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43, Synthesen von Bradykinin-Analogen mit D-Aminosiuren
{all-D-Bradykinin und all-D-retro-Bradikinin?)?)

von K. Vogler, P. Lanz, W, Lergier und W. Haefely
(8. X. 63)

Unsere Untersuchungen iiber all-p-Polypeptide [1] haben wir nun auch auf die
Bradykinm-Keihe ausgedehnt und sowohl all-pD-Bradykinin®) wie auch all-p-retro-
Bradykinin synthetisch gewinnen kénnen. Im folgenden berichten wir iiber diese

1y Abgekiirzt wird nach den allgemeinen Regeln der Peptid-Chemie, vgl. V. Europ. Peptid-
symposium, Pergamon Press, Oxford 1963; Z = Benzyloxycarbonyl, ONB = p-Nitrobenzyl-
ester usw.

%) Die vorliegenden Resultate wurden auszugsweise am «International Symposium on Hypo-
tensive Polypeptidess, 25.-29. 10, 63, Florenz, vorgetragen.

3) Mit dhnlichen biologischen Zielen haben STEwWART & WoLLEY (2] die Synthese von all-p-
Bradykinin nach MErRIFIELDS Technik [3] als Kurzmitteilung publiziert.
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Arbeiten, wobel von einer stereochemischen Betrachfung, die auch die entsprechen-
den L-Antipoden miteinschliesst, ausgegangen wird.

A, Stereochemische Einleitung. — Um die sterischen Verhiltnisse der im fol-
genden beschriebenen sterecisomeren Nonapeptide der Bradykinin-Reihe zu dif-
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Fig. 1. Projektionsschema der slereoisomeren Bradyk-inirie

ferenzieren, ist es von Vorteil, diese Oligopeptide nach einem emheitlichen Schema
(Fig. 1), das die Lage der Aminosiure-Seitenketten besonders aufzeigt, darzustellen.

Danach werden die gestreckten Polypeptidketten so projiziert, dass die Asym-
metriezentren (x ), die NH- bzw. NH,Gruppen (o} und die CO- bzw. COOH-
Gruppen (e} in eine Ebene senkrecht zur Papierebene zu liegen kommen und die
Seitenketten (R) sowie die H-Atome (H) dann entweder rechts eder links dieser
Ebene stehen. Senkrecht zu dieser Ebene gesehen, bilden demnach die Asymmetrie-
zentren, die CO- yund NH-Gruppen eine Zickzacklinie und nehmen abwechslungsweise
die Stellungen 0 ein, wie sie aus der «Sicht in Richtung der Kettenachse von links
her» am linken Ende der Fig. 1 angedeutet werden. Die genaue Lage der Seitenketten
(R) sowie diejenige der Wasserstoffatome der Asymmetriezentren (1) ist ebenfalls
dieser Darstellung zu entnehmen.

Aus Fig. 1 folgt nun, dass die Seitenketten von a und d sowie von b und ¢ (mit
Ausndine Qes FTOUNS) die gleliche Taumiicne Lage emnnenmen, Lhe Kichtung der
CO-NH-Bindung ist in diesen Paaren entgegengesetzt. Prinzipiell stellt z. B. das Paar
a und d ein System dar, an Hand dessen man die Frage aufwerfen konnte, ob im
biologischen Geschehen der «Unfalls eintritt, dass eine Polypeptidkette «riickwirts
gelesen» wird. Die all-pD-retro-Form miisste dann biologische Aktivitit anfweisen,
wenn wir annehmen konnen, dass die Seitenketten eines Polypeptid-Wirkstoffes auf
die Aktivitit einen grdsseren Einfluss ausiiben als etwa das CO-NH-Geriist oder
dessen Orientierung. Leider weist unser System gerade beim Bradykinin schwerwie-
gende Mingel auf, indem drei Prolin-Molekeln darin vorkommen, In dieser Amino-
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sdure enthilt die Seitenkette den Amidstickstoff als Ringglied, was ihr einen zusitzli-
chen Richtungssinn {siche Fig. 1) in der Polypeptidkette eintrigt.

Im allgemeinen ist wohl auch anzunehmen, dass die polaren Endgruppen eines
Peptid-Wirkstoffes, deren Orientierung eine Folge des Richtungssinnes der CO-NH-
Kette darstellt, die Orientierung der Bindung an den Rezeptor vorbestimmen. Bei
falcher Orientierung kénnte nun eine Aktivitit ebenfalls in Frage gestellt sein. Ob
dies allerdings beim Bradykinin mit seinen stark basischen Kettenenden zutrifft,
kéinnte man wieder etwas bezweifeln angesichts der Beziehungen, die SCHREDER [4]
auf Grund des Tatsachenmaterials der bis heute bekannten Analoga dieses Wirk-
stofies ableitet. Beim Angiotensin hingegen scheint das freie Carboxylende einen ent-
scheidenden Einfluss anszuiiben [5].

Um das Resultat der vorliegenden Arbeit gerade vorwegzunehmen, muss nun
gesagt werden, dass all-p-retro-Bradykinin keinerlei Wirkung auf den Blutdruck oder
auf die glatte Muskulatur aufweist, und dass es zum mindesten in dieser Reihe nicht
gelungen ist, die Natur auf Grund der geschilderten stereochemischen Uberlegungen
zu «iiberlistens».

Von all-n-Bradykinin hitte man anderseits, anf Grund von Beobachtungen, die

an einem all-p-Pentapeptidfragment des a-Melanophoren-stimulierenden Hormons
[6] sowie in der Eledoisin-Reihe [7] gemacht wurden, eine antagonistische Wirkung
erwarten diirfen. Diese Spekulation hat sich in unserem Falle, wie auch von anderer
Seite [2] festgestellt wurde, ebenfalls nicht erfiillt,
Trotz der experimentell eindeutigen Antwort auf unsere Hypothese wiire es vielleicht
doch noch reizvoll, den aufgeworfenen Fragenkomplex der all-p-retro-Form an
einem Prolin-freien System, das zudem noch blockierte Endgruppen aufweist, noch-
mals nachzupriifen. Ein solches System wire vielleicht Gramicidin A bzw. B [8] mit
den entsprechenden Isomeren. Da diese Antibiotika in ihren natfirlich vorkommenden
Formen abwechslungsweise D- und L-Aminosiuren enthalten, wiren wohl auch
proteolytische Enzymreaktionen, die allenfalls in den Wirkungsmechanismus ein-
greifen konnten, zum vorneherein ausgeschaltet.

B. Herstellung der Ausgangsmaterialien. — Von den D-Aminosiuren haben
wir D-Arginin durch Partialsynthese ausgehend von p-Glutamin, Uberfiihrung in
sein y-Nitril, Hydrierung zu Ornithin und Guanidierung nach ZaorAL & RUDINGER
[9], hergestellt. D-Prolin scheint kommerziell nicht erhdltlich zu sein. Man kann es
aus dem racemischen Amid mittels Schweinenieren-Amidase [10]1 gewinnen. Wir
haben indessen ein viel ausgiebigeres Verfahren zur Spaltung von pL-Prolin aufgefun-
den, iiber welches gesondert berichtet wird. Dlie Beschaffung von n-Phenylalanin und
D-Serin ist kein Problem.

