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85. Synthése de la Val>-D-Phed-angiotensine-1 et nouvelle
synthése de la Val’-angiotensine-I1)?%)
par St. Guttmann
(28 11 61)

Il a été montré3)4) qu'une substance peptidique, provoquant I’hypertension, est
libérée sous l'action de la rénine a partir d'une fraction du plasma appelée angio-
tensinogéne (tabl. 1). Cette substance de nature peptidique, nommée angiotensine-I,
a été isolée A partir du plasma de cheval?) et 4 partir du plasma de beeuf®). L’étude de
sa structure a montré que I'angiotensine de cheval?) se distingue de celle de beeuf§)
par la présence en position 5 d’'un reste isoleucyle au lieu d’un reste valyle.

D’aprés SKEGGS et coll. ¥) et HELMER1?), la substance provoquant 1’hypertension
ne serait pas le décapeptide lui-méme, I'angiotensine-I, mais un octapeptide, 1’angio-
tensine-1I, qui prendrait naissance & partir de ce décapeptide sous l'effet d’une pepti-
dase spécifique, que les auteurs nommeérent «Converting Enzymes. L’action du
«Converting Enzyme» sur le décapeptide est illustré par le tableau 1.

Le «Converting Enzymen est présent dans presque tous les organes du corps et est
trés fortement activé par les ions Cl-. L’angiotensine-I apparait donc i# vivo comme
une substance possédant le méme degré d’activité que l'angiotensine-II. La diffé-
rence d’activité entre les deux angiotensines ne peut étre pergue qu’au moyen de me-
sures sur certains organes isolés et spécialement traités?®)10),

Alors que l'angiotensine-I de cheval (Ileu-angiotensine-I)7) et de beeuf (Val’-
angiotensine-I)#) ont toutes deux été isolées, seule 'angiotensine-11 de cheval (Ileu’-
angiotensine-II)7?) a pu étre isolée jusqu’ici. La synthése de 1'Ileu®-angiotensine-II a
été effectuée par SCHWARZ et coll.'!) et par RITTEL et coll.?), mais celle de 1'Ileu®-

1) Nous employons la méme nomenclature que R. SCHWYZER et coll. (Chimia 77, 335 (1957)) et
P.-A. JagueEnouD & R. A. Borssonnas (Helv. 42, 788 (1959)).

2) L’appellation d’angiotensine est le compromis généralement admis entre les dénominations
angiotonine et hypertensine (E. BRAUN-MENENDEz & I. H. PaGE, Science 727, 242 (1958)).

3) E. BRAUN-MENENDEZ, ].C. Fascioro, L. F. LELoir & J. M. Munoz, J. Physiol. 98, 283
(1940); Science 98, 495 (1943).

4 1. H. Page, O. M. HELMER, A. A. PLeENTL, K. G. KoHLsTAEDT & A. C. CorcOrAN, Science
98,153 (1943); K. G. KonLstaEeDT, I. H. PAGE & O. M. HELMER, Amecr. Heart J. 79, 92 (1940).

5 L. T. SkecGs, W. H. MarsH, R. J. Kaun & N. P. SHUMWAY, J. exp. Medicine 700, 363 (1954 ;
102, 433 (1955).

8 W. S. PeaRT, Biochem. J. 60, VI (1955); 62, 520 (1956).

) K. E. Lenz, L. T. Skecgs, K. R. Woop, J. R. KasN & N. P. SHUMwWAY, J. exp. Mcdicine
183, 193 (1956).

8) D. F. ELLiorT & W. S. PEART, Nature 777, 527 (1956); Biochem. J. 63, 246 (1957).

9) L. T. SkEGGS, W. H. MarsH, J. R. KauN & N. P. SHuMwaAy, J. exp. Medicine 99, 275 (1954);
103, 295 (1956).

10) O. M. HELMER, Feder. Proc. 74, 225 (Abstracts, 728) (1955); Amer. J. Physiol. 788, 571 (1957).

