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Mittels der p-Nitrophenylestermethode wurde das Hexapeptid-
diamid der Sequenz Ala—Glu—His—Phe—Ala—Asp(NHy)sz,
durchwegs 1-Aminosduren, stufenweise aufgebaut. Das synthe-
tische Produkt war mit einem aus Unkengift (Bombina variegaia)
isolerten Peptid strukturell identisch.

Using the p-nitrophenylester method the hexapeptide diamide
Ala—Glu—His—Phe—Ala—Asp(NHgz)2s was synthesized from
r-amino acids. This product was identical with a natural peptide,
which had previously been isolated from the venom of Bombina
variegaia.

Die Hautdriisen der Amphibien sind zu erstaunlichen Syntheseleistun-
gen befdhigt. Je nach der Gattung erzeugen sie eine Vielzahl organischer
Verbindungen, angefangen von relativ einfachen biogenen Aminen bis zu
cytotoxisch wirksamen Proteinen®. Kirzlich wurden auch biologisch
wirksame Peptide in Amphibiengiften aufgefunden. So wurde ein eledoisin-
dhnliches Undecapeptid aus der siidamerikanischen Pleif-froschart
Physalaemus fuscumaculatus aufgeklirt und synthetisiert® Im europii-
schen Grasfrosch (Rana temporaria) wurde Bradykinin gefunden?® und auch
in anderen Rana-Arten diirften dhnlich gebaute Peptide vorkommen®.
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Wie schon vorher gezeigt wurde® 8, enthilt Unkengift eine Anzahl
basischer Peptide. Die Isolierung einheitlicher Substanzen stie auf er-
hebliche Schwierigkeiten, da die iiblichen Trennmethoden, wie Ionen-
austauschchromatographie und ,,finger printing” weitgehend versagten.
Trotzdem gelang es, einzelne Peptide im mg-Mafistab zu isolieren und
ihre primére Struktur zu bestimmen. Die Synthese solcher Peptide liefert
nicht nur einen zusétzlichen Beweis fiir ihre Struktur, sondern ermdglicht
die Herstellung ausreichender Mengen reiner Substanz zum genaueren
Studium ihrer Eigenschaften.

Vom chemischen Standpunkt scheint die Struktur eines von uns® auf-
geklirten Hexapeptids insoferne interessant, als es einen endsténdigen
Asparaginsdurerest enthélt, dessen Carboxylgruppen als Sdureamide
vorliegen. Peptide mit Asparaginsdure-diamidstruktur sind unseres Wis-
sens in natiirlichem Material noch nicht aufgefunden worden. Zieht man
die strukturelle Ahnlichkeit natiirlicher Proteine in die weitere Betrach-
tung, so ist die Tripeptidsequenz Glu—His—Phe, die auch im adreno-
corticotropen und in den melanophorenstimulierenden Hormonen vorliegt,
besonders augenfallig.

Der Aufbau der dem Unkenpeptid zugrunde liegenden Hexapeptid-
sequenz Ala—Glu—His—Phe—Ala—Asp(NH;), wurde — unter Vermei-
dung von Racemisierung — von Asp(NHy);* ausgehend, durch stufen-
weisen Anbau der einzelnen Aminosduren?, vorwiegend nach der in der
Peptidchemie iiblichen p-Nitrophenylestermethode®, durchgefiihrt (s.
Tab. 1). Das in der Literatur bereits beschriebene Cho-Asp(NHs)o**9 (I)
wurde auf einfachere Weise durch Umsetzung von Cho- Asp(NHas)-p-nitro-
phenylester® mit verdiinnter alkohol. NHjz-Ldsung in 749, Ausbeute
erhalten. Hydrierung mittels PdOy™ in Methanol gab das freie, kristalli-
sierte, stark basische Asparaginsdurediamid (II), welches mittels DCCOI2

