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Pentaethylbenzoic acid was produced in good yield bv saponification of the 
amide with 100% phosphoric acid, while under the same conditions pentamethyl- 
benzamide was completely decarboxylated to pentamethylbenzene. 

The cyclisation of o-(pentaethylbenzoy1)-benzoic acid yielded an alkaline soluble, 
yellow compound, the constitution of which is being further investigated. 

Technisch-chemisches Laboratorium 
dcr Eidgenossischen Technischen Hochschule 

183. Synthhse de la ~-arginyl-~-prolyl-~-prolyl-glycyl-~-ph~nylalanyl- 
L-sCryl-L-phhylalanyl-L-arginine. Distinction entre cet octapeptide 

et la bradykininel) 
par R.  A.  Boissonnas, St. Guttmann e t  P.-A.  Jaquenoud 

(23 \‘I. 60) 

La bradykinine obtenue par action de la trypsine sur le sang de bceuf a CtC isolke 
ri l’ktat pur par ELLIOTT et  ~011.~). Ces auteurs ont Ctabli qu’il s’agissait d’un peptide 
auquel ils ont attribuk la composition en acides aminirs suivante : Arg,Pro,Phk,Gly, 
Sir,. ZUBER & JAQrJES3) ont trouvk rkcemment la m&me composition en acides 
aminks pour la bradykinine obtenue par action du venin de serpent (Bothrops 
Jararaca) sur le sang de bceuf. Sur la base de dkgradations d’EDMAN et d’attaques 
enzymatiques, ELLIOTT 4, a proposk rircemment la structure provisoire suivante : 

H-L--Ah-g-L -Pro-L-Pro-Gly-L - P h  6-L- Sdr-L~~Plid-I.-~~rg-OH 
1 2 3 4  5 6 I 8 

Dans le prCsent travail, nous dCcrivons trois synthkses de cet octapeptide, qui 
ont 6th effectukes selon le schCma de la page suivante5). 

Ces trois mCthodes de synthkse ont conduit au m&me octapeptide protCgC XXV 
k l’irtat analytiquement pur. La rbduction catalytique a livrC chaque fois le m&me 
octapeptide libre XXVI, dont I’homogknCitir a C t C  vCrifiCe par contre-courant, par 
chromatographie sur papier dans trois systkmes et par klectrophorhse sur papier B 
six pH CtagCs de 1,9 ri 12,O. 
_____ 

1) La synthhse et l’examen biologique dc crt octapeptidc ont dej& B t B  mentionnes dans une 
communication preliminaire englobant egaletnent la synthkse et les proprietes biologiques de 
plusieurs autres analogues de la bradykinine (K. A. BOISSONNAS, ST. GUTTnfaNN, P:A. JAQUENOUD, 

H. KONZETT & E. STORMER, Expericntia, 76, 326 (1960)). 
2, D. F. ELLIOTT, G. P. 1,EwIs & E. W. HORTON, Biochem. J. 74,  15 P (1960); D. F. ELLIOTT, 

E. W. KORTON & G. P. LEWIS, J .  Physiology 150, 6 P (1960) ; D. F. ELLIOTT, Polypcptidcs which 
affect smooth muscles and blood vessels, Perganion Press, p. 266 (1960). 

3, H. ZUBER & R. J a Q u ~ s ,  Helv. 43, 1128 (1960). 
4) D. F. ELLIOTT, communication luc devant la aBiochcmica1 Society (London))) le 8 avril 

1960 (Biochem J .  76, 16 P (1960)). Nous remercions trks vivement lc Dr ELLIOTT de nous avoir 
communique peu avant publication le resultat de ses travaux sur la d6termination de la struc- 
ture de la bradykinine. 

5 ,  CBO- = carbobenzoxy ; -BzN = p-nitrobcnzyle; -PhN = p-nitrophhyle. 
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H-Pro-Cly-PhC-SCr-Phd-Arg-OBzN 

NO, NO2 ~ 

I 
NO2 

I (XXIV) 1 1 (VaY) 
+ CBO-Arg-Pro~Pro-Gly-N, + CEO-.lrg-Pro-OPhN + CBO-Arg -Pro-OH 

I NO, 4 NO, + CBO-Arg-Pro -Pro-Gly-PhC-SCr-Phd-~~rg- OBzN +- 

H-Arg-Pro-Pro-GI y-PhC-SCr-Phd-Arg-OH 
4 ( X X V  

(XXVI) 

L’hydrolyse acide a fourni les acides aminks composants dans le rapport attendu. 
Par rCaction de cet octapeptide avec le 2,4-dinitrofluorobenz&ne selon SANGER 

et hydrolyse subskquente, nous avons obtenu la N-2,4-dinitrophCnyl-arginine. 
Aucune trace de dCrivks 2,4-dinitrophCnylks d’autres acides aminds n’a pu &re 
dCcelCe, ce qui indique qu’il s’est bien form6 une chaine peptidique normale. 