C. Synthese von all-p-Bradykinin. — All-D-Bradykinin haben wir im Gegen-
satz zu unsern amerikanischen Kollegen [2] auf konventionelle Weise gewonnen, und
zwar nach dem Schema der Fig. 2. Danach werden an ein Core-Heptapeptid IX
an beiden Kettenenden die noch fehlenden Argininreste mittels Dicyclohexyl-carbodi-
imid [11] angebracht, wobei das bereits von BoissoNNas ef al. [12] in der i-Reihe
beschriebene geschiitzte Nonapeptid XX resultiert, aus dem durch Hydrogenolyse
all-p-Bradykinin gewonnen werden kann. Dieses Verfahren der Einfithrung von D-
Arginin in der Schlussphase dringte sich im Hinblick darauf auf, dass die Gewinnung
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Fig. 2. dufbauschema fiiy all-p-Bradyhinin

" von letzterem nach der beschriebenen Methode in der b-Reihe noch einen kostspieli-
gen Prozess darstellt.

Das Core-Heptapeptid IX wurde auf zwei Wegen der Fig. 3 und 4 erhalten. Nach
Fig. 3 Hess sich das Dipeptid I, das in der entsprechenden 1-Reihe {13] seit langem
bekannt war, iiber die aktivierte Ester-Methode [14] gewinnen, ‘und seine Verlinge-
rung zu II mit Dicyclohexyl-carbodiimid wurde ebenfalls nach dem Schema der L-
Reihe (15} durchgefithrt. Auch die Gewinnung des Dipeptidesters III bzw. dessen
Hydrazids IV war in der L-Reihe bereits vorgezeichnet [12]. Letzteres wurde iiber
die CurTIus-Azid-Methode [16] zu V verlingert und das entsprechende Hydrazid VI
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Fig. 3. Erstes Aufbauschema des geschiitzien Heplapeplides IX
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Fig. 4. Zweites Aufbauschema des geschiitzten Heplapeplides 1X

mit p-Phe-OMe zu VII kondensiert. Hydrogenolyse mit Pd entfernte den N-end-
stindigen Benzyloxycarbenylrest (17] unter Gewinnung des Tetrapeptidesters VIII,
der mit dem Imidazolid [18] von II zum geschiitzten Heptapeptid IX gekuppelt
wurde,

Nach dem zweiten Schema (Fig. 4) lisst sich letzteres auch gewinnen, indem
Z-Gly-OH und p-Phe-OMe mittelst Dicyclohexyl-carbodiimid kondensiert werden
und man den Dipeptidester direkt ins kristalline Hydrazid X verwandelt. Letzteres
wird fiber drei nachfolgende Azidkupplungen #iber X11, XIII und XIV zum Penta-
peptidester XV verlingert, aus dem durch Hydrogenolyse X VI entsteht. Konden-
sation voen XVI mit I iiber die SuEEHAN-Methode [11] fithrt zu IX, das sich mit dem
Endprodukt IX der Fig. 3 als identisch erwies.

Das nach dem Schema der Fig. 2 erhaltene und bereits beschriebene rohe all-n-
Bradykinin wurde vorerst fiber 420 Stufen im System sek.-Butanol/0,1n HCI 1:1
multiplikativ verteilt, die Hauptfraktion mit der Verteilungszahl 0,25 isoliert, lyo-
philisiert und aus abs. Athanol/Essicester nmgefillt Anf dicca Waice onnts oin 5ok,
teines all-p-Bradykinin-trihydrochlorid isoliert werden. [a]® =+ 101,7° -+ 0,5°
{c = 1,10, in Wasser). Dieses verhielt sich d\'innschichtchromatographisch und elek-
trophoretisch einheitlich und gleich wie sein L-Antipode. Gegenuber Chymotrypsin
und Carboxypeptidase A + B war es véllig stabil.

D. Synthese von all-p-retro-Bradykinin. — Die Synthese von all-b-retro-
Bradykinin wurde nach Fig. 5, d.h. dem Weg der Synthese des entsprechenden, bio-
logisch inaktiven L-Antipoden ¢ [19] (Fig. 1), durchgefithrt, Dieser ist auch von
LaNDE [20] beschrieben worden. In Anbetracht der ausfithrlichen Behandlung des
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Fig. 5. Aufbauschema fitr all-D-reivo-Bradykinin

L-Antipoden [19] kann darauf verzichtet werden, die einzelnen Schritte der all-n-
retro-Verbindung im Detail darzulegen.

Auch all-p-retro-Bradykinin konnte in sehr reiner Form als Trihydrochlorid iso-
liert werden; [« = +107,5° 4 0,5° (c = 0,98, in Wasser). Die Reinheitskriterien
sind die gleichen wie diejenigen des all-pD-Bradykinins. Die scheinbaren Ionen-
beweglichkeiten sind fiir alle vier Stereoisomeren der Fig. 1 identisch.

E. Biologische Ergebnisse. — Die biologische Aktivitit von all-D-Bradykinin
und all-p-retro-Bradykinin wurde an zwei charakteristischen Bradykininwirkungen
untersucht: am glattmuskelstimulierenden Effekt am isolierten Diinndarm {Ileum)
des Meerschweinchens und an der blutdrucksenkenden Wirkung an der narkotisierten
Katze.

In beiden Versuchsanordnungen waren all-p-Bradykinin und all-p-retro-Brady-
kinin praktisch ohne Wirkung, d.h. die biologische Aktivitit betrug weniger als
1/10000 derjenigen von all-L-Bradykinin.

Die Priifung auf antagonistische Beeinflussung der Wirkungen von all-L-Brady-
kinip erfolgte in der gleichen Versuchsanordnung. All-D-Bradykinin und all-p-retro-
Bradykinin wurden in einem weiten Konzentrationsbereich, und entweder in ver-
schiedenen Zeitintervallen vor oder gleichzeitig mit L-Bradykinin der Badefliissigkeit
zugesetzt, Eine sichere Beeinflussung der glattmuskelstimulierenden Wirkung des
natiirlichen Bradykinins durch all-p-Bradykinin und all-p-retro-Bradykinin wurde
selbst in Konzentrationen von 100 y/ml nicht gefunden. An der narkotisierten Katze
wurden all-D-Bradykinin und all-D-retro-Bradykinin in verschiedenen Dosen intra-
vends vor Testdosen von L-BRADYRININ verabreicht; beide waren bis zu Dosen von
10 mg/kg ohne Einfluss auf die blutdrucksenkende Wirkung des natiirlichen Poly-
peptids.
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Experimenteller Teil?)
A. All-p-Bradykinin. - Aufbau des Core-Heptapeptides IX nach Figur 3

1. Z-p- Pro-p- Pro-OH (I}. Eine Suspension von 36,4 g (0,22 Mol) p-Pro-OMe-hydrochlorid [21]
in 200 m! Tetrahydrofuran wird bei 0° 10 Min. mit 38,8 ml Trifithylamin geschiittelt und vom
Triathylamin-hydrochlorid abgenutscht. Im Filtrat 14st man bei —5° 74 g (0,2 Mol) Z-p-Pro-p-
nitrophenylester (22] und ldsst 48 S5td. bei — 5° stehen. Das Tetrahydrofuran wird im Vakuum
abdestilliert, der Riickstand in Essigester gelést, mit 1n HCI, HO, 5-proz. Natriumhydrogen-
carbonat-Losung (bis farblos) und 10-proz. NaCl-Lésung gewaschen, iiber MgS0, getrocknet und
im Vakuum eingedampft. Man erhilt 58,3 g (819} Ol, das in 300 ml Methanol geldst und mit einer
Lésung von 7,8 g NaOH in 80 m} Wasser fiber Nacht verseift wird. Die Losung wird im Vakoum
bei 40° auf ca. 1, eingedampft, mit 100 m]l Wasser verdinnt, filtriert und mit konz. HC! ange-
sauert, Nach 2 Std. wird abgenutscht, mit Wasser gewaschen und aws Alkohol umkristallisiert.
Ausbeute 44,8 g (80%). Smp. 191-193°. [«]f = +82,6°.