* Die Aminosduren liegen alle in der 1-Konfiguration vor, weshalb die
Bezeichnung 1. weggelassen wurde.
** Verwendete Abkirzungen: Cbo Carbobenzoxy-
DMFA Dimethylformamid
DCCI  Dicyclohexylearbodiimid
ONP  p-Nitrophenoxy-
Bzl Benzyl-
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mit Cho-Ala zu dem geschiitzten Dipeptid-diamid Cbho-Ala—Asp(INHg)s
(IIT) umgesetzt wurde. Nachfolgende Hydrierung zu Ala—Asp-diamid
(IV) und Umsetzung mit Cbo-Phe-p-nitrophenylester® fithrte in guter
Ausbeute zu Cbo-Phe—Ala—Asp(NHg)s (V). Der in der Literatur er-
wihnte, aber nicht weiter beschriebene Di-Cbo-His-p-nitrophenylester4
gab mit dem durch IHydrierung erhaltenen Phe—Ala—Asp(NHjz)o das
geschiitzte Tetrapeptid-diamid Di-Cho-His—Phe—Ala—Asp(NHy)s (VI).
Abspaltung der Schutzgruppen mittels HBr/Eisessig?® und Austausch des
Anions an Amberlite IRA-45 (OH-Form) fithrte zu dem freien Tetrapeptid-
diamid, welches mit Cho-Glu-vy-benzylester-o-p-nitrophenylester® zu dem
geschiitzten Pentapeptid-diamid  Cbo-Glu-y-benzylester—His—Phe—
Ala—Asp-diamid (VII) kondensiert wurde. Nach der nun folgenden Hy-
drierung wurde mit iiberschiissigem Cbo-Ala-p-nitrophenylester!? das ge-
schiitzte Hexapeptid-diamid Obo-Ala—Glu—His—Phe—Ala—Asp-dia-
mid (VIII) erhalten. Hydrolytische Abspaltung der Cho-Gruppe lieferte
in fast quantitativer Ausbeute das gewiinschte Hexapeptid-diamid der
Sequenz Ala—Glu—His—Phe—Ala—Asp(NHo)y (IX) (3. Tab.1). Die
quantitative Aminosdureanalyse in einer automatischen Stein- und Moore-
Apparatur lieferte die erwarteten Werte. Enzymatische Spaltung mit Bak-
terienprotease und Vergleich der Abbaupeptide des synthetischen Ma-

Tabelle 1. Reaktionsschema der Synthese
1 2 3 4 5 6
Ala Glu His Phe Ala Asp(NHz)2

Obo-Asp(NHz)s (n
Cbo-Ala-ONP HAsp(NHz)e (II)

Cbo- ..ot diamid (IIT)
Cbo-Phe-ONP H-......... -diamid  (IV)
Obo- oot -diamid (V)
Di-Cbo-His-ONP H.................. -diamid
Di-Cbo- ..o -diamid (V1)
Cbo-Glu-ONP H-. ... e -diamid
(I)le
OO~ o e -diamid (VII)
Cbo-Ala-ONP H- ... e -diamid
Cb0- e -diamid (VILI)
H- o -diamid  (IX)
1 2 3 4 5 6
Ala Glu His Phe Ala Asp(NHos)s
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terials mit den aus Unkengift erhalten Peptiden durch Hochvoltelektro-
phorese ergab Identitdt (Tab. 2). Desgleichen lieferten Elektrophorese und
Chromatographie des natiirlichen und synthetischen Hexapeptides gute
Ubereinstimmung.

Das Hexapeptid-diamid ist im Blutdrucktest1® schwach positiv.

Tabelle2 Vergleich der Abbauprodukte wvon natirlichem und
synthetischem Peptid mit Bakterienprotease

(HV E in Pyridinacetatpuffer pH 4,7; 8 & 8§ 2043 b-Papier, 40 V/em; 10° C)

Abbaupeptide Abbaupeptide Farbe
des natiirlichen des synthetischen mit Sequenz
Hexapeptides Hexapeptides Ninhydrin
Riys 1,20 Ryys 1,21 gelb Asp(NHz)2
- 0,88 ' 0,90 grauviolett Ala—Asp(NHos)s
. 0,60 . 0,60 braunlich His—Phe
v 0,11 ys 0,13 violett Ala—Glu—His—Phe
Rasp 0,44 Rasp 0,45 violett, Ala—Ghu

Experimenteller Teil

Abbau des nattirlichen und synthetischen Hexapeptid-diamids

1,1 mg Peptid wurden in 0,1 ml Enzymlésung (0,2 mg Protease Fluka
57037 in 0,1ml 0,01 m-Ammoniumacetatpuffer pH 7,8) gelost und 20 Stdn.
bei 37° bebriitet.

