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Untersuchung natiirlicher Vitamin-A- und -A,-Konzentrate mit Vorteil verwenden 
lassen wird, so insbesondere bei der weiteren Untersuchung des Sehpurpurs verschie- 
dener Lebewesen. 
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66. Synthese des Bradykininanalogen mit umgekehrter 
Aminoshr esequenz 

von K. Vogler, P. Lam und W. Lergier 
(12. I. 62) 

Im folgenden sol1 iiber die Synthese eines chemischen Analogons des Bradykininsl) 
berichtet werden, in dem die umgekehrte Aminosauresequenz gegenuber dem Natur- 
produkt vorliegt. Da in der konventionellen Schreibweise z, die Orientierung der 
1) R. A. BOISSONNAS, ST.  GUTTMANN & P. A. JAQUENOUD, Helv. 43,1349 (1960) ; D. F. ELLIOTT, 

%) International Union of Pure and Applied Chemistry Appendix B t o  Information Bulletin 
G. P. LEWIS 62 E. W. HORTON, Biochem. biophys. Res. Commun. 3, 87 (1960). 
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Peptidbindung immer im Sinne von -CONH- ( +) angegeben wird, d. h. das 
Aminoende links, das Carboxylende rechts geschrieben wird, kann unser neues Syn- 
theseprodukt als Nonapeptid mit der Sequenz des Bradykinins aufgefasst werden, 
wenn es im umgekehrten Sinne von rechts nach links gelesen wird (s. Fig.). 

BRADYKININ 

.a 
BRADYKININ" MIT UMGEKEHRTER SEQUENZ 

Das Besondere an dieser Struktur liegt nun nicht darin, dass rechts und links 
vertauscht ist. Vielmehr existiert im Bradykinin eine gewisse Symmetrie des Aufbaus, 
die es mit sich bringt, dass funf Aminosauren, die in obiger Fig. besonders hervorgehoben 
sind, alternierend in beiden Strukturen iibereinstimmen. Diese ifbereinstimmung 
betrifft vor allem auch die endstandigen Argininreste, die dem Naturprodukt einen 
besondern Charakter verleihen. Wir fanden es der Muhe wert, dieses Analogon zu 
synthetisieren und biologisch prufen zu lassen, da unseres Wissens ein derartiges 
Experiment bei einem Polypeptid-Wirkstoff noch nicht unternommen worden ist. 

Unser Aufbauschema gliedert sich in die Synthese von drei Tripeptiden, die vom 
Aminoende her nacheinander zum Nonapeptid verknupft werden. Als Peptid- 
Kupplungsreagens venvendeten wir durchwegs Dicyclohexyl-carbodiimid 3). Beson- 
ders giinstig bei der Verknupfung unserer drei Tripeptide ist der Umstand, dass an 
den Carboxylenden der Sequenzen Arg-Phe-Pro und Ser-Phe-Gly je eine zur Ver- 
meidung der partiellen Racemisierung giinstige Aminosaure*) liegt, namlich Prolin 
und Glycin. 

Na-Z-N"-Nitro-L-arginyl-L-phenylalanyl-L-prolin-methylester (I) erhielten wir 
aus dem bereits beschriebenen Na-Z-N"-Nitro-L-arginyl-L-phenylalanin5) und L- 

Prolin-methylester6) in kristalliner Form. Der &-Wert bei A,, 268 mp in Feinsprit 
wurde zu 16400 gemessen, wahrend an reinem Nitroarginin als Modellsubstanz ein 
Wert von 15200 und an Nitroguanidin') bei A,,, 15300 gefunden wurde. Die Versei- 
fung zur Tripeptidsaure I1 gelingt in methanolischer Natronlauge bei Raumtemperatur. 

Die Synthese des zweiten Tripeptides Ser-Phe-Gly wird vom Carboxylende her 
in Angriff genommen. Zu diesem Zwecke wird der Dipeptidester I11 aus den Kompo- 
nenten Z-L-Phenylalanin8) und Glycin-methylester-hydrochlorid g, in Acetonitril ge- 

a) J. C. SHEEHAN & G. l'. HESS, J. Amcr. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
4) ROBERT SCHWYZER, XVII. Int. Kongress fur reine und angcwandte Chemie, Bd. 2, 130 (1957). 
5, K. HOFMANN, A. RHEINER & W. D. PECKHAM, J. Amer. chem. SOC. 75, 6083 (1953). 
E, ING. SCHUMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv.. 35, 2237 (1952). - Die freie Esterbase wurdc 

nach HILLMANN, Z.  Naturforsch. I, 682 (1946), hergestellt. 
') W. A. SCHROEDER st al., Analyt. Chemistry 23, 1740 (1951). Der 6-Wert von I enthalt noch 

einen bei 268 m,u nicht genau bestirnmbaren Anteil des Carbobenzyloxy- und Phenylalanin- 
Restes, vgl. Fussnote 10, so dass die ubereinstimmung mit dem theoretischen Wert unter 
Beriicksichtigung dieser Korrektur besser wird. 

