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199. Synthése du N-acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-
y-L-glutamate de benzyle et de peptides apparentés
par St. Guttmann et R. A. Boissonnas
(27 VII1 58)

La séquence 1 a 5 aminoterminale des ACTH dont la structure a été déter-
minée jusqu’icil) est H-Sér-Tyr-Sér-Mét-Glu. Un pentapeptide ayant cette
séquence a été isolé par WHITE & LANDMANNZ) aprés attaque pepsique pro-
longée de 'ACTH de porc et sa structure a été prouvée par synthése par Hor-
MANN et coll.3)4). Dans une communication préliminaire précédente?), nous
avions bri¢vement rapporté la synthése d'un pentapeptide protégé représen-
tant cette séquence: le N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-y-L-gluta-
mate de benzyle et avions utilisé ce pentapeptide protégé pour la synthése d’un
eicosapeptide du type de TACTH.

Harris & LERNER®) ont montré que I'a-MSH de porc est un tridécapeptide
qui posséde la méme séquence que les 13 premiers acides aminés de la chaine
des ACTH, avec en outre un groupe N-acétyle en position N-terminale et une
fonction amide en position C-terminale (schéma 1).

ACTH H-Sér-Tyr-Sér-Mét-Glu-His-Phé-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-Gly—----Phé-OH
a-MSH Ac-Sér-Tyr-Sér-Mét-Glu-His-Phé-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13

Schéma 1

Nous décrivons dans le présent travail la synthése d’un N-acétyl-pentapep-
tide, le N-acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-y-L-glutamate de ben-
zyle, qui représente le début de la chaine de I'a-MSH de porc, avec en outre un
reste benzyle estérifiant la fonction y-carboxylique du reste d’acide glutamique.
La condensation du groupe a-carboxylique libre du reste glutamique de ce

1} ACTH de porc: P. H. BELL et coll,, J. Amer. chem. Soc. 76, 5565 (1954); 77, 3419
(1955); 78, 5051, 5059, 5067 (1956); W. F. WHITE et coll., ibid. 76, 503 (1953); 76, 4193
(1954); 77, 771, 1711 (1955). ACTH de mouton: C. H. L1 et coll. Nature 173, 251 (1954);
J. Amer. chem. Soc. 76, 3607 (1954); Nature 176, 687 (1955). ACTH de beeuf: C. H. L1
et coll.,, J. Amer. chem. Soc. 80, 2587 (1958).

%) W. F. WHITE & W. A. LANDMANN, J. Amer. chem. Soc. 77, 771 (1955).

3) K. HoFmMaNN & A. JOHL, J. Amer. chem. Soc. 77, 2914 (1955).

4) K. HoFrMANN, A. JO6HL, A. E. FURLENMEYER & H. KAPPELER, J. Amer. chem.
Soc. 79, 1636 (1957).

5) R. A. BoissonNnas, ST. GUTTMANN, J.-P. WALLER & P.-A. JaQuENoOUD, Experien-
tia 12, 446 (1956).

§) J. 1. Harris & A. B. LERNER, Nature 179, 1346 (1957).
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N-acétyl-pentapeptide avec I'octapeptide décrit dans le travail suivant?) sera
rapportée dans un troisiéme travail®).

Le schéma de synthése que nous avons employé est basé sur celui que nous
avons suivi précédemment pour la synthése de la séquence 1 & 20 de la chaine
de 'ACTH?3) et est résumé dans le schéma 2. Les variantes que nous avons
également utilisées sont données au-dessus du schéma principal, tandis que les
syntheses de deux CBO-peptides apparentés sont indiquées dans le schéma 3°9).

A) Séquence Sér-Tyr-Sér

Le tripeptide N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (X) a été pré-
paré par plusieurs chemins en formant en premier lieu, soit la séquence Sér-Tyr,
soit la séquence Tyr-Sér, et en utilisant, soit la méthode a la dicyclohexyl-
carbodiimide!?), soit la méthode classique a l'azide. Les caractéristiques des
produits que nous avons obtenus par ces différentes méthodes sont identiques.

L’étude du comportement envers l'alcali des esters des peptides contenant
de la sérine a montré qu’alors que le N-CBO-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle
(VI) était saponifié rapidement et en bon rendement en N-CBO-L-tyrosyl-L-
sérine (VII), la saponification du N-CBO-L-séryl-L-tyrosinate de méthyle (III)
était beaucoup plus lente et toujours accompagnée de réactions secondaires
importantes conduisant entre autres a la rupture de ]a liaison peptidique!t). De
méme le tripeptide N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (X) ne peut
étre saponifié sans étre partiellement décomposé. Ces faits sont a rapprocher de
I'observation?) que le traitement des ACTH par 'alcali détruit I'activité ACTH
et fait apparaitre une activité MSH. Par contre I’action de ’hydrate d’hydrazine
ne provoque pas de destruction notable et la transformation des esters susmen-
tionnés en hydrazides correspondants se fait avec de bons rendements.

Le N-acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (XIV) a été préparé
par acétylation, soit a l'aide d’acide thioacétique, soit a V'acide acétique en
présence de dicyclohexyl-carbodiimide, du L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de mé-
thyle (XIII) obtenu par scission du groupe CBO- du N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-
L-sérinate de méthyle (X). En effet la condensation de la N-acétyl-L-sérine avec
le L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (IX) aurait risqué de provoquer une racémi-
sation!?) de la sérine en position 1.

) R. A. BoissoNNas, ST. GurTMaNN, R.L. HuGUENIN, P.-A. JaQuENoUD & ED.
SANDRIN, Helv. 41, 1867 (1958).

8) Cf. aussi R. A. BoissonNas & ST. GurTMANN, IVe Congrés de Biochimie, Vienne,
1-6 sept. 1958, Résumé des communications, section I.

%) Plusieurs peptides utilisés dans cette synthése ont été décrits sommairement dans
notre travail précédent dans le domaine de 'ACTHS®). Deux d’entre eux (V et X) ont
été obtenus entre temps par HoFMANN et coll.4) par d’autres méthodes.

10y J.C. SeeeHaN & G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955). Lors des
synthéses a la dicyclohexyl-carbodiimide, la N-CBO-L-sérine se transforme partiellement
en acylurée correspondante si I'on ne travaille pas en présence d’acétonitrile. Ce dernier
accélére en effet fortement la formation de la liaison peptidique.

1y Cf. J. I. Harris & J. S. FruToN, J. biol. Chemistry 191, 143 (1951).

12) M. B. NorTH & G. T. Young, Chemistry & Ind. 1955, 1597; G. T. Young, M. B.

NortH & N. A. SMART, Résumé des communications du XVIe Congrés international de
chimie pure et appliquée, Paris 1957, tome II (chimie organique), p. 238.
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Nous avons pu montrer que le traitement de la N-CBO-L-séryl-1-tyrosine
(IV) et de la N-CBO-L-tyrosyl-L-sérine (VII) par une solution de HBr dans
I'acide acétique anhydre provoque non seulement la scission du groupe CBO-
mais encore une acétylation presque totale de ’hydroxyle de la sérine (prouvée
par dosage d’acétyle). Par contre I'hydroxyle phénolique de la tyrosine n’est
pas acétylé (spectre UV. inchangé). Si la solution de HBr dans l'acide acétique
est additionnée de 309, d’eau, il se produit une scission du groupe CBO- égale-
ment, mais cette fois sans acétylation simultanée de I'hydroxyle de la sérine,
et l'on obtient lesmémes produits que ceux qui résultent de la scission du groupe
CBO- par hydrogénolyse catalytique. D’autre part nous avons pu montrer par
chromatographie sur papier qu'a un pH supérieur & 7 1'0O-acétyl-L-séryl-L-
tyrosine donnait lieu 4 une transacétylationde I'hydroxyle 4 I’amino terminal®3).

1 2 3 4 5
Sér Tyr Sér Mét Glu
CBO OMe
VI
CBO OH
VII
CBO mmatenn N, H H OH
B : IX
CBO OH
X1
CBO OMe
X
OBz
CBO N,H, H OH
XII XXI1
OBz
CBO ]‘OH
XXI11
Sér Tyr Sér Mét Glu
1 2 3 5
Schéma 3

18y Des transacylations O -~ N et N -> O ont été récemment observées par L. JosSEF-
soN & P. Epman (Biochem. & Biophysica Acta 26, 614 (1957)). Mais en soumettant le
N-CBO-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle aux conditions de transacylation N-—> O em-
ployées par ces auteurs (solution dans 'acide formique a 20°) nous n’avons pas obtenu,
méme aprés quatre jours, de réaction positive 4 la ninhydrine, qui aurait dénoté la forma-
tion de O-(N-CBO-L-tyrosyl-)-L-sérinate de méthyle.
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Par contre, dans les mémes conditions, la L-tyrosyl-O-acétyl-L-sérine ne donne
pas lieu 4 une transacétylation de ’hydroxyle de la sérine sur I'amino de la ty-
rosine. Il semble donc qu'il faille que le groupe amino soit en position voisine
de I'hydroxyle pour que la transacétylation ait lien. Nous avons fait les mémes
observations avec tous les peptides de la sérine que nous avons préparés, ainsi
qu’avec la sérine elle-méme et ses dérivés.

