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sind wohlbekannt lS). Bei der Gleichstromverstarker-Messung wird die Gitter- und da- 
mit Kollektorspannung wegen der negativen Riickkopplung im wesentlichen konstant 
gehalten, so dass kein Unterschied zwischen den beiden Messreihen existieren sollte. 

Unser genauestes Resultat sei mit demjenigen NIERsle) verglichen : 
87Rb/8sRb = 0,3860 0,0009 diese Arbeit 

0,3860 0,0005 NIER 

d. h. das Gerat arbeitet innerhalb der Messgenauigkeit diskriminationsfrei. Dieser 
Befund wird durch die beiden Resultate mit Gleichstromverstarker, einer unab- 
hangigen Elektronik, bestatigt. 
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133. Synthhe de l’a-M6lanotropine (a-MSH) de Porcl) 
par St. Guttmann et R. A. Boissonnas 

(24 IV 59) 

I1 a CtC montrC rCcemment par HARRIS & LERNER~)  et par HARRE~)~) que 
l’a-MSH (melanocyte-stimulating hormone), qui semble &re la principale hormone 
de l’hypophyse de Porc provoquant 1’Ctalement des mClanocytes 5)8), est un tridC- 

l) Une communication prdiminaire sur cette synthkse a 6t6 donnee au IVe Congrks de Bio- 
chimie (Vienne, 1-6 sept. 1958). cf. R. A. BOISSONNAS & ST. GUTTMANN, RBsum6s des communi- 
cations, Section 1, Nr. 3. 

2, J. I. HARRIS & A. B. LERNER, Nature 179, 1346 (1957). 
J. I. HARRIS, Symposium on Protein Structure, Methuen & Co., Ltd., London, pp. 333- 

337 (1958). 
4, J. I. HARRIS, Biochem. J. 71, 451 (1959). 
6) A. B. LERNER & T. H. LEE, J .  Amer. chem. SOC. 77, 1066 (1955). 
6) Pour une revue de la litt6rature sur ce sujet voir I’article de C. H. LI dans Advances in 

Protein Chemistry 12, 269 (1957). 
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capeptide posskdant la sCquence des 13 premiers acides aminCs de la chaine des 
ACTH, avec en outre un groupe N-adtyle en position N-terminale et une fonction 
amide en position C-terminale (schCma). 

1 a-MSH Ac-SBr-Tyr-SBr-M6t-Glu-His-PhC-Arg-Try-Gly-T,ys-€’rci-\.’al-~HH, 1 
Sche‘ma 

Nous dCcrivons dans le present travail la vCrification par synth6se de cettc 
structure. 

Par la mbthode i la dicyclohexyl-carbodiimide ’) nous avons condens6 le N-acCtyl- 
L-sCryl-L-tyrosyl-L-sCryl-L-mCthionyl-y-L-glutamate de benzyle *) avec le L-histidyl- 
L-phCnylalanyl-L-ar~nyl-L-tryptophanyl-glycyl-&-N -CBO-L-lysyl -L-prolyl-I--valyl- 
amide9) en N-acCtyl-L-sCryl-L-tyrosyl-r.-sCryl-L-mCthionyl-y-O-benzyl-L-glutamyl-r.- 
histidyl-~-phCnylalanyl-~-arginyl-~-tryptophanyl-glycyl-~-N-CBO-~-lysyl-~-prolyl-~- 
valylamide, dont la puretC a CtC mise en Cvidence par l’obtention d’un composant 
unique B la chromatographie, B 1’Clectrophorhse et au contre-courant . L’examen du 
spectre UV. ct des produits d’hydrolyse acide a donnC le rapport attendu des acidcs 
aminCs composants. 

Cc tridCcapeptide protCgC ne se distingue dc l‘u-MSH que par la prCsence d’un 
groupe ester benzylique sur la fonction y-carboxylique dc l’acide glutamique en posi- 
tion 5 ct d’un groupe carbobenzoxy- sur la fonction &-amino de la lysine en position 11. 
I1 possede un peu moins du millihme de 1’activitC mClano-stimulantelO) que l’on ob- 
tient apr&s scission des groupes protecteurs. Cette faible activitC n’est pas augmentbe 
ap rb  un sCjour de dcux heures B tempCrature ambiante dans la soude caustique 
diluCe ll). 