B, W. GRASSMANN & E. WUNSCH, Chem. Ber. 97, 462 (1958); E. P. GROMERS & J. F. AHRENS, 
Rec. Trav. chim. Pays-Bas 78, 558 (1959). 

9, T. CURTIUS & J. GOBEL, J. prakt. Chem. [2] 37, 159. 
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Alle Aminosauren haben durchwegs die L-Iconfiguration; Z = Henzyloxycarbonvl; 
OBzN = p-Nitrobenzyl. 

Aus I1 und V I  wird weiter in Dimethylformamid/Acetonitril das geschiitzte 
Hexapeptid VII bereitet und daraus durch alkalische Esterverseifung die geschiitzte 
Hexapeptidsaure VIII gewonnen. 

Das dritte Tripeptid Pro-Pro-Arg wird wieder vom Aminoende her bereitet, und 
zwar wird aus dem bekannten 2-L-Prolinll) und L-Prolin-methylester 6, in einem 
Arbeitsgang die analysenreine Dipeptidsaure IX erhalten. Letztere l a s t  sich rnit 
N"-Nitro-L-arginin-@-nitrobenzylester 12) zum geschutzten Tripeptidester X kuppeln, 
aus welchem mittels HBr/Eisessig nach BOISSONNAS XI als Rohprodukt resultiert . 
Durch die Kondensation der Hexapeptidsaure VIII rnit XI gelingt schliesslich die 
Herstellung des geschutzten Nonapeptids XII, das ohne besondere Reinigung zurn 
freien Nonapeptid-trihydrochlorid hydriert wird (XIII) . 
10) K. VOGLER, J.  WURSCH, R. 0. STUDER & P. LANZ, Chimia 74, 379 (1960). 
11) A. B~RGER,  J.  KURTZ & E. KATCHALSKI, J.  Amer. chem. SOC. 76, 5552 (1954); M. ZAORAL, 

l2) H. SCHWARZ & K. ARAKAWA, J .  -4mer. chem. SOC. 89, 5691 (1959). 
Chem. Listy 48, 1583 (1954). 
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Das Syntheseendprodukt wurde durch multiplikative Verteilung uber 400 Stufen 
im System n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 8 : 2 : 1 : 9 (Vo1.-Verhaltnisse) gereinigt, 
die Hauptfraktion davon aus khanol/Essigester umgefallt und in Form eines farblosen 
Lyophilisates als Hexahydrat rnit [a]2: = -98,9" 0,5" (c = 1,35 in Wasser) ge- 
wonnen. Es verhalt sich papierchromatographisch in drei Systemen und papierelek- 
trophoretisch einheitlich und wurde uberdies durch Totalhydrolyse und Bestimmung 
der Aminosauren sowie durch Totalanalyse charakterisiert . Der enzymatische Abbau 
mit Chymotrypsin und Carboxypeptidase ist im Studium. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
H,NCHCO-HNCHCO-N-CHCO-HNCHC~HNCHC~HNCHZC~N-CHC~N-CHC~HNCHCOOH 
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Die biologische Prtifung unseres Nonapeptids verdanken wir Herrn Dr. W. 
wurde am isolierten Meerschweinchen- HAEFELY. Bis zu einer Konzentration von 

Ileum keinerlei Bradykininaktivitat gefunden. 