CpoHyO, N, {346,37)  Ber. C62,41 H 640 N809%  Gef. C6249 H65¢ N 7,96%

2. Z-p-Pro-p-Pro-Gly-OH (II}. 15,4 g (0,11 Mol) Glycin-dthylester-hydrochlorid werden in
120 ml Dimethylformamid und 15,4 ml (0,11 Mol} Tridthylamin 15 Min. bei 0° geschiittelt, vom
Tridthylamin-hydrechlorid abgenutscht und im Filtrat 34,6 g (0,1 Mel) Z-p-Pro-p-Pro-OH (I) ge-
l6st. Diese Losung wird mit 400 ml Acetonitril verdiinnt, auf — 10° abgekiihlt, mit einer Losung
von 20,7 g Dicyclohexyl-carbodiimid in 30 ml Dimethylformamid versetzt und 20 Std. bei —5°
aufbewahrt. Der Dicyclohexylharnstoff wird abgenutscht, das Filtrat im Vakuum bei 70° einge-
dampit, das 01 in Essigester mit 14 HCI, 5-proz. NaHCO,-Lésung und 10-proz. NaCl-Lasung neu-
tralgewaschen, iiber MgS0, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Man trennt von einer kleinen
Menge Dicyclohexylharnstoff ab und trocknet das Ot im Vakuum. Ausbeute 32,5 g (78%). Der
Tripeptidester wird in 140 mi Methanol mit 22 m1 4~ NaOH wihrend 1/, Std. verseift. Die Losung
wird mit 150 ml Wasser verdiinnt, mit Essigester extrahiert, die wisserige Phase mit konz. HCl
angesiuert, mit Essigester extrahiert, mit 10-proz. NaCl-Losung gewaschen, {iber MgSO, ge-
trocknet und im Vakuum eingedampft. Das Harz kristallisiert bei 0° aus Essigester-Petrolither,
Ausbeute 23,6 g (75%). Smp. 99-102°, ab 80° wachsartig. [2)i = +83,6°.

CopHpOp N, {403,42) Ber. C 59,54 H 6,24 N 10429 Gef. C3952 H6,38 N10,30%

3, Z-p-Phe-p-Ser-OMe (I111). Herstellung gemiss Vorschrift von R. A. BoissonNas ef al. [12]
fiir den Antipoden Z-v-Phe-1-Ser-OMe. Smyp. 126-127°. [« = +6°.

CouHuOgN, (400,42)  Ber. C6299 H 6,04 N699%  Gef. C63,07 H 599 N 698%

4. Z-D-Phe-p-Sey-NH-NH, (IV). Herstellung gemiiss Vorschrift von R. A. BoissoNNas ef al’
(12] fiir den Antipoden Z-L-Phe-r-Ser-NH-NH,. Smp. 188-190°. [t:L]’D5 = +8° {¢ = 1, in Eisessig).

CyoHy Oz N, (400,42) Ber. € 59,98 H 6,04 N 13,999, Gef. C 59,83 H 6,13 N 13,95%

3. Z-D- Phe-D-Ser-D- Pro-OMe (V). 28 g (0,07 Mol) Z-p-Phe-p-Ser-NH-NH, ({IV) werden in
250 ml 60-proz. Essigsdure, 350 ml Essigester und 18,2 ml konz. HCI geldst, bei — 10° unter Riihren
tropfenweise mit einer Lisung von 4,84 g (0,07 Mol} NaNQ, in 30 ml H,O versetzt und 15 Min. bei
— 10° weitergeriihrt. Das gebildete Azid wird bei 0° mit Essigester extrahiert, mit eiskalter 5-proz,
Natrinmhydrogencarbonat-Lésung neutraigewaschen, bei 0° iber Mg50, getrocknet, dann mit
¢iner vorgekiihlten Ldsung von 10,9 g (0,084 Mol) p-Prolin-methylester [21] in 30 mi Essigester
versetzt und 48 Std. bei — 5° aufbewahrt. Die Losung wird mit 1x HCE H O Sonras Nobrivee
hydrogencarbonat-Lésung und HgQ neutraigewaschen, iiber MgS0, getrocknet, imn Vakium ein-
gedampft und aus Essigester-Ather kristaliisiert. Ausbeute 28,6 g (82%). Smp. 123-125°. [o]¥ =
+48,4°,

CosHy Oy Ny {497,53) Ber. C62,76 H 6,28 N 845% Gef. C63,00 H 640 N 8429

4} Die Smp. sind nicht korrigiert und wurden auf dem Schmelzpunktbestimmungsapparat nach
TorroLl der Firma Bitcal, Flawil (Schweiz), bestimmt, Die Analysenmuster wurden 16 Std.
iiber P,O; bei 0,01 Torr und, wenn nichts anderes angegeben, zwischen 60 und 100° getrocknet.
Die Drehungen wurden bei ¢ = 2 und, wenn nichts anderes erwihnt, in Dimethylformamid
(DMF) bestimmt. Der Messfehler betrdgt ca.-{2°
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6. Z-D-Phe-D-Ser-D-Pro-NH-NH, (VI). 27,4 g (0,055 Mol}) Z-p-Phe-D-Ser-u-Pro-OMe (V)
werden in 60 ml Dimethylformamid gelést, mit 14 ml 100-proz. Hydrazinhydrat versetzt und
24 Std. bei 25° auibewahrt. Die Kristallisation wird durch Wasserzusatz vervollstandigt, worauf
man nach dem Abnuatschen aus Dimethylformamid-Alkohol wmkristallisiert. Ausbeute 20,6 g
(97%). Smp. 215-217°. [a]¥ = + 34,5
CosHy QN (497,54) Ber. C60,35 H 6,28 N 14,08% Gef. C60,15 H 6,29 N 13,72%

7. Z-n- Phe-D-Ser-n- Pro-D-Phe-OMe (VI1). 24,9 g (0,05 Mol) Z-p-Phe-p-Ser-p-Pro-NH-NH,
(VI} werden in 250 ml 60-proz. Essigsdure, 13 mi konz. HC] und 400 mi Essigester unter Riihren
geltst, bei — 10° tropfenweise mit einer Lésung von 3,46 g {0,05 Mol) NaNOQ, in 20 ml Wasser ver-
setzt und 15 Min. bei — 10° weitergeriihrt. Das Azid wird bei 0° mit Essigester extrahiert, mit
5-proz. NaHCO,-Lésung neutralgewaschen, bei 0° tber MgSO, getrocknet, mit 9,85 g (0,035 Mol)
p-Phenylalanin-methylester in 30 m! Essigester versctzt und 48 Std. bei — 5° aufbewahrt. Die
Lésung wird mit 1n HCI, H,O, 5-proz. NaHCO,-Losung und mit HyO neutralgewaschen, liber
MgS80, geirocknet, cingedampft und aus Alkohol-Ather kristallisiert. Ausbeute 24,2 g (72%,). Smp.
115-117°. [} = +38,6°.

