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16. Synthése du glycyl-N*-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-
N*-CBO-L-1ysyl-N*-CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-
L-valinate de méthyle, un peptide représentant la séquence
102 20 de PACTH

par R. A.Boissonnas, St. Guttmann, P.-A.Jaquenoud, Ed. Sandrin
et J.-P.Waller

(2 XII 60)

Nous avons publié en 1956 une communication préliminaire!) rapportant la
synthése d’'un eicosapeptide représentant la séquence 1 & 20 de 'ACTH: le N-CBO-
L-séryl-L-tyrosyl-L-séryl-L-méthionyl-y-O-benzyl-L-glutamyl-L-histidyl-L-phénylala-
nyl-L-arginyl-L-tryptophanyl-glycyl-N¢- CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-N°-CBO-
L-lysyl-N*-CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle.

La scission des groupes protecteurs de cet eicosapeptide par 'acide bromhydrique
dans 'acide acétique en présence de méthyléthylsulfure avait fourni un produit, qui,
a 'état brut, possédait déja une activité ACTH non négligeable, démontrant ainsi
pour la premiére fois qu’un peptide synthétique ne contenant que les 20 premiers
acides aminés de la séquence de 'ACTH était déja doué d’activité biologique. Par
la suite, nous montrimes que l'emploi d’acide acétique comme solvant lors de cette
scission des groupes protecteurs conduisait & des réactions secondaires sur les restes
sérines en position 1 et 32), réactions qu'on pouvait éviter en remplacant l'acide
acétique par 'acide trifluoroacétique3).

Une partie seulement du contenu de notre communication préliminaire sur la
synthése de cet eicosapeptide avait fait jusqu’ici ’objet de publications détaillées
subséquentes, qui entraient toutes dans le cadre de notre synthése de 'a-MSH?3) et
concernaient, entre autres, la synthése des séquences 1 4 52), 6 & 94) et 10 a 13%).

L’intérét manifesté récemment par d’autres groupes de recherche pour ce domaine
nous incite maintenant a rapporter en détails dans le présent travail la synthése
de la séquence 10 & 20. Dans un mémoire suivant, nous décrirons d’'une manieére
approfondie la synthése de la séquence 1 a 20 biologiquement active.

Le schéma de synthése que nous avons suivi est résumé ci-contre. Il ne présente
aucune modification par rapport a celui que nous avions donné dans notre communi-
cation préliminairel).

La N-trityl-glycyl-Ne-CBO-L-lysine décrite précédemment?) a été condensée avec
le N*-CBO-1-lysinate de méthyle4) par la méthode i I'anhydride mixte?) et par la
1) R. A. Bo1ssONNAS, ST. GUTTMANN, J.-P. WALLER & P.-A. JaQuENoUD, Experientia 72, 446

1956).

2) (S'r. G)UTTMANN & R. A. BoissoNnas, Helv. 47, 1852 (1958).
3) ST. GUTTMANN & R. A. BoissoNnas, Helv. 42, 1257 (1959).
4) R. A. BoissoNNas, St. GurTMANN, R. L. HUGUENIN, P.-A. JAQUENOUD & ED. SANDRIN,

Helv. 47, 1867 (1958).

5) R. A. BorssonNNas, Helv. 34, 874 (1951); Ta. 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).
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méthode au dicyclohexyl-carbodiimide®) en opérant a froid et en utilisant dans les
deux cas le tétrahydrofuranne comme solvant?). Les propriétés du N-trityl-glycyl-
N*-CBO-L-lysyl-N*-CBO-L-lysinate de méthyle (XC) obtenu ont été les mémes en
suivant les deux voies, et les rendements ont été équivalents (67-68%,). Par saponifi-
cation, on obtient avec un rendement de 919, la N-trityl-glycyl-N*-CBO-L-lysyl-
Ne-CBO-1L-lysine (XCI).