Experimenteller Teil13) 
Na-Z-N~-Nitro-L-arginyl-L-~henylal~nyl-L-~rol~n-methyles~er (I). 15.4 g (0,03 Mol) Nu-2- 

(N02)-~-Arg-~-Phe-OH5), 3,9 g (0,03 Mol) L-PIo-OCH,~) und 6,21 g (0,03 Mol) Dicyclohexyl- 
carbodiimid werden in 45 ml Dimethylformamid bei - 10" umgesetzt und 16 Std. bei 0" auf- 
bewahrt. Man nutscht vom Dicyclohexylharnstoff a b  und riihrt das Filtrat in 500 ml 5-proz. 
NaC1-Losung aus. Nach 2 Std. wird die uberstehende Mutterlauge abdekantiert und der Riick- 
stand in Essigester je 2mal mit 1~ NH,OH und 5-prOZ. NaC1-Losung gewaschen. Die Essigester- 
losung wird iiber Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum bei 50" eingedampft und der Riickstand 
aus Essigester/Petrolather gefallt. Nach Umkristallisieren aus Essigester erhLlt man 14 g des 
geschiitzten Tripeptidesters (76%), Smp. 118-121'. Zur Analyse wurde aus Essigester umkristal- 
lisiert. Smp. 123-126", [a18 = - 28,2", E bei 268 mp = 16450 (2 mg % in Feinsprit)?). 
C29H3708N, (611,64) Ber. C 56,98 H 6,lO N 16,03% Gef. C 56,68 H 6,18 N 16,26% 

N~-Z-NW-Nitro-L-avginyl-L-phenylalanyl-L-prolin (II). 12,2 g (0,02 MoI) Tripeptidester I 
werden in 120 ml Methanol rnit 22 ml (22 mMol) 1~ NaOH 16 Std. bei 20" verseift. Die Msung 
wird im Vakuum bei 35" auf 40 ml eingedampft und unter Eiskiihlung rnit konz. Salzsaure an- 
gesauert. Man extrahiert rnit Essigester, wlscht mit Wasser, schiittelt mehrmals mit 3 N NH,OH 
aus, stellt die wikserige LSsung mit konz. Salzsaure auf pH 2, extrahiert erneut mit Essigester 
und w k h t  mit Wasser. Die iiber Natriumsulfat getrocknete Lasung wird im Vakuum bei 45" 
zur Trockne verdampft und der Ruckstand aus Alkohol/Ather gefallt. Nach 2 Std. wird abge- 
nutscht, mit Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute 8 g (66%). Durch Aufarbeitung des Neu- 
tralteiles werden 2 g unverseifter Tripeptidester I zuriickerhalten. Zur Analyse wurde die Tripep- 
tidsaure aus Alkohol/Ather umgefallt. [a lp  = - 30,2". Die Substanz enthglt 1,35% H,O (Titra- 
tion nach K. FISCHER). 

C28H3508N7 (597,62) Ber. C 56,27 H 5,90 N 16,41% 
(wasserfreie Subst.) Gef. ,, 56,ll ,, 5,81 ,, 16,56% 

Z-L-Phenylala?tyl-glycin-methylester ( I I I ) .  12,5 g (0,l Mol) pulverisiertes Glycin-methylester- 
hydrochlorid9) werden in einer Mischung von 100 ml Acetonitril und 14 ml(O.1 Mol) Triiithylamin 

13) Die Smp. sind korrigiert. Fehler f 2'. Die Drehungen wurden, wenn nicht anders angegeben, 
in Dimethylformamid bei c = 2 bestimmt. 
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wahrend 15 Min. kraftig geschiittelt, dann rnit einer Losung von 29,9 g Z-L-Phe-OH8) in 100 ml 
Acetonitril und bei - 10" rnit 20,7 g (0,l Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Nach 16stdg. 
Stehen bei 0" werden der Dicyclohexylharnstoff und das Triathylamin-hydrochlorid abgenutscht 
und das Filtrat im Vakuum bei 45" eingedampft. Man lost den Riickstand in vie1 Essigester, 
wascht rnit 1~ HC1, H,O, 1~ NH,OH und H,O, trocknet uber Natriumsulfat und dampft im 
Vakuum ein. Es wird aus EssigesterlAther kristallisiert. Ausbeute nach Aufarbeiten der Mutter- 
lauge 31,2 g (84%), Smp. 120-121°. Zur Analyse wurde aus Essigester umkristallisiert. Smp. 122- 
123". [a13 = - 23,6", E bei 257 mp = 397 (60 mg % Feinsprit), ber. 395lO). 

