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199. Synthhe du N-ac6tyl-L-sCryl-L-tyrosyl-L-s6ryl-L-mCthionyl- 
y-L-glutamate de benzyle et de peptides apparent& 

par St. Guttmann et R. A. Boissonnas 
(27 VIII 58) 

La sCquence 1 & 5 aminoterminale des ACTH dont la structure a CtC dkter- 
minCe jusqu’icil) est H-SCr-Tyr-SCr-MCt-Glu. Un pentapeptide ayant cette 
sCquence a CtC is016 par WHITE & LANDMANN~) aprits attaque pepsique pro- 
longbe de 1’ACTH de porc et sa structure a Ct6 prouvCe par synthitse par HOT- 
MANN et coll. 3, 4). Dans une communication prdliminaire prCcCdente5), nous 
avions bribvement rapport6 la synth6se d’un pentapeptide protCgC reprCsen- 
tant cette sCquence : le N-CBO-~-s~ryl-~-tyrosyl-~-sCryl-~-mCthiony~-~-~-g~uta- 
mate de benzyle et avions utilisC ce pentapeptide protCg6 pour la synthhse d’un 
eicosapeptide du type de 1’ACTH. 

HARRIS & LERNER~) ont montrC que l’a-MSH de porc est un tridkcapeptide 
qui possitde la m&me sCquence que les 13 premiers acides aminks de la chaine 
des ACTH, avec en outre un groupe N-ac6tyle en position N-terminale et une 
fonction amide en position C-terminale ( s c h h a  1). 

ACTH H-SBr-Tyr-SBr-MBt-Glu-His-PhB-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-----PhB-OH 
c(-MSH Ac-SBr-Tyr-SBr-ll.1Bt-Glu-His-PhC-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-~H~ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3  

SchCma 1 

Nous d6crivons dans le prCsent travail la synthhse d‘un N-acCtyl-pentapep- 
tide, le N-acCtyl-L-sCryl-L-tyrosyl-L-sCryl-L-mCthionyl-~-L-glutamate de ben- 
zyle, qui reprdsente le dCbut de la chaine de l’cc-MSH de porc, avec en outre un 
reste benzyle estCrifiant la fonction y-carboxylique du reste d’acide glutamique. 
La condensation du groupe a-carboxylique libre du reste glutamique de ce 

I) 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. 75, 503 (1953); 76, 4193 
(1954) ; 77, 771, 1711 (1955). ACTH de mouton: C. H. LI e t  coll. Nature 173, 251 (1954) ; 
J. Amer. chem. SOC. 76, 3607 (1954); Nature 176, 687 (1955). ACTH de boeuf: C. H. Lr 
e t  coll., J .  Amer. chem. SOC. 80, 2587 (1958). 

2, W. F. WHITE & W. A. LANDMANN, J.  Amer. chem. SOC. 77, 771 (1955). 
3, K. HOFMANN & A. JOHL, J.  Amer. chem. SOC. 77, 2914 (1955). 
4, K. HOFMANN, A. JOHL, A. E. FURLENMEYER & H. KAPPELER, J.  Amer. chem. 

SOC. 79, 1636 (1957). 

tia 12, 446 (1956). 
‘) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMBNN, J.-P. WALLER & P.-A. JAQUENOUD, Experien- 

6, J.  I. HARRIS & A. B. LERNER, Nature 179, 1346 (1957). 
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N-acCtyl-pentapeptide avec l’octapeptide dCcrit dans le travail suivant ’) sera 
rapportCe dans un troisihme travails). 

Le schCma de synthkse que nous avons employ6 est bas6 sur celui que nous 
avons suivi prCcCdemment pour la synthhse de la sCquence 1 i 20 de la chaine 
de 1’ACTH5) et est rCsumC dans le schCma 2.  Les variantes que nous avons 
kgalement utiliskes sont donn6es au-dessus du schCma principal, tandis que les 
synthbes de deux CBO-peptides apparent& sont indiquCes dans le schCma 39). 

A) Sequence SBr-Tyr-SBr 
Le tripeptide N-CBO-L-sCryl-L-tyrosyl-L-sCrinate de mCthyle (X) a CtC prC- 

par6 par plusieurs chemins en formant en premier lieu, soit la skquence SCr-Tyr, 
soit la sCquence Tyr-SCr, et en utilisant, soit la mCthode i la dicyclohexyl- 
carbodiimide lo), soit la mCthode classique i l’azide. Les caractkristiques des 
produits que nous avons obtenus par ces diffkrentes mCthodes sont’identiques. 

L’Ctude du comportement envers l’alcali des esters des peptides contenant 
de la sCrine a montrC qu’alors que le N-CBO-L-tyrosyl-L-sCrinate de mCthyle 
(VI) Ctait saponifiC rapidenient et en bon rendement en N-CBO-L-tyrosyl-L- 
sCrine (VII), la saponification du N-CBO-L-sCryl-L-tyrosinate de mCthyle (111) 
Ctait beaucoup plus lente et toujours accompagnCe de rCactions secondaires 
importantes conduisant entre autres i la rupture de la liaison peptidiquell). De 
m&me le tripeptide N-CBO-L-sCryl-L-tyrosyl-L-sCrinate de mCthyle (X) ne peut 
&re saponifiC sans &tre partiellement dCcomposC. Ces faits sont A rapprocher de 
l’observationl) que le traitement des ACTH par l’alcali dCtruit 1’activitC ACTH 
et fait apparaitre une activitC MSH. Par contre l’action de l’hydrate dhydrazine 
ne provoque pas de destruction notable et la transformation des esters susmen- 
tionnCs en hydrazides correspondants se fait avec de bons rendements. 

Le N-acCtyl-~-sCryl-L-tyrosyl-L-sCrinate de mCthyle (XIV) a C t C  pr6parC 
par acktylation, soit B l’aide d’acide thioadtique, soit i l’acide ac6tique en 
prCsence de dicyclohexyl-carbodiimide, du L-sCryl-L-tyrosyl-L-skrinate de mC- 
thyle (XIII) obtenu par scission du groupe CBO- du N-CBO-L-sCryl-L-tyrosyl- 
L-sCrinate de mCthyle (X). En effet la condensation de la N-acCtyl-L-sCrine avec 
le L-tyrosyl-L-sCrinate de mCthyle (IX) aurait risqu6 de provoquer une racemi- 
sationI2) de la sCrine en position 1. 

’) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, R. L. HUGUENIN, P.-A. JAQUENOUD & ED. 
SANDRIN, Helv. 41, 1867 (1958). 

8) Cf. aussi R. A. BOISSONNAS & ST. GUTTMANN, IVe CongrBs de Biochimie, Vienne, 
1-6 sept. 1958, Resume des communications, section I. 

9) Plusieurs peptides utilises dans cette synthhse ont B t B  dCcrits sommairement dans 
notre travail precedent dans le domaine de 1’ACTH6). Deux d’entre eux (V et X) ont 
i t6  obtenus entre temps par HOFMANN et coll.4) par d’autres methodes. 

10) J .  C. SHEEHAN & G. P. HESS, J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). Lors des 
synth6ses ?L la dicyclohexyl-carbodiimide, la N-CBO-L-sirine se transforme partiellement 
en acylurCe correspondante si l’on ne travaille pas en presence d’acetonitrile. Ce dernier 
accelbre en effet fortement la formation de la liaison peptidique. 

11) Cf. J. I.  HARRIS & J. S. FRUTON, J. biol. Chemistry 191, 143 (1951). 
pz) M. B. NORTH & G. T. YOUNG, Chemistry & Ind. 1955, 1597; G. T. YOUNG, M. B. 

NORTH & N. A. SMART, RCsume des communications du XVIe CongrBs international de 
chimie pure et appliquee, Paris 1957, tome I1 (chimie organique), p. 238. 
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Nous avons pu montrer que le traitement de la N-CBO-L-sQyl-L-tyrosine 
(IV) et de la N-CBO-L-tyrosyl-L-kine (VII) par une solution de HBr dans 
l’acide acCtique anhydre provoque non seulement la scission du groupe CBO- 
mais encore une acCtylation presque totale de l’hydroxyle de la sCrine (prouvCe 
par dosage d‘ac6tyle). Par contre l’hydroxyle phholique de la tyrosine n’est 
pas acCtylC (spectre UV. inchangC). Si la solution de HBr dans l’acide acktique 
est additionnbe de 30% d’eau, il se produit une scission du groupe CBO- &ale- 
ment, mais cette fois sans acCtylation simultanke de l’hydroxyle de la sCrine, 
et l’on obtient lesmCmes produits que ceux qui r6sultent de la scission du groupe 
CBO- par hydrogdnolyse catalytique. D’autre part nous avons pu montrer par 
chromatographie sur papier qu’B un pH supCrieur B 7 l’O-ac6tyl-L-sCryl-L- 
tyrosine donnait lieu dune transacbtylationde l’hydroxyle B l’amino terminaP). 
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Schema 3 

~ 

lS) Des transacylations 0 +- N et  N -+ 0 ont Bt6 rtcemment observees par L. JOSEF- 

SON & P. EDMAN (Biochem. & Biophysica Acta 25, 614 (1957)). Mais en soumettant le 
N-CBO-L-tyrosyl-L-sdrinate de mdthyle aux conditions de transacylation N -+ 0 em- 
ployees par ces auteurs (solution dans l’acide formique 8. 20’) nous n’avons pas obtenu, 
mBme aprbs quatre jours, de reaction positive 8. la ninhydrine, qui aurait dtnotd la forma- 
tion de 0-(N-CBO-L-tyrosyl-)-L-sdrinate de mdthyle. 
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Par contre, dans les m&mes conditions, la L-tyrosyl-0-acktyl-L-shrine ne donne 
pas lieu A une transacktylation de l’hydroxyle de la sCrine sur l’amino de la ty- 
rosine. I1 semble donc qu’il faille que le groupe amino soit en position voisine 
de l’hydroxyle pour que la transacCtylation ait lieu. Nous avons fait les mCmes 
observations avec tous les peptides de la shrine que nous avons prkparks, ainsi 
qu’avec la skrine elle-mCme et ses dkrivb. 

