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Solid Phase Synthesis of 2-L- and 3-D-Pipecolic Acid-Bradykinin

2-L- and 3-p-Pipecolic acid-bradykinin were synthesized
using the general procedure of Merrifield and the adsorption
coupling method of Esko and Karlsson. Acetic anhydride,
3-nitrophthalic anhydride, and. N-acetylimidazole were com-
pared with respect to their efficiency as blocking agents for
unreacted amino groups. 2-L-pipecolic acid-bradykinin was bio-
logically active.

2-1- und 3-p-Pipecolinsiure-Bradykinin wurden nach der
iiblichen Merrifield-Technik bzw. nach dem ,,Adsorptions-
kupplungs-Verfahren‘ von Esko und Karlsson dargestellt. Dabei
wurde die Eignung von Essigsdureanhydrid, 3-Nitrophthalsidure-
anhydrid und N-Acetylimidazol fiir die Blockierung wéhrend
der Synthese freigebliebener Aminogruppen verglichen. 2-L.-
Pipecolinsdure-bradykinin war biologisch aktiv.

Der Austausch der Prolinreste in Position 2 und 3 im Bradykinin-
molekiil durch andere proteinogene Aminoséiuren beeintrachtigt die
biologische Aktivitat nur geringfiigig?.

Im Rahmen von Struktur-Wirkungs-Untersuchungen interessierte
der Austausch von Prolin in Position 2 und 3 gegen die nicht-proteino-
gene L- bzw. D-Pipecolinsdure (,,Homoprolin®).

In der Literatur sind bisher drei Arbeiten iiber den Austausch von
L-Prolin gegen L-Pipecolinsdure, ndmlich im Bradykinin2, Oxytocin3
und Angiotensin 114 bekannt. Das von Nicolatdes und Mitarb. syntheti-
sierte 3-1-Pipecolinsiure-Bradykinin war biologisch inaktiv2.

* (Gegenwirtige Adresse: Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg,
Sektion Biowissenschaften, Fachbereich Biochemie, DDR-402 Halle (Saale).

Abkurzungen entspr. IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomen-

clature. J. biol. Chem. 241, 527, 2491 (1966); Pipec: Pipecolinsdure, DCCI :
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid, Boc: tert. Butyloxycarbonyl.
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Zum Aufbau der beiden Analoga wurde die Festphasen-Methode?.
herangezogen. Ein wichtiges Problem bei dieser Technik ist ein quantita-
tiver Umsatz auf jeder Kupplungsstufe, um Rumpi- und Fehlsequenzen 7:8
zu vermeiden. Da selbst ein mehrfacher UberschuB an Acylierungs-
reagens keine Garantie fiir eine vollstindige Kupplung darstellt®-312,
sind in der Literatur eine Reihe von Methoden zur Blockierung noch
freier Aminogruppen vorgeschlagen worden® 13-17. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden einige Blockierungsreagentien auf ihre Wirksamkeit
untersucht. Nach jedem Peptidkniipfungsschritt wurden die {frei-
gebliebenen Aminogruppen bei der Synthese von 2-L-Pipecolinsiure-
bradykinin (I) mit Essigsdureanhydrid?: 13, 17, heim 3-D-Pipecolinsiure-
bradykinin (II) mit 3-Nitrophthalsiureanhydrid!® und N-Acetyl-
imidazol'® umgesetzt.

Die fiir beide Synthesen verwendeten Aminosiure-Derivate, Boc-
Arg(NOg), Boc-Phe, Boc-Pro, Boc-Gly, Boc-Ser(Bzl), Boc-1.- und Boc-D-
Pipec waren diinnschichtchromatographisch in mehreren Systemen ein-
heitlich, Schmelzpunkte und Drehwerte entsprachen den Literatur-
werten18, 19,

O-Benzyl-Serin war nur iitber das aufwendige Racemat-Spaltungs-
verfahren nach % zugéinglich.

Versuche einer direkten O-Benzylierung von Boc-Serin. (anschlielende
Verseifung der Benzylesterbindung) bzw. dessen 2,4-Dinitrophenylester
mit Benzyljodid in Dioxan in Gegenwart von Triton B oder Bariumoxid
lieferten die gewiinschten Produkte in etwa 159, Ausbeute. Dabei
bereitete die Abtrennung unerwiinschter Nebenprodukte Schwierigkeiten.