1) H. Scawarz, F. M. Bumpus & H. I. PacgEg, J. Amer. chem. Soc. 79, 5697 (1957).

12) R. ScuwvyzER, B. Istrin, H. KarPELER, B. RINIKER, W. RITTEL & H. ZuBER, Helv. 47,
1274, 1287 (1958), Chimia 77, 335 (1957); W. RiTTEL, B. IsELIN, H. KAPPELER, B. RINIKER
& R. SCHWYZER, Angew. Chem. 69, 179 (1957); Helv. 40, 614 (1957).
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angiotensine-I n’a pas encore été réalisée. La ValS-angiotensine-1, la Val5-angioten-
sine-IT et une quinzaine de leurs analogues ont été synthétisés par SCHWYZER et
coll'?), Derniérement, la synthése de quelques analogues de 1'Ileu®-angiotensine-II a
¢été mentionnéel3),
Tablean 1
H-Asp-Arg-Val-Tyr-Ileu-His-Pro-Phe-His-Leu-Protéine
(Val)
Angiotensinogénc

l Rénine

H-Asp-Arg-Val-Tyr-Ileu-His-Pro-Phe-His-Leu-OH
(Val)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

IleuS-Angiotensine-I

(Vals-Angiotensine-I) } (inactif)

l «Converting Enzyme»
H-Asp-Arg-Val-Tyr-Tleu-His-Pro-Phe-OH 4+ H-His-Leu-OH

(Val)
1 2 3 4 5 6 171 8

Ileu’-Angiotensine-11 tif
(Val’-Angiotensine-11) | (actif)

En 1959, ELLIOTT!) a annoncé une nouvelle synthése de la Vals-angiotensine-I,
mais le produit obtenu n’a montré qu’environ 1%, de I’activité du produit naturel. Il
est apparu qu’au cours de la synthése, il s’était produit une racémisation presque to-
tale de la phénylalanine en position 8. On devrait donc s’attendre normalement 4 ce
que le produit obtenu possédat au moins 509, de l'activité du produit naturel et non
pas seulement 19%,. Pour expliquer ce résultat inattendu, ELLIOTT a émis deux hypo-
théses. Selon la premidre, le racémate obtenu au cours de la synthése se serait enrichi,
au cours des purifications, en isomére contenant la D-phénylalanine, ce qui fait qu'il
n’aurait finalement obtenu que le produit possédant la p-phénylalanine en position 8,
les neuf autres acides aminés ayant gardé leur configuration 1. Selon la seconde hypo-
thése, le produit final obtenu contiendrait autant d’isomére L que de D, et il faudrait
alors admettre que 'isomére D soit un antagoniste de l'angiotensine-I de forme natu-
relle et inhibe l'action du «Converting Enzyme», en l'empéchant de transformer
I'angiotensine-I inactive en angiotensine-II active. Comme cette derniére hypothése
aurait une importance pratique considérable si elle se révélait exacte, nous avons
décidé, pour la vérifier, d’entreprendre la synthése de 'isomeére b lui-méme, ¢’est-a-dire
de la Val®-p-Phef-angiotensine-I.

Afin d’éviter toute équivoque quant 4 la pureté optique du produit obtenu, nous
nous sommes proposé d’effectuer cette synthése selon un schéma excluant tout
risque de racémisation. Il fut nécessaire pour cela d’établir un nouveau schéma de
synthese, car les synthéses d’angiotensines et de leurs analogues11)!?) décrites jusqu’ici

1) R. S. SMEBY, P. A. KuAIRALLAH, F. M. Bumpus & I. H. Pace, Congress Amer. chem. Soc.,
Divis. biol. Chemistry 7960, Abstr., 227.

