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Pentaethylbenzoic acid was produced in good yield by saponification of the
amide with 1009, phosphoric acid, while under the same conditions pentamethyl-
benzamide was completely decarboxylated to pentamethylbenzene.

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

Technisch-chemisches Laboratorium
der Eidgendssischen Technischen Hochschule

183. Synthése de la L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-
L-séryl-L-phénylalanyl-L-arginine. Distinction entre cet octapeptide
et la bradykinine?)
par R. A. Boissonnas, St. Guttmann ¢t P.-A. Jaquenoud

(23. V1. 60)

La bradykinine obtenue par action de la trypsine sur le sang de beeuf a été isolée
a Iétat pur par ELLIOTT et coll.2). Ces auteurs ont établi qu’il s’agissait d’un peptide
auquel ils ont attribué la composition en acides aminés suivante: Arg,Pro,Phé,Gly,
Sér,. ZuBER & JAQUES®) ont trouvé récemment la méme composition en acides
aminés pour la bradykinine obtenue par action du venin de serpent (Bothrops
Jararaca) sur le sang de beeuf. Sur la base de dégradations d’Epman et d’attaques
enzymatiques, ELLIOTTY) a proposé récemment la structure provisoire suivante:

H-L-Arg-L-Pro-L—Pro—Gly-L-Phé-L-Sér-L-Phé-1-Arg-OH
1 2 3 4 5 6 7 8

Dans le présent travail, nous décrivons trois synthéses de cet octapeptide, qui
ont été effectuées selon le schéma de la page suivante?).

Ces trois méthodes de synthése ont conduit au méme octapeptide protégé XXV
a l'état analytiquement pur. La réduction catalytique a livré chaque fois le méme
octapeptide libre XXVI, dont I'homogénéité a été vérifiée par contre-courant, par
chromatographie sur papier dans trois systémes et par électrophorése sur papier a
six pH étagés de 1,9 4 12,0.

1) La synthése et I’examen biologique de cet octapeptide ont déja été mentionnés dans une
communication préliminaire englobant également la synthése et les propriétés biologiques de
plusieurs autres analogues de la bradykinine (R. A. BorssoNNas, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD,
H. Konzert & E. STURMER, Experientia, 76, 326 (1960)).

2} D. F. Erciort, G. P. Lewis & E. W. HortoN, Biochem. J. 74, 15 P (1960} ; D. F. ELr10TT,
E. W. HortoN & G. P. LEwis, J. Physiology 750, 6 P (1960); D. F. ELLiorT, Polypeptides which
affect smooth muscles and blood vesscls, Pergamon Press, p. 266 (1960).

3) H. ZuBer & R. JaQuEes, Helv. 43, 1128 (1960).

4 D. F. ErLrtorT, communication lue devant la «Biochemical Society (London)» le 8 avril
1960 (Biochem J. 76, 16 P (1960)). Nous remercions trés vivement le Dr ELLiorT de nous avoir
communiqué peu avant publication le résultat de ses travaux sur la détermination de la struc-
ture de la bradykinine.

5) CBO- = carbobenzoxy; —BzN = p-nitrobenzyle; —PhN = p-nitrophényle.
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NO, NO,
CBO-Phé-Sér-N, + H-Phé-Arg-OBzN —> CBO-Phé-Sér-Phé-Arg-OBzN —
(VIIa)®) (X1)%) (XX)
NO, CBO-Pro-Gly—-OH7) v NG,
CBO-Pro-Gly—Phé-Sér-Phé—-Arg-OBzN < H-Phé-Sér—Phé-Arg-OBzN
(XXII) ! (XXI)
NO, ‘
H-Pro-Gly—-Phé-Sér—Phé-Arg-OBzN |
| (XXIII) | ‘
NO, NO, NO, |
+ CBO-Arg-Pro-OPhN + CBO-Arg-Pro-OH + CBO-Arg—Pro-Pro—Gly-N,
| (XXIV) 0H*) (Va)¥)
| NO, NO,
—>» CBO-Arg-Pro-Pro-Gly-Phé-Sér-Phé-Arg-OBzN <——
(XXV)
H-Arg—Pro-Pro-Gly—Phé-Sér-Phé-Arg-OH
(XXVI)

L’hydrolyse acide a fourni les acides aminés composants dans le rapport attendu.

