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de leucine apparaissent. On ajoute 10 cn13 de mBthyl8thylc6tone et  chauffe encore 15 min. a 
ref lux. AprBs refroidissement on ajoute 0,2 d‘acide ac6tique glacial, filtre le prdcipit6 
e t  le lave par do la m6thyl6thylc6tone. On obtient 325 mg de leucine (82,7% j. Le pouvoir 
rotatoire de la leucine obtenue est identique a celui de la L-leucine ayant servi la pr6- 
paration de la phtalyl-L-loucine. 

Clycyl-glycine r i  partir de phtalyl-glycyl-glycine, glycyl-o L-phe‘nylalanine ci partir de 
phial yl-gl yc yl-DL- phknylahnine, et gl ye yl-L-leuc yl-gl yc yl-glyeine a partir de phtdyl-  
~l~cyl-~-leucyl-glycyl-glycine. LEI scission est effUctu6e dans les m6mes conditions que 
ci-dessus soit: solution env. 0,5-m. dans Bthanol 9676, avec un 6qu. de tri-n-butylamine 
e t  2-5 Bqu. de phchylhydrazine, chauffage de 2 h. a reflux, addition de 2 vol. de m6thyl- 
6thylcBtone, chauffage de 15 min. reflux, filtration aprds addition de 1,5 6qu. d’acide 
ac6tique glacial e t  lavage du pr6cipit6 B la mkthyl6thylcBtone. 

Les rendements sont de l’ordre de 80%. Pour des solutions plus dilu6es ou des 
peptides contenant un plus grand nombre de restes d’acides aminhs, il est avantageux de 
prolonger le temps de chauffage et  d’augmenter la quantite de phylhydrazine. 

SUMMARY. 

The phtalyl group of N-phtalyl derivatives of amino acids and 
peptides is removed in one step by heating in alcoholic solution with 
phenylhydrazine and a tertiary base. 
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279. Synth‘ese de la L-valyl-L-( d-carbobenzoxy)-ornithyl-L-leucyl- 
D-ph~nylalanyl-L-proline 

par  Ingeborg Schumann et R. A. Boissonnas. 
(25 IX 52)  

La structure actuellement attribuee & la gramicidine S1) est celle 
d’un dkcapeptide cyclique, compos6 de deux pkriodes pentapeptidiques 
semblables, les seules fonctions libres &ant les groupes a-amino des 
deux restes ornithyl: 

L-leucyl --+ D-p1iBnylalanyl + ~-pro ly l  -+ ~-valy l ,  

.1 f 

t 4 
L-ornith yl L-ornithyl 

L-valyl +- L-prolyl + D-ph8lrq-lalanyl t L-leucyl 

l j  F.  Sanger, Biochem. J. 40, 261 (1946); K.  0. Pederson & R. L. M .  Synge, Acta 
Chem. Scand. 2, 408 (1948); A.  R. Battersby d- L. C.  Craig, Am. SOC. 73, 1887 (1951); 
22. Consden, A. H .  Gordon, A. J .  P. ANiwtin h. R. L. N .  Synge,  Biochem. J. 40, XLIII 
(1946); 41, 596 (1947). 
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Harris d? Work1) ont synthktisd la L-valyl-L--,ztithyl-L-leucyI-D- 
ph6nylalanyl-I;-proline, ainsi que ses esters, amides et dkriv6s tosylbs, 
qui sont tous dknuks d’une activitk biologique comparable B celle de 
la gramicidine 5. 11s n’ont pas rkussi B synthktiser un pentapeptide 
ayant le groupe &amino de l’ornithine bloquQ et le groupe cr-amino 
de l’acide amin6 terminal (en l’occurence la valine) libre, penta- 
peptide qui est nkeessaire pour pouvoir synthktiser un dkcapeptide 
susceptible d’6tre cyclisd et dAsacyl6 en gramicidine S. 

Le prksent travail d6crit la synthitse de la ~ - v a l y l - ~ - (  S-carbo- 
benzosy)-ornithyl-L-leucyl-D-ph6nylalanyl-L-proline dont le seul 
groupe amino libre est le groupe a-amino du reste 17alyl. La synthkse 
a k t k  effeetude selon le sehkmlt suivant: 

Phtalyl-L-valine CBO-L-leucine 

I D-phknylalanine 4 i8-CRO-L-ornithinate de miitliyle 

Pl~taaS1-L-valgl-8-CBO-L-oriiithinate de mkthyle CBO-L-leucyl-o-phi.nylalanine 
L-prolinate de 1 mBthyle 