B) Séquence Glu-Mét

Nous avons préparé le y-L-glutamate de benzyle (XVII) par estérification
partielle de I'acide glutamique par l'alcool benzylique en présence d’acide sul-
furique. Cette méthode donne un bien meilleur rendement et fournit un produit
plus stable que les méthodes employées jusqu’icil4).

Le méthionyl-y-L-glutamate de benzyle (XXI) a été préparé par conden-
sation de I'anhydride mixte!®) de la N-phtalyl-L-méthionine (XVI) avec le
y-L-glutamate de benzyle (XVII), et scission du groupe phtalyle en présence
d’'un équivalent d’hydrazine!$), ou bien par condensation du CTB-L-méthionyl-
azide (XIXa) avec le y-L-glutamate de benzyle (VII), et scission du groupe
CTB- par du HCI en solution éthéréel?), ce dernier réactif ne scindant pas le
groupe benzyle de la fonction y-ester.

Au cours de la préparation de peptides de la méthionine, nous avons re-
marqué que le traitement par du HBr dans l'acide acétique de la N-CBO-L-
méthionine, de N-CBO-peptides contenant de la méthionine en position N-ter-
minale ou non N-terminale, d’esters benzyliques de peptides contenant de la
méthionine ou de N-CBO-acides aminés ou peptides en préserce de méthionine,
conduit 4 I'addition du bromure de benzyle, formé au cours de la scission, sur
le groupe thio-éther de la méthionine®). Cette réaction secondaire génante a pu
&tre éliminée presque totalement par addition de 309, de méthyl-éthyl-sulfure,
ou mieux de diéthylphosphite, au HBr dans I'acide acétique. La scission du
groupe CBO- de peptides de la méthionine par hydrogénolyse catalytique a
conduit a une désulfurisation partielle de la méthionine!?).

1) W. E. HanBy, S.G. WaLey & J. Watson, J. chem. Soc. 1950, 3239; E. R.
Brout & R. H. Karrson, J. Amer. chem. Soc. 78, 944 (1956).

15) R. A. BoissonNas, Helv. 34, 874 (1951); Tu. WieLanp & H. BErNHARD, Liebigs
Ann. Chem. 572, 190 (1951); ]J. R. VavcHan & R. L. Osaro, J. Amer, chem. Soc. 73,
3547, 5553 (1951); 74, 676 (1952).

16) 7. C. SHEEHAN & W. L. RicHARDSON, J. Amer. chem. Soc. 76, 6329 (1954).

17} F. C. McKay & N. F. ALBERTSON, ]J. Amer. chem. Soc. 79, 4686 (1957); G. W.
ANDERsSON & ANNE C. McGREGOR, tbid. 79, 6180 (1957).

18) Une réaction semblable, conduisant a la formation de benzylhomocystéine, a été
également observée par N. F. ALBERTSON & McKay (J. Amer. chem. Soc.75, 5323
(1953)) lors du traitement de la N-CBO-pL-méthionyl-glycine par du HBr dans le nitro-
méthane et lors du traitement de la N-CBO-pr-méthionine par du HCl dans l'acide acé-
tique, ainsi que par C. DEXkER & J. FrRUTON (J. biol. Chemistry 173, 471 (1948)) lors de
I’hydrolyse par HCI 6-n. 4 100° du N-CBO-L-méthionyl-anilide.

19) Cette méthode a cependant été employée par HoFrMaNN et coll.%) sur la N-CBO-L-
séryl-L-méthionine.
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C) Séquence Sér-Tyr-Sér-Mét-Glu

Le pentapeptide N-acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-y-L-gluta-
mate de benzyle (XXII) a été obtenu par condensation du N-acétyl-L-séryl-L-
tyrosyl-L-séryl-azide (XVa) avec le L-méthionyl-y-1-glutamate de benzyle
(XXTI).

Par la méme méthode, nous avons préparé, a partir du N-CBO-L-séryl-L-
tyrosyl-L-séryl-azide (XIIa), le N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-
y-L-glutamate de benzyle (XXIII), qui, aprés scission des groupes CBO- et
y-benzyle par du HBr dans I’acide acétique en présence de méthyl-éthyl-sulfure
et d’eau ou par du HBr dans le diéthylphosphite, nous a donné I’acide L-séryl-
tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-L-glutamique??), Nous avons pu entiérement scin-
der ce dernier par la leucine-aminopeptidase*)22) en les acides aminés compo-
sants. De méme I’attaque, par le méme enzyme, du L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-
hydrazide obtenu par hydrogénation catalytique du N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-
L-séryl-hydrazide (XII) a conduit & une transformation quantitative en les
acides aminés correspondants. Nous pouvons donc admettre qu’il n’y a pas eu
de racémisation lors de la formation des N-CBO-peptides. Les N-acétyl-peptides
ayant été préparés d’'une maniére analogue aux N-CBO-peptides examinés,
nous pouvons également les considérer comme optiquement purs.

Partie expérimentale23)

Les F. ont été déterminés sur banc KOFLER et corrigés (précision -+ 2°). Les séchages
au vide ont été conduits sous 102 4 10~3 Torr (16 h & 60° pour les analyses). Les évaporations
sous vide ont été effectuées dans I’évaporateur rotatif de Craig4).

Les chromatographies sur papier ont été faites par la méthode ascendante (20-23 cm)
sur papier « SCHLEICHER & ScHUELL 2040blavé»: Rfy dansle mélange méthyléthylcétone/
pyridine/eau (65:15:20); Rfs dans le mélange alcool isoamylique/pyridine/eau (35:35:30);
Rfg dans le mélange sec-butanol/NH,OH 1,5-n. (75:25); Rf= aprés scission préliminaire de
1 h & 20° dans une solution 209, de HBr dans I’acide acétique glacial; RfP aprés scission
préliminaire de 10 min a 100° dans I’acide acétique glacial ; Ri® aprés scission préliminaire de
10 min a 100° par I’acide acétique glacial contenant un équivalent de HCI; Rfd aprés
scission par hydrogénation catalytique; Rf® aprés scission de 1 h a 20° par une solution
saturée de HCI dans I’éther; Rf° sans scission préalable.

Les électrophoréses sur papier ont été faites dans ’appareil & électrophorése sous haute
tension et sous refroidissement de Wi1ELAND & PFLEIDERER?S) dans les mélanges suivants
(en volume): acide formique/acide acétique/eau (15:10:75 pour pH 1,9), pyridine/acide
acétique/eau (1:9:90 pour pH 3,2; 5:5:90 pour pH 4,5; 8:2:90 pour pH 5,3; 9:1:90 pour

20) Ce pentapeptide libre avait déja été synthétisé par HormMaNN et coll.)4) par une
autre méthode. Ces auteurs avaient montré qu’il était identique au pentapeptide obtenu
par scission enzymatique de la molécule d’ACTH entre les positions 5 et 62).

2) D. H. SpackmanNN, E. L. Smita & D. M. BrowN, J. biol. Chemistry 212, 255
(1955).

23) K. HormMANN, M. E. WooLNER, G. SPUHLER & E. T. Scawar1z, J. Amer. chem.
Soc. 80, 1486 (1958).

%) Les microanalyses ont été effectudes dans notre Laboratoire microanalytique (Dr
W. SCHONIGER). Les spectres UV. ont été pris dans notre Laboratoire spectroanalytique
(Dr H. G. LEEMANN).

24) 1. C. Cralg, J.C. GREGOrRY & W. HausMANN, Anal. Chemistry 22, 1462 (1950).

25) TH. WIELAND & G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955).

117
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pH 5,8) et triéthylamine/eau/CO, (5:95:saturation pour pH 7,0). E, y = 0,8 His, indique
qu'a pH 1,9 la substance migre 0,8 fois la distance que migre 'histidine. Les exposants ont
les mémes significations que pour les chromatogrammes.