Comme attendu, la leucine-aminopeptidase n’attaque pas 1’extrCmitC N-terminale 
de la chaine. La rCduction catalytique du tktrapeptide intermddiaire XX donne 
de la H-Phk-Sh-Phk-Arg-OH (XXIa), qui est entikrement digkrke par la leucine- 
aminopeptidase A partir de son extrCmitC N-terminale. Ce fait confirme que les 
acides aminks occupant les positions 5 B 8 sont bien de forme L. En outre, comme 
cette scission enzymatique est complkte et donne de l’arginine exempte de toute 
trace de nitroarginine ou de produits de rkduction intermkdiaires de cette dernikre, 
nous pouvons d6duire que la reduction catalytique du groupe nitro fix6 sur I’arginine 
se fait normalement. La puretk optique des acides aminCs occupant les positions 1 
B 3 ne peut pas &re vCrifiCe par voie enzymatique conventionnelle; cependant, des 
Ctudes que nous avons effectukes avec des skquences partielles8) ont montr6 qu’il 
ne devait y avoir ni rackmisation, ni inversion dans nos conditions d’expkrience. 
La forme L peut donc 6tre attribuCe & tous les acides aminks optiquement actifs 
prCsents dans la chaine. 

Nous avons Cgalement vkrifiC que le tktrapeptide XXI et l’hexapeptide XXIII  
ne contenaient pas de fluor, afin d‘exclure la possibilitk d’une Cventuelle trifluoro- 
acktylation de la sCrine lors de la scission acidolytique du groupe CBO-. 

Ces diffkrents contrales confirment que le produit obtenu posshde bien la structure 
de l’octapeptide que nous nous Ctions proposC de synthktiser et dont la formule 
figure au dCbut de ce travail 

Cependant les dosages biologiq~esl)~) nous ont rkvklk que cet octapeptide synthC- 
tique ne posskde B aucun degrC les activitks caractkristiques de la bradykinine. I1 

6, R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN & P.-A. JAQUENOUD, Helv. 43, 1349 (1960). 
7, H .  N. RYDON & P. W. G. SMITH, J .  chem. Soc. 7956, 3642. 

9, H. KONZETT & E. STURMER, Brit. J.  Pharmacol. Chemotherapy (sous presse). 
ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, i publier. 
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est sans action sur l’ilkum is016 de cobaye, sur la pression sanguine du rat et sur la 
bronchoconstriction exp6rimentale du cobayelo). 

En outre, il diffi.re de la bradykinine par son comportement vis-8-vis de la 
chymotrypsine. En effet, cet enzyme scinde notre octapeptide synthktique plus 
rapidement entre les positions 5 et 6 qu’entre les positions 7 et 8. I1 apparait ainsi 
d’abord surtout un mklange form6 du pentapeptide 1-5 et du tripeptide 6-8. Ce 
dernier se transforme peu A peu en arginine et en H-SCr-PhC-OH. Au contraire, 
la bradykinine soumise 8 l’action de la chymotrypsine ne donne d’abord naissance 
qu’8 de l’arginine et 8 un nouveau peptide unique, qui n’est attaquC 8 son tour que 
plus lentement3)4). 

Ces faits nous portent A conclure que la bradykinine ne posshde pas la structure 
provisoire proposkell). 

Note ajoutLe d la correction: I1 vient d’&tre Ctabli par ELLIOTT et coll. I l b i s )  que 
la bradykinine naturelle n’est pas un octapeptide, mais un nonapeptide possitdant 
la structure dont nous avons prkckdemment dCcrit la synthi.sel) 6). 

Partie expCrirnentale’2) 
Pour le d6tail des abrkviations et des mCthodes generales utilisCes voir travail pricedent 6 ) .  