CBO-L-leueyl-D-phBnylalany1- 
L-prolinate de mkthyle 

1 a c E ~ ~ P ~ ~ a c .  
L-leucyl-D-phknylalanyl-L- 

de mkthyle 

----I 
-1 

Phta ly l -~-va l~ l -8-CBO-~-orn i th~l -~- leucyl -~-ph~nyla~any~-~-pro l in~te  de mkthyle 

-1 
(~-valyl-6-CBO-~-ornithyl-~-leucyl-D-ph~ny~alany~-L-prol~ne 

Nous avons exelusivement utilisd la mkthode de synthbse 
peptidique au moyen des ehloroformiates d’alcoyle dkcrites par 
Boi.wonnas2), WieZand3) et Vaughan4). Le groupe phtalyle a Bt6 
scindk par la mkthode a la phknylhydrazine (d6crite dans le travail 
prkckdent sans que le groupe carbobenzoxy (CBO) de l’ornithine 
soit scindP. 

Ces syntheses peptidiques appellent les remarques suivantes. 
La condensation d’un anhydride mixte se fait plus facilement avec 
les esters d’acides aminds ou de peptides en solution organique 

I) J .  I .  Harris & T .  S. Work, Nature 161,804 (1948); Biochem. J. 46,196,582 (1950). 
2, R. A. Boissonnas, Helv. 34, 874 (1951). 
3, Th. Wieland & H .  Bernhard, A. 572, 190 (1951). 
4) J. R. Vuughan, Am. SOC. 73, 3547 (1951); J. R. Vaughan & R. L,. Osafo, Am. 

s, I. Schurnann & R. A. Boissonnas, Helv. 35, 2229 (1952). 
SOC. 74, 676 (1952). 
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qu’atvec les acides aminks ou peptides en solution aqueuse. C’est 
pourquoi il a BtB n6cessaire d’employer les esters mkthyliques de la 
proline et de l’ornithine pour obtenir des rendements satisfaisants. 
Lorsque le nombre des acides aminds de la chaine augmente, il 
devicnt nkcessaire d’employer exclusivement les esters. Nous avons 
pu confirmer les r h l t a t s  de WieZand et de Vaughan selon lesquels 
les chloroformiates d’isobutyle ou de see-butyle donnent de meilleurs 
r6sultats que le chloroformiate d’kthyle. 

Xous remercions vivement le Fonds pour l’encouragement des recherches scientifiques 
(Berne) ainsi que la Rockefeller Foundation (New York) pour l’aide qu’ils nous ont ac- 
cordhe. 

Partie exp6rimentale.  
Le nombre de millimoles est indique entre parenthAsee. - L’azote est determine 

par microkjeldahl. 
Phta.lyl-L-valine. Nous avons apport6 quelques modifications 8. la mhthode de 

Billman & Hurting1). AprAs chauffage do 15 min. sous agitation de 0,5 g de L-valine et  
de 1 g d’anhydride phtalique b 180--185O, le melange est plack au vide 8. looo de fapon Q 
faire sublimer I’excAs d’anhydride phtalique. Le produit est recristallise dans 200 em3 
d’eau-etha.no1 (9:l). Rendement 642,3 mg de phtalyl-glycine, F. 115-116° (61% par 
rapport 8. la valine). 

C1,Hl,O,N (247,l) CalculO N 5,67% TrouvB N 5,74% 
8-CBO-L-ornithinate de me‘thyle La 8-CBO-L-ornithine preparee selon Harris & 

Work2) est estkrifiee selon Synge3). 
Phtalyl-~-valyl-6-CBO-~-ornithinate de me‘thyle. On dissout 247 mg (1) de phtalyl- 

valine dans 1 cm3 de tetrahydro-furanne avec 0,24 em3 de tri-n-butylamine e t  refroidit 
le tout Q Oo. AprAs avoir introduit 0,14 em3 (1) de chloroformiate de s-butyle, on laisse 
reagir pendant 10 min. en agitant et ajoute une solution de 316,4 mg (1) de chlorhydrate 
de 6-CBO-L-ornithinate de methyle dans 15 om3 de tktrahydro-furanne et 0,24 (1) de tri-n- 
butylamine. Le melange est violemment agitk pendant 2 h. Q 5 O .  Le tetrahydro-furanne 
ost progressivement Bvapore sous un lkger vide de fapon b augmenter la concentration. 
La reaction Q la ninhydrine est devenue negative. La solution est Bvaporee au  vide. 
Le residu est diseout dans 50 em3 d’kther, e t  la solution est lavee par H,O, HCI n., H,O, 
NaHCO, 0,5-m., H,O, uSch6e sur du sulfate de sodium anhydre e t  6vapor6e & see au  vide. 
On obtient ainsi 419,7 mg de phtalyl-dipeptide brut (82,5%). Par recristallisation de ce 
produit dans Vether, on obtient lo phtalyl-L-valyl-8-CBO-L-ornithinate de mkthylc, 