B) Sdquence Glu-MBt 

Nous avons pr6park le y-L-glutamate de benzyle (XVII) par estkrification 
partielle de l’acide glutamique par l’alcool benzylique en prCsence d’acide sul- 
furique. Cette mkthode donne un bien meilleur rendement et fournit un produit 
plus stable que les mCthodes employkes jusqu’ici 14). 

Le mkthionyl-y-L-glutamate de benzyle (XXI) a 6th prCpar6 par conden- 
sation de l’anhydride mixte 15) de la N-phtalyl-L-mkthionine (XVI) avec le 
y-L-glutamate de benzyle (XVII), et scission du groupe phtalyle en prCsence 
d’un Cquivalent d’hydrazine 16), ou bien par condensation du CTB-L-mCthionyl- 
azide (XIXa) avec le y-L-glutamate de benzyle (VII), et scission du groupe 
CTB- par du HC1 en solution kthCrCe17), ce dernier rkactif ne scindant pas le 
groupe benzyle de la fonction y-ester. 

Au cours de la prkparation de peptides de la mkthionine, nous avons re- 
marque que le traitement par du HBr dans l’acide acCtique de la N-CBO-L- 
mCthionine, de N-CBO-peptides contenant de la mCthionine en position N-ter- 
minale ou non N-terminale, d’esters benzyliques de peptides contenant de la 
mkthionine ou de N-CBO-acides aminCs ou peptides en prksecce de mkthionine, 
conduit Q l’addition du bromure de benzyle, form6 au cours de la scission, sur 
le groupe thio-&her de la m6thionine18). Cette rCaction secondaire gCnante a pu 
Ctre kliminke presque totalement par addition de 30% de methyl-Cthyl-sulfure, 
ou mieux de diCthylphosphite, au HBr dans l’acide adtique. La scission du 
groupe CBO- de peptides de la mkthionine par hydrogknolyse catalytique a 
conduit A une dksulfurisation partielle de la mkthionine 19). 

11) W. E. HANBY, S. G. WALEY & J. WATSON, J .  chem. SOC. 1950, 3239; E. R. 
BLOUT & R. H. KARLSON, J.  Amer. chem. SOC. 78, 944 (1956). 

15) R. A. BOISSONNAS, Helv. 34, 874 (1951) ; TH. WIELAND & H. BERNHARD, Liebigs 
Ann. Chem. 572, 190 (1951); J. R. VAUGHAN & R. L. OSATO, J. Amer. chem. Soc. 73, 
3547, 5553 (1951); 74, 676 (1952). 

16) J. 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. 

ANDERSON & ANNE C. MCGREGOR, ibid.  79, 6180 (1957). 
18) Une reaction semblable, conduisant A la formation de benzylhomocyste‘ine, a C t k  

dgalement observe‘e par N. F. ALBERTSON & MCKAY (J.  Amer. chem. SOC. 75, 5323 
(1953)) lors du traitement de la N-CBO-DL-mkthionyl-glycine par du HBr dans le nitro- 
methane et  lors du traitement de la N-CBO-Dz-me‘thionine par d u  HCI dans I’acide ace- 
tique, ainsi que par C. DEKKER & J.  FRUTON (J. biol. Chemistry 173, 471 (1948)) lors de 
l’hydrolyse par HC1 6-n. k 100” du N-CBO-L-mkthionyl-anilide. 

Is) Cette mCthode a cependant B t B  employee par HOFMANN et ~011.~) sur la N-CBO-L- 
siryl-L-mkthionine. 
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C) SBquence SBr-Tyr-SBr-MBt-Glu 

Le pentapeptide N-acCtyl-~-sCryl-~-tyrosyl-~-s~ryl-~-mCthionyl-y-~-gluta- 
mate de benzyle (XXII) a C t C  obtenu par condensation du N-acCtyl-L-sdryl-L- 
tyrosyl-L-sCryl-azide (XVa) avec le L-mbthionyl-y-L-glutamate de benzyle 
(XXI). 

Par la mCme mCthode, nous avons prCpar6, k partir du N-CBO-L-sCryl-L- 
tyrosyl-L-sCryl-azide (XIIa), le N-CBO-L-sCryl-L-tyrosyl-L-sCryl-L-mkthionyl- 
y-L-glutamate de benzyle (XXIII), qui, apr&s scission des groupes CBO- et 
y-benzyle par du HBr dans l'acide acCtique en prCsence de mCthyl-Cthyl-sulfure 
et d'eau ou par du HBr dans le diCthylphosphite, nous a donnC l'acide L-sCryl- 
tyrosyl-L-sCryl-L-mCthionyl-L-glutamique zo). Nous avons pu entihrement scin- 
der ce dernier par la leucine-aminopeptidase 21) 22) en les acides aminks compo- 
sants. De mCme l'attaque, par le mCme enzyme, du L-sCryl-L-tyrosyl-L-sCryl- 
hydrazide obtenu par hydrogknation catalytique du N-CBO-L-sCryl-L-tyrosyl- 
L-sCryl-hydrazide (XII) a conduit i une transformation quantitative en les 
acides aminks correspondants. Nous pouvons donc admettre qu'il n'y a pas eu 
de rackmisation lors de la formation des N-CBO-peptides. Les N-adtyl-peptides 
ayant dtC prCparCs d'une manicre analogue aux N-CBO-peptides examinks, 
nous pouvons Cgalement les considCrer comme optiquement purs. 

Partie exphrimentale z3) 

Les F. ont Bt6 determines sur banc KOFLER et corriges (precision f- 2'). Les sichages 
au vide ont 6t6 conduits sous Torr (16 h B 60' pour les analyses). Les dvaporations 
sous vide ont 6t6 effectu6es dans l'evaporateur rotatif de C R A I G ~ ~ ) .  

Les chromatographies SUY papzer ont C t B  faites par la m6thode ascendante (20-23 cm) 
sur papier ii SCHLEICHER & SCHUELL 2040 b lav6r: RfM dans le melange m6thyl6thylc&one/ 
pyridineleau (65 : 15 : 20) ; RfA dans le melange alcool isoamylique/pyridine/eau (35 : 35 : 30) ; 
RfB dans le melange sec-butanol/NH,OH 1,5-n. (75 : 25) ; Rfa aprbs scission preliminaire de 
1 h B 20" dans une solution 20% de HBr dans I'acide acetique glacial; Rfb aprhs scission 
prbliminaire de 10 min B 100" dans l'acide acetique glacial; Rfc aprhs scission preliminaire de 
10 min A 100" par l'acide acetique glacial contenant un equivalent de HCI; Rfd aprh  
scission par hydrogenation catalytique; Rfe aprbs scission de 1 h B 20" par une solution 
saturee de HC1 dans 1'6ther; RfO sans scission prkalable. 

Les dlectrophordses sur papier ont Bt6 faites dans l'appareil B Blectrophorhse sous haute 
tension et sous refroidissement de WIELAND & PFLRIDERER~~) dans les melanges suivants 
(en volume) : acide formiquelacide acCtique/eau (15: 10: 75 pour pH 1,9), pyridine/acide 
acetiqueleau (1:9:90 pour pH 3,2; 5:5:90 pourpH4.5; 8:2:90 pour pH 5,3; 9:1:90 pour 

ao) Ce pentapeptide libre avait dejk BtB synthitise par HOFMANN et COII .~)~)  par une 
autre mkthode. Ces auteurs avaient montri qu'il Btait identique au pentapeptide obtenu 
par scission enzymatique de la molkcule d'ACTH entre les positions 5 et  sa). 

al) D. H. SPACKMANN, E. L. SMITH & D. M. BROWN, J. biol. Chemistry 212, 255 
(1955). 

za) K. HOFMANN, M. E. WOOLNER, G. SPWHLER & E. T. SCHWARTZ, J. Amer. chem. 
SOC. 80, 1486 (1958). 

z3) Les microalzalyses ont Ct6 effectuees dans notre Laboratoire microanalytique (Dr 
W. SCHONIGER). Les spectres UV. ont 8t6 pris dans notre Laboratoire spectroanalytique 
(Dr H. G. LEEMANN). 

B 

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

117 
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p H  5,s) et tri6thylamine/eau/C02 (5:95:saturation pour pH 7,O). El,9 = 0,s His, indique 
qu'i pH 1,9 la substance migre 0,8 fois la distance que migre l'histidine. Les exposants ont 
les m&mes significations que pour les chromatogrammes. 