Par condensation de la N-CBO-L-arginine?) avec le dibromhydrate de L-arginate
de méthyle?) au moyen du dicyclohexyl-carbodiimide dans la pyridine a 0°, on
obtient le dibromhydrate de N-CBO-L-arginyl-L-arginate de méthyle (XCII) avec
un rendement de 819, et sans formation notable d’acylurée accessoire. Le dibrom-
hydrate de N-CBO-L-arginyl-L-arginine (XCIII), obtenu par saponification avec un
rendement de 95%,, est directement condensé avec le L-prolyl-L-valinate de méthyle4)
par le dicyclohexyl-carbodiimide dans le diméthylformamide 4 0° en dibromhydrate
de N-CBO-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle (XCIV) avec un rende-
ment de 519%,. Par scission du groupe CBO par une solution d’acide bromhydrique
dans l'acide acétique anhydre, on obtient avec un rendement de 819, le tribrom-
hydrate correspondant XCV, qui est condensé dans le diméthylformamide a 0°,
en présence de dicyclohexyl-carbodiimide et de tri-n-butylamine, avec la N-trityl-
glycyl-N°*-CBO-1-1ysyl-N*-CBO-L-lysine (XCI) obtenue ci-dessus. Le dibromhydrate
de I'heptapeptide XCVI ainsi formé est transformé en base libre correspondante et
celle-ci est convertie en dichlorhydrate. Sous ces trois formes, I'heptapeptide donne
des analyses élémentaires correctes. Le rendement total de la condensation et de ces
diverses transformations est de 509%,. La scission du reste trityle par chauffage
dans I'acide acétique contenant 109, d’eau, suivie de purification par con{re-courant,
conversion en base libre et addition de deux équivalents d’acide chlorhydrique,
conduit avec un rendement global de 519, au dichlorhydrate de glycyl-N°-CBO-
1-lysyl-Ne-CBO-1-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle (XCVII),
dont la pureté a été vérifiée par analyse élémentaire, analyse des acides aminés
composants, examens chromatographiques et éléctrophorétiques dans plusieurs
systémes et dégradations enzymatiques par la trypsine et la leucine-aminopeptidase.

Par condensation de cet heptapeptide XCVII avec la N-trityl-glycyl-N*-CBO-
1-lysyl-L-prolyl-L-valine décrite dans un travail antérieur?), au moyen du dicyclohexyl-
carbodiimide dans un mélange de diméthylformamide et d’acétonitrile 3 —3°, on
obtient aprés purification par contre-courant le dichlorhydrate de N-trityl-glycyl-
N*-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl -N*-CBO-L-lysyl-N°- CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-
arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle (XCVIII) avec un rendement de 529, La
scission du groupe trityle par l'acide acétique contenant 29, d’eau a 100° donne
avec un rendement de 959, le dichlorhydrate de glycyl-N°*-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-
valyl- glycyl-Ne- CBO-L-1ysyl-N¢- CBO-L-lysyl-L-arginyl-L- arginyl-L- prolyl-L-valinate
de méthyle (XCIX) dont la synthése faisait I'objet de ce travail. La pureté et 1'iden-
tité de ce produit ont été confirmées par analyse élémentaire, analyse des acides
aminés composants, examens chromatographiques et électrophorétiques dans une

)
7

C. SHEEHAN & G. P. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955).
. VAUGHAN, J. Amer. chem. Soc. 74, 6137 (1952); 75, 5556 (1953); G. W. ANDERSON &
. M. CaALLAHAN, tbid. 80, 2902 (1958).
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série de systémes, et dégradations enzymatiques par la trypsine et la leucine-amino-
peptidase. Ces derniéres indiquent que le produit obtenu n’a pas subi de racémisation
décelable.

Partie expérimentale?)

Les F. sont corrigés (précision 4 1°). Les séchages au vide ont été effectués sous 10~% 3 10-3
Torr (16 h 4 60° pour les analyses). Les évaporations sous vide ont été conduites dans 1’évapora-
teur rotatif de CraiG?Y).

Les chromatographies sur papier ont 6été effectuées selon la méthode ascendante (20-23 cm)
sur papier « SCHLEICHER & ScHUELL 2040blavés. Rfy dansle mélange méthyléthylcétone/pyridine/
eau (65:15:20); Rfp dans le mélange n-butanol/acide acétiquefeau (70:10:20); Rf, dans le
mélange alcool isoamylique/pyridinefeau (35:35:30). Rfa aprés scission préliminaire du groupe
CBO- par séjour de 40 min & 20° dans une solution de HBr a 209, dans I'acide acétique glacial,
évaporation au vide et reprise dans le solvant de chromatographie ou d’électrophorése; Rf® aprés
scission préliminaire du groupe trityle par chauffage de 10 min & 100° dans l'acide acétique
aqueux & 809, évaporation et reprise comme ci-dessus; Rf? sans traitement préalable.