i1) D. F. ErriorT, Polypeptides which affect smooth muscles and blood vessels (Proc. of Sympo-
sium held in London on 23 & 24 March 1959), p. 99, Pergamon Press 1960.
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n’excluaient pas une certaine possibilité de racémisation®) dans plusieurs positions.
Dans notre nouveau schéma (Tabl. 2, 3, et 4), les peptides intermédiaires sont cons-
truits par addition successive de N-CBO-acides aminés puis condensés entre eux, soit
au niveau de la proline par la méthode au dicyclohexyl-carbodiimide??), soit au niveau
de la tyrosine par la méthode & l'azide. Selon les normes actuellement admises en
chimie peptidique®), cette maniére de faire doit en effet supprimer tout risque de
racémisation. A titre de vérification, nous avons en outre effectué, par le méme sché-
ma, la synthése de la Val®-angiotensine-I dont nous avons mesuré ’activité biologique.
En outre nous avons contrdlé par dégradation enzymatique ’homogénéité optique
des produits intermédiaires et finals obtenus dans la synthése de ces deux angioten-
sines.

Tableau 3
5 6 7
Val His Pro
L L L
CBO==NHNH-CTB
III
CBO NHNH,?)  Hw==NHNH-CTB
: v
CBO = NHNH-CTB
CBO NHNH,
V1
CBO NHNH,»)  HwmOMe
VII
CBO OMe
VIII

CBOme=NHNH,??) Heme==OMe

VII
CBO OMe
IX
CBO==0OH2)
ou H OMe
CBO==ON P?5) X
CBO OMe
VIII
CBO OH
XI
Val His Pro

18) H. Scawarz & I'. M. Bumpus, J. Amer. chem. Soc. 87, 890 (1959).
18) G. T. Young, Proc. Symposium on Methods of Peptide Synthesis, Prague 1958 (Coll. Czecho-
slov. chem. Commun. 24, 39 (1959), Special issue); J. chem. Soc. 7960, 3902,
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Vals-p-Phe®- Angiotensine-1I

La N-CBO-p-phénylalanine??) a été condensée avec le L-histidyl-L-leucinate de
p-nitrobenzyle®) au moyen du dicyclohexyl-carbodiimide!®) en N-CBQ-p-phényl-
alanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (I) (rdt 94 9,). Celui-ci, aprés scission
sélective du groupe CBO- par I'acide bromhydrique dans I’acide acétique glacial’®), a
donné le dibromhydrate de D-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle
(IT) (rdt 94 %,). Le tripeptide central, la N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-proline (XI), a été
synthétisé par deux voies différentes (Tabl. 3). Selon la premiére, le N-CBO-L-valyl-
L-histidyl-hydrazide®) a été converti en azide correspondant et condensé avec le
L-prolinate de méthyle (VII-A) (obtenu par estérification de la L-proline a 1'aide de
chlorure de thionyle?). Le N-CBO-r-valyl-L-histidyl-L-prolinate de méthyle (VIII)
résultant (rdt 709,) a été saponifié et la N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-proline (XI) a été
libérée de son sel sodique par passage sur un échangeur d’ion légérement acide (rdt
719%,). Selon la deuxiéme voie, le N-CBO-L-histidylazide?®?) a été condensé avec le
L-prolinate de méthyle (VII-A) et a donné le N-CBO-L-histidyl-L-prolinate de méthyle
(IX) (rdt 609,), qui, aprés scission de son groupe CBO- par I’acide bromhydrique dans
I'acide acétique glacial, a fourni le dibromhydrate de L-histidyl-L-prolinate de mé-
thyle (X) (rdt 979,). Celui-ci a été condensé, soit avec la N-CBO-L-valine®) par la
méthode a 'anhydride mixte?) ou au dicyclohexyl-carbodiimide!?), soit avec le N-
CBO-L-valinate de p-nitrophényle®), et a donné le méme ester tripeptidique VIII
(rdtsresp. 499, 489, et 489,) que celui obtenu par la premiére voie. Nous n’avons pu
transformer qu’avec un mauvais rendement l'ester tripeptidique VIII en hydrazide
correspondant VI. SkEGGs et coll. ) ont d’ailleurs rencontré la méme difficulté au
cours de la synthése du N-CBO-r-histidyl-L-prolyl-hydrazide. Nous avons pu tourner
cette difficulté en introduisant la fonction hydrazide sous forme protégée?’). La N-
CBO-L-proline #3)28) a été condensée par la méthode 4 I’anhydride mixte?4) avec le car-
bazate de tert.-butyle?®) en (N-CBO-L-prolyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide
(III) (rdt 899,). Le groupe CBO- a été enlevé par hydrogénation catalytique et le
L-prolyl-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (IV) formé (rdt 869,) a été condensé
avec le N-CBO-L-valyl-L-histidylazide (obtenu & partir de I’hydrazide correspondant
%)) en (N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (V)