La scission des deux groupes protecteurs de la molCcule par hydroghnation 
catalytique ou par le sodium dans l’ammoniac liquide n’est pas rCalisable sans des- 
truction partielle de la mCthionine en position 4. Nous avons donc CtudiC la scission 
de ces groupes protecteurs par l’acide bromhydrique dans diffdrentes conditions dont 
les principales sont indiquCes dans le tableau. L’absence de toute trace de brome dans 
l’acide bromhydrique utilisC est indispensable pour Cviter la destruction du trypto- 

’) J.  C. SHEEHAN h G. P. Hnss, J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
R, Sr. GUTTMANN h R. A. BOISSOSSAS, Hclv. 41, 1852 (1958). 
9, R. A. ROISSONXAS, ST. GUTTMANN, R. L. HUGUENIN, €‘.-A. JAQUENOUD & ED. SASDRIN, 

Helv. 41, 1867 (1958). 
lo) Lcs dosages d’activitd biologique ont C t C  effectuds par le P. D. Dr E. FI.UCKIGER de 

notre UCpartement pharmacologique (Dir.: Dr A. CERLETTI) selon la mCthode in vivo de LAND- 
GREBE & WARINC. (Hormonc Assay, Academic I’ress, p. 141 (1950)) c t  selon la mdthode in vilro 
de SHIZUME. LERKER & FITZPATRICK (Endocrinology 54, 553 (1954)). Les deux mkthodcs ont 
doniid dcs resultats concordants. T.’unit6 d’activiti qne nous avons employ& est celle dbfinie 
par LANDRERE & WAR IN^, c’cst-&dire l’activite m6lano-stimulante de 0,5 m g  de poudre hypo- 
physaire ayant la meme activite oxytocique, vasopressique et  antidiurdtique que le standard 
international dc poudre d’hypophyse postkrieure. Selon L I ~ )  1 unit@ de LANDGREBE h \ V A R I N ~ ;  
correspond B lo4 unitds definies selon S H I z m i E ,  LERNER & FITZPATRICK. Tza limite d’erreur dc 
nos dosages biologiyues est cle f 25%. 

11) Dans u ~ i e  coxxirnunication prdliiiiinairc recente, I-IOFMANN ct coll. ( J .  -4nier. chem. Soc. 80, 
6458 (1958)) indiquent qu’ils ont preparc’: un  N-C I3O-L-sCryl-L-tyrosyl-L-s~ryl-L-mC.thionyl-L- 
glutaminyl-~-histidyl~~-phknylalanyl-~-arginyl-~-tryptophanyl-glycyl- c-N-tosyl-L-lysyl-L-prolyl- 
L-valylamide qui ne poss&de qu’un centikme de l’activiti de l’a-MSH dc porc. 



Volumen XLII, Fasciculus IV (1959) - No. 133 1259 

phane. En outrc la prCsence de diCthylphosphite permet de fixer toute trace de 
brome qui pourrait se former dans le mklange de scission. 

Essais pre'liminaires de scission des groupes protecteurs 
Pour chaque essai on a utilisd 1,0 mg de tridkcapeptide prot6gb - 

NO 

1 

2 

3 

4 

5 

- 

6 

7 

8 

9 

10 

11 
12 

13 

Solvant 

0,3 ml diithylphosphite 

0,3 ml diCthylphosphite 

0,3 ml didthylphosphite 
0,06 ml mdthyl6thylsulfure 

0,3 ml acide acdtique 
0,l ml didthylphosphite 

0.3 ml acide ac6tique 
0,l ml diithylphosphite 
0,l ml eau 

1.0 ml ac. trifluoracetique 
0,25 ml didthylphosphite 

1,0 ml ac. trifluoracetique 
0,25 ml diithylphosphite 
0,25 ml m6thyl6thylsulfure 

idem 

idem 

idem 

idem 

idem 

idem 

Conditions de scission 

courant de HBr de 120 rnin B - 5" 

courant de HBr de 60 rnin B - 5" 
repos de 120 min B 20' 

courant de HRr de 120 min B - 5" 

courant de HBr de 60 rnin B - 5" 
repos de 120 min B 20" 
courant de HBr de 60 min B - 5" 
repos de 120 min B 20' 

courant de HBr de 60 rnin A - 5" 
repos de 120 min B 20' 

courant de HRr de 20 min B - 5" 
repos dc 120 min B 20" 

courant de HBr de 20 rnin B - 5" 
repos de 360 min 20' 

courant de HBr de 60 rnin B - 5" 
repos dc 120 min B 20" 
courant de HBr de 120 min B - 5" 

courant de HBr de 360 min B - 5" 
courant de HBr de 60 rnin B 0' 

courant de HBr de 60 min B 20" 

ActivitC 
:n U/mg 

200 

200 

200 

600 

300 

850 

1300 

1200 

1250 

1200 

1200 
850 
350 

L'emploi de dikthylphosphite seul comme solvant 12) n'a conduit qu'k une activitd 
restreinte (tableau, essais 1 et Z), due, comme une Ctude sur des substances modkles 
l'a montrC, z i  une scission incomplkte du groupe 0-benzyle estkrifiant la fonction 
y-carboxylique de l'acide glutamique. La prolongation du temps de scission ou 
1'ClCvation de la temperature n'ont pas amCliorC le rCsultat. 