Les riactifs de rizdlation suivants ont B t B  vaporises sur les chromatogrammes et les 
pherogrammes. Solution 0,4% de ninhydrine dans le melange sec-butanol/acide acktiquel 
eau (89:l: 10) (apres chauffage de 5 min B 100". fixation au nitrate de cuivre alcooliqueZ6)). 
Solution 0,4% d'isatine dans le melange sec-butanol/acide acetique glacial (96 :4) (chauffage 
de 5 min B 100"). Reactif tyrosine-tryptophane de FOLIN-CIOCALTEU27) dilue par un 
volume d'eau (exposition ulterieure B des vapeurs de NH, sans sechage prealable). Reactif 
histidine de PAULY prepare B partir de sulfauilamide28). RBactif B l'acide iodoplatiniquea9). 

Les hydrolyses ont B t B  faites en tube scelle pendant 20 h B 110' dans HCl6-n. bidistille. 
Le melange d'acides aminks de reference est soumis aux m&mes conditions d'hydrolyse. 

Les attaques iC la Zeucine-arninopeptidasez1) ont Bt6 conduites selon HOFMANN et coll. zz) ; 
on a prelev.6 en outre des prises au cours du temps de faqon B pouvoir suivre la cinetique de 
l'attaque enzymatique et P mettre en evidence d'eventuels peptides residuels. 

Les diterminations quantitatiues d'acides amine's ont 8tB effectuees par la methode 
colorimetrique la ninhydrine de BoIssoNNAs30) apres separation par Clectrophorbse sur 
papier et par chromatographie 

A) SBquence SBr-Tyr-SBr 
N-CBO-L-Sirine (T). A une solution de 10,5 g (100 mmoles) de L-serine dans 400 ml de 

NaHCO, 1-m., on ajoute B 20" sous trks forte agitation 24,O g (140 mmoles) de chloroformiate 
de benzyle. Aprhs 4 h d'agitation, on extrait deux fois par l'ether, refroidit la solution 
aqueuse B 0" et acidifie par HC1 conc. sous forte agitation. Apres filtration, lavage B l'eau 
et  sechage, on obtient une premiere fraction de 10,5 g de N-CBO-L-serine de F. 119.5'. Les 
filtrats reunis sont extraits trois fois par de 1'acBtate d'ethyle. Aprks sechage de celui-ci sur 
Na,SO, et  evaporation, on obtient une masse cristalline, qui aprbs trituration dam 1'Bther 
donne encore 11,O g de N-CBO-L-serine de m&me F. que la premiere fraction, soit un total de 
21,5 g (90%) 31). [a]: = + 5,9" f 0,5" (c = 2,7; ac. acetique) ( idem litt.31)) : + 3,O" f 0,5" 
(c = 2,7; methanol); - 1,5" -+ 0,5" (c = 2,7; dim6thylformamide). Insoluble dans 1'6ther 
de petrole. Peu soluble dans 1'8ther et l'eau. Soluble dans l'acetate d'ethyle, les alcools et le 
dim6thylformamide. 

CIlH1,O,N (239,2) CalculB N 5,8% Trouve N 5,8% 

L-Skinate  de mLthyZe,HCZ (IT). Dans 100 ml de methanol absolu refroidi B - lo", on 
introduit sous agitation 26 ml de chlorure de thionyle purifi6, en l'espace de 10 min, puis 
10,5 g (100 mmoles) de L-serine. On agite ?I temperature ordinaire jusqu'i dissolution com- 
plete, laisse reposer 24 h, Bvapore B sec au vide, dissout le residu dans 50 ml de methanol 
anhydre, ajoute 250 ml d'ether sec et filtre des cristaux qui se forment. Apres sBchage 
au vide, on obtient 15,5 g (99%) de L-serinate de methyle de F. 168" (litt. 32) 167"). [ a ] g  = 

z8 )  TH. WIELAND & E. KAWERAU, Nature 168, 77 (1951). 
27) 0. FOLIN & V. CIOCALTEU, J.  biol. Chemistry 73, 629 (1927). 
28) R. BLOCK, E. L. DURRUM & G. ZWEIG, Paper Chromatography and Paper Electro- 

29) G. TOENNIES & J. J .  KOLB, Anal. Chemistry 23, 823 (1951). 
,O) 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). R6action en presence de NaOH. 

Rendement env. 70%. - J. A. MOORE, J. R. DICE, E. D. NICOLAIDES, R. D. WESTLAND 
& E. L. WITTLE, J. Amer. chem. SOC. 76, 2884 (1954). RBaction en presence de NaOH. 
Rendement 78% en produit brut. - E. BAER & J .  MAURUKAS, J .  biol. Chemistry 212, 25 
(1955). Reaction en presence de MgO. Rendement 72%. 

32) E. FISCHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 39, 2949 (1906). Synthese par barbotage 
de HC1 dans la solution mdthanolique. 

phoresis, p. 95 (Academic Press, New York 1955). 
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-2,5" -& 0,5" (c = 1,8; dim6thylformamide); + 3.0" & 0,5" (c = 2,O; eau); +5,5" -& 0,s" 
(c = 1,8; m6thanol). RfL = 0,52. Soluble dans l'eau, les alcools, le chloroforme et  le 
dim6thylformamide. Peu soluble dans l'ac6tate d'6thyle. Insoluble dans 1'6ther. 

C4H,,03NC1 (155,6) CalcuM C1 22,8y0 Trouv6 C1 2Z,8y0 

N-CBO-L-SLryl-L-tyrosinate de rnLthyle ( I I I ) .  - a) Par la rndthode d la dzcyclohexyl-carbo- 
diirnide. A une solution de 2,39 g (10 mmoles) de N-CBO-L-skrine (I) et  de 2,34 g (12 mmoles) 
de L-tyrosinate de mbthylegs) dans un melange de 25 ml d'ac6tonitrile e t  de 25 ml de 
dioxanne, on ajoute 2,5 g (12 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide, agite 1 j 8. Z O O ,  filtre, 
dvapore le filtrat au vide, triture plusieurs fois avec de l'bther de p6trole. dissout le r6sidu 
huileux dans 50 ml d'ac6tate d'kthyle, lave par HCl 1-n., NH,OH 1-n. et eau, skche sur 
Na,S04 et  Cvapore au vide. Par reprise dans 10 ml d'ac6tate d'&hyle chaud, repos de 3 h 
Q OD,  filtration, lavage et  s6chage 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'6ther de pdtrole, filtration et  
s6chage au vide, on obtient encore 1,58 g de F. 115"' soit un total de 2,81 g (68%) de 
N-CBO-L-s6ryl-L-tyrosinate de m6thyle de F. 115-116" (litt. a4) 112-113"). [m]g = + 13,s" 
5 0,5" (c = 2,O; dim6thylformamide); +3,5" 0,5" (c = 2,9; m6thanol). Rf; = 0,95 
(rbv6lation par ninhydrine e t  FOLIN). Spectre UV.: A,,, 280 mp (loge = 3,33), 286 mp 
(loge = 3,25) dans dim6thylformamide-tributylamine (97 : 3). Soluble dans les solvants 
organiques sauf 1'6ther de p6trole. 

C21H,,0,Na Calcul6 C 60,6 H 5,8 0 26.9 N 6,7% 
(4164) Trouv6 ,, 612 ,, 5,9 ,, 26,s ,, 6.7% 

b) Par la methode Ci l'azide. A une solution de 19,s g (100 mmoles) de L-tyrosinate de 
m 6 t h ~ l e ~ ~ )  dans 100 ml  de dimbthylformamide et  200 ml de dioxanne, on ajoute une 
solution de N-CBO-L-skrylazide dans 200 ml d'ac6tate d'bthyle, prbpar6e A partir de 12,7 g 
(50 mmoles) de N-CBO-~-s&ylhydrazide~~). Le melange est concentre au vide au quart du 
volume e t  laiss6 2 j 8.0'. Aprks bvaporation au vide, reprise par l'ac6tate d'bthyle, lavage 
par HCl 1-n., NaHCO, 1-m., s6chage sur Na,SO, et  bvaporation au vide, on recristallise dans 
le melange acetate d'6thyle-6ther de petrole et obtient 16,7 g (80% calcul6 Q partir du 
N-CBO-L-sbrylhydrazide) de F. 113' (litt.34) 112-113') semblable au produit dbcrit ci-dessus. 

N-CBO-L-Sdryl-L-tyrosine (I V )  . La saponification du N-CBO-L-s6ryl-L-tyrosinate de 
m6thyle (111), effectu6e dans diffCrentes conditions de dude, de tempCrature, de solvant e t  
de concentration en alcali, conduit avec des rendements n'excbdant jamais 50% A la 
N-CBO-L-s6ryl-L-tyrosine, obtenue pr6cCdemment par FISCHER & WHETSTONEar) ainsi que 
par HOFMANN et coll. 4) par saponification du N-CBO-L-sbryl-L-tyrosinate d'6thyle, avec 
des rendements de l'ordre de 50% Bgalement. (L'examen des liqueurs-mbres de la saponifi- 
cation montre la presence de k i n e ,  ce qui traduit une destruction de la chaine peptidique.) 
Aprks scission du groupe CBO par une solution d'HBr dans l'acide ac6tique anhydre le 
RfM est de 0,52. Si l'acide acktique contient 30% d'eau ou si le groupe CBO est enlev6 par 
hydrogknation catalytique le RfM est de 0,3036) (r6vClation par ninhydrine ou FOLIN). 