C,,H,,O,N, (370,39) Ber. C 64,85 H 5,99 N 7,56% Gef. C 65,11 H 6,20 N 7,64% 
L-Phenylalanyl-glycin-methylester ( I V ) .  27.8 g (0,075 Mol) Dipeptidester 111 werden rnit 85 ml 

Bromwasserstoff/Eisessig (33-proz.) 1 Std. bei 20" unter CaC1,-Verschluss geschiittelt und dann 
im Vakuum 15 Min. entgast. Die Losung wird rnit 600 ml Athcr und 150 ml Eiswasser extrahiert 
und die wassrige Phase noch 2mal mit Ather gewaschen. Man versetzt die wsserige Msung mit 
Eis, iiberschichtet rnit Essigester, stellt mit konz. Ammoniak alkalisch, extrahiert rnit Essigester, 
wbcht  rnit Wasser und trocknet uber Natriumsulfat. Der Essigester wird im Vakuum bei 45" 
abdestilliert und der Sirup im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Ausbeute 19,6 g 
(83%) Honig. Der Ester wird sofort zum Tripeptid V umgesetzt. 

Z-L-SeryZ-L-phenylalanyl-glycilz-methylester ( V ) .  11,9 g (0,05 Mol) z -~-Ser -OHl~) ,  11,8 g 
(0,05 Mol) Dipeptidester IV und 10,3 g (0,05 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid werden in 140 ml 
Acetonitril und 60 ml Dimethylformamid bei - 10" umgesetzt und 16 Std. bei 0' aufbewahrt. 
Der Dicyclohexylharnstoff wird abgenutscht, das Acetonitril im Vakuum bei 50" abdestilliert, 
das Konzentrat in eiskalter 1~ HCl ausgeruhrt, der Niederschlag abgenutscht, miO 1~ NH,OH 
und Wasser gewaschen und getrocknet. Ausbeute 18 g (79%), Smp. 142-146". Zur Analyse wurde 
aus Alkohol umkristallisiert. Smp. 147-148", [a]g = -8,8", E bei 257 mp = 388 (60 mg% in 
Feinsprit), ber. 395lO). 
C,,H,,O,N, (457,47) Ber. C 60,38 H 5,95 N 9,26% Gef. C 60J7 H 5,85 N 9,16% 

L-Seryl-L-phenylalanyl-glycin-methylestev ( V I ) .  13,7 g (0,03 Mol) Tripeptidester V werden in 
70 ml Eisessig und 200 ml Methanol gelost, mit 1,5 g Pd-Kohle (ENGELHARDT) versetzt und im 
Wasserstoffstrom mittels eines Vibromischers bis zur negativen C0,-Reaktion hydriert. Der 
Katalysator wird abgenutscht, das Filtrat im Vakuum bei 50" eingedampft und der Ruckstand 
noch 2mal rnit frischem Methanol abgedampft. Das Harz kristallisiert beim Anreiben untCr 
Ather. Die Kristalle werden in Essigester vemeben, mit Petrolather versetzt und abgenutscht. 
Ausbeute 9,5 g (98%), Smp. 118-120". Zur Analyse wurde aus Alkohol/Ather umkristallisiert. 
Smp. 124-126", [a13 = +lo, E bei 257 mp = 193 (60 mg % in Feinsprit), ber. 187IO). 
C;,H,,O,N, (323,34) Ber. C 55,72 H 6,55 N 13,00y0 Gef. C 55,22 H 6,47 N 12.82% 

Nu-Z- N~-Nitro-~-arg~nyl-~-phenylalanyl-~-prolyl-~-seryl-~-phenylalanyl-glyc~n-me~hy~ester 
( V I I ) .  6 g (0,Ol Mol) Tripeptidsaure 11, 3,3 g (0,Ol Mol) Tripeptidester VI und 2,l g (0,Ol Mol) 
Dicyclohexyl-carbodimid werden in 40 ml Dimethylformamid/Acetonitril 1 : 1 bei - 10" umge- 
setzt und 16 Std. bei 0" belassen. Nach Abnutschen des Dicyclohexylharnstoffes wird das Acetoni- 
tril im Vakuum bei 45" abdestilliert, die verbliebene Msung in Chloroform aufgenommen, mit 
1~ HCI, H,O, 1~ NH,OH und 30-proz. NaC1-Losung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrock- 
net. Das Chloroform wird im Vakuum bis auf ca. 20 ml abgedampft und diese Losung unter 
starkem Riihren in 500 ml Ather hineinfiltriert. Man nutscht den Niederschlag ab, wascht mit 
Ather und Petrolither und trocknet im Vakuum bei 60". Ausbeute 4,6 g (52%). Zur Analyse 
wurde nochmals wie oben aus ChIoroform/&her umgefallt. [a18 = -18,7", E bei 268 mp = 
16450 (3 mg % in Feinsprit)?). 
C,,H,,O,,Nlo (902,94) Ber. C 57,19 H 6,03 N 15,51% Gef. C 56,91 H 6,02 N 15,25% 

