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ZU SAMMENPASSUSG 

Es wird der Konstitutionsbeweis fur eine Reihe von Abbausubstanzen erbracht, 
die im Verlaufe von jiingst veroffentlichten Untersuchungen iiber den Ozonabbau 
von 3,16-Di-O-acetylgitoxigenin erhalten worden waren. 

Pharmazeutisches Institut 
der Universitat Base1 

19. Nouvelle synthese de la Bradykinine 
par St. Guttmznn, J. Pless et R. A .  Boissonnas 

(1 XI1 61) 

Nous avons rapport4 prbckdemment une prernihre synthhse de la bradykinine1)2), 
synthbs: qui avait pour but essentiel d’klaircir rapidement la structure exacte de cette 
((hormone tissulaire D pour laquelle une structure provisoire avait 6t6 proposCe peu 
auparavant3). Dans le prCsent travail, nous dCcrivons une nouvelle synthese de la 
bradykinine, qui prCsente sur la pr6cCdente le double avantage d’Ctre plus simple et 
de fournir de meilleurs rendements. 

Le nouveau schCma de synthhse que nous avons suivi (v. p. 171) se distingue de 
celui de la synthbe pr6cCdente par un emploi plus large des esters fi-nitroph6nyliques 
pour la formation des liaisons peptidiques, par l’utilisation du groupe tosyle au lieu 
du groupe nitro pour la protection des fonctions guanido, ainsi que par le fait que 
le groupe carboxylique de l’arginine C-terminale a 6tC IaissC libre pendant toute la 
synthbe, et par celui que les groupes protecteurs ont C t C  enlevb ii la fin de la syn- 
thkse par reduction au sodium dans l’ammoniac liquide4). 

La N-CBO-G-tosyl-L-arginine 7 a C t C  convertie par le tri-(#-nitrophCny1)-phos- 
phite6) additionnC de p-nitrophCnol en N-CBO-G-tosyl-L-arginate de $-nitrophknyle 
(I) (rdt 90%). I1 se forrne Cgalement dans cette rCaction une petite quantitC de 
N-CBO-G-tosyl-anhydro-~-arginine~) qui peut Ctre enlevCe par purification plus pous- 
she, mais qu’il est cependant plus pratique de n’Climiner que plus tard. 

Par condensation de la N-CBO-G-tosyl-r>-arginine avec le chloracCtonitrile en 
prCsence de trikthylamine, nous avons obtenu le N-CBO-G-tosyl-L-arginate de cyano- 

1) R. A.  BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P . -A .  JAQUENOUD, H. KONZETT & E. STURMER, Expe- 
rientia 76, 326 (1960); H. KONZETT & R. A. BOISSONNAS, Experientia 16, 456 (1960); H. 
KONZETT & E. STURMER, Brit. J .  Pharmacol. 75, 544 (1960) ; Nature 788, 998 (1960) ; R. -4. 
BOISSONN.4S, First international pharmacological meeting (Stockholm, 22-25 August 1961) ; 
cf. resume No 583 dans Biochem. Pharmacol. 8, 177 (1961). 

2, R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN & P.-A. JAQUENOUD, Hclv. 43, 1349 (1960). 
s, D. F. ELLIOTT, G. P. LEWIS & E. W. HORTON, communication lue devant la ((Biochemical 

Society (London)r le 8 avril 1960 (Biochem. J.  76, 1 6 P  (1960)). 
4, E. U. NICOLAIIIES & ti. A .  DE WALD ( J .  org. Chemistry 26, 3872 (1961)) viennent de pu- 

blier une synthhse de la bradykinine, dans laquelle le groupe nitro est utilisC pour la protec- 
tion des fonctions guanido comme dans notre premiere synth6sea). 

5 ,  E. SCHNABEL & C. H. LI, J. Amer. chem. SOC. 82, 4576 (1960). 
s, B. ISELIN, W. RITTEL, P. SIEBER Bi R. SCHWYZER, Hclv. 40, 373 (1957). 
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mCthyle (11) (rdt 89 yo) qui n’a pas montrC d’avantages sur l’ester P-nitrophknylique 
correspondant I et n’a pas C t C  utilis6 dans la suite de la synthkse. 

La condensation de la N-CBO-L-prolyl-L-proline 7) avec le glycinate d’Cthyle au 
moyen du dicyclohexyl-carbodiimide *) nous a fourni le N-CBO-L-pro:yl-L-prolyl- 
glycinate d’Cthyle, qui a C t C  immkdiatement saponifit5 en N-CBO-L-prolyl-L-prolyl- 
glycine (111) (rdt total 86 yo). Celle-ci a CtC convertie par hydroghation catalytique 
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AbrBviations: CBO- = carbobenzoxy-; -NP = p-nitrophdnyle; -Et = Bthyle; 
Tos- = p-toluknesulfonyl- 

en L-prolyl-L-prolyl-glycine (IV) (rdt 95 yo), qui a C t C  condensCe avec le N-CBO-G- 
tosyl-L-arginate de 9-nitrophhyle (I) en N-CBO-G-tosyl-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl- 
glycine (V) (rdt. 90 %). Cette derni6re a C t C  transformke A. l’aide du tri-($-nitroph&nyl)- 
phosphite6) en N-CBO-G-tosyl-~-arginyl-~-prolyl-~-prolyl-glycinate de +nitro- 
ph&nyle (VI) (rdt 92%). 

