~-D- tyrosy~-D-ua~y~-D-h~s tzdy~-D-pro~y~-D-~heny~a~an~n ( X X I ) .  
2 g (0,00165 Mol) Octapeptid X X  werden in 30 ml Eisessig, 7 ml Wasscr und 0.5 ml konz. HCl 
gelost und uber Pd-Ilohle hydriert. Nach vollstandiger Hydrierung wird vom Katalysator abge- 
nutscht und bei 30" im Vakuum zur Trockne vcrdampft. 

2" (c = 1, Eisessig). 
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22. Reinigung und Charakterisierung des Endproduktes. Das Kohprodukt wurde in Wasser 
gclost. rnit 1 N NaOH auf pH 7,O gestellt und lyophilisiert. Das neutralisierte Rohprodukt (2.7 g) 
wurdc multiplikativ iibcr 383 Stufen im System n-Butanol/0.4~ Ammoniumacetatlosung 1 :1 
( t l / t ~ )  [7] verteilt. Die Kontrollc dcr Vcrteilung erfolgte spektrophotometrisch rnit FOLIN-DENIS- 
REAGBNS [24] unrl durch Tiipfelrcaktioncn rnit Echtblausalz (Diazo-Reagens [25]), Das Maximum 
cler symmctrischen FoLm-Kurvc im Rohrchen 115 fie1 rnit dcr optimalen Farbung der Diazosalz- 
Probe zusammen. Die vereinigten Glascheninhalte rnit der Gipfelfraktion ( K  = 0,43) wurden im 
Hochvakuum bei Raumtemperatur eingedampft, 3mal aus Wasser lyophilisiert und von cventuell 
noch vorhandenem i\mmoniumacetat im Hochvakuum bei 40' bcfrcit. Es resultierten ca. 900 mg 
cines farblosen, stark hygroskopischen Pulvers. Dieses verhielt sich diinnschicht- und papier- 
chromatographisch sowie hochspannungselektrophoretisch unter vcrschiedenen Bedingungcn 
vollkommen einheitlich (Anfarbung rnit Ninhydrin-, Echt:blausalz- und SAKAGUCHI-hagens). 
Die Mikroanalyse stimmtc jedoch nicht (weder nach Aquilibrierung rnit Luftfcuchtigkeit noch 
nach scharfer Trocknung) auf das beim all-L-Isomeren beschriebene Monoacetat [7], sondern wies 
eher auf ein Di- bis Triacetat hin. Das Acetat wurde claher durch Gefriertrocknung mit drei 
Aquivalcntcn HCI in das Hydrochlorid iibergcfiihrt. Es resultiertc cin nlcristallwasserhaltigesn 
Trihydrochlorid. Analysc des Lyophilisates (ohnc Trocknung) : 

C,,H,,,OllN,,,3HCl,5l/~H~(:) Ber. C 47,48 H 6,83 N 15,82 C1 8,58 H,O 7,99%, 
(1239,69) Gef. C 47,35 H 7,09 N 16,05 C1 8,49 H,O 7,96%, 

[a]:; = +61,7" (c = 0,946, in Wasser). ([a]:; clcs all-L-Isonieren = -58,0", c = 1,0, in Wasser, 
Monoacetat-pentahydrat [7]). 

Das analysenreine Endprodukt verhielt sich diinnschichtchromatographisch auf Kieselgel- 
uncl Cellulose-Schichtcn in vcrschiedenen Laufmitteln und nach -4nfarbung mit Ninhyclrin- und 
Echtblausalz-Reagens cinheitlich : 

I<icsclgcl G, .n-Rutanol/Pyridin/Eisessig/Wasscr 30 : 20 : 6 : 24 Rf = 0.57 
Cellulose D, ?2-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30: 20 : 6 : 24 Kf = 0,75 
Cellulose D, s-Butanol/3-proz. .4mmoniak 120 : 44 171 Rf = 0,52 

Hochspannungs-papicrclektrophoretisch (250 pg) konnten nach Anfarbung mit Ninhydrin-, 
SAKAGUCHI- und Diazosalz-Reagens ebenfalls keine Verunreinigungen nachgewiesen werden. 
Papier: SCHLEICHER & SCHULL 2043b mgl; Feldstarke: 65 U em-l; Elcktrolyten: a) 2~ Essig- 
saure pH 2,5, b) Pyridinacetat (25 ml Pyridin + 2.5 ml Eisessig in 4 1 Wasser) pH 6,O. Die rctlativcn 
Wanderungsstrecken, bezogcn auf His = 1,0, betrugen in Puffer a) 0,70 His uncl in Elekcrolyt 
b) 0,64 His. 