N~CBO-L-Phe‘nylalanyZ-L-s~ryZ-L-~~~nylalanyl-nitro-L-argznnte de p-nitrobenzyle ( X X ) .  On 
dissout 6,OO g (15 mmoles) de N-CBO-L-ph6nylalanyl-L-s6rylhydrazide (VII) 6) dans un melange 
de 25 ml d’acide ac6tique galcial et de 25 ml de HC1 ZN, refroidit 8. - 5” et ajoute 3,2 ml de NaNO, 
5 ~ .  Aprks 5 min, on ajoute 100 ml d’eau glacde ct extrait le solidc form6 par trois portions de 
50 ml d’acktate d’6thyle. On lave celui-ci par du K,CO, 50% ct skche sur du sulfate de sodium. 
On ajoute alors une solution de 6,7 g (13 mmoles) de L-phknylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitro- 
benzyle dans 35 ml de dimithylformamide (prCpar6e par agitation 3, - 5” de 9,3 g (15 mmoles) 
de bromhydrate de L-phCnylalany1-nitro-L-arginate dc p-nitrobenzyle (XI) 6, dans un melange 
de 100 ml d’acCtate d’6thyle et de 150 ml dc K,CO, 20%, sdparation de l’acitate d’kthyle, extrac- 
tion par encore deux portions d’acitate d’dthylc, sCchage et Cvaporation a u  vide des extraits 
organiques rkunis, et reprise dans le dimkthylformamide). On concentre jusqu’h un volume total 
de 100 ml par ivaporation partielle de l’acCtate d’gthyle au vide 3, O”, laisse 16 h h 0” et 4 h h Z O O ,  

Cvapore au  vide, triture le rdsidu avec 500 ml d’Cther, d6cante l’6ther ct dissout le rdsidu dans 
200 ml d’ac6tate d’Cthyle bouillant. Aprh refroidissement, filtration, lavage B 1’acCtate d’dthyle 
et h 1’6ther, et skchage, on obtient 8,21 g (81 yo) de N-CBO-~-ph6nylalanyl-~-s~ryl-L-ph6nylalanyl- 
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle cristallin de F. 170”, non modifii par recristallisation de l’acC- 
tate d’6thyle ou de 1’6thanol. [u]: = - 13,3’ & 0,s’ (c = 1 , O ;  dimCthylformamide), - 19,7” 5 
f 0,5” (c = 1 , O ;  m6thanol). RfiI = 0,96; R f i  = 0,68; Rf.; = 0,87; = 0,8 Try; E:,8 = 0,7 Try 
(r6vklation par ninhydrine et chlore; homog&ne 13)). 

C,,H,,O,,N, Calc. C 58,O H 5,4 0 22, l  N 14,5 ”/o 
(869,9) Tr. ,, 57,9 ,, 5,5 ,, 2 2 2  ,, 142 % 

lo) L’adjonction d’ions magnesium pendant ou aprks la rkduction catalytique n’a provoqnC 
aucuue apparition d’activit6. 

‘I) Une synthkse de cette m&me sdquence, mais conduite selon une m6thode diff6rente de la 
ndtre, a it6 rapportic tout recemment par R. SCHWYZER et coll. dans une breve communication 
prkliminaire (Helv. 43, 1130 (1960)). Ces auteurs ont 6galement trouv6 quc lcur produit synthC- 
tique ne possCdait pas I’activitC biologique de la bradykinine. 

Ilbis) D. F. ,ELLIOTT, G. P. LEWIS & E. W. HORTON, Biochemical & Biophysical Research 
Communications (sous presse). 

12) Les microanalyses ont C t C  effectuees dans notre Laboratoire microanalytique (Dr W. SCHO- 
NIGER). 

13) La scission du groupe CBO- par le HBr dans l’acide acetique glacial provoque l’acktylation 
dc l’hydroxyle de la k i n e ;  cf. ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 47, 1852 (1958). 
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3,4 
un 

L-PhBnylalanyl-L-se'ryl-L-phdnylalanyl~nitro-L-urgi~aute de p-nitrobenzyle (XXI). On dissout 
-8 g (4,O mmoles) de l'ester tktrapeptidique XX dans 50 ml d'acide trifluorac&tique, fait passer 
courant de HBr sec pendant 70 min & O",  concentre & 10 ml au vide e t  pricipitc par 1'6ther. 

Par recristallisation dans u n  mdlangc acitonitrile - isopropanol - Cther, on obtient 3,l g (95%) 
de bromhydrate de ~-phCnylalanyl-~-sdryl-~-phCnylalan~l-nitro-~-arginate de p-nitrobenzyle dc 
F. 214". Celui-ci est dissous dans un mClangc de 100 ml d'acCtate d'6thyle et  de 20 ml de Na,CO, IN.  
1,a phase organique est sCparCe rapidement, car la base libre commence 8. cristalliser. Aprks sejour 
i - 5", on filtre, lave & 1'6ther et  skche. Aprks recristallisation dans le mklange isopropanol - ac6- 
tonitrile ~ acetate d'kthyle, on obtient 2,62 g (88%) de L-ph6nylalanyl-L-sCryl-L-ph6nylalanyl- 
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle dc F. 110" (ddc.). [XI: = -21,6" & 1 , O "  (c = 1,l; mCthanol), 