CosHagOpN, (644,70) Ber. € 65,20 H 6,25 N 869% Gef. C 65,17 H 6,26 N 870%

8. H-D- Phe-D-Ser-D- Pro-p-Phe-OMe (VIIN. 16,1 g (0,025 Mol) Z-p-Phe-p-Ser-p-Pro-n-Phe-
OMe (VII) werden in 150 ml Eisessig mit 2,5 g 5-proz. Pd-Kohle bis zum Stilistand der H,-Auf
nahme hydriert, vom Katalysator abgetrennt und im Vakuum bei 50° eingedampit. Das Ol wird
in Essigester aufgenommen, mit {iberschiissigen 3N Ammoniak und Wasser ausgeschiittelt, iiber
MgS0, getrocknet, im Vakuum bei 50° eingedampft und getrocknet, Man erhilt 10,5 g (829} eines
Harzes, das bisher nicht kristallisiert werden konnte. Diinnschichtchromatographisch. verhélt es
sich einheitlich in folgenden Systemen: Batanol-Pyridin-Eisessig-Wasser-(90:60:18:72} und
Butanol-Eisessig-Wasser-(4:1:1). Dieses Rohprodukt wird sofort fiir die Herstellung des geschiitz-
ten Hexapeptides 1X eingesetzt.

9. Z-p- Pro-D- Pro-Gily-D- Phe-n-Ser-n- Pro-n- Phe-OMe (1X). 8,3 g (20,6 miMol) Z-p-Pro-p-Pro-
Gly-OH {I1) in 85 ml Tetrahydrofuran werden bei ~ 10° mit 3,44 g (20,6 mMol) Carbonyldiimidazol
versetzt und unter CaCl,-Verschluss 1 Std. bei — 10° geriihrt. Zu dieser Lésung tropft man inner-
halb 15 Min. eine vorgekiihlte Losung des rohen H-p-Phe-p-Ser-b-Pro-p-Phe-OMe (VIII) in 50 mi
Tetrahydrofuran, rithrt wihrend 4 Std. bei — 10° weiter und liisst iiber Nacht bei — 53° stehen. Das
Tetrahydrofuran wird im Vakuum abdestilliert, das Harz in Essigester aufgenommen, mit 1x HCI,
H,y0, 5-proz. NaHCOQ,-Losung und H,O neutralgewaschen, iiber MgS0, getrocknet, im Vakuum
eingedampit und der Riickstand 2mal aus Essigester unter Eintropfen und Riihren in Petrolither
ausgefillt, abgenutscht, mit Petroldther gewaschen und im Vakuum bei 60° getrocknet. Ausbeute
9,6 g (52%). & bei 258 nm = 582 (Feinsprit, 70 mg %), ber. 582. [2]}} = + 54,87, diinnschicht-
chromatographisch einheitlich. Die Substanz enthilt noch 1,79%, Wasser.

CyyH, O N, (895,98) Ber. C 6300 H641 N10,94% Gel* C63,05 H6,38 N 11,119
* (umgerechnet auf H,O-freie Substanz).
Aufbau des Core-Heptapeptides IX nach Figur 4. — 10. Z-Gly-D-Phe-NH-NH, (X). 31,4 g

(0,15 Mol) Z-Gly-OH und 26,9 g {0,15 Mol) p.Phe-OMe werden in 70 ml Dimethylformamid ge-
18st, bei — 10° mit einer Losung von 31 g (0,15 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid.in 40 m] Acetonitril

versetzt und 24 Std. bei 0° aufbewahrt. Der Hamstoff wird abgenutscht, das Filtrat mit 1 | Essig-

ester verdiinnt, nach dem Neutralwaschen mit I~ HCi, H,0, 5- proz 1\Ia\HCOs»Losung und H,O
[T1F. ) l‘lsau‘ sﬁLlULKLICL uuu llll va.nuuln blllsbuﬂ-llll)lk JJﬂnO :Il “ALU Alx Al-l-ll\-L BDIUQL, LA ht“u-’
Harnstoff abfiltriert und im Vakuum zur Trockne verdampft. Ausbeute 31, 9 g (869%,) Harz. Es
wird in 150 ml Alkohol geldst, mit 32 ml 100-proz. Hydrazinhydrat versetzt, 2 Std. unter Riickfluss
gekocht und iiber Nacht bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die teilweise kristallisierte Reaktions-
mischung wird 1 $td. mit 1 | Wasser verriihrt, abgenutscht, mit Wasser gewaschen und zuerst bei
80°, dann bei 100° getrocknet. Hierbei steigt der Smp. von 80° auf 140-142°, Sintern bei 110°.
Ausbeute 27.8 g (87%,). Zur Analyse wird aus Alkohol umkristallisiert und im Hochvakuum bei
110° iiber P,O; getrocknet. Smp. 150-151°. (]} = —6,1° (¢ = 2, in 0,5 HCI).
CypH O N, (370,409 Ber. C61,61 H 598 N 1513% Gef. C61,53 H 6,10 N 15049%
11. Z-Gly-p-Phe-p-Ser-OMe (X1). 29,6 g (0,08 Mol) Z-Gly-p-Phe-NH-NH, (X) werden in
120 ml 60-proz. Essigsaure, 21 ml konz. Salzsiure und 250 ml Essigester geltst, bei —10° unter
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Riihren tropfenweise mit einer Losung von 5,53 g (0,08 Mol) NaNQ, in 20 ml Wasser versetzt,
20 Min. bei —10° weitergeriihrt und die Azidlssung bei 0° mit Wasser und 5-proz. NaHCOy
Lisung neutralgewaschen. Die Essigesteriésung wird nach Zusatz von 30 ml Dimethylformamid
bei 0° tiber MgS8Q, getrocknet, filtriert, auf —10° abgekiihlt, mit einer Lésung von 9,5 g (0,8 Mol)
D-8er-OMe in 20 ml Essigester versetzt und 48 Std. bei — 10°aufbewahrt. Nach Neutralwaschen mit
1w HCL, H,0, 5-proz. NaHCO,;-Lssung und H,O wird iberMg SO, getrocknet und im Vakuum bis zur
reichlichen Kristallbildung eingedampft, mit Ather vermischt, abgenutscht, mit Ather gewaschen
und getrocknet. Ausbeute 27,5 g {75%). Smp. 146-148° [a]ff = 0°, (@] = —12,5° (¢ = 2, in
Eisessig).