Les réactifs de rvévélation suivants ont été vaporisés sur les chromatogrammes et les
phérogrammes. Solution 0,4%, de ninkydrine dans le mélange sec-butanol/acide acétique/
eau (89:1:10) (aprés chauffage de 5 min a 100°, fixation au nitrate de cuivre alcoolique??)).
Solution 0,49, d’isatine dans le mélange sec-butanol/acide acétique glacial (96:4) (chauffage
de 5 min & 100°). Réactif tyrosine-tryptophane de FoLrLiN-CiocaLTEU?) dilué par un
volume d’eau (exposition ultérieure & des vapeurs de NH, sans séchage préalable). Réactif
histidine de PAuLY préparé a partir de sulfanilamide?8). Réactif & 1'acide iodoplatinique?®).

Les hydrolyses ont été faites en tube scellé pendant 20 h 4 110° dans HC1 6-n. bidistillé.
Le mélange d’acides aminés de référence est soumis aux mémes conditions d’hydrolyse.

Les attaques & la leucine-aminopeptidase®') ont été conduites selon HOFMANN et coll. 22);
on a prélevé en outre des prises au cours du temps de fagon a pouvoir suivre la cinétique de
l'attaque enzymatique et & mettre en évidence d’éventuels peptides résiduels.

Les déterminations quantitatives d’acides aminés ont été effectuées par la méthode
colorimétrique & la ninhydrine de BoissoNNAs30) aprés séparation par électrophorése sur
papier et par chromatographie

A) Séquence Sér-Tyr-Sér

N-CBO-L-Sérine (I). A une solution de 10,5 g (100 mmoles) de L-sérine dans 400 ml de
NaHCOj, 1-m., on ajoute & 20° sous trés forte agitation 24,0 g (140 mmoles) de chloroformiate
de benzyle. Aprés 4 h d’agitation, on extrait deux fois par I’éther, refroidit la solution
aqueuse a 0° et acidifie par HCI conc. sous forte agitation. Aprés filtration, lavage a I’eau
et séchage, on obtient une premieére fraction de 10,5 g de N-CBO-L-sérine de F. 119,5°. Les
filtrats réunis sont extraits trois fois par de I’acétate d’éthyle. Aprés séchage de celui-ci sur
Na,SO, et évaporation, on obtient une masse cristalline, qui aprés trituration dans I'éther
donne encore 11,0 g de N-CBO-L-sérine de méme F. que la premiére fraction, soit un total de
21,5 g (90%)3). [a]F = +5,9° &£ 0,5° (c == 2,7; ac. acétique) (idem litt.31)); +3,0° 4+ 0,5°
(c = 2,7; méthanol); —1,5° 4 0,5° (¢ = 2,7; diméthylformamide). Insoluble dans 1'éther
de pétrole. Peu soluble dans I'éther et I’eau. Soluble dans ’acétate d’éthyle, les alcools et le
diméthylformamide.

C,,H;;0,N (239,2)  Calculé N 58% Trouvé N 58%

L-Sérinate de méthyle, HCI (II). Dans 100 ml de méthanol absolu refroidi & — 10°, on
introduit sous agitation 26 ml de chlorure de thionyle purifié, en I’espace de 10 min, puis
10,5 g (100 mmoles) de L-sérine. On agite a température ordinaire jusqu’a dissolution com-
pléte, laisse reposer 24 h, évapore a sec au vide, dissout le résidu dans 50 ml de méthanol
anhydre, ajoute 250 ml d’éther sec et filtre des cristaux qui se forment. Aprés séchage
au vide, on obtient 15,5 g (99%) de L-sérinate de méthyle de F. 168° (litt. 32) 167°). [a]f® =

28) T, WIELAND & E. KawERrAaU, Nature 168, 77 (1951).

27) O. FoLIN & V. CrocaLTEU, J. biol. Chemistry 73, 629 (1927).

28) R. BLock, E. L. DurruM & G. ZWEIG, Paper Chromatography and Paper Electro-
phoresis, p. 95 (Academic Press, New York 1955).

29) G. ToenNIES & J. J. KoLB, Anal. Chemistry 23, 823 (1951).

30) R. A. Boissonnas, Helv. 33, 1980 (1950); cf. aussi R. A. BoissoNNas & G. PREIT-
NER, Helv. 36, 875 (1953).

31) J. S. FrutoN, ]J. biol. Chemistry 146, 463 (1942). Réaction en présence de NaOH.
Rendement env. 70%,. — J. A. Mooreg, J. R. Dicg, E. D. NicoLaIDES, R. D. WESTLAND
& E. L. WITTLE, J. Amer. chem. Soc. 76, 2884 (1954). Réaction en présence de NaOH.
Rendement 789, en produit brut. — E. BAER & J. MAURUKAS, ]J. biol. Chemistry 212, 25
(1955). Réaction en présence de MgO. Rendement 729%,.

32) E. FIscHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 39, 2949 (1906). Synthése par barbotage
de HCl dans la solution méthanolique.
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—2,5° 4- 0,5° (¢ = 1,8; diméthylformamide); + 3,0° -+ 0,5° (¢ = 2,0; eau); +5,5° - 0,5°
(¢ = 1,8; méthanol). ngd = 0,52. Soluble dans l'eau, les alcools, le chloroforme et le
diméthylformamide. Peu soluble dans I’acétate d’éthyle. Insoluble dans I’éther.

C,H,,0,NCl (155,6)  Calculé Cl 22,8% Trouvé Cl 22,8%

N-CBO-L-Séryl-L-tyrosinate de méthyle (I1I). — a) Pay la méthode & la dicyclohexyl-carbo-
diimide. A une solution de 2,39 g (10 mmoles) de N-CBO-L-sérine (I) et de 2,34 g (12 mmoles)
de L-tyrosinate de méthyle®) dans un mélange de 25 ml d’acétonitrile et de 25 ml de
dioxanne, on ajoute 2,5 g (12 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide, agite 1 j &4 20°, filtre,
évapore le filtrat au vide, triture plusieurs fois avec de I’éther de pétrole, dissout le résidu
huileux dans 50 ml d’acétate d’éthyle, lave par HCI 1-n.,, NH,OH 1-n. et eau, séche sur
Na,SO, et évapore au vide. Par reprise dans 10 ml d’acétate d’éthyle chaud, repos de 3 h
4 0°, filtration, lavage et séchage au vide, on obtient 1,23 g de dipeptide de F. 116°. Par
concentration du filtrat a 4 ml et adjonction de 25 ml d’éther de pétrole, filtration et
séchage au vide, on obtient encore 1,58 g de F. 115°, soit un total de 2,81 g (68%,) de
N-CBO-1L-séryl-L-tyrosinate de méthyle de F. 115-116° (litt. 34) 112-113°). [a]} = +13,5°
+ 0,5° (¢ = 2,0; diméthylformamide); +3,5° + 0,5° (¢ = 2,9; méthanol). Rfj\’d = 0,95
(révélation par ninhydrine et FoLin). Spectre UV.: Apnax 280 mu (loge = 3,33), 286 mu
(loge = 3,25) dans diméthylformamide-tributylamine (97:3). Soluble dans les solvants
organiques sauf 1'éther de pétrole.

CyuHy,ON,  Calculé C 60,6 H 58 O 269 N 67%
(416,4) Trouvé ,, 61,2 ,, 59 , 268 , 67%

b) Par la méthode 4 I'azide. A une solution de 19,5 g (100 mmoles) de L-tyrosinate de
méthyle3®) dans 100 ml de diméthylformamide et 200 ml de dioxanne, on ajoute une
solution de N-CBO-L-sérylazide dans 200 ml d’acétate d’éthyle, préparée a partir de 12,7 g
(50 mmoles) de N-CBO-L-sérylhydrazide?®®). Le mélange est concentré au vide au quart du
volume et laissé 2 j & 0°. Aprés évaporation au vide, reprise par 'acétate d’éthyle, lavage
par HC11-n., NaHCO, 1-m., séchage sur Na,SO, et évaporation au vide, on recristallise dans
le mélange acétate d’éthyle-éther de pétrole et obtient 16,7 g (809, calculé & partir du
N-CBO-L-sérylhydrazide) de F.113° (}itt.3) 112-113°) semblable au produit décrit ci-dessus.

N-CBO-L-Séryl-L-tyrosine (IV). La saponification du N-CBO-r-séryl-L-tyrosinate de
méthyle (III), effectuée dans différentes conditions de durée, de température, de solvant et
de concentration en alcali, conduit avec des rendements n’excédant jamais 509 3 la
N-CBO-vL-séryl-L-tyrosine, obtenue précédemment par FIScHEER & WHETSTONE?) ainsi que
par HoFMaNN et coll.4) par saponification du N-CBO-L-séryl-L-tyrosinate d’éthyle, avec
des rendements de I’ordre de 509, également. (L'examen des liqueurs-méres de la saponifi-
cation montre la présence de sérine, ce qui traduit une destruction de la chaine peptidique.)
Apres scission du groupe CBO par une solution d’HBr dans l'acide acétique anhydre le
Ry est de 0,52. Sil'acide acétique contient 309, d’eaun ou si le groupe CBO est enlevé par
hydrogénation catalytique le Rfy est de 0,303) (révélation par ninhydrine ou FoLIN).