- 23,O" & 1 , O "  (c = 1 , O ;  dimdthylformamide). I?:,,, = 0,80 Try;  RfL = 0,96; R f l  = 0,80; Rfy, = 

= 0,63 (rdvdlation par ninhydrine e t  chlorc; homogbne). 
C,,H,lOl,Ng,H,O CalculC C 54,2 H 5,8 0 23,3 N 16,7% 

(753,7) TrouvC ,, 54,5 ,, 5,8 ,, 23,3 ,, 16,7% 

~-Phdn~~lalunyl-L-sBryl-~-phe'nylalanyl-~-urginin~ ( X X I  a) .  On suspend 1 , O  g de catalyseur 
d'hydrsg6nation selon K u H N ~ ~ )  dans 26 ml d'une mClange de mCthanol e t  d'eau (3  : 1) et  hydro- 
gBne pendant 30 min. On introduit alors 2,61 g (3,O mmoles) de N-CBO-L-phCnylalanyI-L-s6ryl- 
~-phknylalanyl-nitro-~-arginate de p-nitrobenzyle (XX) dissous dans 100 ml du meme melange 
e t  hydroghc 20 h 8. pression ordinaire. On filtrc sur Hyflosupcrcel, Cvapore i sec, redissout dans 
5 ml de dimdthylformamide e t  prCcipitc avec de l'ither. On obtient ainsi 1,19 g (69%) de L-phinyl- 
alanyl-r-sCryl-L-phenylalanyl-L-arginine de F. 180" (d6c.) .[0rlD = - 19" & 1" (c = 1 , O ;  mdthanol), 

- 21" & I" (c = 1 , O ;  dim6thylformamide). RffI = 0,32; R f i  = 0,36;  Rf: = 0,17; EY,9 = 1,0 Glu; 

E& = 0,s His (r6vklation par ninhydrine, chlore ct SAKAGUCHI; homoghne). 

23 

C,,H,,O,N,,H,O Calc. C 56,5 11 6,9 0 19,5 r\T 17,1% 
(573,7) Tr. ,, 56,5 ,, 7,2 ,, 19,6 ,, 17,0% 

L'hydrolyse acidc donne la composition PhC,,,SCr,,gArgl,l. - L'attuque par la lezicine-arnino- 
peptidase au pH 9,O provoquc nnc apparition rapide de phknylalanine e t  un peu moins rapide de 
skrine, la disparition complkte d u  tetrapeptide initial, e t  enfin la scission plus lente du dipeptide 
residue1 avec apparition de phknylalaninc ct  d'arginine. - L'attaque par la chymotrypsine & pH 8,5 
provoque l'apparition rapide de phknylalanine (El,g = 0,9 Glu) et  d'un peptide (El,g = 1,2 Glu), 
avec disparition simultanee du  tktrapeptide initial (El,g = 1,0 Gln). L e  peptide de El,g = 1,2 Glu 
commence alors 8. disparaitre 8. son tour, tandis qu'apparaissent de l'arginine (El,9 = 1,s Glu) 
e t  un peptide (El,g = 0,9 Glu) qui  demenre malgr6 prolongement de l'attaque. Pendant l'attaque, 
on observe Cgalement l'apparition transitoirc d'une petite quantit i  de peptide de El,g = 0,7 Glu 
(probablcmcnt H-PhC-SCr-Phd-OH provenant d'une faible attaque du peptide initial entrc la 
phenylalanine e t  l'arginine) , ~ L'altaque par la carboxypeptiduse ne progresse que lentement, avec 
libdration initinle d'arginine et  de phenylalanine, ct liberation plus lcnte de s6rine. 

N-CBO-L-Prolyl-glyc~yl-L-phe'nylalunyl-L-s~~yl-~-phBnylalanyl-nitro-~-urginate de p-nitrobenzyle 
(XXII ) .On  additionne une solution de 918 mg (3,O mmoles) de N-CBO-~-prolyl-glycinc~) dans 
10 ml d'acktonitrilc 8. line solution de 2,26 g (3,O mmoles) de ~-ph6nylalanyl-~-s6ryl-L-ph6nylalanyl- 
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle (XXI) dans 2 ml de dimCthylformamide, refroidit & - 10" e t  
ajoute 824 mg (4,O mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Aprks 16 h & 20", on ajoute 100 ml 
d'6thcr au melange qui s'cst pris en masse. On triture, filtre, lave le prCcipitC 8. l'Cther, le redissout 
dans 20 ml dc pyridine, garde 2 h 5 - 20" e t  &pare la dicyclohexylurCe cristallis6e par filtration. 
L e  filtrat cst concentr6 i 5 ml e t  additionni de 100 ml d'ether. L'hexapeptidc brut prdcipitk est 
&par6 par filtration, redissous dans 100 ml d'un m6lange dioxanne ~ eau (4: 1) e t  pass6 sur 10 ml 
de rdsine sulfonique sous forme acide (Dowex-50-x4 W). On Cvapore & sec e t  redissout le r6sidu 
dans 100 ml d'un m6langc bonillant de mCthano1- eau (5 : 1). Par Cvaporation partielle du methanol 
et  s6jour 8. 0", il se forme des cristaux que l'on lave l'eau e t  skche. On obtient ainsi 2,30 g (75%) 
de N-CBO-~-prolyl-glycyl-~-phCnylalanyl-~-s6ryl-~-ph6nylalanyl-nitro-~-arginate de p-nitro- 
benzyle cristallisd de F. 192". [ c c ] ~  = - 28'& 1" (c = 1 , O ;  methanol), - 22" & 1" (c = 1 , O ;  dim6thyl- 22 