Aminosdureanalyse. 3pMol Octapeptid wurden rnit 1 m l 6 ~  HC124 Std. bci 110" hydrolysiert 
und das Totalhydrolysat nach Entfernung der Salzsaure in 0,2 ml Wasser gelost. Zur Auftrennung 
der Aminosauren wurden 5-20 pl  strichformig auf SS-2043 b (gewaschen) im Laufmittcl n-Pro- 
panol/Wasser 7 : 3  chromatographiert ; die Auswcrtung erfolgte spektrophotometrisch nach An- 
gaben von FISCHER & D ~ R F E L  [26] und ROWE et al. [27j gegen einc mitchromatographierte, 
aquimolare Aminosaure-Vergleichslosung. Die auf dem Papier nicht getrennten Aminosauren 
Arg und His konnten im gleichen Laufmittcl durch Diinnschichtchromatographic auf Kieselgel 
getrennt werdcn. 

Bcr. Arg+ His 2,0 Asp 1,0 Val 2,0 Tyr 1,0 Pro 1,0 Phe 1,0 
Gef. Arg+ His 2,0 Asp 1.2 Val 2.0 Tyr 1'0 Pro 0,8 Phe 1,l (* 207;) 

23. Sterische Einheitlichkeit. - a) Einwirkung von D- bzm. L-Aminosaureoxydase auf das Hexa- 
peptid X I I I .  Die optische Reinheit der beiden Val, sowie des Tyr, His, Pro und Phe konnte bereits 
am gcschiitzten Hexapeptidester 2-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-OBut (XIII) durch Totalhydrolyse 
und Inkubation rnit I)- rcsp. L- Aminosaureoxydase bewiesen werden : 4 mg Hexapeptid wurden 
in 0,5 ml 6~ HCl 24 Std. bei 120" hydrolysiert, im Vakuuni iibcr KOH zur Trockne verdampft. 
in 0,4 ml Wasser gelost und vier aliquotc Teile von je 0 , l  ml erneut im Vakuum eingedampft, 
Ein Probchen wurde in 0,l ml Pyrophosphatpuffer pH 8,4 nach BENDER & KREFJS [28], ein zweites 
in 0 , l  ml pH 8.0-Puffer ( 0 , 0 5 ~  NaHCO, + 0 , 0 5 M  Ammoniumacetat) gelost und (ohne Enzym) 
als Kontrollosungen mitgenommen. Die beiden andern aliquoten Tcilc wurden analog in Pyro- 
phosphat- resp. Hydrogenbicarbonat-Puffer gclost und mit 1000 pg u-Aminosaureoxydase 
(FLUKA, Kohprodukt), resp. 100 pg L-Aminosaureoxvdase (SIGMA, Typ 111) unter 0, 24 Std. bei 
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37" inkubiert. Eine dem hydrolysierten Z-Hexapeptidester aquimolare kiinstliche D-Aminosaure- 
mischung durchlief als Vergleichslosung dieselben Operationen. Die diinnschichtchromatographi- 
sche Untersuchung aller Losungen (2-6 pl) im System Phenol/Wasscr 75 + 25 g/g) crgab folgendes: 
In der mil D-Aminosaureoxydase inkubierten Hexapcptidprobc und der analog inkubierten 
D-Aminosaure-Vergleichslosung wurden Phe, Pro, Tyr und Val quantitativ oxydiert, wahrend 
His in beiden Proben intakt blieb. Es ist bekannt, dass D-His von D-Aminosaureoxydase nicht 
(oder nur sehr schwer) angegriffen wird [29]. In der mit L-Aminosaurcoxydase inkubierten Peptitl- 
hydrolysatlosung konnten alle Aminosauren, wie in den Kontroll- und Vergleichslosungen, unver- 
andert wiedergefunden werden. Da L-His durch L-Aminosaureoxydase abgebaut wird [29], licgt 
auch das His im Hexapeptid vollstandig in der D-Form vor. Die optische Reinheit des His kann 
zudem nach dem Syntheseweg als gesichert gelten (Azidmethode). 