En prCsence d'acide acktique la scission est plus complkte. Par contre des Ctudes 
sur des substances de rCfCrencee) ont montrC que dans ces conditions les hydroxyles 
de la sCrine en position 1 et 3 s'adtylent partiellement. L'addition d'un peu d'eau 
diminue l'acdtylation mais provoque par contre une destruction partielle de la molC- 
cule, visible au contre-courant. 

Unc Ctude sur divers peptides de la sCrine*) nous a montrd que l'emploi d'acide 
trifluoroacCtique k la place d'acide acCtique comme solvant ne conduit pas ?I une 
acylation des groupes hydroxyle de la shrine. Par contre, alors que le didthylphosphite 
seul ou en prCsence d'acide acCtique fixe le bromure de benzyle form6 au cours de la 
scission et l'empeche de former un dCrivC sulfonium avec la mCthionine en position 4R), 

la) G. W. ANDERSOK & A. C. MCGREGOR, J.  Amer. chem. SOC. 79,6180 (1957). 



1260 HELVETICA CHIMICA ACTA 

il n’empCche plus cette +action secondaire de se produire lorsque I’on travaille dans 
l’acide trifluoroacCtique. La formation de dCrivC sulfonium n’est alors empCchCe que 
par addition de sulfure de mCthyl-Cthyle au mClange de 

Les scissions des groupes protecteurs du tridCcapeptide donnant les meilleurs 
rendements en activitC ont CtC obtenues en conduisant un courant de gaz brom- 
hydrique sec et pur, B - 5” et B l’obscuritC, dans une solution de ce tridecapeptide 
dans un mClange d’acide trifluoroacCtique, de diCthylphosphite et de sulfure de 
mCthyl-Cthyle (tableau, essais 7 8. 11). La prolongation du temps de scis.’ >ion ou 
1’61Cvation postkrieure de la tempCrature B 20” ne modifient pas d’une manikre 
apprCciable les activitCs obtenues. Par contre, si la scission est conduite d b  le dCbut 
?I 20” ou mCme B 0”, l’activitC obtenue est plus base  (essais 12 et 13). 

Nous avons rCpCtC, sur 385 mg de tridbcapeptide protCgC, la scission au gaz brom- 
hydrique dans un mClange d‘acide trifluoradtique, de diCthylphosphite et de sul- 
fure de mCthyl-Cthyle et avons obtenu un total de 775000 U, ce qui correspond B 
2000 U par mg de produit de dCpart. Aprb  un contre-courant de 400 transferts 
dans le systhme sec-butanollacide trichloracCtique aqueux 0,5%, le produit brut de 
scission s’est sCparC en un sommet mineur inactif de K = 5,7 et en un sommet principal 
actif de K = 1,9. Les tubes centraux du sommet actif ont donnC, apr& Climination 
de l’acide trichloracCtique par passage sur rCsine, 192 mg d’un produit isolable sous 
forme de poudre blanche et contenant 2100 U/mg. Une partie de ce produit a CtC 
soumise ?I un contre-courant supplementaire dans le mCme systbme. La courbe de 
rCpartition obtenue 14) cohcide exactement avec la courbe de rCpartition thCorique 
d’un produit de K = 1.9. Cette valeur correspond i~ celle que nous avons calculCe 
B partir de la courbe donnCe par LEE & L E R N E R ~ ~ )  pour la &partition dans le mCme 
syst&me de l’u-MSH de l’hypophyse de porc. Le produit obtenu a p r b  le contre- 
courant de 400 transferts cst apparu comme homogitne B la chromatographie sur 
papier dans trois systkmes de solvants et A 1’Clectrophorhse sur papier B pH 1,9. Par 
contre 1’Clectrophorbe sur papier 5 pH 5,8 a montrC une second.: tache plus faible 
migrant plus lentement. 

Nous avons alors soumis le produit rCsultant du contre-courant B une Clectro- 
phorbe prkparative sur papier B pH 5,8. L’activitC du produit ainsi purifiC est 
montCe B 3300 U/mg, ce qui correspond, dans les limites d’erreur des dosages bio- 
logiques et de la conversion d’un systeme d‘unitC dans un autre, B 1’activitC de l‘u- 
MSH de porc naturelle10)16)16). 

Ce tridkcapeptide purifiC s’est montrC homoghe B la chromatographie et i 
l’Clectrophor&se B pH 1,9, 5,8, 8,4, 10,2 et 11,3 aprhs rCvClation au reactif de FOLIK- 

13) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, J.-P. WALLER & P.-A. JAQUENOUD, Experientia 12, 

14) Par dosage colorim6trique selon 0. H. LOWRY, N. J. ROSENBROUGH, A. L. FARR & R. J. 