Bei beiden Ketten wurde von 5 g mit 29, Divinylbenzol vernetztem
Polystyrol (Chlormethylierungsgrad 1,13 mAq. Chlor/g Harz) ausgegan-
gen, welches mit aquivalenten Mengen Boc-NG-Nitroarginin und Tri-
dthylamin in Athanol bis zu 1,75 mMol Aminosiure beladen wurde
(Methode 2, Tab. 1: Beladungsgrad auf 1 g Harz bezogen).

Tabelle 1. Aminosdurebeladung des Trigers

mMol Aminosdure/g

Methode subst. Harz
1. Chlor, Differenz vor und nach der Veresterung
(potent. Titration nach Eschka-AufschluB) ........ 0,47
2. Chloridtitration nach Boc-Abspaltung und Behand-
lung mit Tridthylamin . ....... ... ... ... ... .... 0,35
3. Ninhydrin-Kolorimetrie2® (515 nm) nach Total-
hydrolyse mit 6n-wilr. HCl/Eisessig (24 Stdn.)..... 0,36

4. Ninhydrin-Kolorimetrie (515 nm) nach HBr/TFA-
Einwirkung (1 Stde.) .......oo i, 0,25
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Die relativ grole Diskrepanz der gefundenen Werte fiir die Amino-
saurebeladung am Trager konnte so interpretiert werden, dall Methode 1
die gesamte gebundene Aminosdure am Harz bestimmt; Methode 2 und 3
den zur Kettenverlingerung nutzbaren und 4 den nach Endabspaltung
verfiigharen Aminoséiure- (bzw. Peptid)-Anteil.

Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde mit »n-HCl/Eisessig
(Einwirkungsdauer 40 Min.) vorgenommen; anschliefend wurde mit
10proz. Tridthylamin in DM F neutralisiert.”

Durch potentiometrische Titration des im Eluat befindlichen Tri-
dthylaminhydrochlorids wurden die fiir den néchsten Syntheseschritt zur
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Abb. 1. Titration von Tridthylaminohydrochlorid im Verlauf der Synthese
von 2-L-Pipec-Bradykinin

Verfiigung stehenden freien Aminogruppen bestimmt (Abb. 1; im Falle
des 3-D-Pipec-Bradykinins ergab sich eine vollig analoge Kurve).

Danach ergibt sich eine Verringerung an freien Aminogruppen um 0,23 (I)
bzw. 0,25 (IT). Fiir den anfangs besonders hohen Abfall konnten Stabilitéts-
unterschiede (acidolytische Selektierung) in der als Ankergruppe dienenden
Benzylesterbindung (Stellung innerhalb der Polymerkette; o,p-Substitution)
verantwortlich sein. Tatséchlich fanden wir, wie schon frither?l, nach Ent-
fernen der Boc-Gruppe vom Nitroarginin unter obigen Acidolysebedingungen
im Filtrat eine Benzylesterspaltung von 1—29; (Ninhydrin-Kolorimetrie),
bei 3stdg. Einwirkung tber 49,.

Der Kettenaufbau erfolgte bei 2.-L-Pipecolinsiure-Bradykinin (T)
nach der Merrifield-Technik®, bei 3-p-Pipecolinsdure-Bradykinin (IT)
nach dem Adsorptionskupplungs-Verfahren von Esko und Karlsson?.
Um nahezu vollstdndigen Umsatz zu erreichen, wurde in beiden Fillen
jeder Peptidkniipfungsschritt unter gleichen Bedingungen wiederholt.
Schliellich wurden freigebliebene Aminogruppen* am Harz bei (I) mit

* Dormoan-Analytik 23,
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Tabelle 2. mMol freie Aminogruppen im Verlauf der Synthese von
2-n-Pipecolinsdure-Bradykinin (bez. auf 5g Harz)

Kupplungs-/ 1 2 3 4 5 6 708 9
Blockierungs- .
methode Arg(NOg) T-Pipec Pro Gly Phe Ser(Bzl)—Pro—Phe Arg(NOgz)

Merrifield-Tech-

nik, 4 Aq.