CyaHy, O, N, (457,47) Ber. C60,38 H 595 N 9,199 Gef. C60,59 H 6,21 N 9,169%

12, Z-Gly-n- Phe-D-Ser-NH-NH, (X 11). 27,4 g (0,06 Mol) Z-Gly-p-Phe-p-Ser-OMe (X1} werden
in 100 m] Dimethyliormamid geidst, mit 30 ml 100-proz. Hydrazinhydrat versetzt und 24 Std. bei
25° autbewahrt. Die Lésung wird wahrend 1 Std. in 1 | Wasser verrithrt, abgenutscht, mit viel
Wasser gewaschen und im Vakuum bei 70° getrocknet. Ausbente 24,4 g (89%,). Smp. 188-190°.
Zur Analyse aus Dimethylformamid/Alkohol ausgefillt und im Hochvakuum bei 110° iiber PyOy
getrocknet. Smp. 189-191°. [o)® = +3,5° [o]¥ = — 7,2° {¢ = 2, in Eisessig).

Cogtls, O Ny (457,48) Ber. C57,76 H 595 N 15319% Gef. C57,55 H6,00 N 1535%

13. Z-Gly-D-Phe-D-Ser-n-Pro-OMe (XIII). 27,4 g (0,06 Mol} Z-Gly-p-Phe-p-Ser-NH-NH,
(X11) werden in 120 ol 60-proz. Essigsdure, 15,6 ml konz. Salzsdure und 250 ml Essigester gelist,
bei —10° langsam mit einer Lésung von 4,2 g (0,06 Mol) NaNO, in 15 ml Wasser versetzt und
20 Min. bei — 10° weitergerithrt. Das ausgefallene Azid wird bei 0° abgenutscht, mit eiskalter 5-proz.
NaHCO,-Lisung und Eiswasser gewaschen, in 200 mi vorgekiihltem Dimethylformamid geltst und
bei —10° aufbewahrt. Unterdessen wird die Essigesterphase des Azides bei 0° mit 5-proz. NaHCO,-
Lisung und Wasser neutralgewaschen, mit der Dimethylformamid-Lésung des auskristallisierten
und abgenutschten Azides vereinigt und bei 0° tiher MgSO, getrocknet. Zu dieser L4sung gibt man
eine Lsung von 9,3 g (0,72 Mol) H-D-Pro-OMe in 20 ml Essigester und bewahrt 3 Tage bei —10°
auf. Die Reaktionsldsung wird mit 1 | Essigester verdiinnt, mit 1n HCI, 5-proz, NaHCO,-Ltsung
und 10-proz. NaCl-Lisung neutralgewaschen, iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingedampft,
Das Harz wird in Essigester geiést, unter Eintropfen und Riihren in Petrolither ausgefillt, iiber
Nacht bei 0° aufbewahrt, abgenutscht und getrocknet. Man erhilt 24,8 g (73%) amorphen
Z-Tetrapeptidester, der bisher noch nicht kristallisiert werden konnte. Das Rohprodukt wird
direkt zum Hydrazid umgesetzt.

14. Z-Gly-p- Phe-D-Ser-D-Pro-NH-NH, (X V). 22,6 g (0,4 Mol) Z-Gly-p-Phe-D-Ser-b-Pro-OMe
(XIIT} (Rohprodukt) werden in 30 ml Dimethylformamid unter Erwiirmen geldst, mit 12 ml
100-proz. Hydrazinhydrat versetzt, iiber Nacht stehengelassen, mit Alkohol vermischt, 3 Std. im
Eisschrank aufbewahrt, abgenutscht, mit Alkohol gewaschen und bei 80° im Vakuum getrocknet.
Ausbeute 19,9 g (889%,). Smp. 225-228°. Zur Analyse aus DimethylformamidjAlkohol umkristalli-
siert. Smp. 228-230°. [a]f = +27.2°
CypHgO, N (554,59)  Ber. C 58,47 H 6,18 N 15,15% Gef. C 5840 H 6,41 N1505%

15. Z-Gly-D- Phe-D-Ser-D- Pro-D- Phe-OMe (X V). 19,5 g (0,035 Mol} Z-Gly-p-Phe-p-Ser-n-Pro-
NH-NH, (XIV) werden in 110 ml 60-proz. Essigsiure, 9,1 ml konz. Salzsdure und 200 ml Essig-
ester geldst, bei - 10° langsam mit einer Lésung von 2,42 g (0,035 Mol) NaNO, in 8 ml Wasser ver-
setzt, 20 Min. bei — 10° weitergerithrt, dann bei 0° mit Wasser, 5-proz. NaHCO,-Lésung und Wasser
neutralgewaschen und iiber MgS0, getrocknet. Zur Azidldsung gibt man hei _ 102 aima T 2o0o g
vul 0,0 g WU Mut) 0-D-rhe-UMe m 20 ml Essigester und 1dsst 3 Tage bei — 10° stehen. Die
Lasung wird mit 18 HCI, HyO, 5-proz. NaHCO,-Lésung und H,O neutralgewaschen, iiber MgSO,
getrocknet, im Vakuum bis zur beginnenden Kristallisation eingedampft, mit Ather vermischt
und nach 2 Std. abgenutscht. Ausbeute 18,4 g (759%,). Smp. 106-108°. Zur Analyse aus Essigester
umlzistailisiert, Smp. 109-111°, [a]}} = + 31,8".

CarH O N, {701,75) Ber. ©63,32 H 618 N998% Gef. C63,05 H6,34 N 10,049

16. H-Gly-D- Phe-D-Ser-D- Pro-n- Phe-OMe (XVF, 17,5 g {0,025 Mol) Z-Gly-D-Phe-D-Ser-n-
Pro-p-Phe-OMe {XV) werden in einer Mischung von 200 ml Alkohol und 20 ml Eisessig geldst und
nach Zusatz von 2 g 5-proz. Pd-Kohle bis zum Stillstand der Hy-Aufnahme hydriert. Der Kataly-
sator wird abgetrennt und das Filtrat im Vakuum bei 45° eingedampit. Der Sirup wird mit Chloro-
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form vermischt, mit iiberschiissigem 35 Ammoniak ausgeschiittelt, die Chloroformlésung iber
MgSO, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Ausbeute 11,8 g (B3%,) kristalliner Riickstand,
‘Smp. 148-150°. Zur Analyse aus Alkohol/Ather umkristallisiert. Smp. 148-150°. [a]f = +32,7°.

CoHeyO,N; (567,63) Ber. C61,36 H 657 N12,34%  Gef. C61,62 H662 N 12,289%

17. Z-o- Pro-o- Pro-Gly-p-Phe-D-Ser-D- Pro-D- Phe-OMe (I X). 6,9 g (0,02 Mol) Z-p-Pro-p-Pro-
OH (I} werden in 70 ml Dimethylformamid geldst, auf —10° abgekiihlt, mit 3,34 g (0,02 Mol
Carbonyldiimidazol versetzt und 1 Std. bei — 10° geriihrt. Dazu tropft man innerhalb 10 Min. eine
vorgekiihlte Losung von 11,35 g (0,02 Mol) H-Gly-p-Phe-D-Ser-b-Pro-p-Phe-OMe (X V1) in 25 m]
Dimethyliormamid, rithrt 2 Std. bei — 10° weiter und bewahrt dann wihrend 48 Std. bei — 5° auf.
Die Lésung wird im Vakuum eingedampit, der Riickstand in viel Essigester mit 1x HCI, H,0,
5-proz. NaHCO,-Lésung und H,O neutralgewaschen, iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum
eingedampft. Der Riickstand wird 2mal unter Rithren aus Essigester durch langsames Eintropfen
in Petrolither gefallt, abgenutscht und getrocknet. Ausbeute 14.4 g (809%). [o)F = + 33,8° Der
geschiitzte Hexapeptidester ist identisch mit dem nach Fig. 3 auf anderem Weg erhaltenen Hexa-

- peptidester (vgl. [9]).