L’hydrogCnation catalytique de la N-CBO-G-tosyl-L-arginine 3 a fourni d’autre 
part la G-tosyl-L-arginine (VII) (rdt 80%) qui a 6tC condenske A. pH 8,59) avec le 

E. ABDERHALDEN & H. NIENBURG, Fermentforschung 73, 573 (1933); K. HEYNS & G. LEG- 
LER, Z.  physiol. Chem. 321, 161 (1960). 
J. C. SHEEHAN & G. P. HESS, J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 

9, Cf. P.-A. JAQUENOUD, Chimia 74, 373 (1960). 
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N-CBO-L-phknylalaninate de #-nitrophCnylelO) en N-CBO-L-phhylalanyl-G-tosyl- 
L-arginine (VIII) (rdt 92 yo). La scission du groupe CBO- de cette dernibre par l'acide 
bromhydrique dans l'acide acCtique a fourni la L-phknylalanyl-G-tosyl-L-arginine 
(IX) (rdt. 97 %), qui a CtC condensbe & pH 9,09) avec le N-CBO-L-prolinate de #-nitro- 
ph6nylelO)ll) en N-CBO-L-prolyl-L-phknylalanyl-G-tosyl-L-arginine (X) (rdt 80 %). 
L'hydrogknation catalytique de celle-ci a fourni la L-prolyl-L-phgnylalanyl-G-tosyl- 
L-arginine (XI) (rdt 84 yo), qui a k t k  condensde en prCsence de tri6thylamine avec le 
N-CBO-L-phCnylalanyl-L-skrylazidea) en N-CBO-I--phknylalanyl-L-sCryl-L-prolyl-L- 
phbnylalanyl-G-tosyl-L-arginine (XII) (rdt 69 yo), dont l'hydrogCnation catalytique 
a donnf: la L-phCnylalanyl-L-sC~l-~-prolyl-L-phCnylalanyl-G-tosyl-~-arginine (XIII) 
(rdt 94 yo). Ce pentapeptide a C t C  condens6 en prksence de trikthylamine avec l'ester 
tktrapeptidique VI en N-CBO-G-tosyl-~-arginyl-~-prolyl-~-prolyl-glycyl-~-phCnyl- 
alanyl-L-sCryl-L-prolyl-L-phCnylalanyl-G-tosyl-~-arginine (XIV) (rdt 71 yo). Par 
scission des groupes protecteurs de ce nonapeptide protCgC, au moyen du sodium dans 
l'ammoniac liquide, suivie de 1'Cloignement des ions sodiques par adsorption du 
nonapeptide libre sur un tkhangeur d'ions A groupes carboxyliques et klution par 
l'acide acktique B 50 yo 12), nous avons obtenu le triacetate de L-arginyl-t-prolyl-L- 
prolyl-glycyl-~-phCnylalanyl-~-sCryl-~-prolyl-~-ph~nylalanyl-~-arginine (XV) (rdt 
85%). Ce nonapeptide s'est rCvk1C homogbne i la chromatographie et 5 1'Clectro- 
phor&se sur papier, aicsi q u ' i  la distribution en contre-courant. Dans ces divers examens 
physiques, il s'est comport6 exactement comme la bradykinine synthktique que nous 
avions obtenue prBcCdemment l)") L'analyse Clkmentaire et l'analyse en acides aminCs 
ont donnC les valeurs attendues. Les dosages biologiques, qui ont CtC effectuCs par 
le Dr E. STURMERl3), ont montrk que la bradykinine prkparke par cette nouvelle 
synthbse avait exactement la mCme activitC que la bradykinine obtenue par notre 
premibre synthcse et que la bradykinine naturelle 14). 

Partie exp6rimentale15) 
Les F. sont corrigds (pr6cision & 1'). Les sechages au vide ont B t B  effectues sous lop2 iL 

Torr (16 h ?I 60" pour les analyses). Les Cvaporations sous vide ont B t C  conduites dans l'evapora- 
teur rotatif de C R A I G ~ ~ ) .  

Les chromatographies sur papier ont Bt6 effectudes selon la methode ascendante (20-23 cm) 
sur papier @ SCHLEICHER & SCHUELL 2040 lavBr. RfM dans le melange mithyl&hylc&one/pyridine/ 
eau (65 : 15 : 20) ; Rf, dans le melange alcool isoamyliquelpyridineleau (35 : 35 : 30) ; Rf, dans le 
m6lange n-butanollacide ac&ique/eau (70: 10 : 20). Rfa  aprhs scission pr6liminaire du groupe CBO- 
par sdjour de 40 min iL20" dans une solution de HBr iL 20% dans l'acide acetique glacial, Bvapo- 
ration au vide ct reprise dans le solvant de chromatographie ou d'dlectrophorbsc; RP sans traite- 
ment prealable. 

Les Blectrophorhses sur papier ont Bt6 effectuees dans l'appareil iL Blectiophorbse sous haute 
tension de WIELAND & PFLEIDERER~') : au pH 1,9 (E1,J dans le mClange acide formiquelacide 

10) M. GOODMAN & K. C. STUEBEN, J. ilmer. chem. Soc. 81, 3980 (1959). 
11) M. BODANSZKY & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. SOC. 87, 5688 (1959). 
l2) H. B. F. DIXON, Biochim. Biophysica Acta 34, 251 (1959). 
13) Ddpartement pharmacologique SANDOZ (Dir. : Dr A. CERLETTI), BUe. 
14) Nous remercions vivement le Dr G. P. LEWIS de nous avoir envoy6 un dchantillon de brady- 

Is) Les microanalyses ont B t B  effectuees dans notre laboratoire microanalytique (D' W. SCHO- 

16) L. C. CRAIG, J. C. GREGORY & W. HAUSMANN, Analyt. Chemistry 22, 1462 (1950). 
9 TH. WIELAND & G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955). 

kinine naturelle pure. 