Par réaction de cet octapeptide avec le 2,4-dinitrofluorobenzéne selon SANGER
et hydrolyse subséquente, nous avons obtenu la N-2,4-dinitrophényl-arginine.
Aucune trace de dérivés 2, 4-dinitrophénylés d’autres acides aminés n’a pu étre
décelée, ce qui indique qu’il s’est bien formé une chaine peptidique normale.

Comme attendu, la leucine-aminopeptidase n’attaque pas I’extrémité N-terminale
de la chaine. La réduction catalytique du tétrapeptide intermédiaire XX donne
de la H-Phé-Sér-Phé-Arg-OH (XXTa), qui est entiérement digérée par la leucine-
aminopeptidase a partir de son extrémité N-terminale. Ce fait confirme que les
acides aminés occupant les positions 5 & 8 sont bien de forme 1. En outre, comme
cette scission enzymatique est compléte et donne de l'arginine exempte de toute
trace de nitroarginine ou de produits de réduction intermédiaires de cette derniére,
nous pouvons déduire que la réduction catalytique du groupe nitro {ixé sur I'arginine
se fait normalement. La pureté optique des acides aminés occupant les positions 1
a 3 ne peut pas étre vérifiée par voie enzymatique conventionnelle; cependant, des
études que nous avons effectuées avec des séquences partielles®) ont montré qu’il
ne devait v avoir ni racémisation, ni inversion dans nos conditions d’expérience.
La forme L peut donc étre attribuée a tous les acides aminés optiquement actifs
présents dans la chaine.

Nous avons également vérifié que le tétrapeptide XXI et I'hexapeptide XXIII
ne contenaient pas de fluor, afin d’exclure la possibilité d’'une éventuelle trifluoro-
acétylation de la sérine lors de la scission acidolytique du groupe CBO-.

Ces différents contréles confirment que le produit obtenu posséde bien la structure
de l'octapeptide que nous nous étions proposé de synthétiser et dont la formule
figure au début de ce travail

Cependant les dosages biologiques!)®) nous ont révélé que cet octapeptide synthé-

Iy

tique ne posséde a aucun degré les activités caractéristiques de la bradykinine. II
R. A. Boissonnas, ST. GuTTMANN & P.-A. JaAQUENOUD, Helv. 43, 1349 (1960).

H. N. RypoN & P. W, G. SmiTH, ]. chem. Soc. 7956, 3642.

ST. GUTTMANN & R. A. BoISSONNAS, & publier.

H. KoNzETT & E. STURMER, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy (sous presse).
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est sans action sur I'iléum isolé de cobaye, sur la pression sanguine du rat et sur la
bronchoconstriction expérimentale du cobayel®).

En outre, il difféere de la bradykinine par son comportement vis-a-vis de la
chymotrypsine. En effet, cet enzyme scinde notre octapeptide synthétique plus
rapidement entre les positions 5 et 6 qu’entre les positions 7 et 8. Il apparait ainsi
d’abord surtout un mélange formé du pentapeptide 1-5 et du tripeptide 6-8. Ce
dernier se transforme peu a peu en arginine et en H-Sér-Phé-OH. Au contraire,
la bradykinine soumise & l'action de la chymotrypsine ne donne d’abord naissance
qu’a de 'arginine et & un nouveau peptide unique, qui n’est attaqué A son tour que
plus lentement?)4).

Ces faits nous portent a conclure que la bradykinine ne posséde pas la structure
provisoire proposéell}.

Note ajoutée d la corvection: 11 vient d’étre établi par ELLIOTT et coll. 1'P¥) que
la bradykinine naturelle n’est pas un octapeptide, mais un nonapeptide possédant
la structure dont nous avons précédemment décrit la synthésel)®).

Partie expérimentalel?)