" Aufbau von all-p-Bradykinin nach Fig.2. - 18, H-D- Pro-D-Pro-Gly-D- Phe-1-Ser-p-Pro-
p-Phe-OMe (XVI1I). 26,9 g (0,03 Mol) Z-p-Pro-p-Pro-Gly-p-Phe-b-Ser-p-Pro-p-Phe-OMe (Fig. 2,
IX) werden in 240 ml Eisessig mit 4 g 5-proz. Pd-Kohle bis zom Stillstand der H,-Aufnahme
hydriert, vem Katalysator abgetrennt und im Vakuum bei 45° eingedampft. Man lost das Harz in

—'Wasser, versetzt mit iiberschiissigem Ammoniak, extrahiert mit Chieroferm, wischt mehrmals mit-
Wasser, trocknet tiber MgS0, und destilliert das Chloroform im Vakuum ab. Der Riickstand wird
in Chloroform geldst, durch Eintropfen in Petrolither unter Rithren ausgefilit, abgenutscht und

getrocknet. Ausbeute 18,9 g (82%,) Rohprodukt, das chne weitere Reinigung zur Kupplung mit
Z-(6-NOy)-p-Arg-OH eingesetzt wird.

19. Z-(G-NO,)-p-A*g-D-Pro-p- Pro-Gly-D- Phe-p-Sey-D- Pro-p-Phe-OMe (XVIII), 1163 g
(33 mMol} Z-(¢-NOy)-p-Arg-OH und 18,9 g (30 mMol) H-p-Pro-p-Pro-Gly-p-Phe-D-Ser-p-Pro-p-
Phe-OMe (XVII, Rohprodukt) werden in 40 ml Dimethylformamid gelgst, mit 40 ml Acetonitril
verdiinnt, auf — 10° abgekiihlt, mit einer Lésung von 6,73 g (33 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid
in 20 m] Acetonitril versetzt, 30 Std. bei —10° und 18 Std. bei 25° aufbewahrt. Man gibt 10 ml
50-proz. Essigsdnre zu und trennt nach 1 Std. den Dicyclohexylharnstoff ab. Die Lisung wird im
Vakuum auf ein Volumen von ca. 20 ml eingedampft, mit viel Chloroform verdiinnt, mit 1x HCI,
H,0, 5-proz. NaHCQ,-Losung und H,O gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum ein-
gedampit. Der Riickstand wird in Chloroform gelést, von etwas Harnstoff abfiltriert, durch Ein-
tropfen in Ather unter Riihren ausgefallt, nochmals in gleicher Weise umgefilit und getrocknet.
Ausbeute 23,4 g (71%,) Rohprodukt, das offensichtlich noch Spuren von Dicyclohexylharnstoff
enthilt und nicht analysenrein erhalten werden konnte. Das Rohprodukt wird chne weitere
Reinigung verseift, da sich hierbei der Dicyclohexyltharnstoff besser abtrennen lisst.

20. Z-(6-NO,)-D-Arg-D- Pro-n- Pro-Gly-D- Phe-n-Ser-D- Pro-p-Phe-OH (X 1X). 23,4 g (21 mMoal)
Z-(6-NO,}-p-Arg-0-Pro-D-Pro-Gly-p-Phe-b-Ser-bp-Pro-p-Phe-OMe  Rohprodukt (XVIII} werden
in 250 ml Methanol geiést und mit 42 ml In NaOH wihrend 3 Std. unter Riihren verseift. Die
Losung wird im Vakuum bei 40° auf ein Volumen von ca. 40 ml eingedampft, mit 150 ml Wasser
verdiinnt, von einer geringen Spur Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und mit 18 HCI sauer gestellt.
Man extrahiert mit Chloroform, wischt mit Wasser neutral, trocknet fiber Mg_SO‘1 und destilliert

233 ChIsillonioe fin Vihinmuan ol Do Mucnoloumd wisd i Giivsulus Bh gG10sl, Uuiull SAIUUpien w
Ather unter Riihren ausgefiilt, abgenutscht, mit Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute
17,5 g (77%). Fir die Analyse wird eine Probe in Methanol geldst, mit Essigester bis zu ganz
schwacher Triibung versetzt und im Vakuum bis zur beginnenden Kristallisation eingedampft, ab-
genutscht und getrocknet. {o]f = + 53,5° £ bei 268 nm = 15670 (5 mg%, Feinsprit), ber. 15791,
Die Substanz enthilt 0,95% Wasser; die nachfolgenden Analysenwerte sind umgerechnet auf
HyO-freie Substanz.

CepHesOuN;;  Ber. C57,66 H 6,14 N 1532 OCH, 0%
(1083,14) Gef. ,, 57,56 ,, 6,35 ,, 15,36 v 0%
21. Z-(5-NQO,)-p-Arg-D- Pro-p- Pro-Gly-D-Phe-D-Ser-D- Pro-D- Phe-(6-NOQ,y)-D-Arg-ONB (X X).
17,3 g (16 mMel) Z-(G-NO,)-p-Arg-p-Pro-b-Pro-Gly-p-Phe-n-Ser-b-Pro-p-Phe-OH (XIX) und
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62 g (17,6 mMol) H-(G-NO,)-p-Arg-ONB werden in 70 ml Dimethylformamid geltist, auf — 10° ab-
gekiihlt, mit einer vorgekiihlten Lésung von 3,3 g (16 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid in 45 tml
Acetonitril versetzt, 4 Std. bei —10° und 24 Std. bei 25° aufbewahrt. Nach Zusatz von 10 ml
50-proz. Essigsdure lisst man 1 Std. bei 25° stehen, nutscht dann den Dicyclohexylharnstoff ab
und destilliert im Vakuum das Lésungsmittel beinahe vollstindig ab. Der Riickstand wird in
400 ml Chleroform geldst, mit 1x HCl, H,O, 5-proz. NaHCO,-Lésung und 10-proz. NaCl-Lésung
gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und im Vaknum auf 100 ml eingedampft. Diese Lésung wird
durch Eintropien in 21 Essigester unter Riithren ausgefillt, abgenutscht, mit Essigester und Petrol-
dther gewaschen und getrocknet. Ausbeate 18,1 g (809%,), £ bei 268 nm = 39000 (1 mgY%, Eisessig).
Dieses schon ziemlich reine Rohprodukt gibt bei der Diinnschichtchromatographie im System
Butanol-Eisessig-Wasser-(4:1:1) einen einzigen Fleck mit schwachen vor- und machlaufenden
kleinen Schweifen, Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung der Hydrierung unterworfen.