N-CBO-L-S~ryl-L-tyrosyl-hydraz~de ( V )  . On dissout par l6ger chauffage 8,32 g (20 mmoles) 
de N-CBO-L-s6ryl-L-tyrosinate de m6thyle (111) dans 50 ml de m6thano1, ajoute 2,0 ml 
(40 mmoles) d'hydrate d'hydrazine et  laisse 36 h B 0'. Le pr6cipit6 qui s'est form6 est filtr6, 
lave par 50 ml de mbthanol, 50 ml de m6thanol-&her 1 : 1 et 150 ml d'dther, puis s6ch6 au 
vide. On obtient ainsi 6,9 g (83%) de N-CBO-L-s6ryl-L-tyrosyl-hydrazide de F.200° (inst.) 
e t  F. 234' apr& prbchauffage de 20 sec A 190' (litt. ,) 213-214"). [ u ] g  = 0,O" -& 0,5" 
(c = 2,O; dim6thylformamide). Rf; = 1,O. Spectre UV. : A,,, 280 mp (loge = 3,35), 
286 m p  (loge = 3,27) dans dim6thylformamide-tributylamine (97 : 3). Peu soluble dans les 

3,) E. FISCHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 41, 855, note 2 (1908). 
R. F. FISCHER & R. R. WHETSTONE, J. Amer. chem. SOC. 76, 5076 (1954). L'ester 

Cthylique d6crit par K. HOFMANN et  coll. (ibid. 79, 1636 (1957)) est une huile. 
35) J. S. FRUTON, J.  biol. Chemistry 146, 463 (1942). 
3 9  Voir partie th6orique. 
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solvants organiques sauf le dim6thylformamide. Tr6s soluble dans l’acide chIorhydriquE 
dilu6 et  concentr6. 

C20H2400N4 Calcul6 C 57,7 H 5,s 0 23,l N 13,5% 
(416,42) Trouv6 ,, 57,6 ,, 5,s ,, 23,4 ,, 13,0% 

N-CBO-L-TyrosyZ-L-s~~znate de me’thyle (81). A une solution de 78,s g (250 mmoles) de 
N-CBO-~-tyrosine37), de 38,s g (250 mmoles) de chlorhydrate de L-s6rinate de m6thyle (11) 
et de 35,O ml (250 mmoles) de trikthylamine dans 1200 ml d’acCtonitrile, on ajoute sous 
refroidissement 61,s g (300 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Un pr6cipit6 d’ur6e se 
forme immkdiatement. Aprhs 1 j d’agitation Q Z O O ,  on filtre e t  lave avec un peu d’acktonitrile 
l’ur6e qui s’est form6e (53,3 g), Bvapore le filtrat au vide, triture le r6sidu avec de l’bther de 
petrole pour Bloigner l’exc6s de dicyclohexyl-carbodiimide, e t  dissout le produit obtenu dans 
1500 ml d’ac6tate d’6thyle en pr6sence de 500 ml d’ean. La couche organique est l a d e  trois 
fois par HC1 1-n., deux fois par NH,OH 1-n. et encore une fois par HC10,l-n. Apr6s s6chage 
sur Na,S04 et  concentration Q 200 ml, on cristallise par adjonction de 300 ml d’6ther. Aprbs 
1 2  h B O”, filtration et lavage Q 1’6ther. on obtient 83,2 g (81%) de N-CBO-L-tyrosyl-L- 
s6rinate de m6thyle de F. 152”. [a]B = - 3,l” f 0,5” (c = 2,2; m6thanol) ; - 3,5” & 0,5” 
(c = 2,9; dim6thylformamide). Rf; = 1,0 (r6v6lation par ninhydrine ou FOLIN). Spectre 
UV.: A,,, = 281 mp (loge = 3,31), 286 mp (loge = 3,23) dans dim6thylformamide- 
tributylamine (97 : 3). Soluble dans les solvants organiques sauf &her e t  &her de p6trole. 

CZ1H,O,N2 CalculB C 60,6 H 5,s N 6,776 
(416,4) Trouv6 ,, 59,s ,, 5,s ,, 6,9% 

N-CBO-L-Tyrosyl-L-s~~rine ( V I I ) .  Une solution de 4,16 g (10 mmoles) de N-CBO-L- 
tyrosyl-L-s6rinate de m6thyIe (VI) dans 40 ml d’acBtate d’6thyle est agitBe fortement 15 min 
avec 40 ml de NaOH 1-n. On &pare la phase aqueuse et lave l’ac6tate d’6thyle par 10 ml 
d’eau. Les solutions aqueuses r6unies sont refroidies Q 0” et acidifi6es par adjonction de 12 ml 
de HC14-n. Aprhs repos de 12 h Q O”, filtration et  s6chage au vide, on obtient 3,37 g (84%) 
de N-CBO-L-tyrosyl-L-s6rine sous forme d’aiguilles de F. 148”. [ m ] g  = 0,O” & 0,5’ (c = 1,s; 
dim6thylformamide) ; + 8,l” & 0.5’ (c = 1,s; Bthanol absolu). Rf& = 0.55. R f i  = 0,35. 
Spectre UV.: A,,, = 281 m,u (loge = 3,35), 286 mp (loge = 3,29) dans dim6thylforma- 
mide-tributylamine (97 : 3). 

C,,H,,O,N, Calcul6 C 59,7 H 5 5  0 27.8 N 7,0% p. Bquiv. 402 
(402,4) Trouv6 ,, 59,6 ,, 5,7 ,, 27,6 ,, 7,0% ,, 400 

L-Tyrosyl-L-shinate de me‘thyle, HCI ( V I I I ) .  Une suspension de 6,5 g d’oxyde de 
palladium sur du sulfate de baryumas) dans 200 ml de methanol est hydrog6de pendant 
30 min, puis additionnke d’une solution de 12,5 g (30 mmoles) de N-CBO-L-tyrosyl-L- 
s6rinate de m6thyle (VI) dans 200 ml de m6thanol contenant 2,18 g (60 mmoles) de HCl. 
Aprhs 10 min d’hydroghation l’absorption d’hydrogkne est presque totale. Aprhs 4 h 
d’hydrogCnation, 650 ml (29 mmoles) d’hydroghe ont 6t6 consomm6s et  la solution est 
filtr6e sur hyflosupercel e t  6vapor6e au vide. Aprbs reprise dans 150 ml d’eau, filtration d’un 
r6sidu insoluble, Bvaporation au vide et  plusieurs dissolutions dans 1’6thanol absolu, suivies 
d’kvaporation au vide, on triture le r6sidu solide obtenu avec de 1’6ther sec, filtre et shche 
au vide. On obtient ainsi 9,15 g (95%) de chlorhydrate de L-tyrosyl-L-s6rinate de m6thyle 
de F. 130-135” (dec.).[m]g = + 12,2” & 0,5” (c = 2,O; m6thanol); -9,O“ 0.5” (c = 2,O; 
dim6thylformamide). Rf; = 1,0 (r6vClation par FOLIN ou ninhydrine). Soluble dans l’eau, 
les alcools e t  le dim6thylformamide. 

Cl,H,,O,N,C1 Calcul6 C 49,O H 6.0 0 25,l N 8,8 C1 11,1% 
(3183) Trouv6 ,, 49,6 ,, 6,2 ,, 24.7 ,, 8,9 ,, 11,3% 

37) M. BERGMANN & L. ZERVAS, Ber. deutsch. chem. Ges. 65, 1199 (1932). 
38) R. KUHN & H. J. HAAS, Angew. Chem. 67, 785 (1955). 
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L-Tyrosyl-L-skrine ( I X ) .  On hydrogene une suspension de 1 g d'oxyde de palladium 
dans 25 ml de mkthanol, ajoute une solution de 3,OO g (7,5 mmoles) de CBO-L-tyrosyl-L- 
s6rine (VII) dans un melange de 50 ml de mbthanol, 50 ml d'eau et  10 ml d'acide adtique, 
e t  hydrogene pendant 6 h. La consommation d'hydrogene est de 172 ml(7.6 mmoles). Aprbs 
filtration et  haporation B sec, le produit est recristallis6 de 10 ml d'eau bouillante par 
addition de 50 ml d'6thanol absolu. Apres filtration, lavage B l'6thanol e t  B l'bther, e t  
s6chage au vide, on obtient 1,80 g (90%) de L-tyrosyl-L-s6rine de F. 260" (dbc.). [a]g  = 

+24,2' f 0,5" (c = 1,6; HC1 1-n.). Rf; = 0,33. Spectre UV.: A,,, = 281 mp (loge = 
3,35), 286 mp (loge = 3,28) dans dim6thylformamide-tributylamine (97 : 3). Insoluble dans 
les solvants organiques anhydres, peu soluble dans l'eau froide, soluble dans les acides e t  les 
bases dilu6s. 