Pour le détail des abréviations et des méthodes générales utilisées voir travail précédent$).

N-CBO-L-Phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-nitvo-L-avginate de p-nitvobenzyle (XX). On
dissout 6,00 g (15 mmoles) de N-CBO-L-phénylalanyl-L-sérylhydrazide (VII)$) dans un mélange
de 25 ml d’acide acétique galcial et de 25 ml de HCI 2N, refroidit a — 5° et ajoute 3,2 ml de NaNO,
5N. Aprés 5 min, on ajoute 100 ml d’eau glacée ct extrait le solide formé par trois portions de
50 ml d’acétate d’éthyle. On lave celui-ci par du X,CO5 509, ct séche sur du sulfate de sodium.
On ajoute alors une solution de 6,7 g {13 mmoles) de L-phénylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitro-
benzyle dans 35 ml de diméthylformamide (préparée par agitation & — 5° de 9,3 g (15 mmoles)
de bromhydrate de rL-phénylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle (XI)®) dans un mélange
de 100 ml d’acétate d’éthyle et de 150 ml de K,CO4 209, séparation de ’acétate d’éthyle, extrac-
tion par encore deux portions d’acétate d’éthyle, séchage et évaporation au vide des extraits
organiques réunis, et reprise dans le diméthylformamide). On concentre jusqu’a un volume total
de 100 ml par évaporation partielle de I’acétate d’éthyle au vide a 0°, laisse 16 h a 0° et 4 h a 20°,
évapore au vide, triture le résidu avec 500 ml d’éther, décante 'éther et dissout le résidu dans
200 ml d’acétate d’éthyle bouillant. Apres refroidissement, filtration, lavage a l'acétate d’éthyle
et a I'éther, et séchage, on obtient 8,21 g (819%,) de N-CBO-L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle cristallin de ¥. 170°, non modifié par recristallisation de 'acé-
tate d’éthyle ou de I’éthanol. [a]g = — 13,3° £ 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide), — 19,7° £+
%+ 0,5° (¢ = 1,0; méthanol). Rfy = 0,96; Rfp = 0,68; Rfy =0,87; E{y=0,8 Try; Ef 3 =0,7 Try
(révélation par ninhydrine et chlore; homogéne 13)).

CyaH7 01N, Calc. C 58,0 H 54 0221 N 14,5 9,
(869,9) Tr. ,, 57,9 . 5.5 ,, 22,2 . 14,2 9,

10y T’adjonction d’ions magnésium pendant ou aprés la réduction catalytique n’a provoqué
aucune apparition d’activité.

1) Une synthése de cette méme séquence, mais conduite selon une méthode différente de la
notre, a été rapportée tout récemment par R. SCHWYZER et coll. dans une bréve communication
préliminaire (Helv. 43, 1130 (1960}). Ces auteurs ont également trouvé que leur produit synthé-
tique ne possédait pas l'activité biologique de la bradykinine.

1bis) D. F. Erciort, G. P. LEwis & E. W. HorToN, Biochemical & Biophysical Research
Communications (sous presse).

12) Les microanalyses ont été effectuées dans notre Laboratoire microanalytique (Dr W. ScH6-
NIGER).

13} La scission du groupe CBO- par le HBr dans I'acide acétique glacial provoque 'acétylation
de I'hydroxyle de la sérine; cf. ST. GutTmMANN & R. A. Boissoxnas, Helv. 47, 1852 (1958).
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L-Phénylalanyl-L-sévyl-L-phénylalanyl-nitvo-L-arginate de p-nitvobenzyle (XXI). On dissout
3,48 g (4,0 mmoles) de V'ester tétrapeptidique XX dans 50 ml d’acide trifluoracétique, fait passer
un courant de HBr sec pendant 70 min & 0°, concentre a 10 ml au vide et précipite par I'éther.
Par recristallisation dans un mdélange acétonitrile — isopropanol — éther, on obtient 3,1 g (959%,)
de bromhydrate de L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle de
F.214°. Celui-ci est dissous dans un mélange de 100 ml d’acétate d’éthyle et de 20 ml de Na,CO, 1N.
I.a phase organique est séparée rapidement, car la base libre commence a cristalliser. Apres séjour
a —5° on filtre, lave a 1'éther et séche. Aprés recristallisation dans le mélange isopropanol — acé-
tonitrile — acétate d’éthyle, on obtient 2,62 g (88%,) de L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle de F. 110° (déc.). [oc]‘f)j = -21,6° + 1,0° (¢ = 1,1; méthanol),
—23,0° 4 1,0° (¢ = 1,0; diméthylformamide). E{ g = 0,80 Try; Rfy; = 0,96; Rf} = 0,80; Rf}, =
= 0,63 (révélation par ninhydrine et chlore; homogéne).