Boc-Aminosdure, 0,30 0,20 0,17 0,13 0,19 0,14 0,07
CH:Clp, 1h;

4 Aq. DOCI 12h

Nachkupplung,

¢l. Bedingungen 0,29 0,18 0,14 0,13 0,13 —
ACzﬂO/Et;gN,

10 Aq., 0,27 0,17 0,14 0,13 0,12 0,12
CHClp, 2 h

Tabelle 3. mMol freie Aminogruppen im Verlauf der Synthese von
3-D-Pipecolinsdure-Bradykinin (bez. auf 5g Harz)

Kupplungs-/ 1 2 3 45 6 78 9
Blockierungs- :
mothode Arg(NOg) Pro D-Pipec Gly Phe Ser(Bzl)—Pro—Phe Arg(NO)sz

Adsorptions-

Kupplung

5 Aq. Boc-

Aminosaure,

CH2Cls, 5 h 0,32 0,21 0,20 0,15 0,23 0,13 0,07
(abgesaugt,

nachgewaschen);

2 Aq. DOCI

CHyClg, 2 h

Nachkupplung,
gl. Bedingungen =~ 028 018 0,17 014 0,14 —
3-Nitrophthal-

sdureanhydrid/

Tridthylamin 0,28 0,18 0,16 0,14 0,12 0,11
10 Aq., DMF, 2h

N-Acetylimidazol 0,22 0,17 0,16 0,13 0,11 0,11
10 Aq., CHsCls, 2 h
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Essigsdureanhydrid, bei (II) mit 3-Nitrophthalsdureanhydrid uad
N-Acetylimidazol blockiert (Tab. 2, 3).

Die Ergebnisse zeigen, dafl die Methode der Adsorptionskupplung und
die Merrifield-Technik vergleichbare Werte liefern. Bei beiden Verfahren
bereitet die Ankniipfung von Boc-Arg (NOg) an Prolin bzw. Pipecolinsiure
besondere Schwierigkeiten. Da auch eine Nachkupplung auf keiner Stufe
quantitativen Umsatz brachte, mul3 gefolgert werden, daBl die Guanidino-
gruppen des Nitroarginins bei der Dorman-Methode zusétzlich Protonen
binden und Restaminogruppen vortéuschen. Tatsédchlich wurden von einer
Probe Boc-Arg(NOsg)-Polymeres nach Behandlung mit Pyridinhydrochlorid
durch Tridthylamin 0,014 mMol Chlorid/g Harz eluiert. Auch unter Beriick-
sichtigung dieses Fehlbetrages ergeben sich aber fiir die einzelnen Peptid-
kniipfungsschritte unvollstindige Umsétze.

Der Einsatz der drei hier untersuchten Acetylierungsreagentien brachte
zwar eine Verminderung, aber keine véllige Blockierung freier Amino-
gruppen. Dabei erwies sich N-Acetylimidazol wirksamer als Ac20 oder
3-Nitrophthalsdureanhydrid.

Beide Bradykininanaloga wurden vom Trager mit HBr/CF3COH
abgespalten und anschlieBend die Nitrogruppen des Argining mit
wasserfr. HF 24 25 unter Zusatz von Anisol entfernt.

2-r-Pipecolinsdure-Bradykinin fiel in 47proz., 3-D-Pipecolinsiure-
Bradykinin in 52proz. Ausbeute, bezogen auf 1,75 mMol harzgebundenes
Nitroarginin, an.

Diese Produkte wiesen bei der Diinnschichtchromatographie in drei
Laufmitteln (D, E, F)eine (1) bzw. zwei (II) Verunreinigungen auf. Nach
Reinigung durch Ionenaustauschchromatographie ¢, 27 an einem schwach
sauren Kationenaustauscher (Gradientenelution mit Essigsdure; Ver-
unreinigungen wurden vorher eluiert) betrug die Ausbeute, bez. auf
tragergebundenes Nitroarginin, fir 2-L-Pipec- 319, und fir 3-p-Pipec-
Bradykinin 289%, (Physikal. Konstanten: Tab. 4).

Die biologische Aktivitat der Bradykinin-Analoga wurde am isolier-
ten Meerschweinchenileum gepriift. Die statistische Auswertung erfolgte

Tabelle 4. Physikalische Konstanten der Bradykinin-Analoga

Schmp., (]2 Aminosgureverhaltnis N-Analyse**
°C 1m-AcOH Arg Pro Pipec* Gly Ser Phe Ber.: 16,8

2-L-Pipec- —74,2° .

Bradykinin 183—187 (c = 0.44) L9 20 09 1,0 09 22 Gef.; 16,5

3-D-Pipec- —57,2° .
192—196 (c = 0,35) 1,8 1,8 08 1,1 1,0 2,1 Gef.: 17,1

Bradykinin

* Bezogen auf Pipecolinsdure als Standard.
** C51H75N15011 - 3 CH3COOH (1254,3).

