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16. Synthhse du glycyl-N"-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl- 
N - C B  O-L-lysyl-N"-CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl- 
L-valinate de methyle, un peptide representant la sequence 

10 20 de I'ACTH 
par R. A. Boissonnas, St. Guttmann, P.-A. Jaquenoud, Ed. Sandrin 

e t  J.-P. Waller 
(2 XI1 60) 

Nous avons publiC en 1956 une communication prkliminairel) rapportant la 
synth&se d'un eicosapeptide reprbsentant la sCquence 1 8. 20 de 1'ACTH: le N-CBO- 
L- sCryl-L- t yrosyl - L-sCryl-L-mCthionyl-y-0-benzyl-L- glut amyl-L-histidyl-L-phCnylala- 
n yl-L-argin yl-L-tr yptophan yl-gl yc yl-NE- CBO-L-1 y s yl-L-pro1 yl-L-val yl-gl yc yl-N"- CBO- 
~-lysyl-N"-CBO-~-lysyl-~-arginyl-~-arginyl-~-prolyl-~-valinate de mCthyle. 

La scission des groupes protecteurs de cet eicosapeptide par l'acide bromhydrique 
dans l'acide acCtique en prdsence de mCthylCthylsulfure avait fourni un produit, qui, 
8. 1'Ctat brut, possCdait dCj 8. une activitC ACTH non nCgligeable, dCmontrant ainsi 
pour la premibre fois qu'un peptide synthCtique ne contenant que les 20 premiers 
acides aminCs de la sCquence de 1'ACTH Ctait dCjh douC d'activitC biologique. Par 
la suite, nous montrhmes que l'emploi d'acide acCtique comme solvant lors de cette 
scission des groupes protecteurs conduisait 8. des rCactions secondaires sur les restes 
sCrines en position 1 et 3 z), &actions qu'on pouvait Cviter en remplaqant l'acide 
acdtique par l'acide trifluoroacCtique3). 

Une partie seulement du contenu de notre communication prelimhaire sur la 
synthbse de cet eicosapeptide avait fait jusqu'ici l'objet de publications dCtaillCes 
subsCquentes, qui entraient toutes dans le cadre de notre synthbse de l'cr-MSH3) et 
concernaient, entre autres, la synthbse des sCquences 1 h 57 ,  6 8. g4) et 10 8. 134). 

L'intCr&t manifest6 rCcemment par d'autres groupes de recherche pour ce domaine 
nous incite maintenant h rapporter en dCtails dans le pr6sent travail la synthhse 
de la sCquence 10 8. 20. Dans un mCmoire suivant, nous dCcrirons dune  manibre 
approfondie la synthbse de la sCquence 1 h 20 biologiquement active. 

Le schCma de synth&se que nous avons suivi est rCsumC ci-contre. I1 ne prCsente 
aucune modification par rapport 8. celui que nous avions donnC dans notre communi- 
cation prgliminaire l). 

La N-trityl-glycyl-N"-CBO-L-lysine dCcrite prCcCdemment 4, a CtC condensCe avec 
le N"-CBO-L-lysinate de mCthyle4) par la mCthode 8. l'anhydride mixte5) et par la 

R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, J.-P. WALLER & P.-A. JAQUENOUD, Experientia 12, 446 
(1956). 
ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 47, 1852 (1958). 
ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 42, 1257 (1959). 
R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, R. L. HUGUENIN, P.-A. JAQUENOUD & ED. SANDRIN, 
Helv. 47, 1867 (1958). 
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). 
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mCthode au dicyclohexyl-carbodiimide 6, en opbrant 8. froid et en utilisant dans les 
deux cas le tktrahydrofuranne comme solvant 7 .  Les propriCtCs du N-trityl-glycyl- 
N"-CBO-L-lysyl-N"-CBO-L-lysinate de mCthyle (XC) obtenu ont C t C  les memes en 
suivant les deux voies, et les rendements ont 6tC kquivalents (67-68y0). Par saponifi- 
cation, on obtient avec un rendement de 91% la N-trityl-glycyl-N"-CBO-L-lysyl- 
N"-CBO-L-lysine (XCI). 