CygyHy 0gNg, H,O  Calculé C 54,2 H 58 0233 N16,7%
(753,7) Trouvé ,, 54,5 ,, 58 ,, 233 , 16,7%

L- Phénylalanyl-L-sévyl-L-phénylalanyl-L-arginine (XXITa). On suspend 1,0 g de catalyseur
d’hydrogénation selon Kunn14) dans 26 ml d’une mélange de méthanol et d’eau (3:1) et hydro-
géne pendant 30 min. On introduit alors 2,61 g (3,0 mmoles) de N-CBO-L-phénylalanyl-r-séryl-
L-phénylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle (XX) dissous dans 100 ml du méme mélange
et hydrogéne 20 h & pression ordinaire. On filtre sur Hyflosupercel, évapore a sec, redissout dans
5 ml de diméthylformamide et précipite avec de I’éther. On obtient ainsi 1,19 g (699,) de L-phényl-

alanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-L-arginine de F. 180° (déc.).[a]? = —19° 4 1° (¢ = 1,0; méthanol),
~21° £ 1° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Riyy = 0,32; Ri{ = 0,36; Rfp = 0,17; E7 g = 1,0 Glu;
E;s = 0,8 His (révélation par ninhydrine, chlore et SaAxacucar; homogéne).

CpHy, 04N, H,O  Calc. € 56,5 FH 6,9 0195 N17,19%
(573,7) Tr. ,, 565 ,, 7.2 ,, 196 , 17,0%

L' kydrolyse acide donne la composition Phé, ;Sér, jArg, |. — L'attaque par la leucine-amino-
peptidase au pH 9,0 provoque une apparition rapide de phénylalanine et un peu moins rapide de
sérine, la disparition compléte du tétrapeptide initial, et enfin la scission plus lente du dipeptide
résiduel avec apparition de phénylalanine ct d’arginine. — L’attaque par la chymotyvypsine 3 pH 8,5
provoque 'apparition rapide de phénylalanine (E, 4 = 0,9 Glu) et d’un peptide (E, y = 1,2 Glu),
avec disparition simultanée du tétrapeptide initial (E, 4 = 1,0 Glu). Le peptide de E,; = 1,2 Glu
commence alors & disparaitre & son tour, tandis qu'apparaissent de 'arginine (E; 4 = 1,8 Glu)
et un peptide (E, 3 = 0,9 Glu) qui demcure malgré prolongement de I’attaque. Pendant I"attaque,
on observe également 'apparition transitoire d’une petite quantité de peptide de E; y = 0,7 Glu
(probablement H-Phé-Sér-Phé-OH provenant d’unc faible attaque du peptide initial entre la
phénylalanine et 'arginine). — L'attaque par la carboxypeptidase ne progresse que lentement, avec
libération initiale d’arginine et de phénylalanine, ct libération plus lente de sérine.