N-CBO-L-Séryl-L-tyrosyl-hydrazide (V). On dissout parléger chauffage 8,32 g (20 mmoles)
de N-CBO-L-séryl-L-tyrosinate de méthyle (I1I) dans 50 ml de méthanol, ajoute 2,0 ml
(40 mmoles) d’hydrate d’hydrazine et laisse 36 h 4 0°. Le précipité qui s’est formé est filtré,
lavé par 50 ml de méthanol, 50 ml de méthanol-éther 1:1 et 150 ml d’éther, puis séché au
vide. On obtient ainsi 6,9 g (83%,) de N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-hydrazide de F.200° (inst.)
et F. 234° aprés préchauffage de 20 sec a 190° (litt. 4) 213-214°). [a]¥ = 0,0° £ 0,5°
(¢ = 2,0; diméthylformamide). Rfy = 1,0. Spectre UV.: Apax 280 my (loge = 3,35),
286 mu (loge = 3,27) dans diméthylformamide-tributylamine (97:3). Peu soluble dans les

3%) E. FiscHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 41, 855, note 2 (1908).

3) R. F. FiscHEr & R. R. WHETSTONE, J. Amer. chem. Soc. 76, 5076 (1954). L’ester
éthylique décrit par K. HorMany et coll. (tbid. 79, 1636 (1957)) est une huile.

#) J. S. FruToN, J. biol. Chemistry 146, 463 (1942).

3¢) Voir partie théorique.



1860 HELVETICA CHIMICA ACTA

solvants organiques sauf le diméthylformamide. Trés soluble dans 1’acide chlorhydriqié:
dilué et concentré.

CaoHyOgN, Calculé C 57,7 H 58 O 23,1 N 13,5%
(416,42) Trouvé ,, 57,6 ,, 58 ,, 23,4 , 13,0%

N-CBO-L-Tyrosyl-L-sévinate de méthyle (VI). A une solution de 78,8 g (250 mmoles) de
N-CBO-L-tyrosine?), de 38,8 g (250 mmoles) de chlorhydrate de L-sérinate de méthyle (II)
et de 35,0 ml (250 mmoles) de triéthylamine dans 1200 ml d’acétonitrile, on ajoute sous
refroidissement 61,8 g (300 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Un précipité d’urée se
forme immédiatement. Aprés 1 j d’agitation & 20°, on filtre et lave avec un peu d’acétonitrile
I'urée qui s’est formée (53,3 g), évapore le filtrat au vide, triture le résidu avec de I’éther de
pétrole pour éloigner I'excés de dicyclohexyl-carbodiimide, et dissout le produit obtenu dans
1500 ml d’acétate d’éthyle en présence de 500 ml d’eau. La couche organique est lavée trois
fois par HCl 1-n., deux fois par NH,OH 1-n. et encore une fois par HC1 0,1-n. Aprés séchage
sur Na,SO, et concentration a 200 ml, on cristallise par adjonction de 300 ml d’éther. Aprés
12 h a 0°, filtration et lavage a 1'éther, on obtient 83,2 g (819%,) de N-CBO-L-tyrosyl-L-
sérinate de méthyle de F. 152°. [a]lzf = —3,1° 4+ 0,5° (¢ = 2,2; méthanol); —3,5° 4 0,5°
(c = 2,9; diméthylformamide). Rf;I = 1,0 (révélation par ninhydrine ou ForLIN). Spectre
UV.: Apax = 281 mu (loge = 3,31), 286 mu (loge = 3,23) dans diméthylformamide-
tributylamine (97:3). Soluble dans les solvants organiques sauf éther et éther de pétrole.

CyyH,,O,N, Calculé C 60,6 H 58 N 6,7%
(416,4) Trouvé ,, 598 ,, 58 ,, 6,9%

N-CBO-L-Tyrosyl-L-sérine (VII). Une solution de 4,16 g (10 mmoles) de N-CBO-L-
tyrosyl-L-sérinate de méthyle (VI) dans 40 m1d’acétate d’éthyle est agitée fortement 15 min
avec 40 ml de NaOH 1-n. On sépare la phase aqueuse et lave I’acétate d’éthyle par 10 ml
d’eau. Les solutions aqueuses réunies sont refroidies a 0° et acidifiées par adjonction de 12 ml
de HC14-n. Aprés repos de 12 h a 0°, filtration et séchage au vide, on obtient 3,37 g (84%)
de N-CBO-L-tyrosyl-L-sérine sous forme d’aiguilles de F. 148°. [«]# = 0,0° & 0,5° (¢ = 1,8;
diméthylformamide); +8,1° 4- 0,5° {c = 1,8; éthanol absolu). Rf;’W = 0,55. ng,l = 0,35,
Spectre UV.: Apax = 281 mu (loge = 3,35), 286 mu (loge = 3,29) dans diméthylforma-
mide-tributylamine (97:3).

CaoHypO;N, Calculé C 59,7 H 55 O 27,8 N 7,0% p. équiv. 402
(402,4) Trouvé ,, 59,6 ,, 57 , 276 , 70% ., 400

L-Tyrosyl-L-sérinate de méthyle, HC! (VIII). Une suspension de 6,5 g d’oxyde de
palladium sur du sulfate de baryum38) dans 200 ml de méthanol est hydrogénée pendant
30 min, puis additionnée d’une solution de 12,5 g (30 mmoles) de N-CBO-L-tyrosyl-L-
sérinate de méthyle (VI) dans 200 ml de méthanol contenant 2,18 g (60 mmoles) de HCI.
Aprés 10 min d’hydrogénation l’absorption d'hydrogéne est presque totale. Aprés 4 h
d’hydrogénation, 650 ml (29 mmoles) d’hydrogéne ont été consommés et la solution est
filtrée sur hyflosupercel et évaporée au vide. Aprés reprise dans 150 ml d’eau, filtration d'un
résidu insoluble, évaporation au vide et plusieurs dissolutions dans 1’éthanol absolu, suivies
d’évaporation au vide, on triture le résidu solide obtenu avec de 1'éther sec, filtre et séche
au vide. On obtient ainsi 9,15 g (95%,) de chlorhydrate de L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle
de F. 130-135° (déc.). [a]F = + 12,2° 4 0,5° (¢ = 2,0; méthanol); —9,0° 4- 0,5° (c = 2,0;
diméthylformamide). Rf?ﬂ = 1,0 (révélation par FoLIN ou ninhydrine). Soluble dans 'eau,
les alcools et le diméthylformamide.

CisHp0sN,Cl  Calculé C 49,0 H 6,0 O 251 N 838 Cl11,1%
(318,8) Trouvé ,, 49,6 ,, 62 ,, 247 , 89 , 11,3%

37) M. BERGMANN & L. ZErvas, Ber. deutsch. chem. Ges. 65, 1199 (1932).
3%) R. KunN & H. J. Haas, Angew. Chem. 67, 785 (1955).
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L-Tyrosyl-L-sérine (IX). On hydrogéne une suspension de 1 g d’oxyde de palladium
dans 25 ml de méthanol, ajoute une solution de 3,00 g (7,5 mmoles) de CBO-L-tyrosyl-L-
sérine (VII) dans un mélange de 50 ml de méthanol, 50 ml d’eau et 10 ml d’acide acétique,
et hydrogéne pendant 6 h. La consommation d’hydrogéne est de 172 ml (7,6 mmoles). Aprés
filtration et évaporation a sec, le produit est recristallisé de 10 ml d’eau bouillante par
addition de 50 ml d’éthanol absolu. Aprés filtration, lavage 4 1’éthanol et A 1’éther, et
séchage au vide, on obtient 1,80 g (90%) de L-tyrosyl-L-sérine de F. 260° (déc.). [a]f} =
+24,2° - 0,5° {¢c = 1,6; HCl 1-n.). Rfy = 0,33. Spectre UV.: Apax = 281 mu (loge =
3,35), 286 myu (loge = 3,28) dans diméthylformamide-tributylamine (97:3). Insoluble dans
les solvants organiques anhydres, peu soluble dans I’eau froide, soluble dans les acides et les
bases dilués.