e
NN
mATIO

. S. SmiTH & A. E. BROWN, J. Amer. chem. Soc. 63, 2605 (1941).
. Scawarz & K. ArRakawa, J. Amer. chem. Soc. 87, 5691 (1959).
. C. SHEEHAN & G. P. HEss, ]J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1957).
. ScuwyYzER, B. IseLin, H. KarPELER, B. RINIKER, W. RITTEL & H. ZUBER, Helv. 47, 1287
958).
. BRENNER & W. HuBEr, Helv. 36, 1114 (1953).
. W.HoLLEY & . SONDHEIMER, J. Amer. chem. Soc. 76, 1326 (1954).
. GRassMANN & E. WinscH, Chem. Ber, 97, 462 (1958).
. A. Borssonnas, Helv. 34, 874 (1951); TH. WiELaND & H. BERNHARD, Liebigs Ann. Chem.
, 190 (1951); J. R. VaugHan & R. L. Osato, J. Amer. chem. Soc. 73, 3547 (1951); 74,
(1952)
SELIN, W. RiTTEL, P. SIRBER & R. ScHWYZER, Helv. 40, 373 (1957).
1 SkEGGs, K. E. Lenz, J. R. KaHN & N. P. SHumMway, J. exp. Medicine 708, 283 (1958).
. A. BoissoNNas, St. GUTTMANN & P.-A. JAQUENOUD, Helv. 43, 1349 (1960).
. BERGER, O. Kurtz & E. KaTscHaLsKY, J. Amer. chem. Soc. 76, 5552 (1954).
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(rdt 709,). La scission sélective du groupe tert.-butoxycarbonyle, au moyen du gaz
chlorhydrique dans le dioxanne, a fourni le dichlorhydrate de N-CBO-L-valyl-L-histi-
dyl-L-prolyl-hydrazide (VI) (rdt 979).

Par condensation del'acide tripeptidique XTI avec l'ester tripeptidique IT au moyen
du dicyclohexyl-carbodiimide®), nous avons obtenu le N-CBO-L-valyl-L-histidyl-1.-
prolyl-D-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (XII) (rdt 819%,). La
scission du groupe CBO- de cet hexapeptide par 1'acide bromhydrique dans I'acide
acétique glacial ne se déroule pas d'une maniére aussi sélective que dans le cas du tri-
peptide I. En effet, la fonction ester p-nitrobenzylique est également partiellement
scindée et 'ester hexapeptidique XIII obtenu est contaminé par un peu d’acide hexa-
peptidique correspondant. Ce dernier a pu néanmoins étre éliminé par un lavage au
K,CO,, et le L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-D-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-
nitrobenzyle (XIII) a quand méme finalement pu étre obtenu, & partir du CBO-hexa-
peptide, avee un rendement de 809,.