Les électrophoréses sur papier ont été effectuées dans I'appareil & électrophorése sous haute
tension de WIELAND & PFLEIDERER'M): au pH 1,9 (E; ;) dans le mélange acide formique/acide
acétiquejfeaun (15:10:75); au pH 5,8 (E; ¢) dans le mélange pyridine/acide acétique/eau (9:1:10).
E, o = 0,8 His indique qu’a pH 1,9 la substance migre 0,8 fois la distance que migre I'histidine.
Les exposants a, b et 0 ont la méme signification que pour les chromatogrammes.

Les réactifs utilisés pour la révélation des chromatogrammes et des phérogrammes ont été
décrits précédemmentll).

N-Trityl-glycyl-N&-C BO-L-lysyl-Ne-C BO-L-lysinate de méthyle (XC). — a) Par anhydride mixte.
On dissout 58,0 g (100 mmoles) de N-trityl-glycyl-N*-CBO-L-lysine?) dans un mélange de 240 ml
de tétrahydrofuranne et de 23,8 ml (100 mmoles) de tri-n-butylamine, refroidit & —10° et ajoute
en 20 min 10,0 ml (104 mmoles) de chloroformiate d’éthyle. Aprés 10 min d’agitation supplé-
mentaire, on ajoute une solution de 36,3 g (110 mmoles) de chlorhydrate de Ne-CBO-L-lysinate
de méthyle4) et de 26,4 ml (111 mmoles) de tri-n-butylamine dans 120 ml de tétrahydrofuranne.
Aprés 3 h a 23° on évapore au vide, reprend par 300 ml d’acétate d’éthyle et 150 ml d’éther,
lave par l'eaun, par H,S0, 1N (rapidement et a 0°), par NH,OH 1w, par I'eau et par NaCl 30%,
séche sur Na,SO, et évapore au vide. Le résidu (77,3 g) est dissous dans 200 ml de méthanol et
additionné d’un mélange de 1000 ml d’éther et de 800 ml d’éther de pétrole. Aprés 3 jours a 0°,
on filtre, lave & I’éther de pétrole, séche au vide et obtient ainsi 57,5 g (67%,) de N-trityl-glycyl-
Ne-CBO-L-lysyl-Ne-CBO-L-lysinate de méthyle de F. 110° (déc.). [a]} = —7,9° 4 0,5° (c = 2;
méthanol), —7,8° 4 0,5° (¢ = 2; pyridine), —3,4° 4 0,5° (¢ = 2; diméthylformamide). Rf‘ﬁ =
0,90; RIR = 0,85 (révélation par ninhydrine et chlore).

C;oH;,0sN;  Cale. C70,2 H6,7 0150 N 829
(856,0) Tr. , 706 , 69 , 152 , 849%

b} Par dicyclohexyl-carbodiimide. On dissout 36,3 g (110 mmoles) de chlorhydrate de N&-CBO-
L-lysinate de méthyle?) et 26,2 ml (110 mmoles) de tri-n-butylamine dans 300 ml de tétrahydro-
furanne, ajoute 58,0 g (100 mmoles) de N-trityl-glycyl-Ns-CBO-L-lysine?), refroidit & —10° et
ajoute encore 25,8 g (125 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Aprés 2 h a —10°et 16 b a
23°, on filtre, évapore i sec, triture avec de I’éther de pétrole, dissout dans un mélange de 300 m]
d’acétate d’éthyle et 150 ml d’éther, et lave comme ci-dessus. Une seconde fraction de dicyclo-
hexylurée précipite encore pendant le lavage et est éloignée par filtration. Par recristallisation
comme ci-dessus, on obtient 58,5 g (68%) de N-trityl-glycyl-Né-CBO-L-1ysyl-Ne-CBO-L-lysinate
de méthyle de mémes propriétés que le produit obtenu par la méthode a I’anhydride mixte.

8) Les microanalyses ont été effectuées dans notre Laboratoire microanalytique (Dr. W. ScHG-
NIGER).