14) R. KUHK & J.  HAAS, Angew. Cheni. 67, 785 (1955). 
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formamide). R f i  = 0,94; Rf i  = 0,83;  Rf: = 0,81; Ek9 = 0,65 Try (r 
et  chlore; homoghe). 
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lation par ninhydrine 

C4yH57014N,l,H20 Calc. C 56,5 H 5,7 0 23,O N 14,8% 
(I 042,l) Tr. ,, 566 ,, 5,7 ,, 22,7 ,, 14,9% 

L- Prolyl-glycyl-L-phdnylalynyl-~-sBryl-~-phdnylalanyl-nitro-~-u~g~nate de p-nitrobenzyle (XX I I I ) .  
On dissout 2,08 g (2,0 mmoles) de l'ester hexapeptidique XXII dans 25 ml d'acide trifluoracitique, 
refroidit B 0" et  fait passer pendant 70 min un courant de HBr sec. On concentre 21 10 ml, pr6cipite 
avec dc l'ither, triture, filtre, lave le prCcipit6 B l'ither et  s6che au vide pouss6 sur KOH. On 
obtient ainsi 2,16 g de bromhydrate d'hexapeptide, qui sont dissous dans 50 ml de dioxanne - eau 
(4 : l ) .  Aprits passage sur 5 ml de resine basique libre (Amberlite IRh-410), on Cvaporr B sec, 
dissout dans 2 ml de dim6thylformamide et  pricipitc par de 1'6ther. Aprks s6chage, on obtient 
1,76 g (95%) de ~-prolyl-glycyl-~-ph~nylalanyl-~-s6ryl-~-phCnylalanyl-nitro-~,-arginate de p- 
nitrobenzyle de F. 140" (dic.). [a]: = - 33" f 1" (c = 1,O; methanol), - 20" & 1" (c = 1 , O ;  

dimithylformamide). Rfx, = 0,93; R f l  = 0,80; R f i  = 0,79; E;,9 = 0,62 Try (rkvilation par 
ninhydrine et chlore; homoghe). 

C,,H,,O,,N,,,2H,O Calc. C 53,2 H 6,l 0 24,2 N 16,67& 
(925,9) Tr. ,, 53,0 ,, 6,1 ,, 24,4 ,, 16,7% 

AT-CBO-Nitro-L-argin~il-L-prolinate de p-nitrophdnyle ( X X I  V ) .  On melange ?i tempiraturc 
ordinaire 901 mg (2,O mmoles) de N-CBO-nitro-L-arginyl-L-proline 600 mg (1 ,3  mmole) de 
tri-p-nitrophknyl-phosphite15) et 2 ml de pyridine anhydre. Le tout passe en solution aprks 20 min 
d'agitation. On laisse encore 12 h ?i Z O O ,  Bvapore ?i sec, redissout dans 30 ml d'acdtate d'kthyle, 
lave par HC1 1~ jusqu'h ilimination de la pyridine, puis lave encore trois fois par NaHCO, l ~ ,  
en faisant suivre chacun de ces derniers lavages par un lavagc i l'eau, skche sur Na,SO,, Bvapore 
i sec, redissout dans 15 ml d'ithanol bouillant, laisse 1 j B O" ,  dCcante le solvant e t  triture le 
rCsidu huileux dans 1'6ther jusqu'g formation d'un solide pulvkrulent. On obtient 853 mg (7.5%) 
de N-CBO-nitro-L-arginyl-L-prolinate de p-nitrophinyle dc F. 60" (dCc.). [a]: = - 62" j= 1" 
(c = 1 , O ;  m6thanol). 