N~Z-N~-Nitro-~-arganyl-~-ph~~ylalanyl-~-~rolyl-~-se~l-~-~henylalanyl-glyc~n ( V I I I ) .  2,7 g 
(3 mMol) Hexapeptidester VII werden in 30 ml Methanol mit 4,2 ml (4.2 mMol) 1~ Natronlauge 
w a r e n d  16 Std. bei 20" verseift. Die Losung wird im Vakuum bei 30" bis auf ca. 10 ml einge- 
dampft, mit 40 ml Wasser verdiinnt, filtriert und mit 3~ Salzsaure auf pH 3 gestellt. Nach Ab- 
nutschen des Niederschlages und Waschen mit Wasser wird im Vakuum bei 60" getrocknet und 

") J. S. FRUTON, J. biol. Chemistry 146, 463 (1942). 
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dann aus Methanol/Ather umgefallt. A4usbeute 2,2 g (810/5). Zur Analyse wurde aus Methanol/ 
:ither umgefailt. [a]: = -24", E bei 268 mp = 16430 (3 mg % F ~ i n s p r i t ) ~ ) .  
C42H52012Nlo (902,94) Ber. C 56,74 H 5,90 N 15.76% Gef. C 56,44 H 6,24 N 15,55% 

2-L-Prolyl-L-prolin ( I X ) .  24.9 g (0,l Mol) Z-L-Proll), 12,9 g (0,l Md) L-Pro-OCHa6) und 20,7 g 
(0,l Mol) Dicyclohexyl-Carbodiimid werden in 120 ml Scetonitril bei - 10' umgesetzt und 16 Std. 
bei 0" aufbewahrt. Der Dicyclohexylharnstoff wird abgenutscht, das Filtrat im Vakuum bei 4 5 O  
eingedampft und das 61  in moglichst wenig Essigester aufgenommen. Durch Abkiihlen und an- 
schliessendes Abnutschen lasst sich eine meitere Menge Dicyclohexylharnstoff abtrennen. Das 
Filtrat wird nun mit Essigcster verdiinnt und mit 1~ HC,l gewaschen. Hierbei kristallisiert wie- 
derum Dicyclohexylharnstoff aus. Er wird abgenutscht, das Filtrat rnit H,O, 1~ NH,OH und 
10-proz. NaC1-Losung gewaschen. Man trocknet iiber Natriumsulfat und dampft im Vakuum 
bei 50" bis zur Gewichtskonstanz ein. Ausbeute 27,5 g 61. Dieses wird ohne weitere Reinigung 
in 200 ml Methanol mit 38 ml 4~ Natronlauge wahrend 6 Std. bei 20" verseift. Man dampft die 
Verseifungsliisung im Vakuum bei 35" auf des urspriinglichen Volumens ein, nutscht von einer 
weiteren Menge Dicyclohexylharnstoff ab, stellt unter Eiskiihlung mit 3N HCl auf ein p H  von 
2,s und lasst 1 Std. bei 0" stehen. Der Niederschlag wird abgenutscht, in 1~ NaOH digeriert, von 
einer Spur Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und das Filtrat in eiskalter 1~ Salzsaure ausgeriihrt. 
Nach 1 Std. wird abgenutscht, mit Wasser gewaschen, im Vakuum bei 70" getrocknet und aus  
siedendem Alkohol umkristallisiert. Ausbeute nach Aufarbeiten der Mutterlauge 18,5 g (53%), 
Smp. 186-188". Zur Analyse wurde aus Alkohol umkristallisiert. Smp. 190-192°, [a]g = - 82,5", 
e bei 258 mp = 202 (80 mg ?/, in Feinsprit), ber. 208lO). 
C1,H2,0,N2 (346,37) Ber. C 62,41 H 6,40 N 8,090/, Gef. C 62,32 H 6,32 N 8,16% 