9) L. C. Cralg, J. C. GREGORY & W. HausMaNN, Analyt. Chemistry 22, 1462 (1950).

10) TH. WIELaND & G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955).

11y R. A. BoissoNNas & R. L. HucueNiN, Helv. 43, 186 (1960); St. GurTmMANN & R. A. Bois-
SONNas, 1hid. 43, 205 (1960).
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N-Trityl-glycyl-Ne-C BO-L-lysyl-Ne-C BO-L-lysine (X CI). On dissout 42,8 g (50 mmoles) d’ester
tripeptidique XC dans 150 ml de méthanol et ajoute en 10 min & 20° sous forte agitation 50 ml
de NaOH 4n. On laisse encore 1 h i la méme température, refroidit 3 0° et ajoute lentement
du HC16N jusqu’a ce que le pH descende & 2,5. Aprés addition de 150 ml d’eau et repos de 15 min,
on filtre, lave par 150 ml d’eau, dissout dans 250 ml d’acétate d’éthyle, lave par ’eau, puis par
NaCl 30%, séche sur Na,SO, et évapore au vide. Par addition d’éther, filtration et lavage &
T’éther de pétrole, on obtient 38,3 g (919%,) de N-trityl-glycyl-N&-CBO-L-lysyl-N*-CBO-L-lysine
de F. 80°. [a}¥ = +2,2° 4+ 0,5° (¢ = 2; méthanol), 40,5° -+ 0,5° (¢ = 2; diméthylformamide),
+1,2° £ 0,5° (¢ = 2; pyridine). Rf% = 0,60; Rffj = 0,20; E2, =15 His (révélation par
ninhydrine).

CgpHs5504N;  Cale. C69,9 H 6,6 N 8,39% p.équiv. 842
(842,0) Tr. ,,697 ,, 7,0 , 83% " 840

N-CBO-L-arginyl-L-arginate de méthyle, 2HBy (XCII). On suspend 154 g (500 mmoles) de
N-CBO-vr-arginine?) et 193 g (550 mmoles) de dibromhydrate de L-arginate de méthyle4) dans 1500 ml
de pyridine anhydre, agite pendant 20 min et introduit & 0° 124 g (600 mmoles) de dicyclohexyl-
carbodiimide. Aprés 16 h a 20°, on filtre de la dicyclohexylurée formée, évapore au vide, triture
avec de I’éther, puis plusieurs fois avec de 'acétone, et reprend par 1000 ml d’eau. Aprés filtration,
le filtrat est évaporé a sec au vide & basse température. On. séche au vide poussé, triture avec
de I’éther sec jusqu’a obtention d’un produit pulvérulent, séche au vide et obtient ainsi 259 g
(81%) de N-CBO-r-arginyl-L-arginate de méthyle, 2HBr de F. 115-120° (déc.). [¢]f} = —10,0°
=+ 0,5° (¢ = 2; méthanol), —5,6° £ 0,5° (¢ = 2; diméthylformamide). Rff; = 0,30; Rf3 =0,30;
Rf% = 0,10; E%} s = 1,1 His; E%; = 2,0 His (révélation par ninhydrine et chlore).

CpHaOsNgBr, Cale. C39,4 H57 N17,5 Br250%
(640,4) Tr. ,,403 ,, 60 ,, 17,5 ,, 250%

N-CBO-v-arginyl-L-arginine, 2HBy (XCIII). On dissout 256 g (400 mmoles) de N-CBO-L-
arginyl-L-arginate de méthyle, ZHBr (XCII) dans 1450 ml de KOH 1N, laisse 75 min & 20°,
refroidit a 0° et acidifie & pH 3 par HBr 669%,. On concentre au vide & 30°, séche au vide poussé,
reprend par 400 m! de méthanol, filtre du KBr qui précipite, évapore aun vide, triture avec de
I'éther et séche au vide. On obtient 252 g de N-CBO-r-arginyl-r-arginine, 2HBr contenant encore
7% de KBr (rendement en dipeptide: 959%,), qui sont directement utilisés pour le stade suivant.
Rf}; = 0,10.