C,,H,,O,N, Calc. C 52,s H 5,1 0 25,2 N 17,2% 
(571,s) Tr. ,, 52,6 ,, 5,4 ,, 25,2 ,, 16,6% 

N-C BO-Nitro-~-arginyl-~-prolyl-~-prolyl-glycyl-~-phdnylalanyl-~-sdryl-~-phdnylal~nyl-natro-i~- 
argipzate de p-nitrobenzyle ( X X V ) .  -a) A partir de X X I I  I et X X I  V .  On dissout 890mg (0,96 mmole) 
de ~-prolyl-glycyl-~-ph~nylalanyl-~-s~ryl-~-phinylalanyl-nitro-~-arginate de p-nitroknzyle 
(XXIII) et  629 mg (1,l mmole) de N-CBO-nitro-L-arginyl-L-prolinate de p-nitrophknyle (XXIV) 
dans un melange de 10 ml de dioxanne et  de 10 ml de dim6thylformamide, maintient 60 h S. 20" 
et 12 h ?i 50", Bvapore le dioxanne sous vide et pricipite par 30 in1 d'ac6tate d'6thyle et 15 ml 
d'dther de p6trole. On dissout le pr6cipitd dans un mClangc de dioxanne - cau (4:1), passe la 
solution sur 5 ml de risine sulfonique acide (Dowex-50-x4W), Cvapore i sec et  triture dans l'kthcr 
jusqu'k obtention d'un produit pulvirulent. Apres suspension dans 1'acCtate d'6thyle et  filtration, 
on obtient 845 mg (65%) de N-CBO-nitro-~-arginyl-~-prolpl-~-prolyl-glycyl-~-ph~ny~~lanyl-~- 
s6ryl-L-ph6nylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle de F. 160-170". [a]: = - 44" & 1' 

(c = 1,O; mCthanol), - 31" 1" (c = 1 , O ;  dimithylformamide). Rf; = 0,70; €If,: = 0,72; Rf; 

= 0.73; E;,9 = 0.75 Glu (rivklation par ninhydrine et chlore). 

C,,H,501,Nl,,2H,0 Calc. C 53,O H 5,O 0 23,s N 17,5% 
(1358,3) Tr. ,, 52,8 ,, 6,2 ,, 23,l ,, 17,80/, 

b) A purtir de 16) et X X I I I .  On dissout 90 mg (0,20 mmole) de N-CBO-nitro-L-arginyl-L- 
proline (I) 6, et 178 mg (0,19 mmole) de ~-prolyl-glycyl-~-phknylalanyl-~-s6ryl-~-ph6nylalanyl- 
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle (XXIII) dans 0,5 ml de dimkthylformamide, ajoute 1 ml 
d'acetonitrile, refroidit i - 5", ajoute 62 mg de dicyclohexyl-carbodiimide et  laisse 16 h k 20". 
On filtre, Bvapore l'acktonitrile au vide et  pr6cipite par adjonction d'Bther. h p r k  purification par 

15) W. STRECKER & CH. GROSSMANN, Ber. deutsch. chem. Ges. 49, 63 (1916); B. ISELIN, 
W. RITTEL, P. SIEBER & R. SCHWYZER, Hclv. 40, 373 (1957). 
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passage sur rCsine et  lavage h l’acetate d’Cthyle comme ci-dessus, on obtient 142 mg (54%) de 
N-CBO-nitro-~-arg~nyl-L-prolyl-~-prolyl-glycyl-~-phCnylalanyl-~-s~ryl-~-phdnylalanyl-nitro-~-ar- 
ginate de p-nitrobenzyle presentant exactcment Ics m&mes propriCtCs que le produit obtenu sous a). 

c) A partir de V 6 )  et de X X I .  On dissout 1.55 mg (0,235 mmole) de N-CBO-nitro-L-arginyl-L- 
prolyl-L-prolyl-glycylhydrazide, HC1 (V) 6 ,  dans 1,; ml de dimkthylformamide et  0,2 ml de HC14N, 
refroidit h - J”, ajoute un melange de 0,050 ml de nitrite de sodium 5~ aqueux et  0,3 ml de dim& 
thylformamide, agite 5 min B - 5’ et ajoute 0,3 ml de K,CO, 25% aqueux. On agite encore 2 min, 
ajoute 1 ml d’ac6tate d’Cthyle glace et  skche rapidement sur Na,SO,. On filtre, lave par 1 ml de 
dimCthylformamide, ajoute 173 mg (0,205 mmole) de L-phCnylalanyl-L-s6ryl-L-ph~nylalanyl- 
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle (XXI),  Cvapore l’acdtate d’Cthyle sous vide et  garde la solution 
12 h h 0” et  3 h ?I 20”. On prCcipitc avec de 1’8ther et  triture avec de 1’Cther de petrole jusqu’h 
obtention d’un produit pulvdrulent. Les 233 mg ainsi obtenus sont dissous dans un mClange 
methanol - eau (3: 1) et  passes sur 2 ml de resine sulfonique acide (Dowex-50-x, W). On Cvapore 
& sec, triture avec de 1’6ther et  suspend le produit pulverulent obtenu dans deux portions suc- 
cessives de 2 ml d’acetate d’ithyle h 40”. Aprks sGchage on obtient 130 mg (47%) de N-CBO- 
nitro-~-arginyl-~-prolyl-~-prolyl-glycyl-~-ph~ny~alanyl-~-s~ryl-~-ph~nylalany~-nitro-~-arginate de 
p-nitrohenzyle presentant exactement les m6mcs propriCtCs que les produits obtenus sous a) et  b). 