C,ZH,,O,N, Calcul6 C 53,7 H 6,O 0 29,s N 10,5% 
(2683) Trouv6 ,, 54,4 ,, 6,2 ,, 29,9 ,, 10,1% 

N-CBO-L-Skryl-L-tyrosyl-L-shinate de mtthyle ( X ) .  - a) A partir du N-CBO-L-sirylazide. 
On dissout 1 1 2  g (35 mmoles) de chlorhydrate de L-tyrosyl-L-s&inate de m6thyle (VIII) 
dans 100 ml de dim6thyIformamide contenant 5,6 ml (40 mmoles) de tribthylamine, agite 
30 min et  filtre du chlorhydrate de tribthylamine form& Au filtrat on ajoute une solution de 
N-CBO-L-sbrylazide dans l'ac6tate d'ethyle, prbparbe B partir de 8,9 g (35 mmoles) de 
N-CBO-L-sbrylhydrazide selon FRUTON 36). L'acbtate d'6thyle est 6loign6 au vide et  aprbs 2 j 
B 20", on bvapore la solution B sec, dissout le r6sidu dans 250 ml de n-butanol, lave par HC1 
1-n., NH,OH 1-n., e t  NaCl 30% et Bvapore B sec. Le r6sidu solide est repris dans 150 ml 
d'acbtate d'6thyle bouillant. Aprts 12 h B 0", on filtre, lave, skche et  obtient ainsi 12,s g 
(72 yo) de N-CBO-L-s6ryl-L-tyrosyl-L-strinate de m6thyle de F. 189-191" (litt. 4, 191-192"). 
[ a ] g  = - 7,5" & 0,5" (c = 2,6; dim6thylformamide) ; - 22,4O & 0,5O (c = 2.5; mbthanol) ; 
-8,3" f 0,5O (c = 2,4; acide ac6tique); -3,4" 0,5" (c = 2,5; pyridine) (Wt. 4, -3,9O 
(c = 1,77; pyridine)). Rf; = 0,9 (rCv6lation par ninhydrine et  FOLIN). Spectre UV.: 
A,,, = 281 mp (loge = 3,34), 286 mp (loge = 3,28) dam dim6thylformamide-tributyl- 
amine (97 : 3). Soluble dans le  dim6thylformamide, les alcools e t  la pyridine. Insoluble dans 
1'6ther e t  l'tther de p6trole. Peu soluble dans les autres solvants organiques. 

C24HZf309N3 Calcul6 C 57,3 H 5,s 0 28,6 N 8,3% 
( 5 0 3 3  Trouv6 ,, 5 7 2  ,, 5,s ,, 28.4 ,, 8,l% 

b) A purtir de la N-CEO-L-shine. A une solution de 720 mg (3 mmoles) de N-CBO-L- 
skrine (I), de 1112 mg (3,5 mmoles) de chlorhydrate de L-tyrosyl-L-s6rinate de m6thyle 
(VIII) e t  de 0,49 ml de tribthylamine (3,5 mmoles) dans 20 ml d'acbtonitrile e t  4 ml de 
chlorure de mbthyltne, on ajoute 820 mg (4 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et agite 
pendant 12 h. La dicyclohexylur6e form6e prbcipite rapidement ainsi qu'une partie du tri- 
peptide form6. On 6vapore i sec, triture plusieurs fois dans 1'6ther de p6trole, dissout dans 
30 ml de n-butanol, lave par HC1 1-n., NH,OH 1-n. e t  NaCl30%, concentre B environ 8 ml, 
refroidit B 0' et filtre de la dicyclohexylur6e. On 6vapore le filtrat B sec. reprend par 10 ml 
de dim6thylformamide, garde 12 h B 0" et  filtre d'une deuxieme fraction d'ur6e. Le filtrat 
est Bvaporb B sec, et le rbsidu, repris dans 10 ml de dioxanne chaud. Par adjonction d'bther 
de p6trole, 843 mg (56%) de N-CBO-L-sBryl-L-tyrosyI-L-s6rinate de m6thyle de F. 168" 
cristallisent. Aprk une recristallisation dans l'acbtate d'bthyle, le produit fond A 187" et ses 
caractbristiques sont semblables B celle du tripeptide obtenu selon a). [a13 = - 22,6' f 0,5' 
(c = 2,5; m6thanol). Trouv6 N 8,2%. 

c) A purtir de Ea N-GBO-L-skryl-L-tyrosine. A une solution de 186 mg (1,2 mmole) de 
chlorhydrate de sbrinate de m6thyle (11) et  de 0,17 ml (1,2 mmole) de tri6thylamine dans 
2 ml de chloroforme et 10 ml d'acCtonitrile, on ajoute 402 mg (1,O mmole) de N-CBO-L- 
s6ryl-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 dicyclohexylur6e 
pr6cipitent ensemble. Apres purification comme sous b), e t  recristallisation dans 1 ml 
d'ac6tate d'6thyle chaud, on obtient 393 mg (78 %) de N-CBO-L-s6ryl-L-tyrosyl-L-sbrinate 
de m6thyle de F. 190-191". [ a ] g  = - 23,l" & 0,5' (c = 2,O; mbthanol). Trouv6 N 8 2 % .  
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d) A partir du N-CBO-L-siryl-L-tyrosylazide. En suivant la m6thode dBcrite par HOF- 
MANN et ~011.~)  nous avons obtenu avec un rendement de 50% du N-CBO-L-s6ryl-L-tyrosyl- 
L-s6rinate de m6thyle identique A tous points de vue aux produits obtenus par les trois 
m6thodes ci-dessus. F. 189-191". [ c L ] ~  = - 22,O" & 0,5" (c = 2,O; m6thanol). 

N-CBO-L-S~ryl-L-tyrosyl-L-se'rine ( X I ) .  A une solution de 1,34 g (5,O mmoles) de L-tyrosyl- 
L-s6rine (IX) dans 10 ml de dim6thylformamide contenant 1,4 ml (10 mmoles) de tri6thyl- 
amine et 0,s ml d'eau, on ajoute une solution de N-CBO-L-s6rylazide dans l'ac6tate d'bthyle 
pr6par6e selon FRUTON35) B partir de 1,78 g (7,O mmoles) de N-CBO-L-skrylhydrazide. 
Aprbs 6loignement au vide de l'ac6tate d'bthyle, la solution est maintenue 3 j B O", puis 
6vapor6e A sec au vide. On reprend le r6sidu par 30 ml de NH,OH 1-n. e t  extrait le trouble 
par de l'ac6tate d'6thyle. Par acidification de la couche aqueuse par HCl4-n., le tripeptide 
precipite immkdiatement sous une forme &latineuse difficile & filtrer. On extrait donc par 
du n-butanol, lave celui-ci par de l'eau et  du NaCl30%, sbche sur Na,SO, e t  Bvapore B sec. 
L'huile obtenue cristallise par trituration avec de 1'6ther. Aprhs recristallisation d'ac6tate 
d'6thyle - methanol on obtient 1,70 g (70%) de N-CBO-L-s6ryl-L-tyrosyl-L-s6rine de F. 182". 
[a13 = - 10,5" & 0,5O (c = 1,9; m6thanol) ; O,Oo & 0,5" (c = 1,9; dim6thylformamide). 
Rf& = 0.58, R f i  = 0,25 (rCv6lation par FOLIN ou ninhydrine). Spectre UV.: A,,, = 

281 mp (log& = 3,34), 286 mp (logs = 3,29) dans dim6thylformamide-tributylamine (97 : 3). 
Peu soluble dans 1'6ther e t  l'ac6tate d'6thyle. Insoluble dans 1'6ther de p6trole. 

C,,H,,O,N, (489,5) TrouvC N 8,6% p. 6quiv. 489 

N-CBO-L-Sc!ryl-L-tyrosyl-L-sirylhydrazide ( X I I ) .  On dissout 25,2 g (50 mmoles) de 
N-CBO-L-sBryl-L-tyrosyl-L-s6rinate de m6thyle (X) dans 300 ml de methanol contenant 
10 ml (200 mmoles) d'hydrate d'hydrazine. Aprbs quelques heures B 20" l'hydrazide com- 
mence d6jB B cristalliser. A p r b  3 j B 20" et  6 h B O", on filtre, lave par 100 ml de mbthanol, 
100 ml de mbthanol-&her 1 : 1 et 300 ml d'kther, sbche au vide sur P205 et  obtient 21,8 g 
(87%) de N-CBO-L-s&yl-L-tyrosyl-L-s6rylhydrazide de F. 210" instantan6 et  F. 234" aprbs 
prechauffage (litt. 4, 210-213°). [ a ] g  = -4,2" f 0,s' (c = 1,9; dim6thylformamide). 
Rf"M = 0,95 (r6vClation par ninhydrine ou FOLIN). Spectre UV.: A,,, = 280 mp (loge = 

3,36), 286 mp (loge = 3,30) dans dim6thylformamide-tributylamine 97 :3. Peu soluble dans 
les solvants organiques sauf le dim6thylformamide. Assez soluble dans les alcools ou le 
dioxanne lorsqu'ils contiennent 20 B 60% d'eau. 

C,,H,,O,N, Calcul6 C 54,9 H 5,8 0 25,4 N 13,9% p. Bquiv. 503 
( 5 0 3 3  Trouv6 ,, 54,9 ,, 6,5 ,, 26,O ,, 13,9y0 ,, 480 

Calculk N 8,6% p. 6quiv. 489 

On obtient le m&me hydrazide avec les m&mes caract6ristiques physiques que ci-dessus 
en traitant de manibre identique des tripeptides-esters partiellement ac6tyl6s sur la s6rine. 
le traitement B I'hydrazine provoquant une d6sacCtylation. 

Aprbs scission du groupe CBO-, le tripeptide-hydrazide obtenu est entibrement scind6 
par la leucine-aminopeptidaseZ1)22) en les acides aminCs composants. 