Blutdruckaktivitit

Beim Blutdrucktest an Ratten!® wurde 19/, der Aktivitdt von Vasopressin
gefunden.

Schmelzpunkt und optische Drehung

Die Schmelzpunkte wurden auf einem Kofler-Mikroschmelzpunktsapparat
bestimmt und sind korrigiert. Das optische Drehvermdgen der Substanzen
wurde in einem automatischen Polarimeter Modell Perkin-Elmer 161 in 95proz.
Essigsdure gemessen. Die Fehlergrenze liegt bei + 1° der spezif. Drehung.

Diimnschichichromatographie der Synthesezwischenprodulte

Die Chromatographie erfolgte auf luftgetrockneten Kieselgel G-Schichten.
Als Laufmittel (LM) wurden verwendet :
LM1 n-Butanol—Eisessig—Wasser (3:1:1)
LM?2 Phenol(vakuumdestilliert)—Wasser (3: 1), Zusatz von EDT A.
LM3 n-Butanol—Eisessig—Wasser—Pyridin, (15:3:12:10).
LM4 Methanol—Kisessig (6:1).
Die Sichtbarmachung der freien Peptide erfolgte mit Collidin—Essigsédure-
gepufferter #thanol. Ninhydrinldsung mit Kupferacetat-Zusatz. Im Text
werden Rpeu-Werte angegeben.

18 Brit. Pharmacopea 1963, 1134.
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Die geschiitzten Peptide wurden mit Chromschwefelsdure und nachfolgen-
dem Erhitzen auf 200° sichtbar gemacht. Es werden die Rp-Werte angegeben.

Hochvoltelektrophorese (HVE ) der Abbauprodulkie des natiirlichen wund
synthetischen Peptides

Diese erfolgte in einer Apparatur mit festen Warmeaustauschern in einem
Pyridin—Essigsdurepuffer von pH 4,7 auf Schleicher & Schull-Papier 2043 b.

Angegeben werden die auf Lysin (Rrys) bzw. Asparaginséiure (£ asp) be-
zogenen Wanderungsgeschwindigkeiten.

Hydrierung

Die Hydrierung der in Methanol unléslichen, geschiitzten Peptide erfolgte
in Suspension mit PdOs.. Aufgearbeitet wurden die nach der p-Nitrophenyl-
methode in DM FA hergestellten, geschiitzten Peptide durch Konzentrieren
der DM FA-Losung in einem Rotationsverdampfer bei 10° und 104 Torr.
Zur Analyse wurde 1 Stde. bei 100° und 10 Torr getrocknet.

Durchfihrung der Synthese
Carbobenzoxy-asparaginsiure-diamid (1)

20 g Carbobenzoxy-asparagin-p-nitrophenylester wurden in 800 ml heiflem
Athanol geldst, 200 ml konz. wifir. NHs nach dem Frkalten zugesetzt und
mehrere Tage bei Zimmertemp. stehen gelassen. Nach dem Eindampfen der
Lésung im Vak. wurde das Kristallisat abgesaugt, mit Athanol gewaschen und
aus DM FA—Ather umkristallisiert. Ausb. 10,35 g, d. s. 769, d. Th. Schmp.
208—214° C.

[2]32 = + 14,3° Rp = 0,68 (LM3); 0,78 (LM4).

C12H15N304. Ber. C 54,41, H 5,70, N 15,84.
Gef. C 54,50, H 5,68, N 15,98.

Asparaginsiure-diamid (1)

8,15 g T wurden in 300 ml Methanol mit 0,5 g PdOgz tiber Nacht hydriert.
Nach Abfiltrieren des Katalysators und Abdampfen des Losungsmittels bei
12 Torr kristallisierte das Asparaginsdure-diamid aus. Zur Analyse wurde
ein Teil der Substanz aus Athanol umkristallisiert. Ausb. 3,87 g, d. 5. 969 d.
Th. Schmp. 136—138°.

[0]22 = + 13,4° Rreu = 0,51 (LM1); 0,82 (LM2); Ryys— 1,21 (HVE).

C3HoN3O2. Ber. C 36,64, H 6,92, N 32,04,
Gef. C 36,90, H 6,76, N 31,88.