~-L-Prolyl-L-prolyl-N~-nitro-L-argi.nin-p-nitrobenzylester ( X ) .  17,3 g (0,05 Mol) Dipcptidsaurc 
I X  und 17.8 g (0,05 Mol) Nitro-L-arginin-p-nitrobenzylester12) werden unter Erwarmen in 100 ml 
lXmcthylformamid/Acetonitril 1 : 1 gelbst, bci - 5' mit 10,4 g (0,05 Mol) Dicyclohexyl-carbodi- 
imid versetzt und 20 Std. bei 0" aufbewahrt. Der Dicyclohexylharnstoff wird abgenutscht und 
das Filtrat im Vakuum bei 50" auf die Halfte eingedampft. Man verdiinnt mit 500 ml Essigester, 
wascht je 2mal mit Wasser, 1~ HC1, 10-proz. NaC1-Losung, 1~ NH,OH und 10-proz. NaCl- 
Losung und trocknet iiber Natriumsulfat. Der Essigester wird im Vakuum bei 50" abdestilliert, 
der Riickstand in Chloroform aufgenommen und unter starkem Riihren in vie1 Ather hinein- 
filtriert. Es entsteht ein weisser, pulvriger Niederschlag, der nach dem Abnutschen im Vakuum 
bei 50' getrocknet wird. Ausbeute 26,9 g.  Zur A4nalyse wurde aus Essigester/Ather umgefallt. 
[CZ]~' = - 103,5", F bei 268 mp = 26850 (1 mg% in Eisessig). 
C,,H,E O,,ru'E (682,68) Ber. C, 54,54 H 5,61 N 16,420,; Gef. C 54,14 13 5,66 N 16,58% 

L- Prolyl-L-~rolyl-NW-nitro-L-arginin-p-nitroben~yles~er ( X I ) .  6.83 g (0 ,Ol  Mol) Tripeptidestcr 
X werden in 25 ml Eisessig unter leichtem Erwarmcn gelost, abgekiihlt, mit 25 ml HBr/Eisessig 
(33-proz.) versetzt und nach 1 Std. rnit abs. Ather ausgefallt. Das Hydrobromid wird 2mal rnit 
frischem Ather vcrrieben, in Eiswasser aufgenommen und mehrmals mit Ather extrahiert. Unter 
Eiszusatz stellt man die wasserige Losung mit konz. Ammoniak alkalisch und extrahiert rnit 
Chloroform. Die Chloroformlosung wird rnit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet 
und im Vakuum bei 50" eingedampft. Der Ruckstand wird 2mal aus Chloroform/Ather umgefallt 
und getrocknet. Ausbeute 5,3 g (96%). 

~~a-Z-N"-~~iitro-L-argginyl-L-p henylalanyl-L-prolyl-L-seryl-L-plzeny~a~anyl-glycy~-L-~ro~yl-L-pro- 
l~Z-~-;W-i1itro-l-arginin-p-nitrobenzylester X1.T. 3,62 g (4 mMol) Hexapeptidsaure VIII und 2,2 g 
(4 mMol) Tripeptidester XI  (Rohprodukt) setzt man in 30 nil Dimethylformamid bei - 10" wie 
iiblich rnit 828 mg (4 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid um und l a s t  24 Std. bei 0' stehen. Die 
Losung wird im Hochvakuum bei 45" auf ca. 10 ml eingedampft, abgekiihlt und der Dicyclohexyl- 
harnstoff abgenutscht. Man fallt das Filtrat in 40 ml eiskalter O , ~ N  Salzsaure aus, nutscht ab, 
last in wenig Dimethylformamid, fallt die Losung in 40 ml eiskaltem 0 , l ~  Ammoniak aus, nutscht 
wicder ab, wascht mit Wasser und trocknet im Vakuum bei 45". Die Substanz wird aus Dimethyl- 
formamid/Ather umgefallt, abgenutscht, rnit Ather und Petrolather gewaschen und dann ge- 
trocknet. Ausbeute 2,8 g Rohprodukt, das nicht mehr weiter gereinigt wurde. 

L-A rginyl-i-phenylalanyl-L-prolyl-L-seryl-L-p henylulanyl-glycyl-L-prol~yl-L-prolyl-L-urgini~~ 
-YI I I .  2.8 g geschiitztes Nonapeptid XI1 (Rohprodukt) werden in 120 ml Eisessig gelost, mit 50ml 
IVasser und 4 ml 1~ SalzsLurc und mit 2 g Pd-Rohlr 5% (ENGELHAKDT) wahrend X Std. im H,- 
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Strom unter Verwendung eines Vibromischers hydriert. Der Katalysator wird abgenutscht und 
das Filtrat im Hochvakuum bei 35" eingedampft. Man lost den Riickstand in 30 ml Wasser, fil- 
triert und verdampft nochmals in gleicher Weise bei 35'. Die Substanz wird in wcnig Methanol 
gelost, filtriert, in abs. Ather ausgeriihrt, ahgenutscht, mit abs. Ather gewaschen und im Vakuum 
bei 30" getrocknet. Ausbeute 2,l g Kohprodukt. 