15) T. H. LEE & A.  B. LERNER, J .  biol. Chemistry 221, 943 (1956). 
16) Le Dr A. B. LERNER a eu l’amabilit6 de bien vouloir tester un de nos produits bruts 

(tableau, essai 9), choisi pour sa stabilit6 et ayant dansnotre laboratoire une activit6 de 1250U/mg. 
I1 a trouv6 que ce produit possedait par mg la moiti6 de l’activitd d’un a-MSH de porc rkcemment 
is016 dans son laboratoire aprh chromatographie sur CM-cellulose (cf. S. L. STEELMAN, R.  N. AN- 
DERSEN & R. M. MCGREGOR. Riochim. biophys. Acta 33,256 (1959)). Nous pouvons donc admettre 
que notre tridecapeptide purifi6 B 3300 U/mg est aussi actif que l’a-MSH de porc naturel. 

446 (1956). 

RANDALL. J. biol. Chemistry 193, 265 (1951). 
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C1OCALTEU1’), au rbactif de PAULY a la sulfanilamide diazotCel*), au rCactif de 
~ A K A G ~ J C H I  18), au rkactif au bleu de bromophCno1 de DURRUM lD), a la ninhydrine 20), 

et au rCactif chlore-iodure-amidon de RYDON & SMITH zl). 
Le point isoClectrique est de 10,6. LEE & L E R N E R ~ ~ )  ont trouvC un point iso- 

Clectrique de 10,s a 11,O pour l’a-MSH de porc. L’hydrolyse acide donne les acides 
aminCs composants dans les rapports attendus. 

L’attaque par la pepsine scinde notre tridkcapeptide entre l’arginine et le trypto- 
phane en donnant naissance B deux peptides ayant la m&me composition en acides 
aminCs et la m&me mobilitC ClectrophorCtique que les produits obtenus par HARRIS 2)4) 

lors de l’attaque pepsique de l‘a-MSH de porc. L’attaque par la chymotrypsine scinde 
aussi notre triddcapeptide en quatre fragments ayant les m&mes mobilitCs Clectro- 
phorCtiques que les fragments obtenus par HARRIS 2)4) lors de l’attaque chymotryp- 
sique de l’hormone naturelle. 

Etant donnC l’identitC des propriCtCs biologiques, physiques, chimiques et enzy- 
matiques de l’u-MSH isolC de l’hypophyse de porc et de celles de notre tridCcapeptide 
synthCtique, nous pensons que l’on peut admettre que celui-ci correspond exacte- 
ment B l’hormone naturelle, reprbsentant ainsi la troisibme et la plus complexe 
des hormones hypophysaires synthCtisCes jusqu’i maintenant. 

Partie experimentale lo) zz) 

Les chromatographies sur papier ont 6th faites par la mCthode ascendante (20-23 cm) sur 
papier SCHLEICHER & SCHUELL NO 2040 b lave. Rf2 dans le melange mCthylCthylcCtone/pyridine/ 
eau (65 : 15 : 20) ; R f i  dans le melange alcool isoamylique/pyridine/eau (35 : 35 : 30) ; Rf; dans le 
melange n-butanol/acide acktique glacial/eau (70 : 10 : 20). 

Les Clectrophorhses sur papier ont C t C  faites dans l’appareil B Clectrophorhse sous haute 
tension et  refroidissement de WIELAND & PFLEIDERER~~) dans les melanges suivants (en vo- 
lume) : acide formique/acide acCtique/eau 15 : 10 : 75 pour pH 1,9; pyridine/acide acetiqueleau 
9:1:90 pnur p H  5,8. Les tampons de pH 8.4, 10.2 et 11.3 ont Bt6 prepares A partir de glycine 
0.1-m. et de NaOH 0,l-n. selon SORENSEN~~). E{Q = 0.8 His, indique qu’B pH 1,9 la substance 
migre 0.8 fois la distance que migre l’histidine. 

N--4 cdtyl-~-sdryl-~-tyvosyl-~-sdryl-~-m~thion~~l-y-O-benzyl-~-glutamyl-  L- histidyl- L- phLnylalany1- 
L-arginyl-L-tvyptophanyl-glycyl-e- N-CBO-~-lysyl-~-prolyl-~-valylamide,HCl ( L  V I ) .  On dissout 
462 mg (0.62 mmole) de N - a c ~ t y l - ~ - s ~ r y l - ~ - t y r o s y l - ~ - s ~ r y l - ~ - m ~ t h i o n y l - ~ - ~ - g l u t a m a t e  de benzyle 
(XX)*) et  741 mg (0.62 mmole) de chlorhydrate de L-histidyl-L-phbnylalanyl-L-arginyl-L-trypto- 