N-CBO-L-Prolyi-glycyl-L-phénylalanyl-L-séryl-L-p hénylalanyl-nitro-L-avginate de p-nitvobenzyle
(XXII).On additionne une solution de 918 mg (3,0 mmoles) de N-CBO-L-prolyl-glycine?) dans
10 ml d’acétonitrile & une solution de 2,26 g (3,0 mmoles) de L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle (XXI) dans 2 ml de diméthylformamide, refroidit & —10° et
ajoute 824 mg (4,0 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Apres 16 h a 20°, on ajoute 100 ml
d’éther au mélange qui s’est pris en masse. On triture, filtre, lave le précipité a I’éther, le redissout
dans 20 ml de pyridine, garde 2 h & — 20° et sépare la dicyclohexylurée cristallisée par filtration.
Le filtrat est concentré & 5 ml et additionné de 100 ml d’éther. L’hexapeptide brut précipité est
séparé par filtration, redissous dans 100 ml d’un mélange dioxanne — eau (4:1) et passé sur 10 ml
de résine sulfonique sous forme acide {(Dowex-50-x, W). On évapore a sec et redissout le résidu
dans 100 ml d’un mélange bouillant de méthanol — cau (5:1). Par évaporation partielle du méthanol
et séjour & 0°, il se forme des cristaux que 'on lave a I’eau et séche. On obtient ainsi 2,30 g (75%,)
de N-CBO-L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitro-

benzyle cristallisé de F. 192°. [ot]%z = —28°4+1° (¢ = 1,0; méthanol), — 22° 4+ 1° (¢ = 1,0; diméthyl-

14} R. KuaN & J. Haas, Angew. Chem. 67, 785 (1955).
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formamide). Rfy = 0,94; Rfy = 0,83; Rfj = 0,81; Ej 4 = 0,65 Try (révélation par ninhydrine
et chlore; homogéne).

Cyoll5,00, N, , H,O Cale. C56,5 H 57 0230 N14,8%
(1042,1) Tr. , 566 , 57 , 227 ,, 149%
L- Prolyl-glycyl-L-phénylalynyl-L-séryl-L-phénylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle (XX111).
On dissout 2,08 g (2,0 mmoles) de I’ester hexapeptidique XXII dans 25 ml d’acide trifluoracétique,
refroidit & 0° et fait passer pendant 70 min un courant de HBr sec. On concentre & 10 ml, précipite
avec de I'éther, triture, filtre, lave le précipité a I’éther et séche au vide poussé sur KOH. On
obtient ainsi 2,16 g de bromhydrate d’hexapeptide, qui sont dissous dans 50 ml de dioxanne - eau
(4:1). Apres passage sur 5 ml de résine basique libre (Amberlite IRA—410), on évapore 2 sec,
dissout dans 2 ml de diméthylformamide et précipite par de I'éther. Aprés séchage, on obtient
1,76 g (959%) de wrL-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-nitro-rL-arginate de p-
nitrobenzyle de F. 140° (déc.). [u}lz)Z = —33° 4+ 1° (¢ = 1,0; méthanol), —20° 4- 1° (¢ = 1,0;
diméthylformamide). Rfy = 0,93; Rfy = 0,80; Rip = 0,79; Ejy = 0,62 Try (révélation par
ninhydrine et chlore; homogeéne).
CyaH;50:.N:,,2H,0  Cale. €53,2 H6,1 0242 N16,69%
(925,9) Tr. ,,5330 ,, 61 ,, 244 , 16,79%
N-CBO-Nitro-L-arginyl-L-prolinate de p-nitrophényle (XXIV). On mélange a température
ordinaire 901 mg (2,0 mmoles) de N-CBO-nitro-L-arginyl-L-proline (I}¢), 600 mg (1,3 mmole) de
tri-p-nitrophényl-phosphite %) et 2 ml de pyridine anhydre. Le tout passe en solution aprés 20 min
d’agitation. On laisse encore 12 h a 20°, évapore a sec, redissout dans 30 ml d’acétate d’éthyle,
lave par HCl 1~ jusqu’a élimination de la pyridine, puis lave encore trois fois par NaHCO, 1N,
en faisant suivre chacun de ces derniers lavages par un lavage a l'eau, séche sur Na,S0,, évapore
a sec, redissout dans 15 ml d’éthanol bouillant, laisse 1 j a 0°, décante le solvant et triture le
résidu huileux dans I’éther jusqu’a formation d’un solide pulvérulent. On obtient 853 mg (75%,)
de N-CBO-nitro-L-arginyl-L-prolinate de p-nitrophényle de F. 60° (déc.). [a]%s = —62° 4 1°
(¢ = 1,0; méthanol).
CysHyggOgN,  Cale. €525 H 51 0252 N17,2%
(571,5) Tr. ,, 526 ,, 54 ,, 252 , 16,6%
N-CBO-Nitro-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-séyyl-L-phénylalanyl-nitro-L-
arginate de p-nitrobenzyle (XX V). —a) A partivde XX 111 et XXTV.On dissout 890mg (0,96 mmole)
de L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitrotenzyle
(XXIII) et 629 mg (1,1 mmole) de N-CBO-nitro-L-arginyl-L-prolinate de p-nitrophényle (XX1V)
dans un mélange de 10 ml de dioxanne et de 10 ml de diméthylformamide, maintient 60 h & 20°
et 12 h a 50°, évapore le dioxanne sous vide et précipite par 30 ml d’acétate d’éthyle et 15 ml
d’éther de pétrole. On dissout le précipité dans un mélange de dioxanne — eau (4:1), passe la
solution sur 5 ml de résine sulfonique acide (Dowex-50-x,W), évapore a sec et triture dans 1’éther
jusqu’a obtention d’un produit pulvérulent. Aprés suspension dans ’acétate d’éthyle et filtration,
on obtient 845 mg (65%) de N-CBO-nitro-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-
séryl-L-phénylalanyl-nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle de F. 160-170°. [oc]?)a = —44° 4 1°
(¢ = 1,0; méthanol), —31° 4- 1° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Rfy; = 0,70; Ri{ = 0,72; Rf]
= 0,73; Eig = 0,75 Glu (révélation par ninhydrine et chlore).