100*
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nach der Varianzanalyse. Die Testung gegen Standard ,,Bradykinin
BRS 640, SANDOZ (Schweiz) (Aktivitdt = 1009,) ergab folgende
Ergebnisse:

2-L-Pipec-Bradykinin 4,6 4+ 69,
3-D-Pipec-Bradykinin inaktiv.

Unser Dank gilt Herrn Prof. Dr. B. Wiegershausen, Institut fiir
Pharmalkologie und Toxikologie der Universitit Rostock, fiir die biologi-
schen Aktivitdtsuntersuchungen und Frau Dr. I. Marquardt, Physiolo-
gisch-Chemisches Institut der Universitdit Halle-Wittenberg (Direktor:
Prof. Dr. H. Hanson) fir die Ausfithrung der Aminosiureanalysen.
Herrn Dr. R. Schwarz, VEB Berlin-Chemie, danken wir fiir die Bereit-
stellung der Fluorwasserstoff-Apparatur.

Beschreibung der Versuche

Alle Lésungsmittel waren absolut wasserfrei und destilliert. Fir die
Diuinnschichtchromatographie dienten folgende Laufmittel:

: CHCls : CH3OH : Eisessig = 85:10: 5 (v/v/v)

: CHCl3 : Eisessig = 95: 5

: 1-Butanol : Eisessig: HoO = 67:16,5: 16,5

: 2-Butanol : HCOOH : HzO = 75:13,56: 11,5

: 2-Butanol : 10proz. NHz = 85: 15

: 1-Butanol : Eisessig : Pyridin : HoO = 50: 12,5: 12,5: 25.

HEUQW R

Die opt. Drehung wurde mit einem Zeiss-Kreispolarimeter (Genauigkeit
+ 0,05°) gemessen.

Darstellung der Aminosdure-Derivate

Alle Boc-Aminosduren wurden nach der ,,pH-Stat“-Methode von
Schnabel1® synthetisiert. Sie waren dinnschichtchromatographisch in den
Laufmitteln 4, B, C einheitlich und wurden iiber P2O5/KOH im Vak.
getrocknet.

Aminosdure-Derivat OSCC’ hlr{xégr, [e]30 Ausb., %
Boc-Arg(NOs3) 118120 —6° (c = 2; DMF) 79
Boc-Phe 87—88 —4,2° (¢ = 4; Eisessig) 84
Boc-Ser (Bzl)

ausdem » DOHA-Salz Ol + 19,6° (¢ = 2; Athanol 80%) 74
Boc-Gly 88—90 83
Boc-Pro 136—138 — 70° (¢ = 1; Hisessig) 95
Boc-Pipec 124—125 — 56° (¢ = 1; Eisessig) 77
Boc-D-Pipec 123—124 + 57° (¢ = 1; Eisessig) 80
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Chlormethylierung des Harzes

50 g Styrol/29, DVB-Copolymerisat (Hersteller: Chemie-Kombinat
Bitterfeld, DDR), Teilchendurchmesser 40—80 p, wurden unter Rihren mit
Dioxan, Methanol, Methanol/HClyenz, (5: 1), Wasser, Dioxan und Methanol
gewaschen und im Vak. bei 90° C getrocknet.

25 g dieses Materials werden in 150 ml Monochlordimethylédther (etwa
85proz.) 90 Min. gequollen und nach Merrifield?” chlormethyliert; das Harz
wurde mit 400 ml Dioxan/Wasser (3:1); 400 ml Dioxan/3n-HCl (3:1);
200 ml Dioxan/Wasser (1: 1); 500 ml Wasser; 200 ml Dioxan/Wasser (1: 1);
400 ml Dioxan; 200 ml Dioxan/Methanol (1 : 3); 400 ml Methanol gewaschen,
bei 80 °C im Vak. getrocknet und nach Eschka-Aufschlufl potentiometrisch
titriert. Beladung: 1,13 mAq. Chlor/g Harz ~ 4%, Chlor.

Boc-Arg(NO2)—O—CHs—Ce¢Ha—Polymer (Veresterung)

In eine Lésung von 7,2g (22,6 mMol) Boc-4rg(NOz) und 3,15 ml
(22,6 mMol) Et3N in 40 ml Athanol werden 20 g Chlormethylharz (22,6 mMol
Cl) suspendiert und 60 Stdn. bei 75 °C geriihrt.