17) Aprh vaporisation du reactif tyrosine-tryptophane de FOLIN-CIOCALTEU (J. biol. Che- 
mistry 73, 629 (1927)) dilu6 par un volume d’eau, le papier est expose. sans sBchage prtalable, 
B des vapeurs de NH,. 

le) R. BLOCK, E. L. DURRUM BE G. ZWEIG, Paper Chromatography and Paper Electrophore- 
sis, p. 132, Academic Press, New York 1958. 

lo) Ref. 18), resp. pp. 128 e t  576. 
ao) Les peptides contenant de la lysine dont la fonction &-amino est libre r6agissent posi- 

tivement B la ninhydrine. 
21) H. RYDON & P. SMITH, Nature 169, 922 (1952). La sensibilite du reactif est augrnentee 

si, a p r k  le traitement au chlore, on vaporise d’abord une solution d’amidon B 1% et. aprBs une 
min, une solution d’iodure de potassium B 1%. 

2e) Les microanalyses ont BtC effectuees dans notre Laboratoire microanalytique (Dr W. 
SCH~NIGER). Les spectres UV. ont Btd pris dans notre Laboratoire spectroanalytique (Dr H. G. 
LEEMANN). Les attaques enzymatiques ont Ct6 faites par le Dr J.-F. PECHBRE. 

TH. WIELAND & G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955). 
24) S. P. L. S~RENSEN.  Erg. Physiol. 12, 393 (1912). 
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plianyl-glycyl-e-N-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valylamide (LV)9 dans 2,5 ml de dimithylformamide 
et  ajoute lentement en agitant 6 ml d'acCtonitrile. La  solution ohtcnuc est additionnee dc 206 mg  
(1,OO mmole) dc dicyclohexyl-carbodiimide et agitCe. Au bout de 12 h il se forme un prCcipitC 
abondant qui se retlissout partiellement aprks I'adjonction de 2 ml de dimCthylformamide. On 
agitc encore 12 h 2 20" puis filtre aprks avoir gardC la solution 30 min 2 - 20". Aprks lavage du 
prCcipit6 (92 mg de dicyclohexylurCe) par 1 ml  de dimCthylformamide-acetonitrile 1 :4. on Cvapore 
I'acdtonitrile sous vidc 2 40" et  prCcipite le peptide form6 par l'adjonction de 50 ml d'Cther sec. 
.4pr$s filtration e t  sCchage au  vide on obtient 1206 mg d'un produit pulvCrulent. qui est dissous 
clans 10 ml de pyridine et  gard6 24 h 2 - 20". On filtre de  la solution encore 39 mg de dicyclo- 
hexylurCe (total:  131 mg = 0,58 mmole) et  concentre i 5 ml sous vide. Aprks addition de 50 ml 
d'Cther anhydre, le prCcipit6 est lave i 1'Cther e t  sCchC au vide. On obtient ainsi 1037 mg (8h,60/) 
de chlorhydrate de N-ac~tyl-~-sCryl-~-tyrosyl-~-s8ryl-~-m~thionyl-y-O-benzyl-~-glutamyl-1~-his- 
tidyl-~-phCnylalanyl-~-arginyl-~-tryptophanyl-glycyl-e-~-CBO-~-lysyl-~-prolyl-~-valylamide de 
F. 180" (dCc.). 1.16; = - 33" & 3" (c = 1.9; mCthano1); -26" 5 1" (c = 1.6; dimethylforma- 
mide). Spectre UV.: I,,,: 275 m p  (log E = 3,89), 281 m p  (loge = 3.90), 291 m p  (loge = 3.82) 
dans dimCthylIorniamide - tri-n-butylamine 97 : 3. Memes valeurs dans mCthanol-eau-triCthy1- 
ainine 60 : 15 : 1. (Ces valeurs correspondent exactement i cclles donnees par un melange kqui- 
molCculaire dc tyrosine et  de  tryptophane.) Reaction negative i la ninhydrinc. Reaction positive 
sur papier au  reactif de F ~ L ~ N - C ~ ~ ~ A L T E ~  17) (tyrosine-tryptophane), au rbactif de PAULY 18) 

(tyrosine e t  histidine). au rdactif dc SAKAGUCHI") (arginine), i l'iodoplatinateZ5) (mCthionine). 
au hlcu dc bromophCncil selon D U R R U M ~ ~ ) ,  e t  au reactif au chlore-iodure-amidonZ1). LJnc tachr 
sur papicr cst trbs ICgkrement fluorescente aprks sCchage. Le produit est homoghc  i la chromato- 
graphic (Rf{I = 0.95, R f i  = 0,95, R f t  = 0,95), i l'dlcctrophorkse sur papier (Eta = 0,35 His, 
0,60 Glu, 0.73 Try). ct au contre-courant (K = 15) dans le systkme sec-butanol-acide trichlor- 
acCtiquc aqueux 0.5% (50 transferts). 