On dissout 500 mg (0,37 mmole) d’octapeptide protege XXV dans 16 ml d’acide acdtique glacial 
e t  10 ml de HC1 0,2N, et  hydrogkne 30 h h 22” h pression ordinaire en presence de 350 mg de cata- 
lyseur d’hydrogenation au palladium selon I < u H w ~ ~ ) ,  prCalablement hydrogen6 pendant 30 min 
dans un melange acide acCtique glacial - eau ( 2  : 1). Aprk centrifugation, la solution est Bvaporee 
h sec au  vide. Le produit obtenu est soumis h un contre-courant de 200 transferts dans le systkme 
sec.-butanol / eau / acide trifluoracktique (120 : 160 : 1). 1,e contenu des tubes 80 B 100, correspon- 
dant au sommet pondera1 (K = 0,84), cst CvaporC ?I sec au  vide, redissous dans l’eau et  pass6 sur 
rCsine basique (Amberlite IR.-45, sous forme d’acdtatc). Par evaporation B sec, dissolution dans 
2 ml de mdthanol e t  adjonction d’Cther, on obtient 290 mg (69%)de triacetatc de L-arginyl-L-prolyl- 
~-prolyl-glycyl-L-phCnylalanyl-~-sCryl-~-pl~~nyla~anyl-~-arginine sous forme d’une poudre hlanche 
hygroscopique. [ o l ] ~  = -60” & 1” (c = 0,8;  eau). 

C,,H6,0,0Nl,,3CH,COOH Calc. C 53,5 H 6,9 0 22,4 N 17,2y0 ; CH,COOH 3,O Cquiv. 

A 1’e‘lectrophovAse SUY papier lc produit cst homoghne (revelation 8. la ninhydrine, au chlore, au 
blcu de bromophCnol et  au reactif dr SAKAGUCHI) aux pH 1,9, S,8, 8,5, 10,7, 11,7 r t  12,o. EY,9 = 

1,l Glu; E;,* = 0,s His. A pH 1 2 , O  le produit migre encore vers la cathode par rapport k la 

DNP-glucosamine. A la chromatographie SUY papicv lc produit est homoghe aux m&mes rgactifs. 

Rf:l = 0,16; R f i  = 0,32;Rfg = 0,26. 

L’hydrolyse (16 h ;  110”; HC1 GN) donne de I’argininc, de la proline, de la glycine, de la phknyla- 
lauine et  de la sCrine dans le rapport 2 , l :  2,0 : 0,9: 2,O: 0,9. La chromatographie montre qu’il n’y a 
aucuu acide amin6 de Rf supdrieur i celui de la phdnylalaninc dans le melange sec.-butanol/acide 
formique 85yo/eau (75 : 15 : l o ) ,  ce qui pcrmet d’exclurel6) la prCsence d’hexahydrophdnylalanine. 

La riaction avec le dinitrofluorobenzine ( 2  mg de peptide+ SO mg de 2,4-dinitrofluorobenz&ne + 
0,008 ml de trikthylamine dans 1,s ml d’Cthanol65% agitCs 2,s h k 2 2 ” ) ,  suivie, aprks extraction B 
l’dther, d’hydrolyse (16 h ;  110”; HC1 G N )  du contenu de la phase aqueuse, ne donne que de la 
DNP-arginine (E,,s = 0 , l  Glu) c t  un peu de DNP-OH (E6,s = 0,7 Glu). I1 n’y a pas de DNP- 
phhylalanine (E,,s = 0,4 Glu), ni de DNP-skrine (Ej,8 = O,G Glu). 