C13H 405N, Calculé C 53,7 H 6,0 O 29,8 N 10,5%
(268,3) Trouvé ,, 544 , 62 , 299 , 10,1%

N-CBO-L-Séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (X). —a) A partir du N-CBO-L-sérylazide.
On dissout 11,2 g (35 mmoles) de chlorhydrate de L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (VIII)
dans 100 ml de diméthylformamide contenant 5,6 ml (40 mmoles) de triéthylamine, agite
30 min et filtre du chlorhydrate de triéthylamine formé. Au filtrat on ajoute une solution de
N-CBO-r-sérylazide dans 'acétate d’éthyle, préparée a partir de 8,9 g (35 mmoles) de
N-CBO-L-sérylhydrazide selon FRuToN5). L’acétate d’éthyle est éloigné au vide et aprés 2 j
a 20°, on évapore la solution a sec, dissout le résidu dans 250 ml de n-butanol, lave par HCl
1-n., NH,OH 1-n., et NaCl 309, et évapore a sec. Le résidu solide est repris dans 150 ml
d’acétate d’éthyle bouillant. Aprés 12 h a 0°, on filtre, lave, séche et obtient ainsi 12,8 g
(72%) de N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle de F. 189-191° (litt. %) 191-192°).
[oc]ﬁ' = —17,5° 4- 0,5° (¢ = 2,6; diméthylformamide); —22,4° 4 0,5° (¢ = 2,5; méthanol);
—8,3° + 0,5° (¢ = 2,4; acide acétique); —3,4° + 0,5° (¢ = 2,5; pyridine) (litt. 4) —3,9°
(¢ = 1,77; pyridine)). Rf;,I = 0,9 (révélation par ninhydrine et FoLrin). Spectre UV.:
Amax = 281 mu (loge = 3,34), 286 myu (loge = 3,28) dans diméthylformamide-tributyl-
amine (97:3). Soluble dans le diméthylformamide, les alcools et la pyridine. Insoluble dans
I’éther et 1'éther de pétrole. Peu soluble dans les autres solvants organiques.

CaHypOpN, Calculé C 57,3 H 58 O 28,6 N 839
(503,5) Trouvé ,, 57,2 ,, 58 ,, 284 ,, 81Y%

b) A partir de la N-CBO-L-sérine. A une solution de 720 mg (3 mmoles) de N-CBO-L-
sérine (I), de 1112 mg (3,5 mmoles) de chlorhydrate de rL-tyrosyl-L-sérinate de méthyle
(VIII) et de 0,49 ml de triéthylamine (3,5 mmoles) dans 20 ml d’acétonitrile et 4 ml de
chlorure de méthyléne, on ajoute 820 mg (4 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et agite
pendant 12 h. La dicyclohexylurée formée précipite rapidement ainsi qu'une partie du tri-
peptide formé. On évapore & sec, triture plusieurs fois dans 1’éther de pétrole, dissout dans
30 ml de n-butanol, lave par HC11-n., NH,OH 1-n. et NaCl 309, concentre & environ 8 ml,
refroidit & 0° et filtre de la dicyclohexylurée. On évapore le filtrat i sec, reprend par 10 ml
de diméthylformamide, garde 12 h 4 0° et filtre d’'une deuxié¢me fraction d’urée. Le filtrat
est évaporé a sec, et le résidu, repris dans 10 ml de dioxanne chaud. Par adjonction d’éther
de pétrole, 843 mg (56%) de N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle de F. 168°
cristallisent. Aprés une recristallisation dans ’acétate d’éthyle, le produit fond a 187° et ses
caractéristiques sont semblables & celle du tripeptide obtenu selon a). [«]{§ = —~ 22,6° 4 0,5°
(¢ = 2,5; méthanol). Trouvé N 8,29,.

c) A partiv de la N-CBO-L-séryl-L-tyrosine. A une solution de 186 mg (1,2 mmole) de
chlorhydrate de sérinate de méthyle (II) et de 0,17 ml (1,2 mmole) de triéthylamine dans
2 ml de chloroforme et 10 ml d’acétonitrile, on ajoute 402 mg (1,0 mmole) de N-CBO-L-
séryl-L-tyrosine (IV). A la solution obtenue, on ajoute encore 270 mg (1,3 mmole) de
dicyclohexyl-carbodiimide et agite le tout pendant 24 h. Le tripeptide et la dicyclohexylurée
précipitent ensemble. Aprés purification comme sous b), et recristallisation dans 1 ml
d’acétate d’éthyle chaud, on obtient 393 mg (78%) de N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate
de méthyle de F. 190-191°. [oc]llj" = —23,1° 4 0,5° {(c = 2,0; méthanol). Trouvé N 8,29,.
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d) 4 partiv du N-CBO-L-séryl-L-tyrosylazide. En suivant la méthode décrite par Hor-
MANN et coll.4) nous avons obtenu avec un rendement de 50% du N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-
L-sérinate de méthyle identique 4 tous points de vue aux produits obtenus par les trois
méthodes ci-dessus. F. 189-191°. [«]}} = — 22,0° 4 0,5° (¢ = 2,0; méthanol).

N-CBO-L-Séryl-L-tyrosyl-L-sérine (X I). A une solution de 1,34 g (5,0 mmoles) deL-tyrosyl-
L-sérine (IX) dans 10 ml de diméthyliormamide contenant 1,4 ml (10 mmoles) de triéthyl-
amine et 0,5 ml d’eau, on ajoute une solution de N-CBO-L-sérylazide dans ’acétate d’éthyle
préparée selon FRuTON®®) 3 partir de 1,78 g (7,0 mmoles) de N-CBO-L-sérylhydrazide.
Aprés éloignement au vide de l'acétate d’éthyle, la solution est maintenue 3 j a 0°, puis
évaporée a sec au vide. On reprend le résidu par 30 ml de NH,OH 1-n. et extrait le trouble
par de l'acétate d’éthyle. Par acidification de la couche aqueuse par HCl 4-n., le tripeptide
précipite immédiatement sous une forme gélatineuse difficile a filtrer. On extrait donc par
du n-butanol, lave celui-ci par de I'eau et du NaCl 309%,, séche sur Na,SO, et évapore & sec.
L’huile obtenue cristallise par trituration avec de I’éther. Aprés recristallisation d’acétate
d’éthyle — méthanol on obtient 1,70 g (70%,) de N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérine de F.182°.
()} = —10,5° 4 0,5° (c = 1,9; méthanol); 0,0° + 0,5° (c = 1,9; diméthylformamide).
RfaM = 0,58, ngi = 0,25 (révélation par FoLIN ou ninhydrine). Spectre UV.: Apay =
281 my (loge = 3,34), 286 my (loge = 3,29) dans diméthylformamide-tributylamine (97:3).
Peu soluble dans I’éther et 1'acétate d'éthyle. Insoluble dans 1’éther de pétrole.

C,3Hy, 0N, (489,5) Calculé N 8,69 p. équiv. 489 Trouvé N 8,6% p. équiv. 489

N-CBO-L-Séryl-L-tyrosyl-L-sérylhydrazide (XII). On dissout 25,2 g (50 mmoles) de
N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (X) dans 300 ml de méthanol contenant
10 ml (200 mmoles) d’hydrate d’hydrazine. Aprés quelques heures a 20° I’hydrazide com-
mence déja a cristalliser. Aprés 3 j a 20° et 6 h 4 0°, on filtre, lave par 100 ml de méthanol,
100 ml de méthanol-éther 1:1 et 300 ml d’éther, séche au vide sur P,O; et obtient 21,8 g
(879%) de N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérylhydrazide de F. 210° instantané et F. 234° apreés
préchauffage (litt. %) 210-213°). [oc]lz)8 = —4,2° £ 0,5° (c = 1,9; diméthylformamide).
Rf;[ = 0,95 (révélation par ninhydrine ou FoLIN). Spectre UV.: Apax = 280 my (loge =
3,36), 286 my (loge = 3,30) dans diméthyliormamide-tributylamine 97:3. Peu soluble dans
les solvants organiques sauf le diméthylformamide. Assez soluble dans les alcools ou le
dioxanne lorsqu'’ils contiennent 20 a 609, d’eau.

CyHpOpN;  Calculé C 549 H 58 O 254 N 13,99 p. équiv. 503
(503,5) Trouvé ,, 54,9 ,, 6,5 ,, 26,0 ,, 1399% 480

On obtient le méme hydrazide avec les mémes caractéristiques physiques que ci-dessus
en traitant de maniére identique des tripeptides-esters partiellement acétylés sur la sérine,
le traitement A I’hydrazine provoquant une désacétylation.

Apreés scission du groupe CBO-, le tripeptide-hydrazide obtenu est entiérement scindé
par la leucine-aminopeptidase 21)22) en les acides aminés composants.

