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S y n t h e s i s  a n d  P r o p e r t i e s  of  1 - D e a m i n o - ,  9 - D e c a r b o x y -  a n d  1 - D e a m i n o - 9 - D e c a r b o x y - B r a d y k i n i n  ~ 

Amongs t  the  m a n y  analogues of b radyk in in  which  have  
been  studied% the re  are compounds  which  d e m o n s t r a t e  
t h a t  the  presence of each of the  guanid ino  groups  in 
pos i t ions  1 and  9 ~, bu t  no t  the  f l -hydroxy group in 
posi t ion 6 ~, are essent ia l  for the  kinin ac t iv i ty .  We 
wish to  repor t  t he  synthes is  of th ree  fu r ther  analogues 
of b radyk in in  for es tabl ishing the  impor t ance  of b o t h  
the  t e rmina l  amino  and carboxyl  groups of b radykin in ,  
which are the  only  remain ing  funct ional  groups normal ly  
considered as chemical ly  reactive.  The analogues de- 
scribed and s tudied  are 1-deamino-bradykin in ,  9-de- 
ca rboxy-bradyk in in ,  and  1-deamino-9-decarboxy-brady-  
kinin. 

The syn thes i s  of the  cor responding  p ro t ec t ed  nona-  
pept ides  VI I Ib ,  VI I Ic ,  V I I I d  was achieved by  the  rou te  
i l lus t ra ted in scheme 1~, which  was f irs t  t es ted  by  syn- 
the t iz ing  b radyk in in  (VIIIa) .  

N i t ro -agmat ine  h y d r o b r o m i d e  (X), required for the  
synthes is  of t h e  9-decarboxy-analogue,  was  p repa red  
according to scheme 2. Crude N-monobenzy loxyca rbony l -  
1 ,4-d iaminobntane ,  p repared  (31%) f rom the  d iamine  

and benzy lpheny lca rbona t e  ~, was ref luxed wi th  3, 5-di- 
me t h y l - l - n i t r o g u an y l -p y razo l e  ~ in E t O H .  Par t i a l  evapo-  
ra t ion and addi t ion  of Et~O resul ted  in the  p rec ip i t a t ion  
of IX,  740 , m.p.  123 124 ~ (EtOH) (Found:  C, 50.7; 
H, 6.2; N, 22.8%. CI~HI9N~O ~ requires C, 50.5; H, 6.2; 
N, 22.6%). The benzy loxyca rbony l  group was cleaved 
wi th  H B r - A c O H  to give X. 98%, m.p.  175-176 ~ (MeOH-  
Et20) (Found:  C, 23.8; H, 5.5; N, 27.2; Br, 31.0%. 
CaH~N~O~Br requires  C, 23.5; H, 5.5; N, 27.4; Br, 
31.2%). 

3 ,5 -Dime thy l - l -n i t ro -guany lpy razo le  reac ted  wi th  4- 
amino-valer ic  acid under  reflux in aqueous d ioxane  to  
give 4-ni t ro-guanylvaler ic  acid, 53~ m.p.  200-203 ~ 
(Found:  C, 35.5; H, 6.1; N, 27.1%. C6Ht20~Nt requires  
C, 35.3; H, 5.9; N, 27.4%). The p ro tec ted  nonape.pt ides 
V I I I  (c) and  V I I I  (d) were p repared  by  coupling (DCI) 
th is  acid to  the  free bases der ived f rom VI I  (a) and  
VI I  (b), respect ively .  

Hydrogenolys i s  of t he  p ro t ec t ed  nonapep t ides  in acetic  
ac id-water -HCl  over  5% pa l lad ium charcoal  gave the  
cor responding  crude,  unp ro t ec t ed  hydrochlor ides ,  which  
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Scheme 1. Synthesis of (a) bradykinin (A = Arg, B ~ Arg; 
Y BOC); (b) 9-decarboxy-bradykinin (A = Arg, B - Agm; 
Y - Z); (c) 1-deamino-bradykinin (A - Guy, B - Arg); and 
(d) 1-deamino-9-decarboxy-bradykinin (A Guv, B - Agm). 