Par condensation de la N-CBO-~-arginine~) avec le dibromhydrate de L-arginate 
de mCthyle4) au moyen du dicyclohexyl-carbodiimide dans la pyridine 8. 0", on 
obtient le dbromhydrate de N-CBO-L-arginyl-L-arginate de mkthyle (XCII) avec 
un rendement de 81% et sans formation notable d'acylurke accessoire. Le dibrom- 
hydrate de N-CBO-L-arginyl-L-arginine (XCIII), obtenu par saponification avec un 
rendement de 95%, est directement condens6 avec le z-prolyl-L-valinate de mkthyle 4, 

par le dicyclohexyl-carbodiimide dans le dimCthylformamide 8. 0" en dibromhydrate 
de N-CBO-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de mCthyle (XCIV) avec un rende- 
ment de 51%. Par scission du groupe CBO par une solution d'acide bromhydrique 
dans l'acide acCtique anhydre, on obtient avec un rendement de 81% le tribrom- 
hydrate correspondant XCV, qui est condens6 dans le dimCthylformamide a 0", 
en prCsence de dicyclohexyl-carbodiimide et de tri-n-butylamine, avec la N-trityl- 
glycyl-N"-CBO-L-lysyl-N"-CBO-L-lysine (XCI) obtenue ci-dessus. Le dibromhydrate 
de l'heptapeptide XCVI ainsi form6 est transform4 en base libre correspondante et 
celle-ci est convertie en dichlorhydrate. Sous ces trois formes, l'heptapeptide donne 
des analyses ClCmentaires correctes. Le rendement total de la condensation et de ces 
diverses transformations est de 50%. La scission du reste trityle par chauffage 
dans l'acide ac6tique contenant 10% d'eau, suivie de purification par contre-courant, 
conversion en base libre et addition de deux Cquivalents d'acide chlorhydrique, 
conduit avec un rendement global de 51% au dichlorhydrate de glycyl-N"-CBO- 
~-lysyl-N"-CBO-~-lysyl-~-arginyl-~-arginyl-~-prolyl-~-valinate de mCthyle (XCVII), 
dont la puretC a C t C  vkrifike par analyse ClCmentaire, analyse des acides aminCs 
composants, examens chromatographiques et ClectrophorCtiques dans plusieurs 
syst&mes et dbgradations enzymatiques par la trypsine et la leucine-aniinopeptidase. 

Par condensation de cet heptapeptide XCVII avec la N-trityl-glycyl-N"-CBO- 
L-lysyl-L-prolyl-L-valine dCcrite dans un travail ant6rieur 4), au moyen du dicyclohexyl- 
carbodiimide dans un mClange de dimCthylformamide et d'acCtonitrile 8. - 3", on 
obtient aprks 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- 1ysyl-L-arginyl-L- 
arginyl-~-prolyl-~-valinate de mCthyle (XCVIII) avec un rendement de 52%. La 
scission du groupe trityle par l'acide acCtique contenant 2% d'eau 8. 100" donne 
avec un rendement de 95% le dichlorhydrate de glycyl-N"-CBO-L-lysyl-L-prolyl-L- 
valyl - glycyl-N"- CBO-L- lysyl-N"- CBO-~-lysyl-~- arginyl-L- arginyl-L- prolyl-L-valinate 
de mCthyle (XCIX) dont la synth6se faisait l'objet de ce travail. La puretk et l'iden- 
tit6 de ce produit ont kt6 confirmkes par analyse ClCmentaire, analyse des acides 
aminks composants, examens chromatographiques et ClectrophorCtiques dans une 

6 )  J. C. SHEEHAN & G. P. HESS, J.  Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955). 
7) J. R. VAUGHAN, J. Amer. chem. Soc. 74, 6137 (1952) ; 75, 5556 (1953) ; G. w. ANDERSON tk 

F. M. CALLAHAN, ibid. 80, 2902 (1958). 
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sQie de systhmes, et dkgradations enzymatiques par la trypsine et la leucine-amino- 
peptidase. Ces dernikres indiquent que le produit obtenu n'a pas subi de rackmisation 
dkelable. 

Partie experimentales) 

Torr (16 h 8. 60" pour les analyses). Les e'vaporations sous vide ont C t C  conduites dans l'6vapora- 
teur rotatif de CRAIG'). 

Les chromatographies sur papier ont dtC effectuCes selon la mdthode ascendante (20-23 cm) 
sur papier Q SCHLEICHER & SCHUELL 2040 b lave D. Rf, dans le m6lange mCthyl6thylc6tone/pyridine/ 
eau (65 : 15 : 20) ; Rf, dans le melange n-butanol/acide acdtique/eau (70 : 10 : 20) ; RfA dans le 
mClange alcool isoarnyliquelpyridineleau (35 : 35 : 30). Rfa a p r h  scission prdliminaire du groupe 
CBO- par s6jour de 40 min 8. 20" dans une solution de HBr 8. 20% dans l'acide acCtique glacial, 
Cvaporation au vide et reprise dans le solvant de chromatographie ou d'klectrophorkse; Rfb apr&s 
scission priliminaire du groupe trityle par chauffage de 10 min 8. 100' dans l'acide acCtique 
aqueux 8. SOYO, Cvaporation et  reprise comme ci-dessus; Rfa sans traitement prkalable. 