CopHps0,5N7,2H,0  Cale. C53,0 HS59 0235 N17,5%
(1358,3) Tr. ,, 528 , 62 ,, 231 , 17,8%

b) A partiv de 1%) et XXIII. On dissout 90 mg (0,20 mmole) de N-CBO-nitro-L-arginyl-L-
proline (1)%) et 178 mg (0,19 mmole) de L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle (XXIII) dans 0,5 ml de diméthylformamide, ajoute 1 ml
d’acétonitrile, refroidit & — 5°, ajoute 62 mg de dicyclohexyl-carbodiimide et laisse 16 h a 20°.
On filtre, évapore 'acétonitrile an vide et précipite par adjonction d’éther. Aprés purification par

15) W. STrRECKER & CH. GROSSMANN, Ber. deutsch. chem. Ges. 49, 63 (1916); B. IseLIN,
W. RitTEL, P. S1EBER & R. ScHWVYZER, Helv. 40, 373 (1957).
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passage sur résine et lavage & I'acétate d’éthyle comme ci-dessus, on obtient 142 mg (54%) de
N-CBO-nitro-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-nitro-L-ar-
ginate de p-nitrobenzyle présentant exactement les mémes propriétés que le produit obtenu sous a}.

c) A partir de V8 et de XX 1. On dissout 155 mg (0,235 mmole) de N-CBO-nitro-L-arginyl-L-
prolyl-L-prolyl-glycylhydrazide, HCl (V) #) dans 1,5 ml de diméthylformamide et 0,2 ml de HCl 4x,
refroidit & — 5°, ajoute un mélange de 0,050 ml de nitrite de sodium 5N aqueux et 0,3 ml de dimé-
thylformamide, agite 5 min & — 5° et ajoute 0,3 ml de K,CO, 259, aqueux. On agite encore 2 min,
ajoute 1 ml d’acétate d’éthyle glacé et scche rapidement sur Na,SO,. On filtre, lave par 1 mi de
diméthylformamide, ajoute 173 mg (0,205 mmole) de L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-
nitro-L-arginate de p-nitrobenzyle (XXI), évapore 'acétate d’éthyle sous vide et garde la solution
12 h a 0° et 3 h & 20°. On précipite avec de I’éther et triture avec de I’éther de pétrole jusqu'a
obtention d’un produit pulvérulent. Les 233 mg ainsi obtenus sont dissous dans un mélange
méthanol — eau (3:1) et passés sur 2 ml de résine sulfonique acide (Dowex-50-x, W). On évapore
4 sec, triture avec de l'éther et suspend le produit pulvérulent obtenu dans deux portions suc-
cessives de 2 ml d’acétate d’éthyle a4 40°. Aprés séchage on obtient 130 mg (479%,) de N-CBO-
nitro-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-nitro-L-arginate de
p-nitrobenzyle présentant exactement les mémes propriétés que les produits obtenus sous a) et b).