NH2-(CH2)4-NH 2 - -  1~ Z NH-(CH2)4-NH ~ 

.~N-NO2 ; /~N-NO2 

HBr.  NH 2 (CH.2)4-NH-C ~ Z-NH (CH2)4-NH C 

X NH~ IX NH~ 

Scheme 2. Synthesis of nitro-agmatine hydrobromide. 
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Compound [~]~)5 Amino-acid analysis Biological activity 
in relation 
to bradykinin 

Bradykinin 
9-Decarboxy-bradykinin 
1-Deamino-bradykinin 
1-Deamino-9-deearboxy-bradykinin 

--94.4 ( c -  2, H20 ) 
-- 104.3 (c - 0.5, I-t20 ) 

51.2 ( c -  1, DMF) 
--98.7 (c 1, H20 ) 

Argl.gSerl.oPro2.sGlyl.oPhe2.o 
Argl.oSerl.oPro~.gGlyl.o Phe2.o 
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were purified by  carrier-free prepara t ive  electrophoresis  
and countercur ren t  dis tr ibut ion.  Their  constants  are 
compiled in the  Table.  

The  biological  act ivi t ies  of the  analogues on the  isolated 
ra t  uterus, in re la t ion to b radyk in in  (1.0) are ment ioned  
in the  Table, f rom which i t  appears  t h a t  the  t e rmina l  
carboxyl  group is ve ry  i m p o r t a n t  in this  tes t  whereas  
the t e rmina l  amino  group seems of lesser significance. 

Aktivi t&t bedeu t samer  zu sein als die endst~kndige Amino-  
gruppe. 

W. D. JOHNSON ~'s, I-I. D. LAW 8 
and R. O. STUDER 9 

F. Ho]Jmann-La Roche Co., Ltd., 
Chemical Research Department, 
Basel (Switzerland), 77 Apri l  7969. 

Zusammen/assung. Es wird tiber die Synthese yon 
1 -Deamino-bradykin in ,  9 -Decarboxy-bradykin in  und 
1-Deamino-9-decarboxy-bradykin in  und tiber deren biolo- 
gische Akt iv i t / i t  ber ichtet .  Nach  dem verwende ten  Test-  
sys tem scheint  die endsti indige Carboxylgruppe ftir die 

7 Part of the PhD Thesis of W. D. JOHNSON, 
a Department of Chemistry and Biology, Liverpool Regional Col- 

lege of Technology. 
Chemical Research Department, F. Hoffmann-La Roche & Co., 
Ltd., Basle (Switzerland). 

Z u r  B i n d u n g  v o n  B i l i v e r d i n  a n  d a s  P r o t e i n  i m  C r e n i l a b r u s - B l a u  

In  einer frt iheren Mit te i lung 1 ber ichte ten  wir tiber die 
Charakter is ierung der farbgebenden Gruppe von  Creni- 
labrus-Blau,  e inem Chromoprote id  des Mit telmeerfisches 
Crenilabrus pavo C.V., als Bil iverdin.  Die Bindung dieses 
Farbstoffs  an das Pro te in  ist  sicher keine salzartige oder 
Adsorpt ionsbindung,  da die farbgebende Gruppe weder  
durch organische L6sungsmi t te l  noch durch w~ssrige 
Harns toff l6sungen o d e r '  pH-VerAnderungen freigelegt  
wird. Von den m6glichen kova len ten  Bindungen  wurde  
bisher  - aufgrund der  le ichten Spal tbarkei t  durch Methy-  
la t  - n u r  eine Es t e rb indung  f t i r  wahrscheinl ich gehalten.  
E inen  n/iheren E inb l ick  in die Bindungsverh/ i l tnisse ha t  
nun der Chroms&ureabbau von  Crenilabrus-Blau gew~hrt.  