Les dlectrophorises SUY pafiier ont C t C  effectuCes dans l'appareil A Blectrophor&se sous haute 
tension de WIELAND & PFLEIDERER~~) : au pH 1,9 (El,g) dans le melange acide formique/acide 
acitiqueleau (15: 10:75) ; au pH 5,s (E,,J dans le mClange pyridine/acide acCtique/eau (9: l :  10). 
El,g = 0,8 His indique qu'8. pH 1,9 la substance migre 0,8 fois la distance que migre l'histidine. 
Les exposants a, b et 0 ont la m6me signification que pour les chromatogrammes. 

Les re'actifs utilisCs pour la rCvClation des chromatogrammes et des phCrogrammes ont C t C  
dCcrits prCc6demment11). 

N-Trityl-glycyl-N~-CBO-L-lysyl-hTE-CBO-L-lys~nate de mdthyle ( X C ) .  - a) Par anhydride naixte. 
On dissout 58,O g (100 mmoles) de N-trityl-glycyl-NF-CBO-~-lysine4) dans un melange de 240 ml 
de t6trahydrofuranne e t  de 23,s ml (100 mmoles) de tri-n-butylamine, refroidit 8. - 10" et  ajoute 
en 20 min 10,O ml (104 mmoles) de chloroformiate d'kthyle. Aprhs 10 min d'agitation suppl6- 
mentaire, on ajoute une solution de 36,3 g (110 mmoles) de chlorhydrate de Ne-CBO-L-lysinate 
de mCthyle4) e t  de 26,4 ml (111 mmoles) de tri-n-butylamine dans 120 ml de tCtrahydrofuranne. 
Apr&s 3 h 8. 23", on Cvapore au vide, reprend par 300 ml d'ac6tate d'6thyle e t  150 ml d'dther, 
lave par l'eau, par H,SO, 1~ (rapidement e t  8. O O ) ,  par NH,OH l ~ ,  par l'eau et par NaCl 30%, 
s&che sur Na,SO, et Bvapore au vide. Le rCsidu (77,3 g) est dissous dans 200 ml de methanol et 
additionnC d'un melange de 1000 ml d'ither e t  de 800 ml d'Bther de pdtrole. Aprks 3 jours 8. On,  
on filtre, lave 8. 1'Cther de pktrole, shche au vide et obtient ainsi 57,5 g (67%) de N-trityl-glycyl- 
NE-CBO-L-lysyl-NE-CBO-L-lysinate de mCthyle de F. 110" (dCc.). [a13 = -7,9' & 0,5" (c = 2;  
mkthanol), -7,8" * 0,5" (c = 2; pyridine), -3,4" 3 0 , 5 O  (c = 2; dimBthylformsmide). Rfh = 
0,90; R f i  = 0,85 (rCvClation par ninhydrine et  chlore). 

C,,H,,O,N, Calc. C 70,2 H 6,7 0 15,O N 8,2% 
(856,O) Tr. ,, 70,6 ,, 6,9 ,, 15,2 ,, 8,4% 

Les F. sont corrigCs (prCcision & lo ) .  Les se'chages au vide ont B t B  effectuCs sous 8. 

b) Par dicyclohexyz-carbodiimide. On dissout 36,3 g (110 mmoles) de chlorhydrate de NF-CBO- 
L-lysinate de mCthyle4) e t  26,2 ml (110 mmoles) de tri-n-butylamine dans 300 ml de tCtrahydro- 
furanne, ajoute 58,O g (100 mmoles) de N-trityl-glycyl-NE-CBO-~-lysine~), refroidit 8. - 10" et 
ajoute encore 25,8 g (125 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Aprks 2 h 8. -10" et 16 h 8. 
23", on filtre, Cvapore 8. sec, triture avec de 1'6ther de pCtrole, dissout dans un melange de 300 ml 
d'acitate d'ithyle et 150 ml d'Cther, e t  lave comme ci-dessus. Une seconde fraction de dicyclo- 
hexylurCe prkcipite encore pendant le lavage et  est CloignCe par filtration. Par recristallisation 
comme ci-dessus, on obtient 58,5 g (68%) de N-trityl-glycyl-NE-CBO-L-lysyl-NF-CBO-L-lysinate 
de m6thyle de m&mes propri6t6s que le produit obtenu par la mdthode 8. l'anhydride mixte. 

8) Les micvoanalyses ont 6tC effectuCes dans notre Laboratoire microanalytique (Dr. W. SCHO- 

9) L. C. CRAIG, J. C. GREGORY & W. HAUSMANN, Analyt. Chemistry 22, 1462 (1950). 
NIGER). 