L-S~ryl-L-tyrosyl-L-sir~nute de m&hyb, HCE ( X I I I ) ,  On hydrogbne 2,s g de catalyseur 
d'hydrog6nation selon KUHN,') en suspension dans 25 mi de m6thanolpendant 30 min, puis, 
une fois que le catalyseur est devenu noir, introduit 2,5 g (5,O mmoles) de N-CBO-L-s6ryl-L- 
tyrosyl-L-s6rinate de m6thyle (X) dissous dans 25 ml de mBthanol e t  2,0 ml de methanol 
2,6-n. en HCl et poursuit 1'hydrogCnation pendant 4 h. A ce moment la quantit6 d'hydro- 
gbne absorb6 est de 110 ml(5,O mmoles). On filtre, Bvapore B sec au vide et  triture le r6sidu 
solide obtenu, avec de 1'6ther sec. Pour Cloigner de petites quantitCs 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, 
e t  Bvapore A sec les solutions butanoliques r6unies (50 ml). Le r6sidu solide obtenu est 
tritur6 daus 1'6ther sec. Aprbs filtration, lavage et skchage, on obtient 1,42 g (70%) de 
L-s6ryl-L-tyrosyl-L-s6rinate de mBthyle de F. 135" (d6c.). [ c L ] ~ =  + 8,6" f 0,5" (c = 2,2; 
eau); +10,2" & 0,5" (c = 2,6; m6thanol); 0,O" & 0 , 5 O  (c = 2,6; dim6thylformamide). 
RfL = 0,95. Spectre UV.: A,,, = 280 mp (logs = 3,35), 285 mp (logs = 328) dans 
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dim6thylformamide-tributylamine (97 : 3). Soluble dans l'eau, les alcools et le dim6thyl- 
formamide. Insoluble dans les autres solvants organiques ordinaires. 

C,,H,,O,N,Cl Calcul6 C 47,4 H 6,O 0 27,6 N 10,4 C1 8,7% 
(4053) Trouv6 ,, 47,l ,, 6, l  ,, 27,4 ,, 10,5 ,, 8,7% 

N-Acltyl-L-sdryl-L-tyrosyt-L-sd~~nate de mdthyle ( X I V ) .  On ajoute 12,2 g (30 mmoles) de 
chlorhydrate de L-sBryI-L-tyrosyl-L-s6nnate de methyle (XIII) B une solution de 4,2 ml 
(30 mmoles) de tribthylamine dam 200 ml de chlorure de mbthylbne, e t  agite fortement 
jusqu'i dissolution totale. On refroidit B 0" et  ajoute 3,s g (50 mmoles) d'acide thioac6tique. 
On garde la solution homogbne obtenue pendant 2 j B 20'. I1 se produit pendant ce temps un 
dBgagement d'acide sulfhydrique et la formation d'un pr6cipit6. Celui-ci est filtr6, lave par 
du chlorure de mkthylbne, un peu de mkthanol et de l'eau. On obtient ainsi 7,03 g de tn- 
peptide ac6tyl6 de F. 214". Le filtrat est lave deux fois par NaHCO, 1-m., trois fois par de 
l'eau, deux fois par HCl 1-n. et une fois par NaHCO, 1-m. On ajoute 30 ml d'kthanol (afin 
d'eviter la cristallisation du produit dans le solvant sec), sbche sur Na,SO, e t  evapore 8. sec 
au vide. Le solide resultant est tritur6 avec de 1'6ther puis avec de 1'6ther de pktrole. Apr6s 
filtration, lavage B 1'6ther e t  sechage, on obtient 3,79 g de N-ac6tyl-L-skryl-L-tyrosyl-L- 
serinate de mdthyle de F. 214' Bgalement, soit un total de 10.82 g (87%). E:,8 = 1.0 M6t. 
Le produit est negatif Q la ninhydrine et positif au FOLIN. I1 est chromatographiquement 
homogbne. [a]g = - 28,2" -J= 0,5" (c = 3,O; dimBthylformamide). Spectre UV.: Imax = 
280 mp (loge = 3,32), 285 mp (loge = 3,25). Legbrement soluble dans les solvants orga- 
niques. Soluble dans le dim6thylformamide. 

C18H,,0,N8 Calcul6 C 52.6 H 6.1 0 31,l N 10,2% 
(411,4) Trouv6 ,, 52,6 ,, 6,2 ,, 30,5 ,, lO,O% 

Le m&me produit est obtenu i 1'6tat un peu moins pur avec un rendement de 75% 
B partir d'un melange de L-skryl-L-tyrosyl-L-serinate de m6thyle (base libre !), d'acide 
ac6tique e t  de dicyclohexyl-carbodiimide. F. 190". [a]% = -38,O' 0,5" (c = 1,8 ; dimkthyl- 
formamide); -21,7" f 0,s" (c = 2,7; mbthanol). La moins grande purete se traduit par 
une plus grande solubilitB dans les solvants organiques, notamment le m6thanol. 

N-Ac~tyl-L-sdryl-L-tyrosyl-L-s~rylhydrazids ( X  V ) .  On dissout S,O g (19.4 mmoles) de 
N-ac6tyl-L-s6ryl-L-tyrosyl-L-skrinate de m6thyle (XIV) dans 700 ml de m6thanol en 
chauffant 15 min B reflux. On ajoute 7 ml (140 mmoles) d'hydrate d'hydrazine et  l'on 
refroidit rapidement B 20". L'hydrazide commence B cristalliser aprbs quelques heures. 
Aprbs 36 h B Z O O ,  on concentre le melange i un volume de 200 ml environ et  l a k e  16 h B 0'. 
Par filtration, lavage par 100 ml de methanol, 100 ml de methanol-&her 1 : l  e t  300 ml 
d'6ther e t  s6chage au vide on obtient 5,97 g (75%) de N-acetyl-L-s6ryl-L-tyrosyl-L-s&yl- 
hydrazide de F. 232" instantan6 et F. 250' par prichauffage. [ a ] g  = - 38,5" & 1,O" (c = 

1,7; HC1 1-n.); -13,lO f 0,5" (c = 2,O; dim6thylformamide). Rf& = 1,0, revelation par 
FOLIN. Spectre UV.: A,, = 280 m,u (loge = 3,35), 286 mp (loge = 3,27) dans dim6thyl- 
formamide-tributylamine (97 : 3). Peu soluble dans l'eau et  les solvants organiques, trbs 
soluble dans HC1l-n. 

C,,H,,O,N, Calcul6 C 49,6 H 6 , l  0 27,2 N 17,0% 
(411,4) Trow6 ,, 48,6 ,, -6,2 ,, 27,5 ,, 17,0% 

B) S4quence Glu-M6t 
N- Phtalyl-r-mt!Lhionine ( X  V T ) .  Un m6lange intime finement pulverise de 10,O g 

(67 mmoles) de L-m6thionine et  de 9,6 g (65 mmoles) d'anhydride phtalique est agite douce- 
ment en recipient ouvert dans un bain d'huile chauffe B 180-185O. Lorsque la temperature 
int6rieure atteint 130", la masse devient fluide. On laisse encore 10 min dans le bain, 
refroidit B 80" et dissout dans 250 ml de m6thanol. Aprbs adjonction sous trbs forte agi- 
tation de 750 ml d'eau, filtration, lavage et  s6chage des cristaux qui se forment, on 
obtient 16,6 g (92%) de N-phtalyl-L-m6thionine de F. 124". [=If;" = - 75,5" f 0,5" (c = 
4,7; dimethylformamide); -47.5" & 0.5" (c = 5,2; methanol). Soluble dans les solvants 
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organiques sauf 1'6ther de p6trole. Insoluble dans l'eau. R6action positive au chloro- 
platinate-iodure ,$). 

C,,H,,O,NS Calcul6 C 55,9 H 4,7 0 22.9 N 5,O S 11,5y0 p. Bquiv. 279 
(2793) Trouv6 ,, 56,l ,, 5,O ,, 22,8 ,, 5,l ,, 11,6Yo ,, 280 

y-L-Glutamate de benzyle ( X V I I ) .  A 500 ml d'6ther ordinaire, on ajoute 50 ml d'acide 
sulfurique B 98% puis 500 ml d'alcool benzylique exempt d'aldBhyde40), Cvapore 1'6ther 
au vide et  dissout par petites portions 73.5 g (500 mmoles) d'acide L-glutamique. La solution 
obtenue est gard6e 20 h B Z O O ,  additionnke de 1000 ml d'6thano196yo et, sous forte agitation, 
de 250 ml de pyridine. La cristallisation commence immkdiatement. Apres 10 h B O", on 
filtre, essore, lave B 1'6ther sec et  obtient 98 g d'un produit contenant encore des traces 
d'acide glutarnique. Par recristallisation de 950 ml d'eau bouillante contenant 10 ml de 
pyridine, repos de 6 h 3, 0°, filtration et s6chage au vide B tempkrature ordinaire, on obtient 
90,O g (76%) de y-L-glutamate de benzyle pur de F. 189' (Wt. 169-170' 41) et  174" 42)). 