NIGER). 
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acitiqueleau (15 : 10: 75) ; au pH 5,s (E6,J dans le melange pyridine/acide acitiqueleau (9: 1 : 90). 
El,9 = 0,s His indique qu'i pH 1,9 la substance migre 0,s fois la distance que migre l'histidine. 
Les exposants a et 0 ont la meme signification que pour les chromatogrammes. 

Les r6actifs utilis6s pour la r6v6lation des chromatogrammes et ph6rogrammes ont 6t6 d6crits 
prCcCdemmentl*). 

N-CBO-G-Tosyl-L-urginate de p-nitrophdlayle ( I ) .  On dissout 4,62 g (10 mmoles) de N-CBO-G- 
tosyl-~-arginine~) dans 10 ml de pyridine anhydre, Bvapore B sec, puis rBp6te ces deux op6rations 
encore une fois. On ajoute ensuite 10 ml de pyridine, 1,38 g (10 mmoles) de pnitroph6nol e t  3.0 g 
de tri-(p-nitroph6nyl)-phosphite6), agite 12 h 20" et Bvapore B sec. On redissout le r6sidu dans 
100 ml d'ac6tate d'6thyle. lave par HCl IN,  NaHCO, 1 N  e t  eau, seche sur N%SO,, Cvapore B sec 
et  triture dans 1'Bther jusqu'8 pulv6risation complete. On obtient ainsi 5,25 g (90%) de N-CBO- 
G-tosyl-L-arginate de p-nitroph6nyle qui contient des traces de lactame. Le produit obtenu peut 
Ctre utilisB sans autre purification pour la suite de la synthese car la petite quantit6 de lactame 
qu'il contient peut etre 6limin6e plus tard sans difficult6s. Pour l'obtention d'un produit pur, on 
dissout le produit brut dans 60 ml de benzene bouillant, refroidit la solution (s6paration d'une 
huile) et d6cante. On triture le rBsidu huileux dans l'dther jusqu'a transformation complete en 
un produit pulv6rulent, filtre e t  seche. On obtient ainsi 3,55 g (61 yo) de produit tout 8. fait pur 
de F. 5MO" (d6c.). [ a ] g  = -19,lO & 0,s" (c = 1,O; m6thanol); -13,s' f 0,5" (c = 1.2; di- 
mtthylformamide); - 13.8" f 0,5O (c = 1 , O ;  acide acBtique 95%). Ef,g = 1,0 Try (r6vClation par 
ninhydrine, chlore e t  ammoniac; homoghne). Le produit est Bgalement homogene B la chromato- 
graphie sur couche mince de silicagel dans les systemes chloroforme/m6thanol (9:l) e t  (7:3) e t  
ac6tone/benzene (1 : 2) (rCv6lation par chlore e t  ammoniac). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 55,s H 5,O 0 21,9 N 12,O S 5 5 %  
(583,6) Tr. ,, 55,6 ,, 5 2  ,, 22,O ,, 12,4 ,, 5,6% 

N-CBO-G- TosyZ-L-arginate de cyanomdthyle (11). On dissout 4,62 g (10 mmoles) de N-CBO-G- 
tosyl-~-arginine,) dans 10 ml de chlorac6tonitrile et 2,s ml (18 mmoles) de trikthylamine, chauffe 
4 h i SO", puis Cvapore i sec. On reprend le r6sidu dans 100 ml d'ac6tate d'bthyle, ajoute 20 ml 
d'eau, &pare les phases, lave la phase organique par HCl IN, NaHCO, 1~ et eau, skche, 6vapore 
i sec et triture le rCsidu dans 1'6ther. On dissout le produit pulv6rulent obtenu dans 60 ml de 
benzkne bouillant, refroidit h lo", d6cante et triture le rBsidu huileux dans 1'6ther jusqu'i pulvC- 
risation totale. On obtient ainsi 4,56 g (89%) de N-CBO-G-tosyl-L-arginate de cyanom6thyle sans 
F. biend6terminC. [a]g = - 10,5" 0,5" (c = 1,O; dimBthylforrnamide); -9 , l"  + 0,5O (c = 1 , l ;  
acide ac6tique 95%); - 16,9' + 0,5" (c = 1 , l ;  mBthanol). Le groupe protecteur ne peut pas &re 
scind6 sans transformation partielle du groupe nitrile. Par contre, sans scission prkalable, le pro- 
duit est homogene i la chromatographie sur couche mince de silicagel dans le systkme chloro- 
forme/mCthanol (9: 1). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 55,l H 5,4 0 19,l N 14,O S 6,4% 
(501,6) Tr. ,, 55,4 ,, 5,4 ,, 1 9 2  ,, 13,7 ,, 6 4 %  