10) TH. WIELAND & G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955). 
11) R. A. BOISSONNAS & R. L. HUGUENIN, Helv. 43, 186 (1960); ST. GUTTMANN & R. A. BOIS- 

SONNAS, ibid. 43, 205 (1960). 
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N- Trityl-glycyl-Ne-CBO-L-lysyl-NE-CBO-L-lysine ( X C I ) .  On dissout 42,8 g (50 mmoles) dester 
tripeptidique XC dans 150 ml de methanol et ajoute en 10 min ?L 20" sous forte agitation 50 ml 
de NaOH 4 ~ .  On laisse encore 1 h ?L la m6me tempkrature, refroidit ?L 0" et  ajoute lentement 
du HC16N jusqu'k ce que le pH descende 8.2,5. Aprbs addition de 150 ml d'eau e t  repos de 15 min, 
on filtre, lave par 150 ml d'eau, dissout dans 250 ml d'ac6tate d'bthyle, lave par l'eau, puis par 
NaCl 30%, shche sur Na,SO, et Bvapore au vide. Par addition d'kther, filtration et lavage 8. 
1'6ther de pCtrole, on obtient 38,3 g (91 %) de N-trityl-glycyl-NE-CBO-L-lysyl-NE-CBO-L-lysine 
de F. 80'. [ ~ ] g  = +2,2" 0,5O (c = 2 ;  mdthanol), +0,5" & 0,s" (c = 2; dimithylformamide), 
+1,2" f 0,5" (c = 2 ;  pyridine). R f i  = 0,60; Rf& = 0,20; E:,& = 1,5 His (rBv6lation par 
ninhydrine) . 

C4,H,,O8N, Calc. C 69,9 H 6,6 N 8,3% p. Bquiv. 842 
(842,O) Tr. ,, 69,7 ,, 7,O ,, 8,3% ,, 840 

N - C B O - ~ - a r g i n ~ i l - ~ - a r g ~ n a t e  de me'thyle, 2HBr  ( X C I I ) .  On suspend 154 g (500 mmoles) de 
N-CBO-~-arginine~) et 193 g (550 mmoles) de dibromhydrate deL-arginate demBthyle4) dans 1500ml 
de pyridine anhydre, agite pendant 20 min et  introduit 8.0" 124 g (600 mmoles) de dicyclohexyl- 
carbodiimide. Aprbs 16 h 8. Z O O ,  on filtre de la dicyclohexylurke form&, Bvapore au vide, triture 
avec de 1'6ther, puis plusieurs fois avec de l'acitone, et reprend par 1000 mi d'eau. Aprhs filtration, 
le filtrat est 6vapor6 ?L sec au vide 8. basse temp6rature. On sbche au vide poussB, triture avec 
de 1'Bther sec jusqu'h obtention d'un produit pulvCrulent, skche au vide et obtient ainsi 259 g 
(SIX) de N-CEO-L-arginyl-L-arginate de mBthyle, 2HBr de F. 115-120" (d6c.). [ x ] g  = - 10,O" 
& 0,5" (c = 2 ;  mkthanol), - 5,6" & 0,5" (c = 2; dim6thylformamide). Rf& = 0,30; R f i  = 0,30; 
Rf; = 0,lO; E:,, = 1,l His; E2,8 = 2,0 His (r6vClation par ninhydrine et chlore). 

C21H,,05N8Br, Calc. C 39,4 H 5,7 N 17,5 Br 25,0y0 
(640,4) Tr. ,, 40,3 ,, 6,O ,, 1 7 3  ,, 25,076 

N-CBO-L-argilzyl-L-arginine, 2HBr  ( X C I I I ) .  On dissout 256 g (400 mmoles) de N-CBO-L- 
arginyl-L-arginate de mCthyle, 2HBr (XCII) dans 1450 ml de KOH l ~ ,  laisse 75 min 8. Z O O ,  

refroidit & 0" et acidifie h pH 3 par HBr 66%. On concentre au vide 8. 30", skche au vide pouss6, 
reprend par 400 ml de mhthanol, filtre du KBr qui prgcipite, 6vapore au vide, triture avec de 
1'6ther e t  sbche au vide. On obtient 252 g de N-CBO-L-arginyl-L-arginine, 2HBr contenant encore 
7% de KBr (rendement en dipeptide: 95y0), qui sont directement utilis6s pour le stade suivant. 