Reinigung des Endfiroduktes. - a) Multiplikative VerteiZung: 2,l g Rohprodukt (aus der Hy- 
drierung von 2,8 g geschiitztem Nonapeptidester) wurden multiplikativ iiber 400 Stufen im Sy- 
stem n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 8 : 2 : 1 : 9 (Vo1.-Verhaltnisse) verteilt. Die Verteilung 
wurde spektrophotometrisch mit F O L I N - D E N I S - R C ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ )  und mittels der quantitativen SAKA- 
GucHI-Reaktion nach ALBANESE et u Z . ~ ~ )  verfolgt. Die Hauptfraktion mit einem Verteilungs- 
koeffizient K = 0,22 wurde bei Raumtemperatur im Hochvakuum eingcdampft und anschlies- 
send lyophilisiert; es resultierten ca. 650 mg eines farblosen Pulvers. 

b) Unzfallen: 450 mg der obigen Fraktion wurden je lmal aus abs. Athanol und abs. Athanoll 
Essigester umgefallt, in O , ~ N  HC1 gelost und bis zur Entfernung der uberschussigen Salzsaure 
lyophilisiert. Man erhielt 180 mg analysenreines Nonapeptid-Trihydrochlorid in Form eines 
weissen, feinkornigen Pulvers als Hexahydrat. Aus den vereinigten Mutterlaugen konnten noch 
80 mg Substanz gewonnen werden. 

[dc]g = -98,9" f 0,5' (c = 1,35 in H,O) 
C,,H,,Ol,Nl,Cl, Ber. C 47.00 H 6.94 N 16,45 0 21,29 C1 8,33 H,O 8,46% 
(Trihydrochlorid- Gef. ,, 46,78 ,, 6,77 ,, 16,34 ,, 20,94 ,, 8,59 ,, 8,55% 
Hexahydrat) 1277,69 

Das Wasser wurde durch Titration nach K. FISCHER sowie durch Gewichtsverlust bestimmt. 
Das Nonapeptid verhalt sich chromatographisch sowohl auf Papier wie auf der Diinnschicht- 

platte einheitlich, Rf = 0,50 (n-Butanol/Pyridin/Eisessig/Wasser 30: 20: 6: 24). Mit den Lauf- 
mitteln n-Butanol/Eisessig/Wasser 4 : 1 : 1, n-Butanol/Ammoniak 0,25 % und Athanol/Wasser 
4 : 1 konnen keine Verunreinigungen abgetrennt werden. 

Bei der Hochspannungs-Papierelektrophorese betragt die Laufstrecke bei pH 2,5 ca. 100 mm 
und bei p H  6'5 ca. 30 mm. Verunreinigungen werdcn keine beobachtet. 

Die experimentellen Bedingungen fur die Papier- bzw. Diinnschichtchromatographie und fur 
die Papierelektrophorese sind bereits friiher beschrieben worden17). 

Zur Totalhydrolyse und Bestimmung der Aminosaure-Verhaltnisse wurden 2 mg in 1 ml 
5,7 N HC1 gelost (Pyrex-Bombenrohrchen) und eingefroren. Das Rohrchen wurde evakuiert, mit 
N, begast, zugeschmolzen und 24 Std. auf 110" erhitzt. Nach Entfernung der Salzsaure loste man 
das Hydrolysat in 0,l ml Wasser. 

Dic Aminosauren wurden mittels kombinierter Hochspannungs-Papierelektrophorese/Papier- 
chromatographie unter folgenden Bedingungen aufgetrennt : I .  Dimension; Elektrophorese : 
pH 1,9, 50 Vcm-1, 45 Min. - 2. Dimension; Papierchromatographie : n-Butanol/Eisessig/Wasser 
4: 1 : 1 ; 14 Std., absteigend; Papier: SCHLEICHER & S C H ~ ~ L L  Nr. 2043 b, gewaschen. Die Auswer- 
tung erfolgte nach Elution der Ninhydrin-Cu-Komplexe spektrophotometrisch gegen Vergleichs- 
mischungen nach Angaben von F. G. FISCHER, H. DORFEL~*) und K.  ROWE et aZ.19). Das Pro 
wurde separat nach TROLL & LINDSLEY bestimmt20). 