b) Einwirkung von Trypsan (krist., BOEHRINGER) auf  das Endprodukt. 2 mg Peptid wurden in 
0,2 ml pH 8,6-Puffer geliist und nach Zugabe von 0,016 ml einer 0.25-proz. Trypsinlosung 16 Std. 
bei 25" inkubiert (Enzym: Substrat = 1 :50, Gewichtsverhaltnis). Ein analoger Ansatz wurde mit 
der all-L-Verbindung (Hypertensin CIBAB, Ampullenware) durchgefiihrt. Die Einwirkung wurde 
diinnschichtchromatographisch auf Kieselgel-G- und Cellulose-D-Schichten im System n-Buta- 
nol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30 :20 :6 :24, unter Anfarbung mit Ninhydrin-, SAKAGUCHI- und Echt- 
blausalz-Reagens, untersucht : Dic Spaltung der all-L-Verbindung (CIBA) erfolgte wie erwartet 
1131 rasch und quantitativ zwischcn den Aminosaureresten Arg2 und Val3 in das Dipeptid H . 
Asp(NH,)-Arg-OH (Rf Cellulose 0,15, Kiesclgel 0,ZO;  Ninhydrin: gelb-braun, SAKAGUCHI positiv) 
und das Hexzpeptid H . Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-OH (Rf 0,78 resp. 0,65 ; Ninhydrin: violctt, 
SAKAGUCHI : negativ, Diazosalz : positiv). Im Trypsinat von all-D-Angiotensin konnten dic beiden 
oben beschriebencn Spaltprodukte in kleinen Mengen ebenfalls nachgewiesen werdcn; durch 
semiquantitativen Farbvergleich wurde der Spaltungsgrad auf < 2% geschatzt. Einc geringe 
particlle Racemisierung in Arg2- Stellung ist dcmnach wahrscheinlich. 

c) Einwirkung vor. Peps in  krist. (Spaltung der Val3-Tyr4-Bindung nur bei all-L-Angiotensin) . 
d) Einwirkung von Chymotrypsin 3mal kvist. (quantitative Spaltung zwischcn den Amino- 

saureresten Tyr4 und Vals bei all-L-Isomeren) . 
e )  Einwirkung von Carboxypeptidase 5vnaZ krist. (entfernt sehr schnell das C-terminale l'hc 

im all-L-Angiotensin) . 
Die experimentelle Durchfiihrung der Abbaureaktionen 3 bis 5 erfolgte weitgehend nach [13]. 

L)as all-D-Octapeptid verhielt sich dabei vollkommen stabil (die Versuchsanordnung hatte noch 
eine Spaltung von lye, bezogen auf das eingesetzte Substrat, erkennen lassen). 

SUMMARY 

The synthesis of all-~-Val~-Angiotensin 11-Asp1-B-Amide (Scheme 2), the anti- 
pode of the active principle of Hypertensin CIBA@, is carried out according to known 
schemes in the L-series. It showed neither inhibitory nor angiotensin-like effects up 
to concentrations of 10-3. 
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153. Sur la rkaction de l’acide P-mercaptopropionique, 
du P-dikthylamino-ethylmercaptan et de la cysthine avec divers 

isothiocyanates 
par Emile Cherbuliez, A. Buchs, J. Marszalek et J. Rabinowitz 

(19 V I  65) 

Nous avons dkj5 d6crit des mCthodes permettant d’obtenir des phhylthiohy- 
clantoines I d’acides aminb (PTH) trks pures, mkthodes clue nous avons appliqukes B 
des PTH connues ainsi qu’au dCrivC obtenu, toujours par la m&me voie, i. partir de la 
c y s t h e  et auquel nous avonb attribuC la structure I (avec R = C,H,-NH-C(S)-SCH,-) 
tle la phCnylthiohydantoine dkrivke de la S-(phCnylthiocarbamyl)-cyst6ine [l]. Nous 
avons kgalement dkcrit la rCaction entre isothiocyanate de phhylc  et l’acide thio- 
glycolique, qui conduir A unc thiazolidine 11. 

c 

K-CH-C = 0 H , C d  -0 
I 1  
S L C  ,,N--C& 

I I  
HN, .,N--C6Hs c 

II 
I S  

II 
11 s 

Dans ce mkmoire, nous ktudierons la rkaction entre, d’une part acide /?-Inercapto- 
propionique, B-dikthylamino-kthylmercaptan et quelques acides amink, notamment 
la cystkine, et de l’autre, divers isothiocyanates arornatiques ou araliphatiques. Ces 
clerniers ont 6te ohtenus dam le commerce ou preparks sclon des mkthocles citCes 
antbrieurement [ Z ] .  