La condensation des séquences 1-4 et 5-10 a été réalisée par la méthode a I'azide
atin d’éviter tout risque de racémisation de la tyrosine en position 4. Ici également,
nous avons eu recours a la méthode a I'hydrazide protégé par le groupe tert.-butoxy-
carbonyle?’). En effet, la présence du groupe O-Bz sur I'acide aspartique, en position
1, excluait I'introduction ultérieure de la fonction hydrazide par les voies classiques.
Le L-tyrosyl-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XVI) a été obtenu par différentes
méthodes. La N-CBO-L-tyrosine3’) a été condensée avec le carbazate de tert.-butyle??),
par la méthode 4 'anhydride mixte??), en (N-CBO-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbo-
nyl)-2-hydrazide (XIV) (rdt 759%,). Les méthodes a l'ester activé®) ou au dicyclo-
hexyl-carbodiimide ) ont donné des rendements plus faibles et le produit obtenu s’est
révélé difficilement purifiable. L’hydrogénation catalytique du (N-CBO-L-tyrosyl)-
1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XIV) a fourni le L-tyrosyl-1-(tert.-butoxycar-
bonyl)-2-hydrazide (XVI) désiré (rdt 939/,). Par condensation de la O,N-diCBO-L-
tyrosine %2) avec le carbazate de tert.-butyle 2%) par la méthode a I'anhydride mixte 24),
nous avons obtenu le (O,N-diCBO-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide
(XV) (rdt 619%,) qui, aprés hydrogénolyse de ses groupes protecteurs CBO-, a fourni
le méme L-tyrosyl-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XVI) (rdt 809,). Celui-ci a
été condensé avec le N-CBO-L-valinate de p-nitrophényle?) en (N-CBO-L-valyl-L-
tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XVII) (rdt 819,). Par scission hydro-
génolytique du groupe CBO- de ce dernier, nous avons obtenu le (L-valyl-L-tyrosyl)-
1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XVIII) (rdt 919,) qui, par condensation avec
le bromhydrate de N-CBO-L-arginine?3) au moyen du dicyclohexyl-carbodiimide??),
a fourni le (N-CBO-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide
(XIX) (rdt 719,). Celui-ci a été transformé, par hydrogénation catalytique, en (r.-
arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XX) (rdt 909%),
puis converti quantitativement en monochlorhydrate correspondant. Ce dernier a été

30
1

) M. BERGMANN & L. ZERvas, Ber. deutsch. chem. Ges. 67, 785 (1932).

) M. Bopanszky, Nature 775, 685 (1955); Acta chim. Acad. Sci. hung. 9, 335 (1956).

3%) E. KatscHALSKY & M. SELa, J. Amer. chem. Soc. 75, 5284 (1953).

) R.
H

&

33 A. BoissoNnas, ST. GurrmanN, R.I.. HugueNiN, P.-A. JagueNounp & Ep. SANDRIN,
clv. 41, 1868 (1958).
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condensé avec le N-CBO-L-f-aspartate de benzyle®) au moyen du dicyclohexyl-carbo-
diimide en (N-CBO-3-O-benzyl-L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-1-(tert.-but-
oxycarbonyl)-2-hydrazide (XXII) (rdt 719%,). Nous avons également essayé la mé-
thode a I'ester activé®), en condensant le N-CBO-$-O-benzyl-L-aspartate de p-nitro-
phényle (XXI) avec le tripeptide XX, mais le rendement a été beaucoup plus bas
(43%) que par la méthode au dicyclohexyl-carbodiimide. Lors de la synthése du tétra-
peptide XXI1I, tant dans les opérations de condensation que dans celles de purifica-
tion, il est trés important que le groupe guanido de 'arginine soit constamment salifié.
Si tel n’est pas le cas, le groupe O-benzylester du tétrapeptide subit une transforma-
tion, fournissant un produit que nous n’avons pas encore pu identifier3%). En ayant
soin de maintenir le pH au-dessous de 7,5, cette transformation du tétrapeptide peut
entiérement étre évitée. La scission sélective du groupe tert.-butoxycarbonyle du
tétrapeptide XXII, au moyen du gaz chlorhydrique dans le dioxanne anhydre, con-
duit au dichlorhydrate de N-CBO-4-O-benzyl-r-aspartyl-rL-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-
hydrazide (XXIII) (rdt 919,). Celui-ci a été transformé en azide correspondant puis
condensé avec l'ester hexapeptidique XIII en chlorhydrate de N-CBO-$-O-benzyl-L-
aspartyl-L-arginyl-L- valyl-L-tyrosyl-L- valyl - L- histidyl - L- prolyl- D- phénylalanyl - L-
histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (XXIV) qui, aprés deux recristallisations seule-
ment, s’est montré analytiquement pur (rdt 46 %).