N-CBO-L-Prolyl-L-proZyZ-glyczne (111). On dissout 2,90 g (18 mmoles) de chlorhydrate de 
glycinate d'kthyle, 6.25 g (21 mmoles) de N-CBO-~-prolyl-~-proline~) e t  2,s ml (20 mmoles) de 
tri6thylamine dans un m6lange de 20 ml de dimBthylformamide et  100 ml d'ac6tonitrile. refroidit 
B - 15", ajoute 4,66 g (23 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et  agite 16 h B 20". On s6pare la di- 
cyclohexylur6e par filtration, Bvapore le filtrat B sec, reprend le rBsidu dans 100 ml d'ac6tate 
d'dthyle, lave par HCI l ~ ,  NaHCO, et  eau, skche sur Na,SO, et  Bvapore 8. sec. On obtient ainsi 
7,50 g (96%) de N-CBO-L-prolyl-L-prolyl-glycinate d'ethyle huileux, qui est homogene B 1'6lec- 
trophorese: E4,8 = 1.0 Glu; Eg,* = 0.9 His (r6vBlation parninhydrine, isatine et  chlore). On dissout 
7.50 g (18 mmoles) d'ester tripeptidique ainsi obtenu dans 20 ml d'dthanol, ajoute 5,O ml de NaOH 
4 ~ ,  maintient pendant 1 h B Z O O ,  ajoute 100 ml d'eau, lave par l'ac6tate d'dthyle, refroidit B O", 
acidifie B pH 1.0 par H,SO, l ~ ,  extrait le prBcipit6 huileux par 1'acBtate d'dthyle, skhe, Bvapore 
B sec et  triture le r6sidu dans 1'6ther de pBtrole jusqu'B transformation complete en un produit 
pulv6rulent. On obtient ainsi 6.45 g (89%) de N-CBO-L-prolyl-L-prolyl-glycine sans F. bien d6ter- 
m i d .  [a]g = - 120,9" f 0,5" (c = 1,O; mBthano1) ; - 129" f 0,5" (c = 0.9; acide ac6tique 95%) : 

l*) ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 43, 200 (1960). 
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-75.2" f 0,5" (c = 1.0; dim6thylformamide). Rf; = 0.06; Rfg = 0,20; Rffj = 0,30; Ef,@ = 1,O 
Glu; E'& = 0,6 Glu (rBvdlation par ninhydrine, isatine et  chlore; homoghe). 

C,,H,,O,N, Calc. C 59,5 H 6,2 0 233 N 10,4y0 
(403.4) Tr. ,, 59,O ,, 6,6 ,, 24.2 ,, 10.5% 

L-ProZyZ-L-proZyZ-glycine ( I V ) .  On dissout 5,15 g (12,8 mmoles) d'acide tripeptidique I11 dans 
200 ml d'un mBlange m6thanol/eau (7:3) e t  hydrogitne 8. pression ordinaire en prBsence de 1,30 g 
de catalyseur d'hydrogbnation selon KuHN19). Aprbs dlimination du catalyseur par centrifugation 
et Bvaporation de la solution 8. sec, on recristallise le rdsidu dans un melange Cthanol/dther (1 :l), 
filtre et skche. On obticnt ainsi 3.30 g (95%) de L-prolyl-L-prolyl-glycine triis hygroscopique de 
F. 109-111". [a18 = -144,5O & 1" (c = 1,O; acide acEtique 95%); -88,5' & 1' (c = 1,l; mB- 
thanol). RfL = 0,07; R f i  = 0,19; Rfb = 0,30; Eq,9 = 1,0 Glu; Et,8 = 0,O (r6vBlation par nin- 
hydrine, isatine e t  chlore; homoghe). 

C,,H1804N,+ H,O Calc. C 50,2 H 7,4 0 27,8 N 14,6% 
(2573) Tr. ,, 49,9 ,, 8,2 ,, 27,7 ,, 14,9y0 

N-CBO-G-TosyZ-L-arginyZ-L-prolyZ-L-prolyl-gZycin~ ( V ) .  On dissout 1,230 g (6,7 mmoles) de 
tripeptide IV et 3,50 g (G,O mmoles) d'ester I dans 35 ml de mClange chloroforme/acBtate 
d'Bthyle (6:1), ajoute 1,4 ml (10 mmoles) de tridthylamine et  maintient la solution ainsi obtenue 
pendant 24 h 8.20". On Bvapore B sec, dissout le risidu dans 20 ml de NaHCO, l ~ ,  lave la solution 
aqueuse par 1'acBtate d'kthyle, acidifie 8. pH 1,0 par H,SO, ZN et  extrait le prCcipit6 huileux par 
3 x 50 ml de chloroforme. On seche sur Na.$O,, Bvapore 8. sec. triture le rBsidu dans 1'6ther jus- 
qu'a pulvdrisation complbtc, filtre et s8che. On obtient ainsi 3,85 g (90%) de N-CBO-G-tosyl-L- 
arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycine de F. env. 90' (dCc.). [&Iff = - 71,2O & 0,5" (c = 1,O; methanol); 
- 53,l" f 0,5" (c = 0,9; dim6thylformamide); - 72,3" f 0,5" (c = 1 , O ;  acide acetique 95%). 
RfG = 0,30;'Rfi = 0,45; Rf$ = 0,45; = 0,9 Try; E2.8 = 0,0 (rdvdlation par ninhydrine et  
chlore ; homogkne) . 

C,,€I,,O,N,S Calc. C 55.5 H 6 , l  0 20,2 N 13,7 S 4,5% 
(713,8) Tr. ,, 55,3 ,, 6 2  ,, 20,3 ,, 1 3 3  ,, 4 3 %  