Carbobenzoxy-alaryl-asparaginsiure-diamid (111 )

Obige Substanz (II) wurde bei 0° in 85 ml DMFA4 it 6,86 g Carbo-
benzoxy-alanin und 6,34 g DCOCI umgesetzt und mehrere Tage bei Zimmer-
temp. stehen gelassen. Nach Abfiltrieren des ausgefallenen Harnstoffes wurde
die Lésung bei 102 Torr konzentriert und anschlieBend mit Ather gefallt.
Nach dem Auskochen mit Methanol war die Ausb. 6,65 g, d.s. 67% d. Th.
Schmp. 240-—242°.

[2]32 = — 10,8° Rp = 0,67 (LM 3); 0,81 (LM 4).

615H20N405. Ber. C 53,66, H 5,99, N 18,26.
Gef. C 53,43, H 5,84, N 17,98.
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Alanyl-asparaginsdure-diamsd (IV )

6,1 g Carbobenzoxy-alanyl-asparaginsiure-diamid wurden in 300 ml
Methanol mit 0,3 g PdOs bis zur diinnschichtchromatographisch nachgewie-
senen, vollstindigen Abspaltung der Schutzgruppe hydriert, im Vak. einge-
dampft und ein Teil zur Analyse aus Athanol umbkristallisiert. Ausb. 3,42 g,
d.s. 93,569 d. Th. Schmp. 184—186°.

[o]d? = + 39,8°; Rreu = 0,42 (LM 1); 0,68 (LM 2); Rrys = 0,90 (HVE).

C7H14N403. Ber. C 41,58, H 7,04, N 30,39.
Gef. C 41,70, H 6,97, N 30,41.

Carbobenzoxy-phenylalanyl-alanyl-asparaginsiure-diamid (V)

3,35 g des Dipeptid-diamids (IV) wurden in 80 ml DM FA mit 7,0 g Carbo-
benzoxy-phenylalanin-p-nitrophenylester mehrere Tage bei Zimmertemp.
stehen gelassen ; anschlieBend wurde die Losung durch Abdampfen des Losungs-
mittels im Hochvak. konzentriert und der Riickstand mit Ather gefillt. Es
wurde aus siedendem Methanol umkristallisiert. Ausb. 7,35 g, d.s. 91,569
d. Th. Schmp. 231—233°.

[0)22 = — 13,0° Ry = 0.72 (LM3); 0,72 (LM4).

CasH29N504. Ber. C 59,61, H 6,05, N 14,49,
Gef. C 59,70, H 5,91, N 14,30.

Di-carbobenzoxy-histidyl-phenylalanyl-alanyl-asparaginsdure-diamid (VI)

1,8 g geschiitztes Tripeptid-diamid (V) wurden in 200 ml Methanol mit
0,1 g PdOs hydriert und die Lésung im Vak. eingedampft. Die aus Methanol—
Ather erhiltliche amorphe Substanz war chromatographisch und elektro-
phoretisch einheitlich und wurde mit 2,04 g Di-carbo-benzoxy-histidin-p-nitro-
phenylester* in 12ml DMFA mehrere Tage stehen gelassen. Das durch
Atherfillung erhiltliche Rohprodukt schmilzt nach dem Auskochen mit
Methanol bei 184—186°. Ausb. 2,6 g, d.s. 92,5%, d. Th.

[a]32 = — 12,0°. Rp = 0,71 (LM3); 0,90 (LM4).

C33H42Ng0Og. Ber. C 60,47, H 5,61, N 14,85.
Gef. C 60,07, H 5,39, N 15,06.

Carbobenzoxy-glutamyl-v-benzylester-histidyl-phenylalanyl-alanyl-
asparaginsiure-diamid (VII)

1,95 g geschiitztes Tetrapeptid-diamid (VI) wurden mit 20ml 2,5n
HBr/Eisessig eine Stunde bei Zimmertemp. stehen gelassen. Das mit Ather
gefallte Hydrobromid wurde nach dem Absaugen und Waschen in absol
Methanol gelést und {ber eine Sdule mit Amberlite IRA-45 (OH-Form) ge-
schickt. Das stark basische Eluat wurde im Vak. zur Trockene gebracht und

* Hergestellt durch Kondensation von p-Nitrophenol mit Di-Cbo-His
in Essigester. Ausb. 309, d. Th. Schmp. 107—108° (aus Methanol umkrist.)
CogH24N40g. Ber. C 61,75, H 4,40, N 10,28.