L-Arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-L-arginine (XXVI).
On dissout 500 mg (0,37 mmole) d’octapeptide protégé XXV dans 16 ml d’acide acétique glacial
et 10 ml de HCI 0,2N, et hydrogéne 30 h & 22° a pression ordinaire en présence de 350 mg de cata-
lyseur d’hydrogénation au palladium selon Kunn24), préalablement hydrogéné pendant 30 min
dans un mélange acide acétique glacial — eau (2:1). Aprés centrifugation, la solution est évaporée
4 sec au vide. Le produit obtenu est soumis & un contre-courant de 200 transferts dans le systéme
sec.-butanol | eau [ acide trifluoracétique {120:160:1). Le contenu des tubes 80 & 100, correspon-
dant au sommet pondéral (K = 0,84), est évaporé a sec au vide, redissous dans 'eau et passé sur
résine basique (Amberlite IR.-45, sous forme d’acétate). Par évaporation & sec, dissolution dans
2 ml de méthanol et adjonction d’éther, on obtient 290 mg (699, )de triacétate de L-arginyl-L-prolyl-
L-prolyl-glycyl-L-phénylalanyl-L-séryl-L-phénylalanyl-L-arginine sous forme d’une poudre blanche

hygroscopique. [0‘]1)2 = —60° 4 1° (¢ = 0,8; ean).
CysHesO019N34, 3CH,COOH  Cale. €53,5 H69 0224 N 17,29%; CH;COOH 3,0équiv.
(1143,2) Tr. ,, 53,0 ., 7.5 , 224 ,, 17,2%; . 29

A Vélectrophorése sur papier le produit est homogéne (révélation a la ninhydrine, au chlore, an
bleu de bromophénol et au réactif de Saxacucur) aux pH 1,9, 5,8, 8,5, 10,7, 11,7 et 12,0. E(ig =
1,1 Glu; Eg,s = 0,8 His. A pH 12,0 le produit migre encore vers la cathode par rapport a la
DNP-glucosamine. A la chromatographie sur papier lc produit est homogeéne aux mémes réactifs.
Riyy — 0,16; Rfy = 0,32;Rfp = 0,26.

L’ hydrolyse (16 h; 110°; HC1 6N) donne de I'argining, de la proline, de la glycine, de la phényla-
lanine et de la sérine dans le rapport 2,1:2,0:0,9:2,0:0,9. La chromatographie montre qu’il n’y a
aucun acide aminé de Rf supérieur & celui de la phénylalanine dans le mélange sec.-butanol/acide
formique 85%/eau {75:15:10), ce qui permet d’exclure!) la présence d’hexahydrophénylalanine.

La véaction avec le dinitvofluovobenzéne (2 mg de peptide + 50 mg de 2, 4-dinitrofluorobenzéne +
0,008 ml de triéthylamine dans 1,5 ml d’éthanol 65%, agités 2,5 h & 22°), suivie, aprés extraction &
I’éther, d’hydrolyse (16 h; 110°; HCl 6N) du contenu de la phase aqueuse, ne donne que de la
DNP-arginine (E; ¢ = 0,1 Glu) ¢t un peu de DNP-OH (E; 3 = 0,7 Glu). Il n’y a pas de DNP-
phénylalanine (E; ¢ = 0,4 Glu), ni de DNP-sérine (E; 3 = 0,6 Glu).