N-CBO-G- Tosyl-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-gZycinate de p-nitro@Ainyle ( V I ) .  On dissout 3,07 g 
(4,3 mmoles) d'acide tdtrapeptidique V et  GOO mg (4,3 mmoles) de p-nitrophdnol dans 10 ml de 
pyridine, Bvapore cette solution sous pression rdduite, rcprend le r6sidu dans 4,O ml de pyridine 
anhydre, ajoute 1,30 g (2,9 mmoles) de tri-(p-nitrophdnyl)-phosphite6) et  agite le tout pendant 
16 h 8. 20". On ajoute 50 ml d'acCtate d'dthyle, lave par HC1 l ~ ,  NaHCO, l ~ ,  eau et NaCl 30%, 
shche sur Na,SO,, Bvapore 8. sec, triture le rBsidu dans 1'6ther jusqu'8 pulv6risation compEte, 
puis shche. On obtient ainsi 3,29 g (92%) de N-CBO-G-tosyl-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl-glycinate 
de p-nitrophknyle de F. 122" (d6c.). [a]g = - 87,5' f 0,5" (c = 1,O; mdthanol) ; - 54,3" 0,5" 
(c = 1,l;dimdthylformamide); -79,3" & O,5O (c = 1,O; acide acdtique95%). Rf$ = 0.55; EY,, = 
0,8 Try (r6vdlation par ninhydrine, chlore et NH,). Sans scission prkalable, le produit donne une 
tache unique A la chromatographie sur couche mince de silicagel dans les systhmcs chloroformc/ 
m6thanol (9:l) e t  (7:3) (rBvdlation par iode-amidon e t  par NH,). 

C,,H,,O,,N,S Calc. C 56,l H 5,6 0 21,l X 13,4 S 3,8% 
( 8 3 4 3  Tr. ,, 5 6 0  ., 5,3 ,, 21,4 .. 13.3 ,, 4.0% 

G-TosyZ-L-arginine ( V I I ) .  On dissout 44,4 g (96 mmoles) de N-CBO-G-tosyl-~-arginine5) dans 
800 ml d'un melange de mdthanol/eau/acide acBtique (7 : 3 : l), ajoute 10,O g de catalyseur d'hydro- 
gBnation selon K U H N ~ ~ )  et  hydrogitne B pression ordinaire. Aprits la fin de l'absorption d'hydroghe, 
on Climine le catalyseur par filtration, Cvapore le filtrat B sec, redissout le rdsidu huileux dans 
250 ml d'eau bouillante, refroidit 8. OD, &pare le produit amorphe qui se depose et  shche sur P,O, 
sous pression rBduite. On obtient ainsi 25.3 g (80%) de G-tosyl-L-arginine sans F. bien dBtermin6. 
[a]g = - 6, l"  0,5" (c = 1,O; mCthanol) ; + 3,2" & 0,5" (c = 1,O; dimCthylformamide) ; + 4,6O & 
1,O" (c = 1,O; acide acBtique 95%). Rf,$ = 0,48; R f i  = 0,46. E!,9 = 0.9 Try; Et,8 = 0,O (rCv6- 
lation par ninhydrine et  chlore). 

C1,H,,04N4S Calc. C 47,5 H G,1 0 19,5 N 17,l S 9,8% 
(328,4) Tr. ,, 472 ,, 6 3  ., 19.8 ,, 17,O ,, 9 3 %  

19) R. KUHN & H. J. HAAS, Angew. Chem. 67, 785 (1955). 
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N-CBO-L-Ph6nylalanyl-G-tosyl-L-arginine ( V I I I ) .  On agite une suspension de 25,s g (78,5 
mmoles) de G-tosyl-L-arginine (VII) et  26.4 g (63,O mmoles) de N-CBO-L-phdnylalaninate de p -  
nitrophCnyle10) dans 300 ml d'un melange dioxanneleau (1 : 1) et  maintient le pH B 8.5 en ajou- 
tant un melange dioxanne/NaOH 1~ (1 : 1) B l'aide d'un titrateur automatique. Xprbs environ 
24 h i 20" la consommation de NaOH est terminkc, et on obtient une solution limpide fortement 
color& en jaune. On lave plusieurs fois par l'acdtate d'Cthyle, puis acidifie la phase aqueuse par 
H,SO, l ~ ,  extrait le prCcipit6 huileux par 1'acCtate d'6thyle, sbche sur Na,SO,, Cvapore 8. ec et 
triture le r6sidu dans l'dthcr jusqu'8 obtention d'un produit blanc pulvirulent. Aprbs filtration 
et sdchage, on obtient 35,3 g (92%) de N-CBO-L-phdnylalanyl-G-tosyl-L-arginine. [E]E = 
1,9" + 0,5" (c = 0,9; methanol); - 1,5" f 0,5" (c = 0.9; dim6thylformamide). Rf& = 0,60; 
Rfi  = 0,65. Et,e = 0,9 Try; E!,* = 0,O (revelation par ninhydrine et  chlore; homogbne). 

CsoHs50,N,S Calc. C 59,l H 5.8 0 18,4 N 11,5 S 5 2 %  
(609,7) Tr. ,, 592 ,, 6 8  ,, 18,7 ,, 11,s ,, 5,4% 

L-PhCnylaZanyZ-G-tosyl-L-arginine, HBr ( I X ) .  On dissout 30,O g (49 mmoles) d'acide dipepti- 
dique VIII dans 250 ml d'HBr 3 , 6 ~  dans l'acide acktique glacial, maintient pendant 60 min 8. 
20", ajoute 2,5 1 d'kther, sCpare le pr6cipit6 par filtration. lave B l'dther et skche au vide pouss6. 
On obtient 28,l g (97 yo) de bromhydrate de L-phhylalanyl-G-tosyl-L-arginine de F. 153-160". 
[a]F = + 3,7" f 0.5" (c = 1.1; mkthanol); + 1,5" f 0,5" (c = 1.0: dim6thylformamide); + 9,5" 

0,5" (c = 1, l ;  acide ac6tique 95%). Rfb = 0,60; RfOA = 0,61. E!,9 = 0,9 Try (r6v6lation par 
ninhydrine et  chlore; homogbne). 