C,,H,,O,N, (509,3) Calcule N 8,25% Trouvk N S,2Ggb 
Phtalyl-L-valyl-6-CBO-~-ornithine. L’ester m6thylique brut de la phtalyl-L-valyl- 

6-CBO-L-ornithine obtenu Q partir de 247 mg (1) de phtdyl-valine est dissout dans 3 em3 
de dioxanne et  2 om3 de NaOH n. AprAs 4 h. b temperature ordinaire le dioxanne est &vapor6 
au vide (temp. max. 350). Le residu est repris par l’eau et  la solution est filtree e t  acidifiee 
par 2 em3 de HCl n. L’huile qui s’est formee est extraite par 50 em3 d‘ether. La solution 
6therBe est lavee Q l’eau, s6chBe sur du sulfate de sodium anhydre et  6vaporBe b sec au 
vide. Bprb EBchage de 48 h. au vide poussk, on obtient 394 mg de phtalyl-L-valyl-8- 
CBO-L-ornithine (79,7% par rapport Q la phtalyl-L-valine). AprAs hydrolyse acide et  
chromatographie sur papier, on retronve la valine et  l’ornithine en quantitks &gales. 

C,,H,,O,N, (495,3) Calcule N 8,52% Trouve N 8,45% 

F. 104,5-105°. 

~ .. 

l) Am. SOC. 70, 1473 (1948). 
,) Biochem. J. 46, 582 (1950). 

Biochem. J. 42, 99 (1948). 
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C B  0-L-leucine. Elk  eat prBpzr6e selon la mBthode utilisBe par Fox, Fling, W a x  & 
Pettingal) pour la pr6pnation dc I s  CBO-DL-leucine. L’huile obtenue n’a pu Ctre cristal- 
lit& Rendement 76%. 

C14Hlg04S (265,2) Calculh S 5,28% TrouvB K 5,21:4 
CHO-L-leucyl-u-phknylalanine. A une solution de 1,863 g (7,05) de CBO-L-leucine 

danq 5 em3 de dioxanne et 1,68 em3 (7,05) de tri-n-butylamine, on ajoute b 00 0,69 em3 
(7,0,5) de chloroformiate d’6thyle.AprB3 10 min., on ajoute une solution de 1,165g (7,05) 
de D-phi?nylalanine dans 1,81 cm3 de NaOH 4-n. I1 y a imm6diatement un fort dBgagement 
de CO,. Apr& 30 min. L temperature ordineire, on ajoute 2,42 em3 de HCl 3-n. L’huile 
prBeipitee est extraite B 1’6ther; la solution BthBrBe est lavBe L l’eau et s6chBe sur du sulfate 
de sodium anhydre. AprBs avoir 6vnporB 1’Bther dam le vide, on reprend et  Bvapore 2 fois 
avcc du to lube  sec, afin d’enlever les dernikrcs traces d’eau. AprBs s6chage au vide pouss6, 
on obtient 2,7 g do CBO-L-leu~yl-o-ph8nylalanine (92,8%). 

C,,H,,O,N, (412,4) CalculB K 6,8874 Tronvi? N 6,8096 
Chlorhydrate de L-prolinate de mkthyle. 1 g de L-prolinc est laissb. 24 h. L tempBrature 

ordinaire en solution dans 20 em3 de Inethanol see saturB de HC1. On Bvapore le solvant 
au vide, reprend le r B d u  par 10 em3 de methanol et filtre sur la norite. Le methanol est 
&vapor6 au vide. On reprend et 6vapore 2 fois avec du to luhe  sec, et sBche au vide pouss6. 
On obtient ainsi 1,435 g de chlorhydrate de L-prolinate de methyle (95,7%). AprBs quelques 
mois le produit cristallise en eristaux hygroscopiques. 