Das Harz wird abgesaugt, mit Athanol, Wasser, Methanol gewaschen
und im Vak. bei 40 °C getrocknet. Zur Bestimmung des Nitroarginin-
Gehaltes wurde die Boc-Schutzgruppe mit n-HCl/Eisessig entfernt, das
Hydrochlorid mit Tridthylamin zersetzt und im Filtrat Cl- potentiometrisch
bestimmt: 0,35 mMol/g Harz; Ninhydrin/Hydrindantin-Kolorimetrie?® bei
515 nm ergab nach Totalhydrolyse einer Harzprobe mit 6n-wilr. HCl/
Eisessig (1:1) durch 24stdg. Kochen unter Ruckflufl 0,36 mmMol/g Harz.

Aufbau von Boc-Arg(NOg)—Pipec—Pro—Gly—Phe—=Ser ( Bzl )—Pro—Phe—
Arg(NO2)—OCHz—CeH s—Polymer

5g Boc-Arg(NOg)-Polymer [1,76 mMol Arg(NOg2)] wurde in einem
100-cm3-ReaktionsgefaB nach Merrifield® 8mal den in Tab. 5 aufgefilhrten
Reaktionsschritten eines Verldngerungscyclus unterworfen.

In den Waschlosungen der Schritte 6 und 7 wurde nach Ansduern mit
n-Hz804 das eluierte Chlorid potentiometrisch bestimmt.

Nach jedem Synthesecyclus wurde das Harz mit 25 ml 0,3m-Lésung von
Pyridinhydrochlorid in CH3Clz 10 Min. behandelt, 4mal mit jeweils 35 ml
CH2Clg, Athanol und DM F nachgewaschen, anschlieBend 10 Min. 2,5 ml
Tridthylamin in 25 ml DM F einwirken gelassen und 4mal mit 35 ml DM F
gewaschen. Das im Eluat enthaltene Chlorid wurde nach Anséuern potentio-
metrisch titriert.

Nach Waschen des Harzes mit Athanol wurde der Peptidkniipfungs-
schritt (Reaktionsschritte 8—14, Tab. 5) wiederholt.

Blockierung freier Aminogruppen mit AcsO/HigN5, 18, 14

Man schiittelt das Harz mit einer Lésung von je 10 Aq. (17,5 mMol)
Essigsdureanhydrid (1,79 g) und Tridgthylamin (2,45 ml) in 25 ml CHzCls
2 Stdn. bei Raumtemp. Danach wird 4mal mit 35 ml CHyCls und Athanol
gewaschen.
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Tabelle 5. Schema eines Verldngerungscyclus nach Merrifield

Reaktionsschritte Reagens ml ‘}ijj; MJIZ ’
Abspaltung d. 1 Eisessig 35 4 5
Boc-Gruppe 2 n-HCl/Eisessig 35 — 40

3 Eisessig 35 4 5
4 Athanol 35 4 5
5 DMF 35 4 5
Freisetzen d. 6 DM F|Tridthylamin 35-+3,5 — 15
Aminogruppe 7 DMF 35 4 5
8 CH:Cly 35 3 5
Peptid-Knipfung 9 7 mMol Boc¢-Amino-
séure in. CHoClg * 25—30 — 60
10 7 mMol DCCI ; CHyCly 5 e 12 Std.
i1 CH(Cly 35 4 5
12 Athanol 35 3 5
13 DMF 35 3 5
14 Athanol 35 3 5

* Boc-Arg(NOgz) wurde in DM F eingesetzt.

Aufbau von Boc—Arg(NOg)—Pro—p-Pipec—Gly—Phe—Ser ( Bzl )—Pro—
Phe—Arg(NO3)—O0—CHa—CgHs—Polymer

Mit 5 g Boc-Arg(NOg)-Polymer [1,75 mMol Arg(NOs)] wurden bis auf
den Peptidkniipfungsschritt die gleichen Operationen wie bei der Synthese
von 2-L-Pipecolinsdure-Bradykinin beschrieben, ausgefiihrt. Im Reaktions-
sehritt 9 (Tab. 5) wuarde das Harz mit 8,75 mMol Boc-Aminosdure in 30 ml
CHCl; 5 Stdn. geschiittelt, abgesaugt und 3mal mit 25 ml CHCls gewaschen
(Filtrat enthielt durchschnittlich 5 mMol eingesetztes Aminosaure-Derivat).