L-Séryl-L-tyrosyl-L-sévinate de méthyle, HC! (XIII). On hydrogéne 2,5 g de catalyseur
d’hydrogénation selon KuneN '“) en suspension dans 25 ml de méthanol pendant 30 min, puis,
une fois que le catalyseur est devenu noir, introduit 2,5 g (5,0 mmoles) de N-CBO-L-séryl-L-
tyrosyl-L-sérinate de méthyle (X) dissous dans 25 ml de méthanol et 2,0 ml de méthanol
2,6-n. en HCl et poursuit 'hydrogénation pendant 4 h. A ce moment la quantité d’hydro-
géne absorbé est de 110 ml (5,0 mmoles). On filtre, évapore a sec au vide et triture le résidu
solide obtenu, avec de I'éther sec. Pour éloigner de petites quantités de sels de baryum, on
dissout le produit obtenu dans 5 ml d’eau, extrait par cinq fois 5 ml de n-butanol, contre-
extrait le n-butanol par une fois 5 ml d’eau, extrait celle-ci par cinq fois 5 ml de n-butanol,
et évapore a sec les solutions butanoliques réunies (50 ml). Le résidu solide obtenu est
trituré dans I’éther sec. Apres filtration, lavage et séchage, on obtient 1,42 g (70%,) de
L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle de F. 135° (déc.). [a]} = + 8,6° 4 0,5° (¢ = 2,2;
eau); +10,2° 4 0,5° (¢ = 2,6; méthanol); 0,0° 4 0,5° (c = 2,6; diméthylformamide).
Rfy = 0,95. Spectre UV.: Apgy = 280 mu (loge = 3,35), 285 mu (loge = 3,28) dans
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diméthylformamide-tributylamine (97:3). Soluble dans l’eau, les alcools et le diméthyl-
formamide. Insoluble dans les autres solvants organiques ordinaires.

CieHpO;N,Cl  Calculé C 47,4 H 6,0 O 27,6 N 10,4 CI 8,7%
(405,8) Trouvé ,, 47,1 ,, 61 ,, 274 , 10,5 , 87%

N-Acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle {XIV). On ajoute 12,2 g (30 mmoles) de
chlorhydrate de L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (XIII) & une solution de 4,2 ml
(30 mmoles) de triéthylamine dans 200 m! de chlorure de méthyléne, et agite fortement
jusqu’a dissolution totale, On refroidit a 0° et ajoute 3,8 g (50 mmoles) d’acide thioacétique.
On garde la solution homogéne obtenue pendant 2 j & 20°. I1 se produit pendant ce temps un
dégagement d’acide sulfhydrique et la formation d’un précipité. Celui-ci est filtré, lavé par
du chlorure de méthyléne, un peu de méthanol et de ’eau. On obtient ainsi 7,03 g de tri-
peptide acétylé de F. 214°. Le filtrat est lavé deux fois par NaHCOg4 1-m., trois fois par de
V’eau, deux fois par HC1 1-n. et une fois par NaHCOg 1-m. On ajoute 30 ml d’éthanol (afin
d’éviter la cristallisation du produit dans le solvant sec), séche sur Na, SO, et évapore 4 sec
au vide. Le solide résultant est trituré avec de I’éther puis avec de I’éther de pétrole. Aprés
filtration, lavage i 1’éther et séchage, on obtient 3,79 g de N-acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-
sérinate de méthyle de F. 214° également, soit un total de 10,82 g (87%). E2 g = 1,0 Mét.
Le produit est négatif 4 la ninhydrine et positif au Forin. Il est chromatographiquement
homogene. [« =—28,2° 4 0,5° (c = 3,0; diméthylformamide). Spectre UV.: Apax =
280 my (loge = 3,32), 285 myu (loge = 3,25). Légérement soluble dans les solvants orga-
niques. Soluble dans le diméthylformamide.

C16Hy50,Ng Calculé C 52,6 H 6,1 O 31,1 N 10,2%
(411,4) Trouvé ,, 52,6 ., 62 , 30,5 , 10,0%

Le méme produit est obtenu a ’état un peu moins pur avec un rendement de 759,
4 partir d'un mélange de L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (base libre!), d’acide
acétique et de dicyclohexyl-carbodiimide. F.190°. [a]} = —28,0° 4 0,5° (c = 1,8; diméthyl-
formamide); —21,7° 4+ 0,5° (¢ = 2,7; méthanol). La moins grande pureté se traduit par
une plus grande solubilité dans les solvants organiques, notamment le méthanol.

N-Acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérylhydrazide (X V). On dissout 8,0 g (19,4 mmoles) de
N-acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérinate de méthyle (XIV) dams 700 ml de méthanol en
chauffant 15 min a reflux. On ajoute 7 ml (140 mmoles) d’hydrate d’hydrazine et I'on
refroidit rapidement 4 20°. L’hydrazide commence a cristalliser aprés quelques heures.
Aprés 36 h a 20°, on concentre le mélange a un volume de 200 m! environ et laisse 16 h a 0°.
Par filtration, lavage par 100 ml de méthanol, 100 m] de méthanol-éther 1:1 et 300 ml
d’éther et séchage au vide on obtient 5,97 g (75%) de N-acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-
hydrazide de F. 232° instantané et F. 250° par préchauffage. [«]} = —38,5° 4-1,0° (¢ =
1,7; HCl11-n.); —13,1° 4+ 0,5° (c = 2,0; diméthylformamide). Rf;I = 1,0, révélation par
FoLIN. Spectre UV.: Amgx = 280 mu (loge = 3,35), 286 mu (loge = 3,27) dans diméthyl-
formamide-tributylamine (97:3). Peu soluble dans l'eau et les solvants organiques, trés
soluble dans HCI 1-n.

CyHp0,N; Calculé C 49,6 H 6,1 O 27,2 N 17,0%
(411,4) Trouvé ,, 48,6 , -62 ,, 27,5 ,, 17,0%

B) Séquence Glu-Mét

N-Phtalyl-L-méthionine (XVI). Un mélange intime finement pulvérisé de 10,0 g
(67 mmoles) de L-méthionine et de 9,6 g (65 mmoles) d’anhydride phtalique est agité douce-
ment en récipient ouvert dans un bain d’huile chauffé a 180-185°. Lorsque la température
intérieure atteint 130°, la masse devient fluide. On laisse encore 10 min dans le bain,
refroidit & 80° et dissout dans 250 ml de méthanol. Aprés adjonction sous trés forte agi-
tation de 750 ml d’eau, filtration, lavage et séchage des cristaux qui se forment, on
obtient 16,6 g (92%) de N-phtalyl-L-méthionine de F. 124°. [«]f = —75,5° 4 0,5° (c =
4,7; diméthylformamide); —47,5° 4 0,5° (c = 5,2; méthanol). Soluble dans les solvants
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organiques sauf 1’éther de pétrole. Insoluble dans ’eau. Réaction positive aun chloro-
platinate-iodure??).

CsH,ONS  Calculé C 559 H 47 O 22,9 N 50 S 11,5% p. équiv. 279
(279,3) Trouvé ,, 561 ,, 50 , 228 , 51 , 11,6% , 280

y-L-Glutamate de benzyle (XVII). A 500 ml d’éther ordinaire, on ajoute 50 ml d’acide
sulfurique & 989%, puis 500 ml d'alcool benzylique exempt d’aldéhyde4?), évapore I'éther
au vide et dissout par petites portions 73,5 g (500 mmoles) d’acide L-glutamique. La solution
obtenue est gardée 20 h 4 20°, additionnée de 1000 ml d’éthanol 969, et, sous forte agitation,
de 250 ml de pyridine. La cristallisation commence immédiatement. Aprés 10 h 4 0°, on
filtre, essore, lave 4 1’éther sec et obtient 98 g d’un produit contenant encore des traces
d’acide glutamique. Par recristallisation de 950 ml d’eau bouillante contenant 10 ml de
pyridine, repos de 6 h & 0°, filtration et séchage au vide a température ordinaire, on obtient
90,0 g (76%,) de y-L-glutamate de benzyle pur de F. 189° (litt. 169-170° 41) et 174° 4%)),
[alff = +19,6° £ 0,2° (c = 6,0; acide acétique); + 27,7° 4 0,5° (¢ = 2,5; HCl1-n.) (litt.
) ()% = 119,5° (c = 7,2; acide acétique)). Rfy; = 0,47. Trés peu soluble dans les solvants
organiques et 1’eau froide. Modérément soluble dans l’eau bouillante. Stable plus d’un an
4 température ordinaire®3).