C,H,,O,NCl (165,5) CalculB N 8,4674 Trow6 N 8,35% 
CBO-L-leucyl-D-phdnylalanyl-L-prolinate de mf%cjle. A une solution de 1,69 g (4,l) 

de CBO-L-leucyl-D-phBnylalanine dans 5 em3 de chloroforme et  1 em3 (4,l) de tri-n- 
butylamine on ajoute b Oo 0,4 em3 (4,l) de chloroformiate d’6thyle. Aprks lOmin., onverse 
sous agitation une solution de 678 mg (4,l) de chlorhydrate de L-prolinate de mBthyle 
dans 3 em3 de chloroforme e t  1 em3 (4,l) de tri-n-butylamine. Aprks 20 min. d‘agitation 
b 00 et  30 min. b temperature ordinaire, on ajoute 20 cm3 de chloroforme et  lave la solution 
par HC1 n., H,O, NaHCO, 0,5-m., H,O et  la shehe sur du sulfate de sodium anhydre. 
Le solvant est &vapor6 au vide et le residu est repris deux fois par du tolukne see que l’on 
eloigne sous pression rBduite. Aprhs sBchage de 48 h. au vide pouss6, on obtient 1,664 g de 
CBO-L-leucyl-o-phBnylalanyl-L-prolinate de methyle (77,6%). Pas plus que Harris & 
Work?) qui l’ont prepare par une autre methode, nous n’avons pu obtenir ce produit b l’6tat 
cristallise. AprBs hydrolyse et  chromatographie sur papier (alcool butylique tertiaire-mBtha- 
nol-eau 4-5-1) on retrouve en quantit6a Bgales la leucine, la phBnylalanine et la proline. 

CzgH3706N3 (523,5) Calculk N 8,02% Trouve N 7,7% 
L-leucyt-D-ph&nylalanyl-L-prolinate de mdthyle. On dissout 1,664 g de CBO-~-le~cyl-  

D-phBnylalany1-L-prolinate de mBthyle (3,2) dans 8,7 em3 d‘acide acBtique glacial, ajoute 
4 em3 d’une solution 3,2-n. de HI dans de l’acide acBtique glacial et laisse reposer le m6- 
lange 1 h.3). Aprbs Bvaporation du solvant sous vide b 35O, on ajoute 10 cm3 d‘eau et  
3,s cm3 de HCl n. et l’on extrait l’6ther. La solution aqueuse est d6coloree par quelques 
gouttes d’une solution saturbe de thiosulfate de sodium. La solution aqueuse est chauff6e 
L 400 ct  additionnee de carbonate d’argent jusqu’b ce quo le d6gagement de CO, ait cessB 
et  que la solution ne bleuisse plus le papier au rouge Congo. On acidule avec env. 7,5 om3 
de HCl n. e t  laisse reposer la nuit. La rOaction doit rester faiblement acide. On filtre e t  
6vapore la solution A sec dans le vide (30-40O). Le rBsidu est trait6 2 fois avec HC1 mBtha- 
nolique n., en Bvaporant chaque fois B see sans Blever la temperature au-dessus de 40°. 

1) Am. Soc. 72, 1862 (1950): 
2) Biochem. J. 46, 196 (1950). 
3) La scission des groupes CBO des peptides, effectube par E. Waldschmidt-Leitz & 

li. Kiihiz (B 84, 381 (1951)) par l’aoide iodhydrique dans l’acide achtique glacial B Bbul- 
lition, peut, selon R. 8. Boissonnccs & G. Preitner (& publier), se faire Bgalement B temp& 
rature ordinaire par l’acide iodhydrique, ou mieux encore, par l’acide bromhydrique dam 
l’acide acetique glacial, sans que les liaisons peptidiques ou esters soicnt scindhes. 
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On &he encore au vide pouse6. Le produit, qui eqt extrhmement hygroscopiquc, sc soli- 
difie. On obtient 903 mg de chlorhydratc de L-leucyl-D-ph6nylalanyl-L-prolinate de m6thyle 
(66,7%). Harris & Work ont preparb le mkme produit en scindant le groupe CBO par 
hydrogenation catalytiquel). 

Par chromatographie sur papier dans divers mklanges, on obtient un seul spot, 
ce qui montre l’absence de scission par l’acide iodhydrique de liaisons peptidiques. 