Danach wurden 3,5 mMol DOCI in 30 ml CHyCly zugegeben, 2 Stdn.
geschiittelt, abgesaugt und gewaschen.

Blockierung freier Aminogruppen mit 3-Nitro-phthalsiureanhydrid®

Das Polymere wurde mit 10 Aq. (17,5 mMol ~ 3,38 g) Blockierungs-
reagens in 30 ml DM F zundchst 20 Min. nach Zugabe von 2,45 ml (17,5 mMol)
Tridthylamin 2 Stdn. geschiittelt und 4mal mit jeweils 35 ml DM F, Dioxan
und Athanol nachgewaschen.

Blockierung freier Aminogruppen mit N-Acetylimidazol ®
10 Aq. Aeetylierungsmittel (17,5 mMol 2 1,93 g) werden in 30 ml CHsCly

mit dpm Harz und 2 Stdn. geschiittelt. Anschlieend wird 4mal mit CHaCls
und Athanol (jeweils 35 ml) gewaschen.
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Abspaltung der Nonapeptide vom Triger

Das Peptidharz wird in der fur die Synthese benutzten Apparatur in
40 ml Trifluoressigsdure suspendiert und unter Schiitteln 50 Min. HBr
(sorgféltig tiber Tetralin und Phenol/Eisessig gereinigt; hergestellt aus
Tetralin und Brom) durchgeleitet. Nach Absaugen und 4maligem Waschen
mit 25 ml TFA wurden die Filtrate im Vak. bei 20 °C eingedampft, der
Riickstand mit Ather verrieben, abfiltriert, mit Ather gewaschen und im
Vak. tber P2O5/KOH getrocknet. Da beide Sequenzen nur in etwa 409, Aus-
beute anfielen, wurde die Abspaltung unter gleichen Bedingungen wiederholt.

Gesamtausbeute, bezogen auf 1,75 mMol harzgebundenes Nitroarginin
fir 2-1-Pipec-Bradykinin 1,0 g (479, d. Th.) und 3-p-Pipec-Bradykinin 1,11 g
(529% d. Th.).

Bei dieser Behandlung wird gleichzeitig die O-Benzylschutzgruppe vom
Serin entfernt.

Abspaltung der NG-Nitrogruppen von Arginin

Die Entfernung der N€-Nitro-Schutzgruppen des Arginins erfolgte in
der von Sakakibara®: ** beschriebenen Apparatur mit wasserfr. Fluor-
wasserstoff in Gegenwart von Anisol bei 20 °C innerhalb von 30 Min. Der
Riickstand wurde mit Ather verrieben, abfiltriert, mit Ather gewaschen und
tiber P305/KOH im Vak. getrocknet; Einsatz jeweils 610 mg (0,5 mMol),
Ausb., bez. auf eingesetztes Produkt, etwa 989,.

Reinigung der Bradykinin-Analoga mittels Lonenaustauschchromatographie

Die Reinigung erfolgte am schwach sauren Kationenaustauscher Wofatit
CP. 115 mg (0,1 mMol) Rohpeptid, geldst in 1,2 ml 1m-Essigsdure wurde auf
eine Sdule (1,6 X 100 cm), dquilibriert mit 1m-Essigséure, aufgetragen und
bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 15 ml/Stde. mit 100ml 6proz.,
250 ml 12proz., 250 ml 20proz., 200 ml 30proz., 200 ml 35proz., 200 ml
40proz. und 200 ml 45proz. Essigsdure eluiert.

Die Detektion erfolgte durch Ultravmlettabsorptlon bei 254 nm gegen
1m-Essigsdure sowie spektralphotometrisch nach Anfarbung aliquoter Teile
(0,3 ml) durch die Sakaguchi-Reaktion?® bei 515 nm.

Die Fraktionen (jeweils 5 ml) zwischen 0,92 und 1,13 1 wurden gesammelt
und bei 25 °C im Vak. eingeengt, der Riickstand mit Ather gewaschen und
tiber P2O5/KOH im Vak. getrocknet.

Ausb., bezogen auf eingesetztes Rohpeptid, fir 2-v-Pipec-Bradykinin
74 mg (59% d. Th.) 2~ 31%; fir 3-p-Pipec-Bradykinin 68 mg (55% d. Th.)
2 289, (bez. auf 1 75 5 mMol harzgeb. Nitroarginin).
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