L’attaque a la carboxypeptidase a pH 8,5 provoque/la libération d’arginine et de phénylalanine
accompagnée d’une libération un peu plus lente de sérine. Il n’apparait pas de glycine. — L’attaque
A la leucine-aminopeptidase 2 pH 9,0 ne provoque pas de libération initiale d’arginine. Si I'on
prolonge le temps, il apparait de la phénylalanine et de la sérine, puis de l'arginine’”). Méme

16) R. A. BoissonNas & G. PREITNER, Helv. 36, 875 (1953).

17) Nous n’avons pas encore pu établir si cette attaque au milieu de la chaine entre la glycine?
et la phénylalanine® était due & la leucine-aminopeptidase elle-méme ou a une endopeptidase
accessoire.
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aprés un temps cent fois plus grand, il n’apparait ni proline, ni glycine. — L’attaque & la ckymo-
trypsine a pH 8,5 (9 mg d’octapeptide+ 0,9 mg de chymotrypsine dans 0,32 ml de tampon 2 22°)
provoque en moins de 1 h la transformation compléte de Voctapeptide (E; 3 = 1,1 Glu) en un
peptide de E; 4 = 1,0 Glu qui demeure inchangé ensuite (H-Arg-Pro-Pro-Gly-Phé-OH!) et un
peptide de E19 = 1,2 Glu (H~Sér-Phé-Arg-OH!) identique a celui produit intermédiairement
par l'action de la chymotrypsine sur le tétrapeptide XXIa. Ce second peptide se transforme en
quelques jours en arginine (E; 4 = 1,8 Glu) et en un peptide de E, 4 = 0,9 Glu (H-Sér-Phé-OH )
identique au produit final de l'action de la chymotrypsine sur le tétrapeptide XXTIa, et négatif
comme celui-ci au réactif de SAkaGuUcHI.

Les déterminations d’activité biologique indiquent!)®) que l'octapeptide est sans action sur
I'iléum isolé de cobaye jusqu’a une dose de 2,5 -10-¢ g/ml. 1l est également sans action sur la
pression sanguine du rat et sur la bronchoconstriction expérimentale 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-r-
arginine p-nitrobenzyl ester, N-CBO-nitro-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-phenyl-
alanyl-L-seryl-L-phenylalanyl-nitro-L-arginine p-nitrobenzy!l ester has been obtained.
The same protected octapeptide has also been prepared by condensing N-CBO-nitro-
L-arginyl-L-proline with L-prolyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-seryl-L-phenylalanyl-nitro-
L-arginine p-nitrobenzyl ester. Catalytic hydrogenation of the protected octapeptide
affords  r-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycyl-L-phenylalanyl-L-seryl-L-phenylalanyl-L-
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 pharmaceutique SaANpoz, Bile

184. Infrarot-Spektren der Cyclane und Cyclanone
VI. CH-stretching- und CH,-bending-Schwingungen von Cyclanonen
von Th. Biirer und Hs. H. Giinthard
(24. V1. 60)

1. Einleitung

Bei fritheren Untersuchungent')?) der Infrarotspektren von Cyclanonen C, H, _,0
in fliissiger und fester Phase konnten wir die CH-stretching- (v(CH)-) und CH,-
bending-(6(CH,)-)-Banden nicht ndher diskutieren. Unter den damaligen Messbe-
dingungen (Schichtdicke, Aullésungsvermdégen), speziell bei tiefen Temperaturen,
erwiesen sich die beobachteten Banden-Enveloppen als zu ungenau.

In dieser Arbeit berichten wir {iber die »(CH)- und §(CH,)-Banden der Cyclanone
mit n = 5 bis 15, welche an Losungen in Tetrachlorkohlenstoff bei Zimmertemperatur
mit Lithiumfluorid- resp. Calciumfluorid-Auflésung gemessen wurden. Da iiber die

) Tu. Borer & Hs. H. GUNTHARD, Helv. 40, 2054 (1957).
2) TH. BURER, Dissertation ETH Ziirich, 1958.