Fur das Nonapeptid Ber. Arg 2,0 Phe 2.0 Pro 3,O Ser 1,0 Gly 1,0 
Gef. ,, 2,1 ,, 1,9 ,, 2,421) ,, 0.8 ., 0 9  

Die Mikroanalysen verdanken wir Herrn Dr. A. DIRSCHERL aus unserer mikroanalytischen 
Abteilung. 

15) 0. H. LOWRY, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARN & ROSE J. RANDALL, J.  biol. Chemistry 79.3, 

16) A. A. ALBANESE & J. E. FRANKSTON, J. biol. Chemistry 759, 185 (1945). 
17) K. VOGLER, R. 0. STUDER, W. LERGIER & P. LANZ, Helv. 43, 1751 (1960). 
18) F. G. FISCHER & H. DORFEL, Riochem. 2. 324, 544 (1953). 
19) K. ROWE, E. FERBER & H. FISCHER, 2. physiol. Chcm. 373, 174 (1958). 
") W. TROLL & J. LINDSLEY, J. biol. Chemistry 215, 655 (1955). 
21) uber den gefundenen Prolinwert vgl. K. VOGLER, R. 0. STUDER &- W. LERGIER, Helv. 44, 

265 (1951). 

1495 (1961). 
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SUMMARY 

The nonapeptide H- Arg-Phe-Pro- Ser-Phe-Gly-Pro-Pro-Arg-OH with the reversed 
amino acid sequence of bradykinin has been synthesized according to the scheme 
outlined above. This peptide exerted no bradykinin activity at concentrations up to  
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10-5. 

67. Losungsmitteleffekte in kernmagnetischen Protonen- 
resonanzspektren von substituierten Benzolen 

von P. Diehl 
(15. I. 62) 

I. Einleitung. Es ist bekannt, dass Protonenresonanzspektren von gewissen aro- 
matischen Molekeln stark konzentrations- und losungsmittelabhhgig sind, so z. B. 
verschiebt sich die Resonanz der Benzolprotonen bei 4 unendlicher j) Verdunnung in 
Hexan um 0,34 ppml) nach hoherem Feld. Eine derartige Verschiebung kann durch 
die diamagnetische Anisotropie des Benzolrings, die sich bei fortschreitender Ver- 
diinnung immer weniger auswirkt, erklart werden. Dagegen zeigen verschiedene 
Messungen von chemischen Verschiebungen aliphatischer Molekeln in aromatischen 
Losungsmitteln z, das Vorhandensein von spezifischen zwischenmolekularen Wechsel- 
wirkungen. 

Eine erste systematische Untersuchung von Losungsmitteleffekten in substituier- 
ten Benzolen wurde von SCHAFER & SCHNEIDER~) durchgefuhrt. Das Resultat war 
das folgende : In 9-disubstituierten Benzolen werden die Ringprotonen allgemein im 
Losungsmittel Aceton nach tieferem Feld, in Benzol nach hoherem Feld verschoben. 
Dabei ist die Verschiebung von Protonen in m-Stellung zu polaren Substituenten 
grosser ds  in o-Stellung. Eine Erklaung dieser Resultate wurde sowohl in sterischen 
Effekten als auch in bevorzugter H-Briickenbindung in m-Stellung gesucht. Allge- 
mein war es den Verfassern nicht moglich, die Losungsmitteleffekte der individuellen 
Substituenten zu trennen, da sie sich auf fi-disubstituierte Benzole mit verschiedenen 
Substituenten beschrankten. 

Im Gegensatz zu den eher qualitativen Erklarungen der Substituenteneffekte in 
substituierten Benzolens) stellte BUCKINGHAM 3 eine elektrostatische Theorie auf, 
die quantitative Voraussagen ermoglicht. Der Inhalt seiner Theorie ist kurz zusam- 
mengefasst der folgende: Wenn eine polare Molekel in einem Medium gelost wird, 
polarisiert sie ihre Umgebung ; es entsteht nach ONSAGER~) ein elektrisches Reaktions- 

1) J. R. ZIMMERMANN & M. R. FOSTER, J. phys. Chemistry 67, 282 (1957). 
2) A. A. BOTHNER-BY & R. E. GLICK, J. chem. Physics 26, 1651 (1957); L. W. REEVES & W.G. 

3) T. SCHAFER & W. G. SCWNEIDER, J. chem. Physics 32,1218 (1960). 
") A. D. BUCKINGHAM, Canad. J. Chemistry 38, 300 (1960). 
") L. ONSAGER, J. Amer. chem. SOC. 58, 1486 (1936). 

SCHNEIDER, Canad. J. Chemistry 35, 251 (1957). 