N-CBO-L-Arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de me'thyle ( X C I  Va) .  On dissout 72,l g (115 
mmoles) de N-CBO-L-arginyl-L-arginine, 2 HBr (XCIII), 39,3 g (127 mmoles) de L-prolyl-L-valinate 
de m6thyle,HBr4) e t  27,4 ml (125 mmoles) de tri-n-butylamine dans 200 ml de dimCthylform- 
amide 8. 40°, refroidit rapidement O", ajoute 29,7 g (144 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide 
et  agite encore 20 h 8. 20". On filtre, Bvapore au vide, triture avec de l'dther, de l'ac6tate d'6thyle 
et de l'ac6tone et s k h e  au vide. On soumet le produit obtenu 2 un contre-courant de 190 transferts 
dans le systbme n-butanol/acide acCtique/eau 4: 1 : 5 et recueille le produit de K = 0,72 se trou- 
vant dans les tubes 65 8. 95. (Une impuret6 ne donnant que de l'arginine, sans proline ni valine, 
par hydrolyse acide se trouve rassembl6e dans les tubes 110 b 140 et a un K = 1,7.) Aprhs 6vapo- 
ration a u  vide, reprise dans 500 ml de mCthanol, passage sur une rCsine basique sous forme libre 
(Amberlite IRA-410), concentration k un volume de 200 ml et  pricipitation par I'Bther, on obtient 
39,6 g (51 yo) de N-CBO-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de m6thyle de F. 170-175'. 
[a]E = -46" lo (c = 1 ;  mBthanol), -26" & 1" (c = 1; dimBthylformamide), -43" & 1' 
(c = 1;  acide ac6tique 95%). EZg = 1,0 Glu; Eg,8 = 0,6 His (r6v6lation par chlore et SACAGUCHI); 
EZg = 0,s His; Eg,8 = 1, l  His (rCvClation par ninhydrine, chlore et SACAGUCHI). 

C3,H5,0,Nl,+2H,0 Calc. C 52,4 H 7,7 0 20,3 N 19,7% 

Rf& = 0,lO. 

(674,s + 36,O) Tr. ,, 52,4 ,, 7 3  ,, 20,4 ,, 20,3% 
N-CBO-L-Arginyl-L-arginyl-L-~rolyl-L-ualinate de me'thyle, 2 HBr  ( X C I  Vb)  . Par dissolution du 

tbtrapeptide pr6c6dent, XCIVa, dans deux parties de methanol, addition de deux Bquivalents de 
HBr (sous forme d'une solution mkthanolique 8 N fraichement pr6par6e) et prkcipitation par 
1'6ther, on obtient avec un rendement quantitatif le dibromhydrate de N-CBO-L-arginyl-L-arginyl- 
L-prolyl-L-valinate de m6thyle de F. 195-ZOO", avec transition 8. 140". 

C31H520,N10Br2 (836,7) Calc. N 16,7 Br 19,1% Tr. N 16,8 Br 19,7% 
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L-A 1.ginyl-L-urginyE-L-proEyE-L-vul~nate de me'thyZe, 3 H B r  ( X C  V ) .  On dissout 41,8 g (50 mmoles) 
d'ester titrapeptidique XCIVb dans 150 ml d'une solution 2 N de HBr dans l'acide acCtique glacial, 
laisse 75 min B Z O O ,  Cvapore au vide, redissout dans 100 ml de m6thano1, Bvapore au vide, dissout 
dans 100 ml d'eau, extrait deux fois par 50 ml d'Cther, Bvapore la solution aqueuse au vide B 
30" et kvapore encore trois fois apres addition de 100 ml de toluene et  trituration de fagon B 
dloigncr entierement I'humidit6 restante. Le r6sidu est dissous dans 50 ml de mCthanol anhydre 
et repr6cipitC par addition de 300 ml de chlorure de mBthyl6ne. En renouvelant encore une fois 
cette prdcipitation et  en retravaillant les liqueurs-mbres, on obtient un r6sidu huileux qui, a p r h  
trituration avec de 1'6ther de petrole et s6chage au vide donne 31,7 g (81%) de tribromhydrate de 
L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de mCthyle trbs hygroscopique. E!,9 = 0,s His; Eg,8 = 
1, l  His (r6vklation par ninhydrine). 

C,,H,,O,N,,Br, (783,5) Calc. Br 30,6% Tr. Br 30,3% 
N- Tr i t y l -g l ycy l -N~-CBO-~-Eysy l -N~-CR~-~- l y sy~-~-u~g~ny~-~-urg iny~-~-~~oLy l -~ -va l inu te  de me'- 