Les groupes protecteurs de ce décapeptide ont été éliminés en une seule opération
par hydrogénation catalytique. Nous avons utilisé comme solvant le tert.-butanol,
ainsi que RyDoN et coll.3%) l'ont préconisé, afin d’éviter une éventuelle transestérifi-
cation. Le produit brut de scission a été purifié par contre-courant, et la L-aspartyl-L-
arginyl-L-valyl-L- tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L- prolyl-D-phénylalanyl-L- histidyl-L- leu-
cine (XXV) obtenue (rdt 629,) s’est montrée homogéne a la chromatographie sur
papier dans trois systémes de solvants, a la chromatographie en couche mince dans
deux systémes et a ’électrophorése sur papier a six pH différents, étagés de 1,9 4 10,0.
Son point isoélectrique se situe a 7,5 + 0,2. L’hydrolyse acide totale a donné les acides
aminés composants dans les rapports attendus. Son comportement envers la chymo-
trypsine, la carboxypeptidase et la trypsine sera décrit plus loin.

Les activités biologiques de notre Val>-pD-Phe®-angiotensine-I (XXV) on été déter-
minées par le Prof. KoNzETT et le Dr. STURMER®?). Sur la pression sanguine du Rat,
elle a montré une activité égale & environ 1/100 de celle du Val5-hypertensine-II-Asp-
p-amide CIBA et a 1/, de celle de la L-noradrénaline. Aucune activité¢ inhibitrice ou
antagoniste envers la Ileus-angiotensine-I naturelle) ou envers notre Val®-angioten-
sine-I synthétique n’a pu étre mise en évidence.

34) P. M. BrvanTt, R. H. Moorg, P. J. PiMLoTT & G. T. YouNG, J. chem. Soc. 7959, 3868.

35) La mobilité électrophorétique de ce produit secondaire est, au pH 1,9, inférieure & celle du
tétrapeptide XXII, tandis qu’au pH 5,8 elle lui est identique. La coloration obtenue par
révélation & la ninhydrine/Cutt est rouge brun, alors que celle du tétrapeptide XXII est
rouge. Le spectre IR. indique une disparition de la fonction ester dans le produit secondaire
mais ne permet par de conclure 4 'apparition d’une fonction imide cyclique, ou 4 celle d’un
groupe carboxyle libre.

P. C. CroFrs, J. H. H. MarkEs & H. N. RypoN, ]. chem. Soc. 7959 3610.

Département pharmacologique Sanpoz (Dir.: Dr. A. CERLETTI), Bile.

Nous remercions vivement le Dr F. M. Bumpus (Cleveland, USA) qui a bien voulu mettre
a notre disposition un échantillon de Ileu®-angiotensine-I.
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Vals-Angiotensine-1I

La condensation du vr-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzylel8) avec la N-CBO-L-
phénylalanine ) en présence du dicyclohexyl-carbodiimide®) ou avec le N-CBO-L-
phénylalaninate de p-nitrophényle®) a fourni le N-CBO-L-phénylalanyl-L-histidyl-L-
leucinate de p-nitrobenzyle (XXVI) (rdt resp. 829, et 729,). Par scission sélective du

Tableaw 4
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Asp Arg Val Tyr Val His Pro Phe His Leun
L L L L L L L L L
CBO==OH?%)
ou H OBzN1
CBO=ONT?Y)
CBO OBzN
XXVI
CBO OH
XI
ou H - O13zN
CBO NHNH, XXvIl
VI
CBO OBzX
XXVIII
IOBZ
NHNH, 1T 0BzN
XXITT XXIX
OBz
vd
XXX
OoH
XXXI
Asp Arg Val Tyr Val His Pro Fhe His Leu