CyoH,O,N Calculé C 60,8 H 64 O 27,0 N 599%
(237,3) Trouvé ,, 61,1 , 59 ,, 268 , 60%

N-Carbo-t-butoxy-L-méthionylhydvazide (XIX). Dans une suspension de 30,0 g {150
mmoles) de chlorhydrate de L-méthionate de méthyle44) dans 500 ml de toluéne a ébullition
on fait barboter un courant de phosgéne jusqu’a ce que tout le chlorhydrate ait passé en
solution. Aprés encore 30 min de chauffage a reflux, la solution est évaporée a sec sous vide.
Les 28,8 g d'huile obtenus sont dissous dans 60 ml de t-butanol, chauffés & reflux pendant
30 min, gardés & 20° pendant 12 h et évaporés a sec. L’huile résultante est dissoute dans
150 ml d’éther. Aprés lavage a'’ean, séchage et évaporation 3 sec, on obtient 27,2 g (68%)
de N-carbo-t-butoxy-L-méthionate de méthyle huileux qui sont directement transformés
en hydrazide par dissolution dans 150 ml de méthanol et adjonction de 15 ml d’hydrate
d’hydrazine. Aprés 3 j 4 20°, on évapore a sec au vide, reprend l’huile résultante dans 500 ml
de chloroforme, lave quatre fois 4 1’eau, séche sur Na,SO, et évapore a sec. Par trituration
avec de l'éther de pétrole, on obtient rapidement des cristaux, qui, aprés filtration, lavage
et séchage, donnent 21,1 g (53%, & partir du chlorhydrate de L-méthionate de méthyle) de
N-carbo-t-butoxy-L-méthionylhydrazide de F. 74°. [«]f = —12,4° 4 0,5° (c = 2,5;
méthanol); —4,0° + 0,5° (¢ = 2,5; diméthylformamide). Rff,[ = 0,95 (révélation par nin-
hydrine, ForLIN et iodoplatinate). Soluble dans tous les solvants organiques sauf I’éther de
pétrole.

CyoHyy 05N, S C 456 H 80 0182 N 160 S 12,2% p.équiv. 263
(263,4) , 453 ,, 18 , 183 , 160 ,, 123% . 266

N-carbo-t-butoxy-L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle (XX). A une solution de 13,2 g
(50 mmoles) de N-carbo-t-butoxy-L-méthionylhydrazide (XIX) dans 90 ml de HCI 2-n.
refroidie & - 5°, on ajoute 60 mlde NaNO, 1-n. également refroidis & — 5°. L’azide précipite
de suite sous forme d’une huile épaisse. Aprés 10 min, on extrait I'azide par 200 ml d’éther,
lave par du NaHCOg4 1-m. et ajoute a une solution de 23,7 g (100 mmoles) de y-L-glutamate
de benzyle (XVII) et de 42 ml (300 mmoles) de triéthylamine dans 300 ml de diméthyl-

39
40

) G. ToennieEs & J. Kors, Anal. Chemistry 23, 824 (1951).
) J. MEISENHEIMER, Ber. deutsch. chem. Ges. 41, 1420 (1908).
41) W. E. HaNBY, S. G. WALEY & J. WaTsoN, J. chem. Soc. 1950, 3239 (1950).
42) E. R. Broutr & R. H. KaRLSON, J. Amer. chem. Soc. 78, 944 (1956).
43) 1’instabilité notée par BLouT & KARLSON2) est probablement due au fait que le
produit préparé par ces auteurs n’était pas aussi pur que le nbtre.
4) M. BRENNER & R. W. PrIsTER, Helv. 34, 2085 (1951).



Volumen xr1, Fasciculus vi (1958) — No. 199 1865

formamide et 150 ml d’eau. L’éther est éloigné sous vide. Aprés 2 j 4 20°, on neutralise par
addition de 15mld’acide acétique, filtre duy-L-glutamate de benzyle en excés, qui cristallise,
et évapore le filtrat au vide. Le résidu est repris dans 250 ml de HCl 1-n. et le dipeptide qui
se sépare sous forme huileuse est extrait par 300 ml d’acétate d’éthyle. Celui-ci est extrait
a son tour par cinq fois 100 ml de NH,OH 1-n. Aprés acidification au pH2 par HC1 4-n. le
dipeptide qui précipite est extrait par 300 ml d’éther. L’éther est lavé par dix fois 50 ml
d’eau, séché et évaporé a sec. Aprés séchage au vide poussé on obtient 15,2 g (65%,) de
N-carbo-t-butoxy-L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle sous forme d’une huile non
cristallisable. [a]# = — 13,3° 4 0,5° (c = 2,0; méthanol); —13,8° 4 0,5° (¢ = 1,5; diméthyl-
formamide). Rf;l = 0,68. Soluble dans tous les solvants organiques sauf 1'éther de pétrole.

CpeHgyO;N,S  Calculé C 564 H 6,9 0239 N 60 S 69% p. équiv. 469
(468,6) Trouvé ,, 566 ,, 7,2 ,, 242 , 58 , 71% ., 472

L-Méthionyl-y-L-glutamate de benzyle (XXI). — a) A partiv de N-phtalyl-L-méthionine.
A une solution refroidie & — 5° de 11,2 g (40 mmoles) de N-phtalyl-L-méthionine (XVI) et de
5,6 ml (40 mmoles) de triéthylamine dans 100 ml de tétrahydro-furanne, on ajoute goutte
a goutte 3,8 ml (40 mmoles) de chloroformiate d’éthyle. Aprés 10 min, on introduit 14,9 g
(63 mmoles) de y-L-glutamate de benzyle (XVII) dissous dans un mélange de 100 ml de
tétrahydro-furanne, 100 m! d’eau et 14 ml (100 mmoles) de triéthylamine. Aprés 4 h
d’agitation 4 20°, on ajoute 6 ml d’acide acétique, filtre et récupére ainsi 7,85 g de y-L-
glutamate de benzyle n’ayant pas réagi. Le filtrat est concentré au vide pour en éloigner
le tétrahydro-furanne et le résidu est repris dans 250 ml d’acétate d’éthyle, lavé deux fois
par HCl 1-n. et sept fois par I'eau. Par séchage sur Na,SO,, évaporation au vide et séchage,
on obtient une huile visqueuse incolore qui contient encore environ 30%, de N-phtalyl-rL-
méthionine. Les 19 g d’huile sont dissous dans 190 ml de méthanol et additionnés de 5,0 ml
d’hydrate d’hydrazine et gardés 24 h a 20°. Une partie du phtalylhydrazide cristallise déja
pendant la scission. On filtre et évapore a sec a4 35° sous vide. Le résidu est repris dans un
mélange de 100 ml d’acétate d’éthyle, 50 ml d’eau et 3,6 ml d’acide acétique glacial, agité
30 min puis débarrassé du reste de phtalylhydrazide par filtration. Aprés séparation des
phases, on lave emcore l'acétate d’'éthyle par 5x 30 ml d’eau et on réunit les couches
aqueuses qui contiennent la totalité du dipeptide scindé, contaminé par un peu de méthio-
nine. Pour le purifier, on extrait la solution aqueuse par 20 x 30 ml de n-butanol et on lave
ce dernier par 3 x30 ml d’eau. La solution butanolique qui contient le dipeptide pur est
concentrée & 50 ml sous vide a4 35° Déja par concentration le dipeptide commence a
cristalliser. Aprés 12 h a 0°, on filtre, lave le précipité par I’éthanol absolu et séche sous vide.
Du filtrat, par évaporation a sec et trituration répétée du résidu avec de I’éthanol absolu, on
obtient encore du produit aussi pur que la premiére fraction. On obtient ainsi au total 6,17 g
(42%,) de L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle de F. 182° instantané et 168° aprés pré-
chauffage. Riyy = 0,65. E‘;.s = 1,0 Mét. [a]¥ = +16,1° 4 0,5° (c = 1,9; HCI1-n). In-
soluble dans les solvants organiques, peu soluble dans l'eau froide, trés soluble dans les
acides et alcalis dilués.

C,H,,0;N,S Calculé C 554 H 6,6 0 21,7 N 76 S 8,7%
(368,4) Trouvé ,, 55,3 ,, 6,3 ., 21,7 ,, 7,6 ,, 9,0%

Le produit se saponifie rapidement dans NaOH 1-n. en acide L-méthionyl-L-glutamique.
Un traitement de 2 h par une solution de HBr dans I’acide acétique glacial en présence de
méthyl-éthyl-sulfure est nécessaire pour conduire au méme produit par acidolyse totale du
groupe benzyle.