C,,H,,O,N,S+ ll/,HRr Calc. C 44,3 H 5.1 0 13,4 N 11,7 S 5.4 Br 20,1% 
(5969) Tr. ,, 43,3 ,, 5,3 ,, 13,O ,, 11S ,, 5,6 ,, 19,9% 

N-CBO-L-Prolyl-L-phe'?zyZaZunyl-G-tosyl-L-a~g~n~ne (X) . A une solution de 3.70 g (10 mmoles) 
de N-CBO-L-prolinate de p-nitropli6nyle12)1S) et de 5,40 g (9,l mmoles) de dipeptide IX dans 
25 ml d'un melange tdtrahydrofuranne/dioxanne/eau (2 : 2 : 1) on ajoute, sous forte agitation et 
i l'aidc d'un titrateur automatique, un melange NaOH lN/dioxanne (1 : 1) afin de maintenir le 
pH 8. 9,O. Apr&s 16 h, la reaction est terminbe. On lave par I'acBtate d'dthylc, acidifie la phase 
aqucuse par H,SO, l ~ ,  extrait le prdcipit6 huileux par l'ac6tate d'6thyle, sbche sur Na,SO,, 
Bvapore i sec, triture le rCsidu dans l'ether, filtre, lave le precipit6 par l'6ther et sbche. On obtient 
ainsi 5.17 g (80%) de N-CBO-L-prolyl-L-phdnylalanyl-G-tosyl-L-arginine de F. 90" (d6c.). [a]b3 = 
- 34,s" f 0,5" (c = 0,9; mdthanol) ; - 30,9' + 0,5" (c = 1 , O ;  acide acktique 95%); - 25,3O & 0,5" 
(c = 1 , O ;  dimdthylformamide). Rfe  = 0,67; Rfi  = 0,68; Rfa = 0,72. E:,g = 0,82 Try; EB$,8 = 
0,0 (rkvelation par ninhydrine, isatine ct chlore; homogkne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 59,5 H 6,0 0 18,l N 11,9 S 43% 
(7064 Tr. ,, 59,O ,, 6,1 ,, 18,1 ,, 1 2 , l  ,, 4,7% 

L-Prolyl-L-phBnylalanyl-G-tosyl-L-arginine ( X I ) .  On dissout 18,O g (25,4 mmoles) d'acide tri- 
peptidique X dans 400 ml d'un melange de mCthanollacide acdtiqueleau (7 : 3 : 1) e t  hydroghe 
8. pression ordinaire en presence de catalyseur d'hydrogenation selon KUHNl'). On &nine le 
catalyseur par filtration, Cvapore le filtrat B sec, redissout le residu dans 125 ml d'eau bouillante, 
refroidit i 0" e t  maintient la solution limpide pendant 12 h B cette temperature. Le tripeptide 
qui prCcipite est &park par filtration, lave par l'eau et s6chd sur P,O, au vide poussC. 
On obtient 12,2 g (84%) de L-prolyl-L-phenylalanyl-G-tosyl-L-arginine de F. 150' (d6c.). [dc]g = 
-5,8" 0,5" (c = 1,O; acide acetique 95%); -6,3" 0,5" (c = 1.1; dim6thylformamide). 
Rf!f, = 0.60: Rfa = 0,65; Rf; = 0,67. E!,9 = 0,9 Try; EZ,8 = 0,O (r6velation par ninhydrine, 
isatine et  chlore; homoghne). 

C2,H3,0,N,S Calc. C 56,6 H 6,3 0 16,s N 14,7 S 5,6% 
(572.7) Tr. ,, 5 5 3  ,, 6.5 ,, 16,7 ,, 14.8 ,. 5,7% 

N-CBO-L-PhBnylalan~~l-~-siryl-L-prolyl-L-ph6nyZalanyl-G-tosyl-~-argin~ne ( X I I ) .  On dissout 
9,20 g (23 mmoles) de N-CBO-L-ph6nylalanyl-L-sdrylhydrazide2) dans 32 ml d'acide acetique 
glacial, ajoute 16 ml dc HCI 4 ~ ,  refroidit h - 5" et ajoute sous forte agitation 1,73 g (25 mmoles) 
de nitrite de sodium dissous dans 16 ml d'eau. Aprks 5 min on s6pare l'azide tripeptidique cristallin 
par filtration, lave par NaHCO, et essore soigneusement. On dissout ensuite l'azide dans un m6- 
lange de 8,O ml de dimCthylformamide, 16 ml de dioxanne et 8 ml d'eau, ajoute 12,O g (21 mmoles) 
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de tripeptide XI, puis 3.24 ml de tridthylamine et  agite le m6lange ainsi obtenu B 20”. Au bout 
de 16 h on obtient une solution limpide, qu’on Bvapore B sec. On reprend le rBsidu dans un mB- 
lange de 250 ml d’acBtate d’6thyle et de 250 ml d’eau, obtient trois phases, dont on Blimine la 
phase contenant 1’acBtate d’bthyle. On lave encore une fois par l’ac6tate d’Bthyle, puis, aprhs 
1’Blimination de ce dernier, on acidifie le r6sidu par H,SO, l ~ ,  extrait le pr6cipit6 huileux par du 
chloroforme, skche la solution obtenue, puis Bvapore B sec. On reprend le rdsidu dans 50 ml d’ac6- 
tonitrile bouillant, Blimine une petite partie insoluble par ddcantation et Bvapore la solution 
limpide B sec. Apr& trituration du rCsidu dans l’Bther, filtration et sCchage, on obtient 13,6 g 
(69%) de N-CBO-~-phdnylalanyl-~-s6ryl-~-prolyl-~-ph6nylalanyl-G-tosyl-~-arginine. [ G C ] ~  = 
- 37,O” & 0,5O (c = 0,9; mdthanol) ; - 22,l” f 0,5” (c = 0,9; dimdthylformamide); - 34,6” f 
0,5” (c = 1,O; acide acdtique 95%). Rf& = 0,73; R f i  = 0,73; Rf? = 0,77. EtS = 0,69 Try; 
Eg,8 = 0,O (r6vBlation par ninhydrine et chlore; homogkne). 