[a12 = + 19.6' * 0,2" (c = 6,O;  acide ac6tique); + 27,7" f 0.5" (c = 2,5; HC11-n.) (litt. 
4 4  [ a ] g  = + 19,5" (c = 7,2; acide ac6tique)). R f s  = 0,47. Tres peu soluble dans les solvants 
organiques et  I'eau froide. Mod6r6ment soluble dans l'eau bouillante. Stable plus d'un an 
3, tempbrature ~rdinaire,~). 

C,,Hl,04N Calcul6 C 60,8 H 6,4 0 27,O N 5,9% 
(2373) Trouv6 ,, 61,l ,, 5,9 ,, 26,8 ,, 6,0% 

N-Carbo-t-butoxy-L-mkthionylhydrazide ( X I X ) .  Dans une suspension de 30,O g (150 
mmoles) de chlorhydrate de L-m6thionate de ~ n B t h y l e ~ ~ )  dans 500 ml de toluene B 6bullition 
on fait barboter un courant de phosgene jusqu'B ce que tout le chlorhydrate ait pass6 en 
solution. Apres encore 30 min de chauffage B reflux, la solution est BvaporBe B sec sous vide. 
Les 28.8 g d'huile obtenus sont dissous dans GO ml de t-butanol, chauff6s B reflux pendant 
30 min, gard6s B 20" pendant 12 h et  Bvapor6s B sec. L'huile resultante est dissoute dans 
150 ml d'bther. Apres lavage Bhl'eau, s6chage et  Cvaporation B sec, on obtient 27,2 g (68%) 
de N-carbo-t-butoxy-L-mkthionate de methyle huileux qui sont directement transform& 
en hydrazide par dissolution dans 150 ml de methanol e t  adjonction de 15 ml d'hydrate 
d'hydrazine. A p r b  3 j B ZOO, on Bvapore B sec au vide, reprend l'huile resultante dans 500 ml 
de chloroforme, lave quatre fois B l'eau, skche sur Na,S04 et Bvapore B sec. Par trituration 
avec de 1'Bther de pBtrole, on obtient rapidement des cristaux, qui, aprhs filtration, lavage 
et  sbchage, donnent 21,l g (53% B partir du chlorhydrate de L-mBthionate de m6thyle) de 
N-carbo-t-butoxy-L-mhthionylhydrazide de F. 74". [a]g  = - 12,4" -& 0,5" (c = 2 ,5 ;  
mkthanol); -4,O" f 0,5" (c = 2.5; dim6thylformamide). Rf; = 0,95 (r6v6lation par nin- 
hydrine, FOLIN et iodoplatinate). Soluble dans tous les solvants organiques sauf 1'6ther de 
p6trole. 

C1,H,,03N3S C 45,G H 8,O 0 18,2 N 16,O S 12,2% p. 6quiv. 263 
(263,4) ,, 45,3 ,, 7,s ,, 1 8 3  ,, 16,O ,, 12,3% ,, 266 

N-carbo-t-butoxy-L-mithionyl-y-L-glutamate de benzyle ( X X ) .  A une solution de 13,2 g 
(50 mmoles) de N-carbo-t-butoxy-L-methionylhydrazide (XIX) dans 90 rnl de HCl 2-n. 
refroidie B - 5", on ajoute GO ml de NaNO, 1-n. Bgalement refroidis B - 5". L'azide prkcipite 
de suite sous forme d'une huile Bpaisse. AprBs 10 min, on extrait l'azide par 200 ml d'kther, 
lave par du NaHCO, 1-m. e t  ajoute B une solution de 23,7 g (100 mmoles) de y-L-glutamate 
de benzyle (XVII) e t  de 42 ml (300 mmoles) de triethylamine dans 300 ml de dim6thyl- 

39) G. TOENNIES & J.  KOLB, Anal. Chemistry 23, 824 (1951). 

41) W. E. HANBY, S. G. WALEY & J.  WATSON, J.  chem. SOC. 1950, 3239 (1950). 

43) L'instabilit6 not6e par BLOUT & KARLS0N4') est probablement due au fait que le 
produit prBpar6 par ces auteurs n'6tait pas aussi pur que le n6tre. 

44) M. BRENNER & R. W. PFISTER, Helv. 34, 2085 (1951). 

J. MEISENHEIMER, Ber. deutsch. chem. Ges. 41, 1420 (1908). 

E. R. BLOUT & R. H. KARLSON, J. Amer. chem. SOC. 78, 944 (1956). 
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formamide et  150 ml d’eau. L‘Bther est Bloigne sous vide. Aprbs 2 j B ZOO, on neutralise par 
addition de 15 mld’acide acktique, filtre du y-L-glutamate de benzyle en exces, qui cristallise, 
e t  6vapore le filtrat au vide. Le r6sidu est repris dans 250 ml de HCl l-n. e t  le dipeptide qui 
se separe sous forme huileuse est extrait par 300 ml d’ac6tate d’kthyle. Celui-ci est extrait 
B son tour par cinq fois 100 ml de NH,OH 1-n. Apres acidification au pH2 par HC14-n. le 
dipeptide qui prkcipite est extrait par 300 ml d’kther. L’Bther est lave par dix fois 50 ml 
d’eau, sBch6 et kvapork Q sec. Aprbs sechage au vide pouss6 on obtient 15,2 g (65%) de 
N-carbo-t-butoxy-L-mkthionyl-y-L-glutamate de benzyle sous forme d’une huile non 
cristallisable. [ a ] g  = - 13.3” & 0,5” (c = 2,O; methanol) ; - 13,8” & 0,5” (c = 1,5; dimethyl- 
formamide). Rf& = 0,68. Soluble daus tous les solvants organiques sauf 1’6ther de petrole. 

C,,H,,O,N,S Calcule C 56,4 H 6,9 0 23,9 N 6,O S 6,9% p. Bquiv. 469 
(468,6) Trouv6 ,, 56.6 ,, 7,2 ,, 24,2 ,, 5,8 ,, 7,1% ,, 472 

L-Mithionyl-y-L-glutamate de benzyle ( X X I ) .  - a) A partir de N-phtalyl-L-mdthionine. 
A une solution refroidie B - 5’ de 11,2 g (40 mmoles) de N-phtalyl-L-mkthionine (XVI) et  de 
5,6 ml (40 mmoles) de tribthylamine dans 100 ml de tetrahydro-furanne. on ajoute goutte 
B goutte 3.8 ml (40 mmoles) de chloroformiate d’kthyle. Apres 10 min, on introduit 14,9 g 
(63 mmoles) de y-L-glutamate de benzyle (XVII) dissous dans un melange de 100 ml de 
tetrahydro-furanne, 100 ml d’eau et  14 ml (100 mmoles) de trikthylamine. Aprbs 4 h 
d’agitation B Z O O ,  on ajoute 6 ml d’acide acktique, filtre e t  recupere ainsi 7,85 g de 7-L- 
glutamate de benzyle n’ayant pas r6agi. Le filtrat est concentre au vide pour en Bloigner 
le tetrahydro-furanne et  le residu est repris dans 250 ml d’acbtate d’kthyle, lave deux fois 
par HCl 1-n. et sept fois par l’eau. Par sechage sur Na,SO,, Bvaporation au vide et  skhage, 
on obtient une huile visqueuse incolore qui contient encore environ 30% de N-phtalyl-L- 
methionine. Les 19 g d’huile sont dissous dans 190 ml de methanol et additionnes de 5,O ml 
d’hydrate d’hydrazine et gardes 24 h B 20”. Une partie du phtalylhydrazide cristallise d6jQ 
pendant la scission. On filtre e t  kvapore B sec B 35” sous vide. Le rksidu est repris dans un 
melange de 100 ml d’ac6tate d’kthyle, 50 ml d’eau et  3,6 ml d’acide acetique glacial, agite 
30 min puis dBbarrass6 du reste de phtalylhydrazide par filtration. Apres separation des 
phases, on lave encore l’acBtate d’bthyle par 5 x 30 ml d‘eau et  on reunit les couches 
aqueuses qui contiennent la totalit6 du dipeptide scind6, contaminb par un peu de m6thio- 
nine. Pour le purifier, on extrait la solution aqueuse par 20 x 30 ml de n-butanol e t  on lave 
ce dernier par 3 x 30 ml d’eau. La solution butanolique qui contient le dipeptide pur est 
concentree B 50 ml sous vide B 35’. DejQ par concentration le dipeptide commence Q 
cristalliser. Aprks 12 h Q O”, on filtre, lave le prBcipit6 par 1’6thanol absolu et  seche sous vide. 
Du filtrat, par evaporation B sec et trituration r6p6t6e du residu avec de 1’6thanol absolu, on 
obtient encore du produit aussi pur que la premiere fraction. On obtient ainsi au total 6,17 g 
(42%) de L-mkthionyl-y-L-glutamate de benzyle de F. 182” instantank et 168” aprks prb- 
chauffage. R G  = 0,65. Ei.8 = 1,0 Met. [ a ] g  = + 16,1° & 0,5” (c = 1,9; HC11-n.). In- 
soluble dans les solvants organiques, peu soluble dans l’eau froide, trks soluble dans les 
acides e t  alcalis dilues. 

C,,Hz40,N,S Calcul6 C 55,4 H 6,6 0 21,7 N 7,6 S 8,7% 
(368,4) Trouv6 ,, 55,3 ,, 6,3 ,, 21,7 ,, 7,6 ,, 9,0% 

Le produit se saponifie rapidement dans NaOH 1-n. en acide L-methionyl-L-glutamique. 
Un traitement de 2 h par une solution de HBr dans l’acide acktique glacial en presence de 
methyl-Bthyl-sulfure est necessaire pour conduire au m&me produit par acidolyse totale du 
groupe benzyle. 