N-CBO-vL-Arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méihyle (XCIVa). On dissout 72,1 g (115
mmoles) de N-CBO-L-arginyl-L-arginine, 2 HBr (XCIII), 39,3 g (127 mmoles) de L-prolyl-L-valinate
de méthyle, HBr4) et 27,4 ml (125 mmoles) de tri-n-butylamine dans 200 ml de diméthylform-
amide a 40°, refroidit rapidement a 0°, ajoute 29,7 g (144 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide
et agite encore 20 h a 20°. On filtre, évapore au vide, triture avec de 1’éther, de 'acétate d’éthyle
et de l’acétone et séche au vide. On soumet le produit obtenu & un contre-courant de 190 transferts
dans le systéme n-butanol/acide acétique/eau 4:1:5 et recueille le produit de X = 0,72 se trou-
vant dans les tubes 65 & 95. (Une impureté ne donnant que de 1’arginine, sans proline ni valine,
par hydrolyse acide se trouve rassemblée dans les tubes 110 4 140 et a un K = 1,7.) Aprés évapo-
ration au vide, reprise dans 500 ml de méthanol, passage sur une résine basique sous forme libre
(Amberlite IRA-410), concentration & un volume de 200 ml et précipitation par I’éther, on obtient
39,6 g (51%) de N-CBO-r-arginyl-r-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle de F.170-175°.
[a]8 = —46° & 1° (¢ = 1; méthanol), —26° 4 1° (¢ = 1; diméthylformamide), —43° 4 1°
(¢ = 1; acide acétique 95%). E§ ;, = 1,0 Glu; ES g = 0,6 His (révélation par chlore et SACAGUCHI);
E}y = 0,8 His; Ef g = 1,1 His (révélation par ninhydrine, chlore et Sacacucai).

Cy HgyO; N+ 2H,0  Cale. C524 H7,7 0203 N19,79%
(674,8 + 36,0) Tr. , 524 , 78 , 204 ,, 20,3%

N-CBO-vL-Arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle,2 H By (XCIVb). Par dissolution du
tétrapeptide précédent, XCIVa, dans deux parties de méthanol, addition de deux équivalents de
HBr (sous forme d'une solution méthanolique 8N fraichement préparée) et précipitation par
I’éther, on obtient avec un rendement quantitatif le dibromhydrate de N-CBO-L-arginyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-valinate de méthyle de F. 195-200°, avec transition a 140°,

CyyH;,0,N;oBr, (836,7) Calc. N 16,7 Br19,1% Tr. N16,8 Br19,7%
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L-Arginyl-L-avginyl-L-prolyl-L-valinale de méthyle,3 H By (XCV}. On dissout 41,8 g (50 mmoles)
d’ester tétrapeptidique XCIVb dans 150 ml d’une solution 2~ de HBr dans I'acide acétique glacial,
laisse 75 min a 20°, évapore au vide, redissout dans 100 ml de méthanol, évapore au vide, dissout
dans 100 ml d’eau, extrait deux fois par 50 ml d’éther, évapore la solution aqueuse au vide &
30° et évapore encore trois fois apres addition de 100 ml de toluéne et trituration de fagon a
éloigner entiérement ’humidité restante. Le résidu est dissous dans 50 ml de méthanol anhydre
et reprécipité par addition de 300 ml de chlorure de méthyléne. En renouvelant encore une fois
cette précipitation et en retravaillant les liqueurs-meéres, on obtient un résidu huileux qui, aprés
trituration avec de I’éther de pétrole et séchage au vide donne 31,7 g (819,) de tribromhydrate de
L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle trés hygroscopique. E} ¢ = 0,8 His; EJ ¢ =
1,1 His (révélation par ninhydrine).