C,,H5,01,N,S CaIc. C 60,l H 6 , O  0 18.7 N 11,9 S 3,4% 
(941,O) Tr. ,, 59,s ,, 6 2  ,, 18.9 ,, 1 1 5  ,. 3,5% 

~-Phdnylalanyl-~-s~ryl-L-prolyl-~-phdnylalanyl-G-tosyl-~-a~g~nine ( X I I I ) .  On dissout 4.82 
(5,l mmoles) d’acide pentapeptidique XI1 dans 200 ml d’un melange mdthanol/eau/acide acBtique 
(7 : 3 : 1) et  hydrogene 8. pression ordinaire en prBsence de 600 mg de catalyseur d’hydroghation 
selon K u H N ~ ~ ) ,  6limine le catalyseur par filtration et  Bvapore le filtrat B sec. On dissout le rdsidu 
dans 30 ml d’eau bouillante, refroidit B 0°, centrifuge pour &parer le prdcipitb huileux, qui, par 
trituration dans l’Bther, se transforme en un produit pulvdrulent. Aprhs sdchage, on obtient 3,90 g 
(94%) de ~-phBnylalanyl-~-sCryl-~-prolyl-~-phBnylalanyl-G-tosyl-~-arginine de F. 160-175”. 
[g]g = -49,5” & 0,5O (c = 1 , O ;  mdthanol); -38,6O f 0,5” (c = 1,O; dimdthylformamide); 
- 28,5” f 0,5’ (c = 1 , l ;  acide ac6tique 95%).  Rfh = Rfi  = 0,73; Rf$ = 0,77. EP,g = 0,7 Try; 
Eg,8 = 0,O (rBv6lation par ninhydrine et chlore; homoghe). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 58,l H 6,l  0 17,9 N 13,9 S 4,0% 
( 8 0 6 3  Tr. ,, 58,O ,, 6 2  ,, 18,O ,, 13.6 ,, 4,0% 

N-CBO-G- Tosyl-~-arginyl-~-prolyl-~-~rolyl-~lycyl-~-~hdnylalanyl-~-s~ryl-~-prolyl-~-~hdnylala-  
nyLG-tosyl-L-arginine ( X I V ) .  On suspend 1,82 g (2,2 mmoles) d’ester tCtrapeptidique VI et  1,84 g 
(2.3 mmoles) de pentapeptide XI11 dans 20 ml de dioxanne anhydre, 6vapore B sec, rBp8te cette 
opBration encore trois fois, puis dissout le rBsidu dans 16 ml de chloroforme, ajoute 0,35 ml 
(2,5 mmoles) de trikthylamine et  2 ml d’acBtate d’6thyle e t  maintient la solution obtenue pen- 
dant 48 h B 20”. On Bvapore k sec, triture le rBsidu dans l’ac6tate d’dthyle, filtre, lave le prBcipitd 
par l’eau, puis on le dissout dans 40 ml de dioxanne/eau (4: 1) et laisse passer la solution B tra- 
vers 20 ml d’6changeur d’ions B groupes sulfoniques (Dowex-50; cycle acide), Bvapore 8. sec, re- 
dissout le rBsidu dans 10 ml de chloroforme et pricipite par adjonction de 20 ml d’ac6tate d’6thyle. 
Aprh filtration et  sBchage, on obtient 2,33 g (71 yo) de N-CBO-G-tosyl-L-arginyl-L-prolyl-L-prolyl- 
glycyl-~-ph~nylalanyl-~-prolyl-~-ph~nylalanyl-G-tosyl-~-arginine de F. 170” (dBc.). [ G C ] ~  = 

-60,2” f 0.5’ (c = 0,9; m6thanol); -40,s” f 0,5O (c = 1,O; dim6thylformamide); -61,6” & 
0.5” (c = 0.9; acide ac6tique 95%). Rf& = 0,68; Rfi = 0.70; Rfa = 0,82. E;,@ = 0,6 Try; 
Eg,8 = 0,O (r6vBlation par ninhydrine et  chlore; homogkne). 

C,,H,,O,,N,,S Calc. C 57,6 H 6,l 0 18,l N 14,O S 4,3% 
(1502,7) TI. .. 57,4 ,, 6,4 ,, 18.4 ,, 13,7 ,. 4,4% 