groupe CBO- de ce dernier par I'acide bromhydrique dans 'acide acétique, nous avons
obtenu le dibromhydrate de L-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle
(XXVII) (rdt 959%). Celui-ci a été condensé, au moyen du dicyclohexyl-carbodiimide,
avec l'acide tripeptidique XI en N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L.-prolyl-L-phénylalanyl-L-
histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (XXVIII) (rdt 659%,). Nous avons également
obtenu cet hexapeptide par condensation du N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-prolylazide
(préparé A partir de I'hydrazide tripeptidique VI) avec 'ester tripeptidique XXVII,
mais, dans ce cas, le produit, obtenu dans un état de pureté moins satisfaisant que
dans le cas précédent, doit étre soumis a une purification trés poussée abaissant le
rendement a 319,. L’éloignement du groupe CBO- de I’hexapeptide XXVIII par I'aci-
de bromhydrique dans I’acide acétique, a fourni le r-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phé-
nylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (XXIX) (rdt. 94 9,). 11 est intéres-
sant de constater que la scission du groupe CBO- s’effectue d’une maniére beaucoup
plus sélective que dans le cas de l'isomeére optique contenant la D-phénylalanine.
L’ester hexapeptidique XXIX obtenu a été condensé avec le chlorhydrate de N-

39) M. GoopmaN & K. C. STUEBEN, J. Amer. chem. Soc. 87, 3980 (1959).

OBzN
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CBO-8-O-benzyl-L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-azide (préparé & partir de 'hy-
drazide tétrapeptidique XXIII correspondant) en N-CBO-8-O-benzyl-L-aspartyl-L-
arginyl-L-valyl-L- tyrosyl-L-valyl-L- histidyl-L- prolyl-L- phénylalanyl-L-histidyl-L-leu-
cinate de p-nitrobenzyle (XXX) (rdt 569,, aprés purification par contre-courant).

La scission des groupes protecteurs a été effectuée en unec seule opération par
hydrogénation catalytique. La r-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histi-
dyl-L-prolyl-L-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucine (XXXI) ainsi obtenue (rdt 899%)
s’est montrée homogéne, sans autre purification, a la chromatographie sur papier dans
trois systémes, a la chromatographie en couche mince dans deux systémes, a la répar-
tition a contre-courant et a I’électrophorése sur papier & six pH étagés de 1,94 10,0. Le
point isoélectrique est de 7,5 4 0,2. L’hydrolyse acide totale a donné les acides aminés
composants dans les rapports attendus. Le comportement envers les enzymes protéo-
Iytiques est décrit ci-dessous.

Les activités biologiques ont été déterminées par le Dr E. STUrRMER??). Par rap-
port au Val*-hypertensine-II-Asp-f-amide CIBA, notre Val®-angiotensine-1 (XXXI)
a montré, sur une base molaire, une activité de 1109/ sur la pression sanguine du Rat,
ct de 1209, sur l'iléum isolé du Cobaye.

Attaques enzymatiques

Les deux décapeptides XXV et XXXI ainsi que les deux hexapeptides libres (ob-
tenus par hydrogénolyse des groupes protecteurs des hexapeptides protégés XII et
XXVIII) ont été soumis a 'action de la carboxypeptidase et de la chymotrypsine. En
outre, les deux décapeptides ont également été soumis a l'action de la trypsineo).
Dans chaque cas, les fragments finals obtenus ont été séparés par électrophorése sur
papier au pH 1,9, élués et hydrolysés, et leur contenu en acides aminés a été déterminé.
Les résultats de ces attaques enzymatiques sont résumés dans le tableau 5.

L’hexapeptide L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-D-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucine n’est
pas attaqué par la chymotrypsine, méme aprés 24 h; par contre la carboxypeptidase
libére trés rapidement la totalité de la leucine, le peptide résiduel demeurant inchangé,
meéme aprés une digestion prolongée; son hydrolyse totale fournit Val, His, Pro et Phe.