Phtalyl-L-valyl-6-CBO-L-ornithyl-L-leucyl-D-phknylalanyl-L-prolinate de mkthyle. A 
une solution de 1,04 g (2,l) de phtslyl-L-valyl-6-CBO-L-ornithine dsns 1 om3 de tbtrahydro- 
furanne et  0,5 om3 de tri-n-butylamine, refroidie & Oo, on ajoute 0,3 cm3 (2,l) de chloro- 
formiate de sec-butyle. Apr& 10 min., on verse sous agitstion une solution de 895 mg (2,l) 
de chlorhydrate de L-leucyl-D-ph6nylalanyl-L-prolinate de mbthyle e t  0,7 cm3 de tri-n- 
butylamine dans 5 om3 de t6trahydro-furanne. On agite 2 h. & 10” en Bvaporant progressive- 
ment le tbtrahydro-furanne de faqon b augmenter la concentration & la fin de la r6sction. 
On reprend le r63idu par 5 cm3 d’HC1 n., extrait par portions avec 50 cm3 d’Bther, lave 
la solution bth6ree par quelques cm3 d’hydrog6no-carbonate de sodium 0,5-m. et  d’eau, 
&he la solution 6th6r6e sur du sulfate de sodium anhydre et  Bvapore 1’6ther au vide. On 
obtient 673 mg de phtalyl-~-valyl-6-CBO-~-ornithyl-~-leucyl-~-phbnylalanyl-~-prolinate 
de mkthyle (62,9%). Aprhs recristallisation dans l’Bther, F. 117-119O avec d6c. 

C,,H5,01,N, (866,s) Calculb N 9,69% Trouv6 N 9,63% 
Phtalyl-L-valyl-6-CBO-L-ornithyl-L-leucyl-~-ph~nnylalanyl-L-proline. A une solution 

de 433,5 mg (0,5) de phtalyl-L-valy-6-CBO-L-ornithyl-L-hucyl-~-ph~nylalanyl-L-prolinate 
de mkthyle dans 5 om3 de dioxanne on ajoute 3 cm3 de NaOH n. Le trouble qui se forme 
disparait rapidement. AprAs 3 h., on kvapore le dioxanne au vide (35O) e t  l’on ajoute 6 cm3 
de HCI 0,5-n. Le prbcipit6 form6 e3t extrait par l’ac6tate d’6thyle. Ls couche organique 
est lav6e b l’eau, ekchke sur du sulfate de sodium anhydre et  6vapor6e ail vide. On suspend 
l’huile obtenue dans l’bther bouillant (5  em3), refroidit & Oo e t  d6cante. L’huile reqtmte 
se solidifie par e6chage au vide pouse6. On obtient ainsi 355 mg de phtalyl-L-valyl-6-CBO- 
L-ornithyl-L-leucyl-D-ph6nylalanyl-L-proline (53,2%). Aprit3 hydrolyse et  chromato- 
graphie sur papier, b deux dimensions2) (alcool butylique tertiaire-rn6thyIbthylc6tone-eau 
4 - 6 2 ,  puis alcool butylique tertiaire-m6thanol-eau P 5 - 1 ) ,  on retrouve en quantitks 
bgales la valine, la leucine, la phenylalanine, la proline et  l’ornithine. 

C,,H,,O,oN, (852,9) Calculb N 9,9% Trouv6 N lO,O% 
~-valyl-S-CBO-L-ornithyl-~-leucyl-~-phknylala~~yl-L-proline. On chauffe 24 h. 8. looo 

une ampoule scell6e contenant 85 mg (0,l) de phtslyl-L-valyl-6-CBO-L-ornithyl-L-leucyl- 
D-pheuylalanyl-L-proline, 0,024 cm3 (0,l) de tri-n-butylamine, 0,5 om3 d’6thanol A 96% 
et  0,2 cm3 (2) de ph6nylhydrazine. On ajoute 0,Ol om3 d’acide acktique glacial, e t  1 om3 
d’eau. Ls  couche aquewe est extraite par le chloroforme, puis 6vapor6e b 0,2 cm3 et  addi- 
tionnee de 0,5 om3 d’acktone. On obtient 58 mg de L-valyl-6-CBO-L-ornithyl-L-leucyl-D- 
ph6nylalanyl-L-proline (80,5%). Un chromatogramme sur pspier, A deux dimensions, 
dans le melange m6thyl6thylc6tone-pyridine-eau (60-15-25) ne donne qu’un seul spot. 
Par hydrolyee e t  chromatographie A cleux dimensions comrne ci-dessus, on retrouve 
quantiths &gales la valine, la leucine, la phcinylalanine, la proline et  l’ornithine. 

C,8H5,08N, (722,9) Calculk N 11,6% Trow6 N 11,2% 

SUMMARY. 

The synthesis of L-valyl-6-CBO-L-ornithyl-L-leucyl-r>-ph6nyl- 
alanyl-L-proline, which could be an intermediary product for the 
synthesis of Gramicidin S, has been achieved. 

Laboratoires de chimie organique 
de l’Universit6 de Genhve. 

Biochem. J. 46, 196 (1950). 
2) R. A .  Boissonnns, Helv. 33, 1966, 1972, 1975 (1950). 
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