On peut également purifier le L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle par chromato-
graphie sur colonne, mais le rendement est alors inférieur. Aprés hydrazinolyse dans les
conditions décrites ci-dessus, le produit brut est purifié par deux chromatographies
successives dans le mélange méthyléthylcétone/pyridinefean (65:15:25) sur une colonne
5% 50 cm de cellulose WHATMAN. On obtient ainsi 3,8 g (269, a partir de la phtalyl-rL-
méthionine) de r-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle de F. 150-160°. Rf;[ = 0,65.
Trouvé N 7,3%,.
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b) A partiv de N-carbo-t-butoxy-L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle. On dissout 9,37 g
(20 mmoles) de N-carbo-t-butoxy-L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle (XX) dans 200 ml
d’éther anhydre 2,2-n. en HC1. Aprés séjour de 30 min a 20°, évaporation a sec, dissolution
dans 100 ml d’eau et extraction par deux fois 100 ml d’éther, la phase aqueuse est traitée
par la résine IRA-45 (cycle acétique) et extraite par 10 x 70 ml de n-butanol. Par évapo-
ration a sec du n-butanol et trituration avec de 1’éther sec, on obtient 4,27 g (589%,) de
L~méthionyl-y-L-glutamate de benzyle de mémes propriétés que sous a}.

C) Séquence Sér-Tyr-Sér-Mét-Glu

N-Acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle (XXII). A une
solution refroidie a — 5° de 1,23 g (3,0 mmoles) de N-acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérylhydra-
zide (XV) dans 15 ml de diméthylformamide et 3,0 ml de HCl 4-n. on ajoute un mélange,
également refroidi a — 5°, de 0,8 ml de NaNO, 5-n. et 15 ml de diméthylformamide. On
agite fortement pendant 5 min puis neutralise 'excés de HCIl par 1,26 ml (9 mmoles) de
triéthylamine et on séche rapidement sur Na,SO,. Cette solution est filtrée dans une
solution de 1,65 g (4,5 mmoles) de L-méthionyl-p-L-glutamate de benzyle (XXI) dans 15 ml
de diméthylformamide et 1,26 ml (9 mmoles) de triéthylamine. Le pH est de 7,5 sur papier
indicateur humide. Apreés 60 h a 0° le pH est descendu 4 6. On évapore a sec sous vide 4 60°
et reprend le résidu par 150 mlde méthanol 509%,. Aprés passage sur une colonne d’'IRA 120
(pour éliminer la triéthylamine et le L-méthionyl-p-L-glutamate de benzyle) puis sur une
colonne d’IRA 45 (en cycle acétique pour enlever le HCI), on obtient un produit qui, a c6té
du pentapeptide désiré, contient encore 25-309% d’un produit neutre. Aprés un contre-
courant (50 tubes, 50 transferts) dans le systéme n-butanol-eau, le contenu des tubes 40 4 49
est évaporé a sec, le résidu est dissous dans 3 ml de méthanol et précipité par adjonction de
20 ml d’éther. On obtient ainsi 744 mg (33%) de N-acétyl-L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-
méthionyl-y-L-glutamate de benzyle de F. 170-172° (déc.). Rfy = 0,95. E:,s = 0,5 Glu;
E} 4 = 0,7 Glu. Négatif 4 la ninhydrine. Positif au FOoLIN-CIOCALTEU et au Paury. [a]f} =
—28,0° 4- 0,5° (¢ = 2,1; méthanol). Spectre UV.: Anax = 280 mu (loge = 3,30), 286 mu
(loge = 3,25) dans diméthylformamide-tributylamine (96:4). Soluble dans les alcools et le
diméthylformamide. Peu soluble dans I’eau. Insoluble dans I’éther et 1'éther de pétrole.
L’hydrolyse acide donne de la sérine, de la tyrosine, de la méthionine et de ’acide gluta-
mique dans le rapport 2:1:1:145),

CoHyyONsS  Calculé C 54,6 H 6,1 0 257 N 94 S 4,39
(744,8) Trouvé ,, 53,8 ,, 64 ,, 258 , 91 , 4,2%

N-CBO-L-Séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle (XXIII). On
dissout 2,01 g (4 mmoles) de N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-sérylhydrazide (XII} dans un
mélange de 20 ml de diméthylformamide et de 4,0 ml de HCI 4-n., refroidit & —5°, agite
fortement et ajoute un mélange de 20 ml de diméthylformamide et de 1 ml de NaNO, 5-n.
également refroidi 4 0°. Aprés 5 min on neutralise I’excés de HClpar 1,54 ml (11 mmoles) de
triéthylamine, séche rapidement sur Na,SO, et filtre cette solution dans une solution de
2,2 g (6 mmoles) de L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle (XXI) dans 20 ml de diméthyl-
formamide et 1,68 ml (12 mmoles) de triéthylamine. On agite bien et garde la solution ainsi
obtenue 36 h & 0°. On évapore 4 sec et reprend le résidu dans 30 ml de NH,OH 0,5-n. Tout
se dissout d’abord, puis brusquement la cristallisation commence. Aprés quelques minutes,
on obtient une masse épaisse difficile a filtrer. On centrifuge rapidement pour éviter une
saponification. Le solide est le sel d’ammonium du pentapeptide et le liquide surnageant
contient les impuretés avec encore un peu de pentapeptide. On dissout le solide dans 500 ml
de méthanol et fait passer cette solution sur une colonne d’IRA-120 puis sur une colonne
d’IRA-45 (cycle acétique). On évapore a sec, dissout le résidu dans 10 ml de méthanol
bouillant, concentre & 5 ml et ajoute 50 mld’éther. Par filtration on obtient 1,69 g (519,) de
N-CBO-L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-y-L-glutamate de benzyle de F. 170°. Pour
I’analyse on recristallise encore deux fois dans méthanol - acétate d’éthyle et obtient un F. de
173°. Riy = 0,6; Rfy = 0,5; Rfy = 0,1. Eg ¢ = 0,7 Glu; E} ; = 0,7 Glu (scissions par
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HBr dans l'acide acétique en présence de méthyl-éthyl-sulfure et d’eau, ou par HBr
dans le diéthylphosphite). [«]f = —23° + 1° (¢ = 1,0; méthanol), —10° 4= 1° (c = 14;
diméthylformamide). Spectre UV.: Amax = 280 myu (loge = 3,35), 286 mu (loge = 3,29)
dans diméthylformamide-tributylamine (96:4). Soluble dans les alcools et le diméthyl-
formamide, peu soluble dans I'acétate d’éthyle et I’eau, insoluble dans I’éther. L hydrolyse
acide donne de la sérine, de la tyrosine, de la méthionine et de l'acide glutamique dans le
rapport 2:1:1:1145),
CaoHyp013N;: S Calculé C 57,2 H 59 0O 248 N 83 S 3,8%
(839,9) Trouvé ,, 56,3 ,, 5,9 ,, 248 , 84 , 3,89

Aprés scission des groupes protecteurs, le peptide obtenu est entiérement scindé par la
leucine-aminopeptidase?!) 22),

SUMMARY

N-CBO-r-Seryl-L-tyrosyl-L-serine methyl ester and L-methionyl-y-benzyl-L-
glutamate are prepared by different methods. Condensation by the hydrazide-
azide procedure affords N-CBO-L-seryl-L-tyrosyl-L-seryl-L-methionyl-y-benzyl-
L-glutamate, which is shown to be optically pure by leucine-aminopeptidase di-
gestion. Transformation of the above N-CBO-tripeptide ester to the N-acetyl-
tripeptide ester and condensation by the hydrazide-azide procedure with the
above dipeptide gives N-acetyl-L-seryl-L-tyrosyl-1-seryl-L-methionyl-y-benzyl-
L-glutamate. The effects produced in the course of fissure of CBO- and benzyl-
groups from peptides containing serine and methionine residues, using HBr
and acetic acid, are studied.

Laboratoires de Chimie Pharmaceutique SANDOZ
{Dir.: Dr J. RENz), Bale

45) Une partie de la méthionine apparait sous forme de benzylhomocystéine (cf.18)).

200. Synthése de la L-histidyl-L-phénylalanyl-L-arginyl-L-
-tryptophanyl-glycyl-:-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valylamide
par R. A. Boissonnas, St. Guttmann, R. L. Huguenin,
P.-A.Jaquenoud et Ed. Sandrin
(27 VIII 58)

La séquence His-Phé-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val se retrouve en position 6 a
13 dans V'a-MSH de porc?) et dans toutes les différentes ACTH dont la structure
a été établie jusqu’ici?).

1) J.1. Harris & A, B. LERNER, Nature 179, 1346 (1957).
2) Voir référence 1} du travail précédent: Helv. 41, 1852 (1958).