thyle ( X C V I a ) .  On dissout 42,1 g (50 mmoles) de N-trityl-glycyl-NE-CBO-L-lysyl-N~-CBO-L- 
lysine (XCI) et 39,2 g (50 mmoles) de L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de mkthyle, 3 HBr 
(XCV) dans 90 ml de dim6thylformamide, ajoute 11,9 ml (50 mmoles) de tri-n-butylamine, re- 
froidit B 0' e t  ajoute 12,4 g (60 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Apr6s 2 h % 0" et  16 h % 
Z O O ,  on refroidit B - 20", filtre de la dicyclohexylur6e quia cristallis6 (12,5 9). ajoute 700 ml d'6ther 
et triture plusieurs fois le prCcipitC form6 avec de 1'6ther. Aprbs dissolution dans 60 ml de mkthanol, 
prCcipitation par 600 ml d'kther, dissolution dans 70 ml de mithanol, reprkcipitation % 0" par 
300 ml d'eau, sCchage au vide, trituration % 1'Cther et % 1'6ther de petrole et s6chage au vide 
poussC, on obtient 49,7 g (65%) d'heptapeptide sous forme de dibromhydrate (calc. N 13,8%; 
Br 10,5%; tr. N 13,8%; Br 10,3%) de F. 150" (dCc.). Ce produit est soumis % un contre-courant 
de 30 transferts dans le systeme mCthanol/eau/NH,OH 1N/CHC1,/CC1, 8 : 2 : 1 : 7 : 3 .  Le contenu 
des tubes 9 % 22 est r6uni. Aprbs 6vaporation % sec et dissolution dans 200 ml de mCthanol et 
100 ml d'eau, on passe sur r6sine basique libre (Amberlite IRA-410), 6vapore B sec, triture avec 
de 1'6ther et sbche. On obtient ainsi 35,5 g (51 % global) de N-trityl-glycyl-N&-CBO-L-lysyl-N&- 
CBO-~-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-~-valinate de mCthyle. 

C,,Hg,O,,N,,+ H,O Calc. C 62,4 H 7,2 0 15,O N 15,2% 
(1364,7+18,0) Tr. ,, 62,3 ,, 7, l  ,, 14,7 ,, 15,6% 

N-Trityl-glycyl-N~-CBO-~-lysyl-N~-CBO-~-lysyl-~-arginyl-~-arg~nyl-~-prolyl-~-vul~nate de me'- 
thyle,2HCl ( X C V I b ) .  On dissout 27,7 g (20 mmoles) de l'heptapeptide prkckdent, XCVIa, dans 
180 ml de mkthanol, ajoute 40 ml de HC1 1~ mkthanolique, Bvapore au vide, triture % 1'6ther e t  
&he au vide pouss6. On obtient ainsi 28,4 g (99%) de dichlorhydrate de N-trityl-glycyl-NE-CBO- 
~-lysyl-N~-CBO-~-lysyl-~-arginyl-~-arginyl-~-prolyl-~-v~inate de m6thyle de F. 150' (d6c.). 
[ x ] g  = -22,5" f 0,5" (c = 2 ;  mkthanol), - 16,3" f 0,5" (c == 2; dim6thylformamide). R f s  = 
0,64; Ep,, = 1,0 Glu (rCv6lation par ninhydrine). 

C,2H,,0,,N,,C1, Calc. C 60,2 H 6,9 0 13.4 N 14,6 Cl 5,3% 
(1437,5) Tr. ,, 59,9 ,, 7,1 ,, 1 3 8  ,, 14,3 ,, 4,974 

Glycy l -N~-CRO-~- lysy l -N~-CBO-~- lysy l -~-urginy l -~-urginy l -~-~roly l -~-vul~nute  de mdthyle, 2 HCl 
( X C V I I ) .  On dissout 15,O g (10,4 mmoles) de dichlorhydrate de trityl-heptapeptide XCVIb dans 
un m6lange de 45 ml d'acide ac6tique glacial e t  de 5 ml d'eau, porte pendant 10 min B loo", 
6vapore sec au vide, triture avec de 1'8ther jusqu'i l'obtention d'un produit pulvirulent, dis- 
sout dans 20 ml de methanol, ajoute 4 ml d'une solution 3 , 5 N  de HC1 dans 1'6ther et prCcipite 
par addition d'dther. Aprbs filtration, trituration dans 1'Cther e t  s6chage on obtient 13,2 g de 
trichlorhydrate d'heptapeptide qui sont soumis B un contre-courant de 290 transferts dans le 
systeme n-butanol/acide acCtique/eau 4:1:5. Le contenu des tubes 80 B 125 est r6uni. Aprbs 
Bvaporation B sec et trituration du rdsidu avec de 1'Cther jusqu'i l'obtention d'un produit pulv6- 
rulent (F. 175" avec dic.), on dissout celui-ci dans 150 ml de mCthanol e t  passe sur une resine 
sous forme de base libre (Amberlite IRA-410). Le filtrat est Cvapor6 % sec, pes6, redissous dans 
50 ml de mkthanol, additionn6 de deux Cquivalents de HC1 sous forme de solution mkthanolique, 
CvaporB % sec, triture avec de 1'6ther e t  s6chB. On obtient ainsi 6,3 g (51%) de dichlorhydrate de 
glycyl-N~-CBO-~-lysyl-N~-CBO-~-lysyl-~-arginyl-~-arginyl-~-prolyl-~-valinate de mdthyle cristal- 
lin dc F. 170" (d6c.). [a]$ = - 36,6" & 1,O" (c = 1 ;  methanol), - 27,O" & 1 , O "  (c = 1; dim6thyl- 
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formamide). Rf'& = 0,52; R f i  = 0,50; EY,g = 1,0 Glu; ES,, = 0,9 His; E!,g = 1,0 His; EE,, = 
1,7 His (rCvClation par ninhydrine). 