CyaH,4,O5NBr,y (783,5)  Cale. Br 30,69  Tr. Br 30,39,

N-Trityl-glycyl-N&-C BO-L-lysyl-Né-C BO-L-lysyl-L-avrginyl-L-arginyl-L~prolyl-L-valinate de mé-
thyle (XCVIa). On dissout 42,1 g (50 mmoles) de N-trityl-glycyl-Né-CBO-L-lysyl-Né-CBO-L-
lysine (XCI) et 39,2 g (50 mmoles) de L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle, 3HBr
(XCV) dans 90 ml de diméthylformamide, ajoute 11,9 ml (50 mmoles) de tri-n-butylamine, re-
froidit & 0° et ajoute 12,4 g (60 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Aprés 2h 24 0°et 16 h &4
20°, on refroidit a — 20°, filtre de la dicyclohexylurée quia cristallisé (12,5 g), ajoute 700 ml d’éther
et triture plusieurs fois le précipité formé avec de I'éther. Aprés dissolution dans 60 ml de méthanol,
précipitation par 600 ml d’éther, dissolution dans 70 ml de méthanol, reprécipitation a 0° par
300 ml d’eau, séchage aun vide, trituration a I’éther et a 1'éther de pétrole et séchage au vide
poussé, on obtient 49,7 g (65%) d’heptapeptide sous forme de dibromhydrate (calc. N 13,8%,;
Br10,5%; tr. N 13,8%,; Br10,3%) de F. 150° (déc.). Ce produit est soumis & un contre-courant
de 30 transferts dans le systéme méthanol/eau/NH,OH 1n/CHCL/CCl, 8:2:1:7:3. Le contenu
des tubes 9 & 22 est réuni. Apres évaporation a sec et dissolution dans 200 ml de méthanol et
100 ml d’eau, on passe sur résine basique libre (Amberlite IRA-410), évapore a sec, triture avec
de I’éther et séche. On obtient ainsi 35,5 g (519, global) de N-trityl-glycyl-Ne-CBO-L-lysyl-N&-
CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle.

CppHy, 0N, + H,O  Cale. C624 H7,2 0150 N 15,29
(1364,7418,0) Tr. , 623 , 71 , 147 ,, 15,69,

N-Trityl-glycyl-Ne-C BO-L-lysyl-Né-C BO-L-ly syl-L-arginyl-L-avginyl-L-prolyl-L-valinate de mé-
thyle,2HCl (XCVIb). On dissout 27,7 g (20 mmoles) de I'heptapeptide précédent, XCVIa, dans
180 ml de méthanol, ajoute 40 ml de HCI 1x méthanolique, évapore au vide, triture a I’éther et
seéche au vide poussé. On obtient ainsi 28,4 g (999,) de dichlorhydrate de N-trityl-glycyl-N¢-CBO-
L-lysyl-Né-CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle de F.150° (déc.).
[x]# = —22,5° 4 0,5° (¢ = 2; méthanol), —16,3° 4 0,5° (¢ = 2; diméthylformamide). Rf}\‘,I =
0,64; E} 4 = 1,0 Glu (révélation par ninhydrine).

CroHggOpN;Cly  Cale. C60,2 H6,9 0134 N146 Cl5,3%
(1437,5) Tr. ,,599 , 71 , 138 , 143 ,, 499%

Glycyl-Ne-C BO-L-lysyl-Ne-C BO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle, 2 HCI
(XCV1II). On dissout 15,0 g (10,4 mmoles) de dichlorhydrate de trityl-heptapeptide XCVIb dans
un mélange de 45 ml d’acide acétique glacial et de 5 ml d’eau, porte pendant 10 min & 100°,
évapore a sec au vide, triture avec de I’éther jusqu’a 1'obtention d’un produit pulvérulent, dis-
sout dans 20 ml de méthanol, ajoute 4 ml d’une solution 3,55 de HCl dans I’éther et précipite
par addition d’éther. Aprés filtration, trituration dans 1’éther et séchage on obtient 13,2 g de
trichlorhydrate d’heptapeptide qui sont soumis & un contre-courant de 290 transferts dans le
systéme n-butanolfacide acétiquefeau 4:1:5. Le contenu des tubes 80 & 125 est réuni. Aprés
évaporation a sec et trituration du résidu avec de I’éther jusqu’a 'obtention d’un produit pulvé-
rulent (F. 175° avec déc.), on dissout celui-ci dans 150 ml de méthanol et passe sur une résine
sous forme de base libre (Amberlite IRA-410). Le filtrat est évaporé a sec, pesé, redissous dans
50 ml de méthanol, additionné de deux équivalents de HCI sous forme de solution méthanolique,
évaporé a sec, trituré avec de 1'éther et séché. On obtient ainsi 6,3 g (519%,) de dichlorhydrate de
glycyl-Né-CBO-L-lysyl-N6-CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle cristal-
lin de F. 170° (déc.). [a]fF = —36,6° 4 1,0° (¢ = 1; méthanol), —27,0° & 1,0° (¢ = 1; diméthyl-
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formamide). Rfyy = 0,52; Rf} = 0,50; E} y = 1,0 Glu; Eg,s = 0,9 His; Efy = 1,0 His; E2 3 =
1,7 His (révélation par ninhydrine).
CyaHgsOpNysCl,  Cale. €53,2 H7,2 016,1 N17,6 Cl5,9%
(1195,2) Tr. ,, 530 , 7,3 ,, 159 , 174 ,, 649