22. H-D-Arg-D- Pro-D- Pro-Gly-D- Phe-D-Ser-D- Pro-D-Phe-D-Arg-OH (XXI), 18 g Z-{G-NO,)-
D-Arg-p-Pro-p-Pro-Gly-p-Phe-p-Ser-b-Pro-p-Phe-(G-NO,)-p-Arg-ONB (XX} werden in 250 ml
Eisessig geldst, mit 60 ml Wasser, 4,2 ml konz. Salzsiure und 5 g 5-proz. Pd-Kohle versetzt und bis
zum Stillstand der Hy-Aufnahme (nach 24 Std.) hydriert. Der Katalysator wird abgetrennt, die
Losung im Vakuum bei 35° eingedampft und mehrmals mit Wasser und zuletzt mit Methanol ab-
gedampift. Man 16st den Riickstand in Methanol und fallt die Lésung durch Eintropfen in Essig-
ester unter Rithren aus. Nach dem Abnutschen, Waschen mit Essigester und Petroldther und
Trocknen erhilt man 14,5 g Rohprodukt.

23, Reinigung und analytiscke Charaklervisievung. - a) Multiplikative Verteilung. 7 g Rohprodukt
{aus der Hydrierung) werden multiplikativ tiber 420 Stufen im System sek.-Butanol/0,1n HCl-(i:1)
{Vol.-Verhaltnisse} verteilt. Die Verteilung wird spektrophotometrisch mit FoLin-DEnis-Reagens
[23] und mittels der quantitativen SakacucHI-Reaktion nach ALBANESE ef gi. [24] verfolgt. Die
Hauptfraktion mit einer Verteilungszahl K = 0,25 (Glaschen Nr. 65--95) wird bei Raumtemperatur
im Hochvakuum eingedampit und anschliessend 3mal aus Wasser lyophilisiert; es resultieren ca.
3,2 g eines leicht gelbstichigen Pulvers.

b) Umfillen. Die obige Fraktion wird 3mal aus abs. Athanol/Essigester umgeiilit, zuletzt mit
‘Wasser vom Filter geigst und wieder lyophilisiert. Man erhilt 2 g analysenreines Nonapeptid-
trihydrochlorid in Form eines weissen feinkdrnigen Pulvers {aus den vereinigten Mutterlaugen
kénnen noch ca. 800 mg Substanz gewennen werden). [0 = +101,7° 4 0,5° {¢ = 1,10, in
Wasser).

CsoHigOuNCly  Ber. C51,3¢ H 6,55 N 17,97 Cl9,09%
{1169,59) Gef. ,, 51,13 ,, 6,61 ,, 17,84 , 912 H,0 4,849%
{wasserfreies Trihydrochlorid).

Das Nonapeptid verhilt sich diinnschichtchromatographisch auf Kieselgel-G- und Cellulose-C-
Schichten in verschiedenen Laufmitteln und Anfirbung mit Ninhydrin-, Sakacucrl- und
Cyanamid-Reagens Nr. 113 [25] einheitlich. Rf = 0,30 (Kieseigel G, n-Butanol-Pyridin-Eisessig-
Wasser-{30:20:6:24). — Bei der Hochspannungs-Papierelektrophorese (40 Min.,, 65 V ¢m™),
S5 2043b} betriigt die Laufstrecke bei pH 2,5 ca. 100 mm und bei pH 6,5 ca. 30 mm. Verunreini-
gungen konnten hier keine beobachtet werden. — All-p-Bradykinin verhiit sich chromatographisch
und elektrophoretisch gleich wie all-L-Bradykinin,

Totalhydrolyse des Peptids, papierchromatographische Trennung und photometrische Be-
stimmung der Aminosiureverhiltnisse erfolgten in gleicher Weise wie friiher beschrieben [267:

i .‘_“0 :.: T :,C ™ 3,; St L,y uny LW
Gef. ,, 20 , 21 , 26 , 09 , 1,0

¢) Abbaureaktionen. Gegeniiber der Einwirkung von Chymotrypsin und Carboxypeptidase
A 4 B verhilt sich das Nonapeptid vollstindig stabil. Die experimentelle Durchfiihrung erfoigte
analog wie friiher beschrieben [27],

B. Ali-p-retro-Bradykinin. - Aufbau nach Fig. 5

1. Synthese des all-D-relro- Bradykinins. Die Herstellung des all-n-retro-Bradykinins erfolgte
genau nach der Vorschrift fiir das all-L-retro-Bradykinin [19]. Es werden daher nachfolgend nur
die Konstanten der einzelnen Synthesestufen angegeben.
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2. Z-(6-N(,)-D-Arg-D- Phe-OH (XX 11}, Herstellung analog dem cntsprechenden - Antipoden
[19]. Smp. 130-131° [ajf¥ = 48,2° {¢ = 1, in Methanol).
CouyHa O Ng (514,53} Ber. € 56,02 H 588 XN 16,339 Gef. € 33,65 HG08 N 16,34°,
3. Z-(G-NOy)-n-Arg-n-Phe-p-Pro-OMe (XXIT). Ausbeute 69%,. Smp. 118-121° o' =
+ 28,6°.
Caolly, 0N, (611,64)  Ber. C 3698 H 6,10 N 1603%  Gef. C 56,60 H 6,04 N 16,219,
4. Z-{G-NO,)-D-Arg-0-Phe-p- Pro-OH (XYXV). Ausheute 84°,. Smp. 124-126" {Zers.). ) =
+30,4° £ bei 268 nm = 16000 (2 mg®, Feinsprit).
CaaHyOgN, {597,62) Ber. € 56,27 H 59) N 16,419, Gef. € 36,02 HbH1 N 16,17%,
3. Z-D-Phe-Glv-OMe (XX T1). Ausheute 34%,. Smp. 1201217 T3 = + 23,57,
CpoH,,0,N, (370,39) Ber. C 64,85 H 599 N 7,56°% Gel. C 490 H 632 N 7,77%
6. H-»-Phe-Glv-O3e (XX T1'IT). Ausbeute 829, Honig.
7. Z-D-Ser-p-Phe-Glv-OMe (XX V[ I1). Ausbente 80%,. Smp. 143-143" [ = +R8.3°,
CoHy OW N, (457,47) Ber. C60,38 H 595 X 9,26% Gei. C 60,78 H 607 N 9,20%
8. H-D-Ser-p- Phe-Gly-0Me {XX1X). Ausbeute 90°,. Smp. 130-133°, [ = —2". ¢ bei
258 nm = 189 (60 mg?, Feinsprit), ber. 187 [28].
CpsH 00N, 323,39 Ber. € 3572 H 6,55 N 13,009  Gef. C3399 H 688 X 12,779

9. Z-(G-NO,)-D-4#g-D- Phe-D- Pro-D-Ser-0-Phe-Gly-QMe  (XXX). Ausbeute 34%. (o)} =
+25,8°. Bei der entsprechenden L-Verbindung [19] fanden wir T = —18,7% # bei 268 nm =
16250 (3 mg%, Feinsprit).