~ - A ~ g ~ n y l - ~ - p ~ o l y l - ~ - p ~ o l y l - g l y c y l - ~ - ~ h ~ n y l a l a n y l - ~ - s ~ r y l - ~ - p ~ o l y l - ~ - p h ~ n y l a l a n y l - ~ - a r g ~ n i n e  
(Bradykilzine) ( X V ) .  On dissout 2,0 g (1,33 mmole) de nonapeptide protege XIV dans 500 ml 
d’ammoniac liquide et introduit sous forte agitation du sodium mktallique jusqu’h persistance de 
la couleur bleue; on ajoute 3,5 g d’ac6tate d’ammonium, dvapore l’ammoniac sous pression rC- 
duite et skhe  le rBsidu au vide pouss6 jusqu’B la disparition de l’odeur de NH,. On dissout le 
r6sidu dans 200 ml d’acBtique l ~ ,  passe sur 300 ml d’Bchangeur d’ions 2i  groupes carboxyliques 
(IRC-50; cycle acide) pour adsorber le nonapeptide. lave le rdsidu par 3 1 d’acide acBtique 1~ 
afin d’6liminer les sels inorganiques12), puis Blue le nonapeptide par l’acide acBtique 8. 50%. La 
quantit6 d’acide acBtique B 50% nBcessaire pour cette Blution (dont la fin est marquee par l’ab- 
sence d’une reaction positive la ninhydrine) est d’environ 4000 ml. La solution peptidique est 
6vapor6e B sec, le rBsidu est repris dans 20 ml d’eau et  la solution obtenue est IyophilisBe. On 
redissout le rBsidu dans 5 ml de mBthanol, prBcipite par adjonction d’Bther, filtre e t  skche. On 
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obtient 1,39 g (85 %) de triacdtate de ~-arginyl-~-prolyl-~-prolyl-glycyl-~-ph6nylalanyl-~-s~ryl-~- 
prolyl-L-ph6nylalanyI-L-arginine. [ c c ] ~  = - 36,l" & 1,O" (c = 0,8; dimdthylformamide) ; - 51,8" 
f 0.5' (c = 0,9; acide acdtique 95%); -65" & 1" (c = 0,9; acide ac6tique 1 ~ ) .  Rfk = 0,14; 
Rf 1 = 0,25; Rf; = 0,28. E:,8 = 1, l  Glu; EE,g = 0,8 His (r6vdlation par ninhydrine, chlore, bleu 
de bromoph6nol e t  SAKAGUCHI; homoghe). Par rdpartition en contre-courant dans le systhme 
sec.-butanol/eau/acide trifluorac6tiquc (120 : 160 : 1) on obtient un sommet unique correspondant 
ilacourbe th6orique pour K = 0,9.L'hydrolyse acide totale (HC16N; 110"; 16 h) donne de l'argi- 
nine, de la glycine, de la phdnylalanine e t  dc la s6rinc, dans le rapport 2,06:0,94:2,08:1,00 (la 
proline cst presente mais elle n'a pas BtB d6termin6c). La quantite d'ornithine dBcelable dans cet 
hydrolysat est infBrieure it 1% de la quantitB d'argininc prksente. 

C,H,,OllN,,, 3CH,CO,H Calc. C 54,2 H 6,9 0 21.9 N 17,0% CH,CO,H 3.0 Bquiv. 
(1 240,4) Tr. ,. 54.1 ., 7.9 ,. 22.1 ,, 17,3% ,, 2,9 ., 

SUMMARY 

An improved synthesis of Bradykinin is described. N-CBO-G-tosyl-L-arginyl-L- 
prolyl-L-prolyl-glycine 9-nitrophenyl ester and L-phenylalanyl-L-seryl-L-prolyl-L- 
phenylalanyl-G-tosyl-L-arginine are prepared and condensed together to N-CBO-G- 
t osyl-I;- arginyl-L- prolyl-~-prolyl-glycyl-L-phenylalanyl-~-seryl-~-prolyl-~-phenylala- 
nyl-G-tosyl-L-arginine. Removal of the protective groups by sodium in liquid ammo- 
nia affords directly pure Bradykinin in high yield. 

Laboratoires de Chimie Pharmaceutique 
SANDOZ, BAle 

20. Uber die Ermittlung der Struktur eines bei der Herstellung von 
l-~N-Methylpiperidyl-(4)]-3-phenyl-4-benzyl-pyrazol-5-on auftretenden 
Isomers als 1- [N-Methylpiperidyl-(4)]-4-benzyl-5-phenyl-pyrazol-3-on 

1. Mitteilung uber RONTGEN-StrUktUranalySr 

von H. G. Leemann und K.  Antenen 
(1. XI1 61) 

1. Einleitung. - Bei der Fabrikation von 1- [N-Methylpiperidyl-(4')]-3-phenyl-4- 
benzyl-pyrazol-5-on C,,H,,ON, (I) l) entsteht in kleinen Mengen ein Isomer. Entspre- 
chend dem Syntheseverlauf sind die Strukturen 11-VI dafur denkbar. 

Da das Nebenprodukt bei der Jodmethylierung lediglich ein monoquaternares Salz 
liefert, konnen auf Grund dieser Tatsache die Strukturen IV  und VI von vornherein 
ausser Betracht gelassen werden. Verschiedene physikalisch-chemische Messungen 
erharteten die Vermutung, dass dem Nebenprodukt die Strukturformel I1 zukommen 
muss. Eine RONTGEN-Strukturandyse des Jodmethylats des Nebenprodukts besta- 
tigte endgiiltig fiir das Nebenprodukt die Konstitution des stellungsisomeren 1- [N- 
Methylpiperidyl- (4')] -4-benzyl-5-phenyl-pyrazol-3-ons (IT) ,). 
l) Schweiz. Pat. 346886, Zusatz zum Hauptpatent Nr. 342578; A. EBNOTHER, E. JUCKER & 

A. LINDENMANN, Helv. 42,1201 (1959); E. JUCKER & A. LINDENMANN, Helv. 44,1249 (1961). 
2, Fur die Herstellung dcs 1-[N-Methylpiperidyl-(4')]-4-benzyl-5-phcnyl-pyrazol-3-on-jod- 

methylats danken wir Herrn Dr. A. LINDENMANN bestens. Die Verbindung wurde mehrmals 
aus Methanol umltristallisiert und zeigt einen Smp. von 284-2236'' (Zen.), 
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