L' hydrolyse totale de XCVII par HCI 6N (110°; 16 h) fournit les acides aminés composants
dans les rapports attendus.

Pour les attaques enzymatiques, on soumet 3,7 mg de peptide a l'action de 0,5 ml d’une solu-
tion & 20%, de HBr dans l'acide acétique glacial pendant 1h & 20°, précipite par 5 ml d’éther, lave
soigneusement par 1’éther, séche et dissout dans 0,2 ml d’acide acétique 1N. On porte a pH 8,5
par addition de NH,;OH 4~ (env. 0,06 ml) et divise en deux parties égales, dont ’une est soumise a
l’action dela trypsine (0,01 mg) etl’autre a celle de la leucine-aminopeptidase (0,2 unité; stade 312))
pendant 16 h a 20°. L’examen électrophorétique & pH 1,9 et 5,8 (révélation par ninhydrine,
chlore, SACAGUCHI et isatine) montre que la leucine-aminopeptidase dégrade comme attendu le
peptide en glycine, lysine, arginine, proline et valinate de méthyle, sans traces de peptides rési-
duels, et que la trypsine le scinde en lysine, arginine, glycyl-lysine et arginyl-prolyl-valinate de
méthyle, sans traces d’autres peptides résiduels.

N-Trvityl-glycyl-N&-C BO-L-Lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-N¢-C BO-L-lysyl-N& CBO-L-lysyl-L- argi-
nyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle, 2HCl (XCVIII). On dissout 4,67 g (6,0 mmoles) de
N-trityl-glycyl-N&-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valine4) et 7,86 g (6,6 mmoles) de dichlorhydrate de
glycyl-N&6-CBO-L-lysyl-N¢-CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle (XCVII)
dans 36 ml de diméthylformamide, ajoute en agitant 30 ml d’acétonitrile, refroidit a — 3° et
ajoute encore 1,85 g (9,0 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. On agite encore 4 h a —3° ¢t
48 h a 20°. On éloigne 'acétonitrile au vide, refroidit & — 20°, filtre de la dicyclohexylurée qui
a cristallisé (1,93 g), ajoute 500 ml d’éther, laisse 16 h a 0°, filtre, lave a 1’éther et séche. Les
10,01 g de produit ainsi isolé sont dissous dans un mélange de 10 ml de méthanol et de 10 ml
d’eau, puis additionnés de 100 ml d’eau. On ajoute alors 5 ml de NaCl 30%, a la solution limpide
obtcnue. Il se forme immédiatement un précipité qui est séparé par centrifugation, redissous
dans 10 ml de méthanol et additionné de 100 ml de NH,OH 0,5, puis de 10 ml de NaCl 30%,.
Le précipité obtenu est séparé par centrifugation, puis séché au vide. Il est alors soumis & un
contre-courant de 200 transferts dans le systéme méthanol/eau/NH,OH 1n/CHCI,/CCl1, 8:2:1:7:3.
Le contenu des tubes 120 & 200 est réuni et évaporé au vide. Aprés dissolution dans 20 ml de
méthanol et précipitation par 150 ml d’éther anhydre, filtration et séchage au vide poussé, on
obtient 6,2 g (529%) de N-trityl-glycyl-Né-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-Né-CBO-L-lysyl-Ne-
CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle,2 HCl de F. 190° (déc.). Rff =
0,61; Rf} = 0,63; Rf, =0,78; EYy, =1,0 Try; Elg; = 08 His; Rffj = Rf§ = Rf$ = 0,1;
E2, = 0,9 His; E2 g = 1,6 His (révélation par la ninhydrine).