Gef. C 61,82, H 4,57, N 10,26.

Dis Substanz zersetzt sich bei Zimmertemp. innerhalb weniger Wochen
unter Abspaltuny von p-Nitrophenol.
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erwies sich als elektrophoretisch (Rrpys 0,75) und dinnschichtchromato-
graphisch [Rren = 0,22 (LM 1); 1,05 (LM 2)] einheitlich. Da alle Versuche
zur Kristallisation fehlschlugen, wurde mit 1g Carbobenzoxy-glutamyl-y-
benzylester-a-p-nitrophenylester in 28 m! DM F A4 umgesetzt. Nach mehrtég.
Stehen wurde mit Ather gefillt, das so erhaltene Rohprodukt aus Eisessig—
Ather umgefillt und anschliefend mit Methanol ausgekocht. Aush. 1,8 g,
d.s. 83% d. Th. Schmp. 232—234°.

[0]22 = — 12,6°. Bp = 0,71 (LM3); 0,66 (LM4).
D

C42H49N9010. Ber. C 60,06, H 5,88, N 15,01.
Gef. C 60,23, H 5,85, N 15,01.

Carbobenzoxy-alawyl-glutamyl-histidyl- phenylalanyl-alanyl-asparaginsdure-
deamid (VIII)

1,35 g geschiitztes Pentapeptid-diamid (VII) wurde in einer Mischung von
200 ml Methanol und 15 ml Eisessig mit 0,26 g PdOsz bis zur chromatograph.
nachgewiesenen, vollstéindigen Abspaltung der Schutzgruppen hydriert. Nach
Filtration und Eindampfen im Vak. wurde der elektrophoretisch (Ryys =
0,43) und diinnschichtchromatographisch [Rreq = 0,19 (LM 1); 0,77 (LM 2)]
einheitliche Riickstand mit 20 ml DM F4 versetzt und das Losungsmittel im
Hochvak. abgedampft. Man nahm den Rickstand in 10 ml DM F4 auf und
versetzte mit 0,75 g Carbobenzoxy-alanyl-p-nitrophenylester, gab Tridthyl-
amin bis zur schwach basischen Reaktion zu und lief 48 Stdn. stehen. Schlie-
lich wurde mit Ather gefdllt und die Rohsubstanz mit Methanol ausgekocht.
Ausb. 1,0 g, d.s. 769, d. Th. Schmp. 203—204°

[e]? = — 23,4°. Rp — 0,59 (LM3); 0,67 (LM4).

038H43N10011 (820,84) Ber. C 55,60, H 5,89, N 17,07.
Gef. C 55,45, H 6,00, N 17,10.

Alanyl-glutamyl-histidyl-phenylalanyl-alanyl-asparaginsiure-diomid (1X )

0,35 g (VIII) wurden in einer Mischung von 200 ml Methanol—Wasser
(L: 1) mit 0,6 g PdOz hydriert. Nach dem Eindampfen im Vak. wurde der
Riickstand in 12 ml H20 aufgenommen, filtriert und Iyophilisiert. Ausb. 0,29 g
amorpher Substanz, d. s. 96,59, d. Th. Schmp. 150-—152°.

[€]d2= — 11,2° (¢ = 0,5). Ryeu = 0,15 (LM1), 0,74 (LM2), Ryys = 0,40
(HVE).

030H42N1009 . Hzo Ber. C 51,20, H 6,32, N 19,90, Hzo 2,56.
Gef. C 50,64, H 6,20, N 19,56, H,0 2,40.

Aminosdureanalyse (Aminoséurereste berechnet auf 1 Mol Hexapeptid-

diamid): 2,16 Ala: 0,98 Glu; 0,88 His; 0,98 Phe; 0,94 Asp.

Fiir die Durchfithrung der quantitativen Aminosiureanalyse danken
wir Herrn Dr. M. Weiser, Chemisches Institut der Tierdrztlichen Hoch-
schule, Wien.

Die Mikroanalysen wurden in dankenswerter Weise von Herrn H. Bieler,
Organ. Chemisches Institut der Universitit Wien, durchgefiihrt.