C5,H,,01,N,5Cl, Calc. C 53,2 H 7,2 0 16,l N 17,6 C1 5,9% 
(1195,Z) TI. ,, 53,O ,, 7,3 ,, 15,9 ,, 17,4 ,, 64% 

L'hydrolyse totale de XCVII par HC1 6~ (110"; 16 h) fournit les acides aminis composants 
dans les rapports attendus. 

Pour les attaques enzymatiques, on soumet 3,7 mg de peptide 8. l'action de 0,5 ml d'une solu- 
tion 8.20% de HBr dans l'acide ac6tique glacial pendant 1 h 8. Z O O ,  pr6cipite par 5 ml d'Cther, lave 
soigncusemeiit par I'Cther, sbche et dissout dans 0,2 ml d'acide ac6tique 1 ~ .  On porte 8. pH 8,; 
par addition de NH,OH 4~ (env. 0,06 ml) et divise en deux parties Cgales, dont l'une est soumise 8. 
l'action de la trypsine (0,01 mg) et l'autre 8. celle de laleucine-aminopeptidase (0,2 unitC; stade 3 9 )  
pendant 16 h 8. 20". L'examen ClectrophorCtique k pH 1,9 et 5.8 (rCvClation par ninhydrine, 
chlore, S.4CAGUCHI et isatine) montre que la leucine-aminopeptidase dCgrade comme attendu le 
peptide en glycine, lysine, arginine, proline et valinate de mCthyle, sans traces de peptides rCsi- 
duels, e t  qnc la trypsine le scinde en lysine, arginine, glycyl-lysine et arginyl-prolyl-valinate de 
tnethyle, sans traces d'autres peptides rkiduels. 

N- Trityl-glycyE-NE-C BO-L~lysyl- L-prolyl- L-valyl-glycyl-NE-C BO-L-lysyl-NF- CBO-L-EYSYE-L- argi- 
nyl-L-arginyl-L-~rolyl-L-valinate de mdthyle, 2 HCl ( X C V I I I ) .  On dissout 4,67 g ( 6 , O  inmoles) de 
N-trityl-gly~yl-N~-CBO-~-lysyl-~-prolyl-~-valine~) et  7,86 g (6,6 mmoles) de dichlorhydrate dc 
glycyl-N~-CBO-~-lysyl-N'-CBO~~-lysyl-~-arginyl-~-arginyl-~-prolyl-~-valinate de m6thyle (XCVII) 
dans 36 ml de dimCthylformamide, ajoute en agitant 30 ml d'acgtonitrile, refroidit 8. -3" et 
ajoute encore 1,85 g ( 9 , O  mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. On agite encore 4 h ii - 3" et 
48 h 8. 20". On Bloigne l'acitonitrile au vide, refroidit k - Z O O ,  filtre de la dicyclohexylurde qui 
a cristallisk (1,93 g), ajoute 500 ml d'Cther, laisse 16 h k O", filtre, lave 8. 1'6ther et skche. Les 
10,Ol g de produit ainsi isole sont dissous dans un mClange de 10 ml de methanol et de 10 ml 
d'eau, puis additionnks de 100 ml d'eau. On ajoute alors 5 ml de NaCl 30% ii la solution limpide 
obtenue. I1 se forme immCdiatement un prCcipit6 qui est sCpar6 par centrifugation, redissous 
dans 10 ml de methanol et additionnd dc 100ml dc NH,OH 0 , 5 ~ ,  puis de 10 ml de NaCl 30%. 
Le prCcipitC obtenu cst sCpar6 par centrifugation, puis sCchC au vide. I1 est alors soumis k un 
contre-courant de 200 transferts dans le systkme mCthanol/eau/NH,OH ~N/CHCI,/CCI, 8 : 2 : 1 : 7 : 3. 
Lc contenu des tubes 120 8. 200 est rCuni et 6vaporC au vide. Aprks dissolution dans 20 ml de 
mCthanol et precipitation par 150 ml d'Cther anhydre, filtration et sCchage au  vide pouss6, on 
obtient 6,2 g (52 %) de N-trityl~glycyl-N~-CBO-~-lysyl-~-prolyl-~-valyl-glycyl-N~-CBO-~-lysyl-NE- 
CBO-L-lysyl-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valinate de mCthyle, 2 HCl de F. 190" (dCc.). Rfh = 
0,61; R f i  1 0,63; Rfbp = 0,7S; EF,g = 1,0 Try; E;,, = 0,8 His; Rf& = Rfz = Rf$ = 0 , l ;  
E;,9 = 0,9 His; E& = 1,6 His (r6vClation par la ninhydrine). 