C.,,Hl,,O,,NzlCIS CalculC C 57,3 H 6.4 0 17.5 N 15,3y0 
(1925,7) TrouvC ,, 57.6 ,, 6,7 ,, 17,6 ., 15,2% 

L'hydvolyse acide montre le rapport attendu des acides aminCs composants: SCr 2.2, Tyr 1.0. 
hldt 1,0, Glu 1,0, His 1,0, PhC 1,O. Arg 1.0, Gly 1.0, Lys 1.0, Val 1.1 (Try par UV. avant l'hydrolyse: 
1.0). Pour Cviter I'altCration de la tyrosine e t  de la mCthionine par le chlorurc de henzyle qui se 
forme i partir des groupes protccteurs, le produit est  d'ahord chauffe 2 h A 100" dans HC1 6-n. 
bidistill6, la solution cst cxtraitc 5 1'Cthcr pour Bloigner le chlonire de benzyle formC, e t  le chnuffage 
cst poursuivi i 110" pendant 16 h. L'hydrolysat obtenu est c ~ m p a r C ~ ) ~ ~ ) ~ ~ )  avcc un  mdlangc 
artificiel de m&me composition soumis aux  mZmes conditions d'hydrolyse. 

Le dosage de l'activitk M S H  de ce tridhcapeptide bloqub indique une activitC dc  25 U/mg. 
soit un  peu moins du millikme de l'activitt! du tridgcapeptide dCbloquC (a-MSH) purifiC ci-dessous. 
Cette activitC n'cst pas modifiCc par un sejour de 2 h 2 20" dans NaOH 0,3-n. Par contre un 
chauffagc de 15 min h 100" dans NaOH 0.1-n. abaissc l'activite 2 7 U/mg. 

Etudes prtliminazres sur la scission des groupes pvotecleurs. La  scission des groupes protecteurs 
a 6th eifectuCe par le gaz bromhydrique dans les diffCrents solvants indiquCs dans le tableau. 
1-e gaz bromhydriquc cst prCpar6 sclon Inorganic Synthesesz8) et  est en outre lave par passage 
dans deux flacons laveurs contenant tle I'acide acCtiquc saturC dc phCnol, puis dans du dikthyl- 
phosphite i - 10" ct  cnfin i travcrs une trappe i - 70". Le recipient contenant le melange de 
scission est  maintenu 2 1'obscuritC. Pour chaque essai il a C t C  utilisC 1 mg dc tridkcapcptidc pro- 
tCgC ci-dessus. A la fin des temps rle scission indiques dans le tableau, les solvants volatils sont 
hapores  sous vide poussC i 30", lc rCsidu est additionne d'ether anhydre, et  le prCcipitC obtenu 
cst lavC encore plusieurs fois 2 1'Cther anhydre pour enlever les dcrnihres traccs dc diethylphos- 
phite. Les activitCs par mg obtenucs sont indiquCes dans le tableau. Les chromatogrammes et  
phCrogrammcs clcs produits dc scission montrent dans tous les cas des taches inactives mineures 

25) G. TOENNIES C% J .  J. KOLB, Anal. Chemistry 23, 823 (1951). 
26) R. ,\. B ~ I S S ~ N N A S ,  Hclv. 33, 1980 (1 950) ; cf. aussi K. A .  ROI~SONNAS & G. PREITNER, 

27) E. G. FISCHER & H. DORFEL. Biochem. 2. 324, 563 (1953). 
28) Innrganic Syntheses, Vol. 1 I ,  p. 33X. 

Helv. 36, 875 (1953). 
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B cbtB d’unc tache principale contenant l’activitb. L’analyse par contre-courant dans le systkme 
sec-butanol-acide trichloracBtique aqueux 0,5 yo montre aprbs 50 transferts e t  colorimCtrie’4) 
deux sommets principaux: A (K = 1.9) et  B (K = 5.7). L‘activitB se trouve dans le sommet A. 
Ilans les essais 1 B 3 le sommet A est beaucoup moins important que B. Dans l’essai 4 le sommet A 
represente 40% du total. Dans les essais 7 B 13 le sommet A reprkscnte plus de 60% du total. 
Dans l’essai 5 un nouveau sommet (K = 1.0) apparait. 