L’attaque i la carboxypeptidase ?I pH 8,5 provoquc la IibCration d’arginine et  de phiuylalanine 
accompagnde d’une liberation un peu plus lente de skrine. I1 n’apparait pas de glycine. - L‘attaque 
h la leucine-aminopeptidase h pH 0,0 ne provoque pas de liberation initiale d’arginine. Si l’on 
prolonge le temps, il apparait de la phknylalanine et  de la s6rine, puis de l’arginine17). M h e  

16) R. A. BOISSONNAS & G. PREITNER, Helv. 36, 875 (1953). 
17) Nous n’avons pas encore pu Btablir si cette attaque au milieu de la chaine entre la glycine4 

et  la ph6nylalanine5 Ctait due k la leucine-aminopeptidase elle-m&me ou B une endopcptidase 
accessoirc. 

~ - A ~ g i n y l - ~ - ~ r o l y l - ~ - ~ r o l y l - g l y c y l - ~ - ~ h i n y l a l a n ~ l - ~ - s i r y l - ~ - p h e ’ n y l a l a n y l - ~ - a r g i n ~ ~ ~ e  ( X X V I ) .  
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a p r k  un temps cent fois plus grand, il n’apparait ni proline, ni glycine. - L’attaque ?i la chymo- 
trypsine i pH 8,5 (9 mg d’octapeptide+ 0,9 mg de chymotrypsine dans 0,32 ml de tampon i 22”) 
provoque en moins de 1 h la transformation complkte de l’octapeptide (El,@ = 1,1 Glu) en un 
peptide ds  El,9 = 1,0 Glu qui demeure inchangi ensuite (H-Arg-Pro-Pro-Gly-PhB-OH!) et un 
peptide dc E1,g = 1 , 2  Glu (H-SBr-PhC-Arg-OH !) identique i celui produit intermediairement 
par l’action de la chymotrypsine sur le tktrapeptide XXIa. Ce second peptide se transforme en 
quelques jours en arginine (El,y = 1,s Glu) et en un peptide de E,,y = 0,9 Glu (H-SCr-Phi-C)H !) 
identique a u  produit final de l’action de la chymotrypsine sur le titrapeptide XXIa, et nBgatif 
comme celui-ci au reactif de SAKAGUCHI. 

Les ddterminations d’activitd biologique indiquentl) y, que l’octapeptide est sans action sur 
l’ilCum isole de cobaye jusqu’h une dose de 2,5 . g/ml. I1 est 6galement sans action sur la 
pression sanguine du rat et sur la bronchoconstriction expkrimentale du cobaye. 

SUMMARY 

By condensing N-CBO-nitro-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl azide or the cor- 
responding p-nitrophenyl ester with L-phenylalanyl-L-seryl-L-phenylalanyl-nitro-L- 
arginine p-nitrobenzyl ester, N-CBO-nitro-~-arginyl-~-prolyl-~-prolyl-glycyl-~-phenyl- 
alanyl-L-seryl-L-phenylalanyl-nitro-t-arginine p-nitrobenzyl ester has been obtained. 
The same protected octapeptide has also been prepared by condensing N-CBO-nitro- 
L-arginyl-L-proline with ~-prolyl-glycyl-~-phenylalanyl-~-seryl-~-phenylalanyl-nitro- 
L-arginine p-nitrobenzyl ester. Catalytic hydrogenation of the protected octapeptide 
affords ~-arginyl-~-prolyl-~-prolyl-glycyl-~-phenylalanyl-~-seryl-~-phenylalanyl-~- 
arginine, the identity of which has been checked by several methods. This octa- 
peptide does not possess any of the biological properties of bradykinin; it also differs 
from the latter by its comportment toward chymotrypsin. 

Laboratoires de chimie pharniaceutique SANDOZ, Bkle 

184. Infrarot-Spektren der Cyclane und Cyclanone 
VI. CH-stretching- und CH,-bending-Schwingungen von Cyclanonen 

von Th. Burer und Hs. H. Giinthard 

(24. VI. 60) 

1. Einleitung 

Bei fruheren Untersuchungenl),) der Infrarotspektren von Cyclanonen C,H,,_,O 
in fliissiger und fester Phase konnten wir die CH-stretching- (v(CH)-) und CH,- 
bending-(d(CH,)-)-Banden nicht naher diskutieren. Unter den damaligen Messbe- 
dingungen (Schichtdicke, Auflosungsvermogen), speziell bei tiefen Temperaturen, 
erwiesen sich die beobachteten Banden-Enveloppen als zu ungenau. 

In dieser Arbeit berichten wir iiber die v(CH)- und 6(CH,)-Banden der Cyclanone 
mit n = 5 bis 15, welche an Losungen in Tetrachlorkohlenstoff bei Zimmertemperatur 
mit Lithiurnfluorid- resp. Calciumfluorid-Auflosung gemessen wurden. Da iiber die 

1) TH. BURER & Hs. H. GUNTHARD, Helv. 40, 2054 (1957). 
2) TH. BURER, Dissertation ETH Zurich, 1958. 