Cg,Hl,,01,N,,Cl,+4H20 Calc. C 58,l H 7,2 0 17,4 N 13,8 C1 3,5% 
(1953,Zf 72,l) Tr. ,, 57,6 ,, 7,2 ,, 17,1 ,, 1 4 3  ,, 3,9% 

G l y ~ y l - Y ~ - C  BO-L- lysyl-L-prolyl-~-valyl-glycyl-NG-C BO-L-lysyl-NE- C BO-L-lysyl-L-arginyl-L-ar- 
ginyl-L-prolyl-L-valinate de wdthyle,3HCZ ( X C I X ) .  On dissout 3,93 g (1,96 mmole) de l'enddcapep- 
tide XCVIII dans un mClange de 19,6 in1 d'acide acCtique glacial et de 4,O ml d'eau, chauffe 
13 inin ?i loo", refroidit, Cvapore 8. sec au vide, Cvapore trois fois aprks addition chaque fois d'un 
mClangc 1 : 1 de mCthanol et de tolukne, triture plusieurs fois avec de I'ithcr anhydre et  shche. 
Les 3,81 g ainsi obtenus sont dissous dam 200 in1 dc methanol e t  passes sur une rCsine basique 
sous forme libre (Amberlite IRA-410). Par evaporation 2 see et sCchage au vide, on obtient 3,62 g 
qui sont dissous dans 15 ml de mithanol et additionnks de 5,8 ml de HC1 1~ inCthanolique. 
On precipite alors par addition de 200 ml d'6ther anhydre. Aprks filtration et sichage au vide 
on obtient 3,32 g (95%) de trichlorhydrate de glycyl-N~-CBO-~-lysyl-~-prolyl-~-valyl-glycyl-~~- 
CBO-~-lysyl-NE-CBO-~-lysyl-~arginyl-~-arginyl-~-prolyl-~-valinate de m6thyle cristallin de 1;. 
175" (d6c.). Rf& = 0,62; R f i  : 0,63; Rf$ = 0,75; EP,, = 1,l Try; E:,, = 0,8 His (rkvdation 
par la ninhydrine) ; [ a ] g  = - 25" & 1" (c = 1 ; dim6thylformamide). 

C,9Hl~3018N~,,C13 Calc. C 54,3 H 7,l 0 16,5 N 16,O C1 6,lYA 
(1747,3) Tr. ,, 54,3 ,, 7,O ,, 17.1 ,, 1-53 ,, 62% 

1,) Methods of Enzymology, Vol. 11, p. 89, Academic Press 1955. 
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Le produit a aussi pu &tre isolk sous forme de tktrahydrate. 

C,,H,,,018N,,Cl,+4H,0 Calc. C 52,l H 7,2 0 19,3 N 15,6 C1 5 3 %  
(1747,3+ 72,l) Tr. ,, 52,O ,, 7,5 ,, 19,3 ,, 16,O ,, 5 5 %  

L'hydrolyse totale de XCIX par H C ~ ~ N  (110'; 16 h) fournit les acides aminks composants dans 
les rapports attendus. 

Pour les attaques enzynzatiques, on soumet 5,O mg de peptide a l'action de 0,5 ml d'une solu- 
tion de HBr A 20% dans l'acide acktique glacial pendant 1 h 8. 20", prkcipite par 5 ml d'Bther, 
lave soigneusement par l'kther, s&che et  dissout dans 0,2 ml d'acide acbtique 1 ~ .  On porte & 
pH 8,5 par addition de NH,OH 4N (env. 0,06 ml) et divise en deux parties kgales, dont l'une est 
soumise 8. l'action conjointe de la trypsine (0,Ol mg) et de la leucine-aminopeptidase (0,2 unitk; 
stade 312)) e t  l'autre 8. celle de la leucine-aminopeptidase seule (0,5 unitk; stade 312)) pendant 
16 h A 20". L'examen Blectrophorktique pH 1,9 et 5,8 (rkvklation par ninhydrinc, chlore, SACA- 
GUCHI et isatine) montre dans lcs deux cas une transformation dans les acides aminBs composants, 
sans traces de peptides rdsiduels. 

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-r~-arginyl-L-prolyl-r-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-Ne-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-r.-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-~-lysyl-~-prolyl-~-valyl-glycyl-N~-CBO-~- 
lysyl-N"-CBO-~~-lysyl-~-arginyl-~-arginyl-~-prolyl-~-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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