CyH 56015 N50Cl,+4H,0  Cale. €581 H7,2 0174 N138 Cl3,5%
(1953,2+72,1) Tr. ,, 576 , 72 , 17,1 , 145 ,, 39%

Glycyl-Ne-CBO-L- lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-N&-C BO-L-lysyl-N¢é- C BO-L-lysyl-L-arginyl-L-ar-
ginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle, 3 HCl (XCIX). On dissout 3,93 g (1,96 mmole) de I’endécapep-
tide XCVIII dans un mélange de 19,6 ml d’acide acétique glacial et de 4,0 ml d’eau, chauffe
13 min a 100°, refroidit, évapore & sec au vide, évapore trois fois aprés addition chaque fois d’un
mélange 1:1 de méthanol et de toluéne, triture plusieurs fois avec de ’éther anhydre et séche.
Les 3,81 g ainsi obtenus sont dissous dans 200 ml de méthanol et passés sur une résine basique
sous forme libre (Amberlite IRA-410). Par évaporation 4 sec et séchage au vide, on obtient 3,62 g
qui sont dissous dans 15 ml de méthanol et additionnés de 5,8 ml de HCl 1N méthanolique.
On précipite alors par addition de 200 ml d’éther anhydre. Aprés filtration et séchage au vide
on obtient 3,32 g (95%,) de trichlorhydrate de glycyl-Ne-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-Ne-
CBO-L-lysyl-N&-CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de méthyle cristallin de 1%
175° (déc.). Rf{\’,I = 0,62; Rff\ = (0,63; RfOP =075, E4 = 1,1 Try; E§ ¢ = 0,8 His (révélation

par la ninhydrine); [a]f} = —25° 4 1° (¢ = 1; diméthylformamide).
CroHyp301eNpeCl;  Cale. € 54,3 H7,1 0165 N16,0 Cl6,19%
(1747,3) Tr. ,, 543 , 70 , 17,1 , 155 ,, 629

12) Methods of Enzymology, Vol. II, p. 89, Academic Press 1955.
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Le produit a aussi pu étre isolé sous forme de tétrahydrate.

CaoH1p3015NgoCly+ 4H,0  Cale. €521 H7,2 0193 N156 Cl158%
(1747,3+72,1) Tr. ,, 520 , 75 , 193 ,, 16,0 ,, 55%

L’hydrolyse totale de XCIX par HCI1 6N (110°; 16 h) fournit les acides aminés composants dans
les rapports attendus.

Pour les attaques enzymatiques, on soumet 5,0 mg de peptide a I'action de 0,5 ml d’une solu-
tion de HBr a 209, dans 'acide acétique glacial pendant 1 h & 20°, précipite par 5 ml d’éther,
lave soigneusement par l'éther, séche et dissout dans 0,2 ml d’acide acétique IN. On porte &
pH 8,5 par addition de NH,OH 4~ (env. 0,06 ml) et divise en deux parties égales, dont 'une est
soumise & ’action conjointe de la trypsine (0,01 mg) et de la leucine-aminopeptidase (0,2 unité;
stade 3'%)) et 'autre & celle de la leucine-aminopeptidase seule (0,5 unité; stade 31%)) pendant
16 h & 20°. L’examen électrophorétique & pH 1,9 et 5,8 (révélation par ninhydrine, chlore, Saca-
GUCHI et isatine) montre dans les deux cas une transformation dans les acides aminés composants,
sans traces de peptides résiduels.

SUMMARY

N-CBO-L-arginyl-L-arginine is condensed with L-prolyl-L-valine methyl ester and,
after splitting of the CBO group, L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valine methyl ester
is obtained. This is condensed with N-trityl-glycyl-N*-CBO-L-lysyl-N°-CBO-L-ly-
sine and, after selective splitting of the trityl group, glycyl-N.-CBO-L-lysyl-N*-CBO-
L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valine methyl ester is obtained. Condensation
of this heptapeptide with N-trityl-glycyl-N*-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valine yields an
endecapeptide, which, after selective splitting of the trityl group, is converted into
the trihydrochloride of glycyl-N*-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-N°-CBO-L-
lysyl-N*-CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valine methyl ester. The identity,
the chemical purity and the optical homogeneity of this endecapeptide is evidenced
by elementary and amino acid analyses, by chromatography and electrophoresis on
paper, and by enzymatic degradation.
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