CrsHyOaNyg (902,94)  Ber. N 15,51%, Gef. N 13,209,

10. Z-(%-NO,)-n-A#g-b- Phe-D- Pro-p-Ser-D- Phe-Gly-OH (XX X[1). Ausbeute 81%,. [«]f} =
+26°. £ bei 268 nm = 16090 (3 mg9%, Feinsprit). :

CyoHgs01W ) (BBE92)  Ber. C 56,68 H 590 N 15769, Gef C356,57 H 6,22 N 15729,

11. Z--Pro-D- Pro-OH (I}. Ausbeute 70°;. Smp. 191-193°. " f = +82,6°
CigHyyO4 N, (346,37) Ber. C62,41 H 6,40 N 8,099, Gef. C 6249 H 6,54 N 7,96%,

12. Z-D-Pro-p-Pro-(G-NOy)-0-Arg-ONB (XX XII). Ausbeute 73%,. [21}? = +354,5°. Die bei
[19] zitierte Drchung sollte heissen [al}} = —31,7° ¢ bei 268 nm = 24800 (1 mg®, Feinsprit).
CyHyyOpN, (682,68) Ber. N 16420,  Gef. N 16,67%

13. H-D-Pro-n-Pro-{G-NOp)-D-Arg-ON B (XXX III). Ausbeute 869, Rohprodukt.

14. Z-(6-NOg)-D-Arg-D- Phe-D- Pro-D-Ser-p- Phe-Gly-p- Pro-p- Pro-(¥-N0O,) -n-Arg-ONB
(XXXIV). Ausbente 52%, Rohprodukt.

13. H-vp-Arg-p-Phe-D- Pro-p-Ser-n-Phe-Glv-D- Pro-n- Pro-p-Arg JHCI (XX XNT1).  Ausbente
90", Rohprodukt.

16. Retnigung des Endproduktes. — a) Multiplikative Verteilung. 2,5 g Rohprodukt XXXV
werden iiber 460 Stufen im System n-Butanol-Pyridin-Eisessig-Wassar-(8:2:1:9) (Vol -Verhilt-
nisse) verteilt. Die Verteilung wird spekircphotometrisch mit dor quantitativen SawacucHr-
Reaktion nach ALBANESE of al. [24] verfolgt. Die Hauptfraktion mit ciner Verteilungszahl K =
0,24 wird bei Raumtemperatur im Vakuum cingedampit umd aaschlicssend. 3mal ans Wasser
Iyopailsiert. 1S resuiticren ca. 1,1 g cines farblosen 'ulvers.

b) Umfillen. Dvic Hauptfraktion aus der Verteilung (1,1 g) wird 2mal aus abs. Athanol/Essig-
ester umgefillt, in 0, 1x HCI gelést, Zmal lvophilisiert und zum Schiuss noch 1mal als Hydrochlorid
aus Athanol/Essigester umgefillt, Man erhdlt ca. 600 mg analvsearcines \Tonaptptld -trihydro-
chlorid in Form eines weissen, leicht hygroskopischen Pulvers. (u‘gs = +107,53° = 0,57 {¢ = 0,08
in Wasser).

CooHpgOnNysCly  Ber. ©51,34 H 6,55 N 17,97 (19,099
(1169,59) Gef. ,, 51,60, 688 |, 17,81 907 H,0 6,749,

Dras Nonapeptid verhilt sich dimnschichtchromatographisch uwnd hochspannungspapier-
elcktrophoretisch, unter den beim all-p-Bradyvkinin angegebenen Bedingungen, cinheitlich. Rf-
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Werte und scheinbare lonenbeweglichkeiten sind beim all-p-retro-Bradykinin, all-r-retro-
Bradykinin, all-p-Bradykinin und all-L-Bradykinin identisch.
Totalhydrolyse des Peptids, papierchromatographische Trennung und photometrische Be-
stimmung der Aminosiuren erfolgten in gleicher Weise wie frither beschricben [26]:
Ber. Arg20 Phe20 Pro30 Serl0d Glyl0
Gef. ., 2,0, . 22, , 25 ., Lo, ., 1,2
c) Abbaureaktionen. Das Nonapeptid ist vollstindig resistent gegeniiber der Einwirkung von
Chymotrypsin und Carboxypeptidase A+ B. Die experimentelle Durchfiithrung erfclgte nach {27].

Die Mikroanalysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung unter der Leitung von
Herrn Dr. A. DIRSCHERL ausgefiihrt.

SUMMARY

The stereochemical relationship of peptide chains having all-1- and all-nD-con-
figuration in fthe constituent amino-acids in the normal as well as in the retro-series
of bradykinin is outlined. Some biological speculations are made concerning activity
and spatial arrangements of the amino-acid side chains and the direction of the
peptide bonds. Due to the presence of three proline residues the all-D-retro-brady-
kinin molecule represents an unsuitable model for investigating the question whether
peptides may be eread» by biological systems in the reverse direction.

The synthesis of all-pD-bradykinin, as well as of all-p-retro-bradykinin, by conven-
tional methods is reported. Both products can be obtained in a high state of purity.

The in vitro activity of all-n-bradykinin and all-p-retro-bradykinin has been
tested on the isolated guinea-pig ileum. Both substances are devoid of bradykinin-like
smooth muscle stimulating activity up to final bath concentrations 10* times higher
than those necessary for a maximal effect of all-L-bradykinin. All-p-bradykinin has
practically no antagonistic effect against contractions produced by all-L-bradykinin.
I'n vivo neither product has a bradykinin-like hypotensive action in the anaesthetized
cat. In the same animal no antagonistic effect against all-L-bradykinin has been

5
observed?). Forschungsabteilung der

F. HoFrFmaNN-LA RocHE & Co. A.G., Basel,
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44, Synthesen in der Isochinolinreihe
Zur Darstellung 6,7, 8-Hydroxy-dimethoxy-substituierter 1,2,3,4-Tetrahydro-
isochinoline aus 3-Benzyloxy-4, 5-dimethoxy-phenithylamin und Bericht iiber
die Resultate der pharmakologischen Priiffung von Anhalamin, Anhalidin, rac.
Anhalonidin und rac. Pellotin
von A, Brossi, F, Schenker, R, Schmidt, R. Banziger und W. Leimgruber

(8. X. 65)

Fiir den Vergleich mit einer in anderem Zusammenhang erhaltenen phenolischen
Tetrahydroisochinolinbase [1]?) benttigten wir das bisher unbekannte 6-Hydroxy-
‘tetrahydroisochinolinderivat X1. Einige charakteristische Eigenschaften dieser zu
rac. Anhalonidin (X) (2] und dem 7-Hydroxyisochinolin XII 1] isomeren Base sind
inzwischen an anderer Stelle publiziert worden “31.

CHyO~ =~~~ HO\/\“/\] (‘HsO\/\/\l
CH,0” " ~ 1 o e N s, NH
- N | ] |
OH R cHO R cHO R
X R= CH, XI R= CH, XII R =-CH,
XV R=-H XVl R =-H XVIlL R —-H

Im folgenden soll {iber die Synthese des Tetrahydroisochinolins X1 aus dem
bekannten Phendthylamin II {4} [5] berichtet werden. Letzteres ist aus dem verschie-

-1) Dieses phenolische Tetrahydroisochinolin, fiir das wir seinerzeit die Konstitution X1 in Be-
tracht gezogen haben, besitzt, wie inzwischen gezeigt werden konnte, cinc andere Konstitu-
tion [3].