Zum Abbau  werden  je 6,05 mg Chromoprote id  (ent- 
sprechend 97 ~g t3iliverdin) in 0,25 ml  Wasser  gel6st und 
mi t  0,1 ml Azeton verse tz t ;  zum Vergleich dienen die 
mi t  0,25 ml  Wasser  verse tz ten  L6sungen yon 50 bzw. 
100 Fg Bi l iverdin  in 0,1 ml  Azeton.  Die Ans/itze werden 
j e 1 h mi t  0, 2 ml  Oxydat ions l6sung [1% CrO 3 in 2n H ,  SO 4 ; 
a) bei 20~ b) bei  100~ bzw. 1% K H S O J I %  Na,Cr ,O 7 
bei  20~ stehengelassen. Die Abbauproduk te  werden  
dann mi t  0,2 ml  Ather  ex t rah ie r t  und di innschichtchro-  
matographisch  ident i f iz ier t"  ; aus den Fleckengr6ssen 
werden die Mengen mi t  Hilfe von  Vergleichsproben ab- 
gesch~tzt. 

Dass einer der mi t t l e ren  Ringe (II  bzw. I I I )  und einer  
der ~usseren (I bzw. IV) n icht  an  das Prote in  gebunden  
sein kann, zeigt  der  Chromatabbau  des Chromopro-  
te ids:  Dabe i  en ts tehen  der Pyrro ld ia ldehyd (I) und Me- 
thy lv iny lmale in imid  (II) in einer Menge, die jeweilseinem 
Pyrrol r ing  entspr icht .  I n  t3bere ins t immung dami t  l iefert  
der Chroms/ iureabbau bei  20 ~ (II) und H~matinsi iure-  
imid  (III) aus jeweils e inem Ring. Das bedeutet ,  dass 
zwei Bindungen  zum Pro te in  vorhanden  sein mtissen, 
eine yon e inem der  mi t t l e ren  und eine yon einem der 
~usseren Ringe des Bil iverdins,  sofern nicht  die Abbau-  
p rodukte  der anderen beiden Ringe durch Sekunditr-  
reakt ionen verlorengingen.  Die fehlenden Imide  soll ten 
beim Chroms/tureabbau bei 100~ (Hydrolyse) gefunden 
werden;  ta ts~chl ich erh&lt m a n  je tz t  (III)  in der ftir zwei 
Ringe e rwar te ten  Menge, j edoch verschwindet  das 1V[ethyl- 
v iny lmale in imid  dabei  fast  vollst/indig. Offensichtlich 
addieren sich d i e  Vinylgruppen des Gallenfarbstoffs be- 
sonders le icht  in der Hi tze  an Thiolgruppen des Prote ins  
(s. unten).  Nach  Vorbehandlung  yon Crenilabrus-t3lau 

mi t  Alkal i  (1 h bei 20 ~ in 0,1 n NaOH)  ergibt  der Chrom- 
s~ureabbau bei  20 ~ hingegen (II) aus zwei Ringen und 
(III)  aus e inem Ring.  Demnach  wurde  dutch die milde 
Alka l ibehandlung die lBindung des ~usseren Rings gel6st, 
w~hrend die (vermut l iche Ester-)  B indung  des inneren 
Rings un te r  diesen Bedingungen erhal ten  bleibt. Den  
freien, chloroforml6slichen Farbs tof f  erh~tlt man  erst durch 
E inwirkung  yon heissem Alkali.  

Aus diesen Ergebnissen lassen sich die in Formel  (IV) 
gezeigten Bindungsverh/ i l tnisse fiir das Bi l iverdin im 
Crenilabrus-131au ableiten.  Die Empf ind l ichke i t  gegen 
kaltes Alkal i  spr icht  ffir das Vorliegen einer N-Azyl-  
Bindung am ~usseren Ring,  die Labi l i t~ t  gegen heisses 
Alkali  ftir eine Es te rb indung  am inneren Ring 3. D a m i t  
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3 Weleher der inneren und welcher der ~usseren Ringe gebunden 
ist, ist nicht bekannt; in Analogie zum Phykoerythrin werden hier 
Bindungen an den Ringen Iund  III formuliert. 