On peut Bgalement purifier le L-mhthionyl-y-L-glutamate de benzyle par chromato- 
graphie sur colonne, mais le rendement est alors infkrieur. Apres hydrazinolyse dans les 
conditions decrites ci-dessus, le produit brut est purifie par deux chromatographies 
successives dans le melange mkthylCthylcktone/pyridine/eau (65 : 15 : 25) sur une colonne 
5 x 5 0  cm de cellulose WHATMAN. On obtient ainsi 3,8 g (26% Q partir de la phtalyl-L- 
mkthionine) de L-mkthionyl-y-L-glutamate de benzyle de F. 150-160”. Rf; = 0,65. 
TrouvB N 7,3%. 
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b) A purtir de N-carbo-t-butoxy-L-mkthionyl-y-L-glutamate de benzyle. On dissout 9,37 g 
(20 mmoles) de N-carbo-t-butoxy-L-m&hionyl-y-L-glutamate de benzyle (XX) dans 200 ml 
d'6ther anhydre 2,2-n. en HCl. Aprbs s6jour de 30 min B Z O O ,  Bvaporation B sec, dissolution 
dans 100 ml d'eau et extraction par deux fois 100 ml d'6ther, la phase aqueuse est traitbe 
par la resine IRA-45 (cycle ac6tique) et extraite par 10 x 70 ml de n-butanol. Par Bvapo- 
ration B sec du n-butanol e t  trituration avec de 1'6ther sec. on obtient 4,27 g (58%) de 
L-rn6thionyl-y-L-glutamate de benzyle de m&mes propriCt6s que sous a). 

C )  SBquence SBr-Tyr-SBr-MBt-Glu 
N-Ac~~yl-L-skryl-L-tyrosyE-L-s~ryl-~-m~th~onyl-y-L-glutuma~e de benzyle ( X X I I ) .  A une 

solution refroidie B - 5" de 1,23 g (3,O mmoles) de N-ac6tyl-L-sBryl-L-tyrosyl-L-s6rylhydra- 
zide (XV) dans 15 ml de dim6thylformamide et  3,O ml de HC14-n. on ajoute un mblange, 
dgalement refroidi B - 5", de 0,8 ml de NaNO, 5-n. e t  15 ml de dim6thylformamide. On 
agite fortement pendant 5 min puis neutralise l'excbs de HC1 par 1,26 ml (9 mmoles) de 
tribthylamine et on sbche rapidement sur Na,SO,. Cette solution est filtr6e dans une 
solution de 1,65 g (4,5 mmoles) de L-m6thionyl-y-L-glutamate de benzyle (XXI) dans 15 ml 
de dim6thyIformamide et  1,26 ml (9 mmoles) de tri6thylamine. Le pH est de 7,5 sur papier 
indicateur humide. Aprbs 60 h B 0" le pH est descendu H 6. On Bvapore B sec sous vide B 60" 
et  reprend le r6sidu par 150 ml de mBthanol50%. Aprhs passage sur une colonne d'IRA 120 
(pour Bliminer la trigthylamine et  le L-mBthiony1-y-L-glutamate de benzyle) puis sur une 
colonne d'IRA 45 (en cycle ac6tique pour enlever le HCl), on obtient un produit qui, B c8t6 
du pentapeptide d6sir6, contient encore 25-30y0 d'un produit neutre. Aprbs un contre- 
courant (50 tubes, 50 transferts) dans le systbme n-butanol-eau, le contenu des tubes 40 B 49 
est &vapor6 B sec, le r6sidu est dissous dans 3 ml de methanol et prBcipit6 par adjonction de 
20 ml d'6ther. On obtient ainsi 744 mg (33 yo) de N-acBtyl-L-sBryl-L-tyrosyl-L-s6ryl-L- 
mbthionyl-y-L-glutamate de benzyle de F. 170-172" (ddc.). Rf; = 0,95. EP8 = 0,5 Glu; 
Ei,8 = 0,7 Glu. NBgatif B la ninhydrine. Positif au FOLIN-CIOCALTEU et  au PAULY. [a]g  = 
-28.0' 0,5O (c = 2,l; mbthanol). Spectre UV.: A,,, = 280 mp (logs = 3,30), 286 mp 
(logs = 3,25) dans dim6thylformamide-tributylamine (96:4). Soluble dans les alcools e t  le 
dim6thylformamide. Peu soluble dans I'eau. Insoluble dans 1'6ther et l'dther de p6trole. 
L'hydrolyse acide donne de la k i n e ,  de la tyrosine, de la m6thionine et  de l'acide gluta- 
mique dans le rapport 2 : 1 : 1 : 1 46). 

C,H4,OI2N,S Calcul6 C 54,6 H 6, l  0 25,7 N 9,4 S 4,3% 
(7443) Trouv6 ,, 53,8 ,, 6,4 ,, 25,8 ,, 9,l ,, 4,2% 

N-CBO-L-Skryl-L-tyrosyl-L-skryl-L-mkth~onyl-y-~-glutamate de benzyle ( X X I I I ) .  On 
dissout 2,Ol g (4 rnmoles) de N-CBO-L-sBry-L-tyrosyl-L-s6rylhydrazide (XII) dans un 
melange de 20 ml de dim6thylformamide et de 4,O ml de HC14-n., refroidit B - 5", agite 
fortement e t  ajoute un melange de 20 ml de dim6thylformamide et  de 1 ml de NaNO, 5-n. 
Bgalement refroidi B Oo. Aprbs 5 min on neutralise l'excbs de HCl par 1,54 ml (11 mmoles) de 
tri6thylamine, &he rapidement sur Na,SO, et filtre cette solution dans une solution de 
2,2 g (6 mmoles) de L-m6thionyl-y-L-glutamate de benzyle (XXI) dans 20 ml de dim6thyl- 
formamide et  1,68 ml(12 mmoles) de trikthylamine. On agite bien et  garde la solution ainsi 
obtenue 36 h B OO. On 6vapore B sec et  reprend le r6sidu dans 30 ml de NH,OH 0,5-n. Tout 
se dissout d'abord, puis brusquement la cristallisation commence. Aprbs quelques minutes, 
on obtient une masse Bpaisse difficile B filtrer. On centrifuge rapidement pour Bviter une 
saponification. Le solide est le sel d'ammonium du pentapeptide et le liquide surnageant 
contient les impuret6s avec encore un peu de pentapeptide. On dissout le solide dans 500 ml 
de m6thanol et fait passer cette solution sur une colonne d'IRA-120 puis sur une colonne 
d'IRA-45 (cycle ac6tique). On Bvapore B sec, dissout le rBsidu dans 10 ml de methanol 
bouillant, concentre B 5 ml et ajoute 50 ml d'Cther. Par filtration on obtient 1,69 g (51%) de 
N-CBO-~-sBryl-~-tyrosyl-~-s6~l-~-m6thionyl-~-~-glutamate de benzyle de F. 170O. Pour 
l'analyse on recristallise encore deux fois dans m6thanol- acetate d'6thyle et obtient un F. de 
173'. Rf: = 0,6; R f i  = 0,5; R$ = 0,l. E& = 0,7 Glu; Ei,8 = 0,7 Glu (scissions par 
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HBr dans I’acide acetique en presence de m6thyl-ethyl-sulfure et d’eau, ou par HBr 
dans le diethylphosphite). [ a ] b  = -23” f 1” (c = 1 , O ;  methanol), -10‘ f 1” (c = 1,4; 
dim6thylformamide). Spectre UV.: Amax = 280 mp (logs = 3,35), 286 mp (logs = 3,29) 
dans dimbthylformamide-tributylamine (96 : 4). Soluble dans les alcools et le dimethyl- 
formamide, peu soluble dans l’ac6tate d’6thyle et l’eau, insoluble dans 1’6ther. L’hydrolyse 
acide donne de la serine, de la tyrosine, de la methionine et  de l’acide glutamique dam le 
rapport 2: 1 : 1 : 1 4 5 ) .  

C,,H,,O,,N,S Calcul6 C 57,2 H 5,9 0 24,8 N 8,3 S 3,8% 
(8399) Trouv6 ,, 56,3 ,, 5,9 ,, 24,s ,, 8,4 ,, 33% 

Aprhs scission des groupes protecteurs, le peptide obtenu est entihrement scind6 par la 
leucine-aminopeptidasee’) 22). 

SUMMARY 

N-CBO-L-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-L-seryl-L-met~onyl-~-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 SAND02 
(Dir.: Dr J. RENZ), B a e  

45) Une partie de la methionine apparaft sous forme de benzylhomocyst6ine (cf.l*)), 

200. Synthhse de la L-histidyl-L-ph6nylalanyl-L-arginyl-L- 
-tryptophanyl-glycyl- 6-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 sCquence His-PhC-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val se retrouve en position 6 i 
13 dans l’a-MSH de porcl) et dans toutes les diff6rentes ACTH dont la structure 
a 6t6 Ctablie jusqu’ici2). 

I) J. I. HARRIS & A. B. LERNER, Nature 179, 1346 (1957). 
*) Voir r6f6rence l) du travail prdc6dent: Helv. 41, 1852 (1958). 