Influence d’un traitement postivieur basique. IJne partie du produit obtenu dans l’essai 1 est 
reprise par NaOH 0,8-n. et agitBe B 20’ pendant 20 min. L’activitB tombe de 200 U/mg B 60 U/mg, 
mais ne baisse pas davantage si l’on prolonge le temps du traitement alcalin B 60 min. La chro- 
matographie e t  l’examen A contre-courant montrent une forte altbration. 

a - M S H .  - a) Scission des groupes protecteurs. A une solution refroidie B - 5” de 385 mg (0.2 
mmole) dc N -acBtyl - L-sCryl- L- tyrosyl - ~-sBryl-~-mBthionyl-y-O-benzyl-~-glutamyl-~-histidyl-~- 
ph~nylalanyl-~-arginyl-~-tryptophanyl-glycyl-&-N-CBO-~-~ysyl-~-pr~~ly~-~-v~ylamide (LVI) dans 
20 ml d’acide trifluoracBtiquc, on ajoute 5 ml de diBthylphosphite et 5 ml de sulfure de mCthyl- 
Bthyle. En maintenant cette solution B - 5” et B l’obscuritk, on J’ fait barboter pendant 60 min 
un fort courant de gaz bromhydrique pus. Le recipient est alors bouchB et  place 120 min B 20” 
B I’obscuritB Bgalement. On Bvapore les solvants volatils B 30” au vide pouss6 dans un Cvaporatcur 
rotatif. Le rBsidu est triturC dans 200 ml d’Cther sec jusqu’B pulvkrisation totale. On centrifuge, 
dCcante e t  rCpiite ce traitement B 1’Bther encore trois fois. On dissout le solide obtenu dans 60 ml 
d’eau, ajuste le pH B 4.0 par NaOH 4-n., et  fait barboter un courant d’hydrogkne pour Bloigner 
]’&her. Cette solution montre une activitC de 775000 U au total, ce qui reprksente 2000 U/mg 
de produit de depart. 

b) Purijication par partage d contre-courant. La solution ci-dcssus est additionnke de 300 mg 
d’acide trichloracCtique e t  BquilibrCc avec 60 ml dc sec-butanol. La solution obtenue est placCe 
dans les trois premiers tubes d’un appareil B contre-courant de 200 tubes et repartie dans le mB- 
langc sec-butanol- acide trichloracktique aqueux 0.5%. Aprbs 200 transferts la courbe de rCpar- 
tition cst determinee par colorim6trie14). Les 100 premiers tubes, qui ne contiennent pas de 
substances peptidiques, sont vidCs et remplis B nouveau par du solvant frais. Le tube 200 cst 
connect6 au tube 1 et la rkpartition cst poursuivie pendant encorc 200 transferts (au total 400 
transferts effectds en 48 h). La courbe de rkpartition obtenue par c01orimBtrie’~) montre un 
sommet principal de K = 1.9 et un sornmet secondaire de K = 5.7. Lc contenu des tubes 230 
B 276 (= 30 B 76) est rBuni e t  homog6nBisC par l’addition de 200 ml de mkthanol. La solution 
obtenue est passbe sur une colonne de 400 ml d’Amberlite IRA-45 en cycle ac6tate. Le pH de la 
solution passe de 2 B 4. La solution est concentrCe sur un Cvaporateur rotatif B 30” jusqu’k un 
volume de 500 ml et B 25” jusqu’B 50 ml. Le volume est complete B 125 ml par de l’eau. On prClhve 
25 ml que l’on lyophilisc. Aprbs sBchage de 3 h au vide poussC sur P,O,. on obtient 38,s mg dc 
poudre blanche possCdant 2100 U/mg, homogbne B un second partage B contre-courant dam le 
m&mc systkme (K = 1,9), B la chromatographie (Rfk = 0,Z; Rfi  = 0.4; R f t  = 0,3), et  B 1’Clcc- 
trophorbse B p H  1.9. Par contre B 1’Clectrophorkse B pH 5,s  on obtient une forte tache de E& = 

0,68 His et une lBgbre tache de E28 = 0,26 His (rCvClation par la ninhydrineZO), le reactif de 
FOLIN-CIOCALTEU l’), le reactif au chlore-iodure-amidon31) e t  le bleu de bromophCno1 18)). 

c) Purification par dectrophorBse. On lyophilise 19,5 ml (30,O mg) de la solution ci-dcssus et  
rcdissout le rBsidu dans 1 ml de tampon pyridine-acide acktique-eau 9: 1 : 90 de pH 5.8. 0,s ml de 
cette solution tamponnee sont port& sur une feuille de papier MECHEREY & NAGEL NO214 
(30 x 38 cm), prbalablement lavBe B l’acide acCtique lo%, sBchCe 2 h B 100” et  imbibBe du mEme 
tampon. Aprbs 120 min sous 90 mA et  1400 V, des bandes 1atCrales de 2 mm sont dBcoupCes et  
rCvBlCes B la ninhydrineeo), au chlore-iodurc-amidonZ1) et au bleu de bromophCnoll0) de fayon 
B permettre la localisation des taches sur le reste du papier. La tache principalc de E& = 0.68 His 
est 6luCe par l’acide acCtiquc 10% B 20” sans dessiccation intcrmediaire du papicr. L’opCration 
est rCpCtBe avec les seconds 0,5 ml de solution tamponn6e. Les Cluats sont 1yophilisCs: 13,2 mg. 
Afin de ne pas maintenir le produit obtenu trop longtemps B 1’Ctat solide, on le dissout imm6- 
diatement a p r h  la pesBe dans 25 ml d’eau, ajuste le p H  B 3.5 et congkle B - 20”. Des aliquotes 
sont prBlevBes pour les analyses ci-dessous. 

L’activite’ biologique, dCtcrminBe 10 jours aprbs l’isolement, cst de 3300 U/mg. 
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La stabilitd de ce produit purifie est limitde. En solution aqueuse B pH 3.5 B 4’, I’activit6 
passe de 3300 U/mg B 2200 U/mg aprhs 15 j et P 1800 U/mg aprhs 30 j .  (Dans les mCmes conditions 
le produit de scission brut e t  le produit obtenu aprks contre-courant n’ont pas accuse de baisse 
d’activitb apres 30 j . )  

A la chromatogvnphie sur papier le produit est homogkne au reactif de FOLIN-CIOCALTEU17), 
au  reactif de P A U L Y ~ ~ ) ,  au reactif de SAKAGUCHI~~),  au bleu de bromoph6n01’~) e t  au reactif au 
chlore-iodure-amidonZ1). Rf21 = 0,2; R f i =  0.4; Rfg = 0,3. 

A l’electrophoriise sur papier le produit est homogsne aux mCmes reactifs aux pH 1,9, 5 3 ,  
8,4, 10.2 et 11,3. Efe = 1,l Try, 0,9 Glu; El8 = 0,7 His, 1,s Try. Point isoelectriquepar rapport 
a u  dextrane: 10.6 (litt.15) : 102-11.0). 

L‘hydvolysat acide donne les valeurs suivantes par rapport B un melange artificiel trait6 dans 
lcs memes conditions: SCr 2.0. Tyr 1,1, Met 0.8, Glu 1.0. His 1,0, PhC 0,9, Arg 1,0, Gly 1,l. Lys 1.0 
et Val 1,O. (Try ct Pro n’ont pas Bt6 determines.) 

L’attaque par la tvypsine a bt6 effectuee par I’action de 0,0625 mg de trypsine cristallisee 
(NUTRITIONAL BIOCHEMICALS Co., Cleveland) sur 0.53 mg de peptide dans 125 ml de tampon 
acetate d’ammonium de p H  8,O pendant 1 h i 25”. Aprks addition d’acide acetique jusqu’B p H  3,O 
et lyophilisation, I’Clcctrophorke sur papier B pH 5.8 montre une scission compl6tc cn deux 
fragments migrant, l’un plus vite que le peptide de depart et l’autre moins vite. Le premier donne 
aprhs hydrolyse acide: Gly, Lys, Pro, Valz9) ; le sccond SBr, Tyr, MCt, Glu, His, Ph6, Arg. HARRISI)  

obticnt le mEme rCsultat dans des conditions similaires. 
L’atfaque par la chymotvypsine a C t B  suivie au pH-stat (RADIOMETER, Copenhague) par I’action 

de 0,125 mg de chymotrypsine cristallisee (NUTRITIONALBIOCHEMICALS Co., Cleveland) sur 1,06 mg 
de peptide dissous dans 2,5 ml de tampon de pH 8,5 pendant 5 h i 25”. Aprk addition d’acide 
acetiquc jusqu’i pH 3,O et lyophilisation. 1’6lectrophoriisc sur papier & pH 5,8 montre une scission 
complkte en quatre fragments correspondant ?% ceux indiques par HARRIS4) pour une attaque 
dans des conditions similaires. 

SUMMARY 

N-Acet yl-~-seryl-~-tyrosyl-~-seryl-~-methionyl-y-O-benzyl-~-glut amyl-L-histidyl- 
L-phenylalan yl-L-arginyl-L-trypt ophan yl-gl yc yl-E-N-CBO-L-1 ysyl-L-pro1 yl-L-Val yl- 
amide has been obtained by condensing N-acetyl-~-seryl-~-tyrosyl-~-seryl-~-methio- 
nyl-y-benzyl-L-glutamate with L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophanyl- 
glycyl-E-N-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valylamide. After splitting the N-CBO and the 
0-benzyl protecting groups by hydrogen bromide in trifluoroacetic acid, a free 
acetyl-tridecapeptide-amide has been obtained, which, after purification by counter- 
current and paper electrophoresis, has been found by several methods to be homo- 
geneous and to possess the physical, chemical and biological properties of the natural 
hog a-MSH. 

Laboratoires de Chimie Pharmaceutique SAND02 
(Dir. Dr J. REKZ), B$le 

28) Try est identifie avant hydrolyse. 