L’hexapeptide L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phénylalanyl-1-histidyl-1-leucine est trés
rapidement attaqué par la chymotrypsine et complétement scindé en deux fragments.
L’un fournit, aprés hydrolyse totale, His et Leu, ’autre, Val, His, Pro et Phe. Iln’y a
aucun autre peptide résiduel et une digestion prolongée n’ameéne pas de changement.
La carboxypeptidase libére également trés rapidement Leu, His et Phe, L’unique pep-
tide résiduel demeure sans changement, méme aprés une prolongation de Fattaque;

‘hydrolyse totale montre qu'il ne contient que Val, His et Pro.

La Val>-D-Pheb-angiotensine-I (XX V) est scindée rapidement et complétement par
la chymotrypsine en deux fragments. L’hydrolyse totale fournit pour 'un d’eux Val,
His, Pro, Phe et Leu, et pour ’autre Asp, Arg, Val et Tyr. On ne peut déceler aucun
autre peptide résiduecl et une attaque prolongée ne provoque pas de changement. La
carboxypeptidase donne trés rapidement la totalité de la leucine et un peptide rési-

4%} Nous avons renoncé i l'interprétation de I’attaque par la leucinaminopeptidase, car la pré-
paration d’enzyme que nous avions & disposition (Methods of Enzymology, Vol. II, p. 89,
Academic Press 1955; stade 3) n’a pas montré toute la spécificité optique généralement ad-
mise pour cct enzyme,
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duel demeurant incliangé, méme aprés prolongation de I'attaque, et donnant par
hydrolyse totale Asp, Arg, Val, Tyr, His, Pro et Phe. La trypsine transforme totale-
ment le décapeptide en deux fragments seulement. L’hydrolyse du premier donne Asp
et Arg ct celle du second Val, Tyr, His, Pro, Phe ct Leu.

Tableaw 5
Hexapeptide X 11 (aprés hydrogénolyse des groupes protecteurs)
H-Val-His-Pro-Phe-His-Leu-OH
L L L D L T L
Carboxypeptidase

Hexapeptide XXV 111 (aprés scission des groupes protecteurs)
11-Val-His-Pro-Phe -— His-Lcu-OH

L L LALAApAp
Ll
. . { Carboxypeptidase
Chymotrypsine -————-=

Vals-v-Pheb-angiotensine-1 (XX V)

H-Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-His-Leu-Ol61

L AL AL . 1 b rhw
[}

Trypsine L—Chymotrypsine ‘—(}arl)oxypc ptidase
Vals-angiotensine-1 (XXXT)
H-Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe - —-His-Leu-OH

L LAL L ?L L LILAIALLT_L
Trypsiuc—-' I bL— Carboxypeptidase

----- Chymo- -~
trypsine

La Vals-angiotensine-I (XX XI) est trés rapidement et entierement transformée
par la chymotrypsine en trois fragments, fournissant respectivement, aprés hydrolyse,
Asp, Val, Arg et Tyr; Val, His, Pro et Phe; His et Leu. La carboxypeptidase ne libére
que Leu, His et Phe, méme aprés une prolongation de 'attaque. Le peptide résiduel
unique donne par hydrolyse Asp, Arg, Tyr, His, Val et Pro. La trypsine scinde com-
pléetement le décapeptide XXXI en deux fragments seulement. Aprés hydrolyse to-
tale, le premier donne Asp et Arg, tandis que le second fournit Val, Tyr, His, Pro, Phe
ct Leu.

Conclusion

Le niveau d’activité biologique de notre Vald-angiotensine-I, ainsi que les résul-
tats des attaques enzymatiques effectudes tant sur la Val3-p-Phe®-angiotensine-1
(XXV) et sur la Vald-angiotensine-I (XXXI) que sur les deux hexapeptides XII et
XXVIII, permettent de conclure que selon le schéma que nous avons utilisé, il
ne s’est pas produit de racémisation au cours de la synthése de ces peptides. Comme
la Val-p-Phe8-angiotensine, obtenue optiquement pure, ne s’est pas révélée étre anta-
goniste de la Val3- ou Ileu®-angiotensine-I, la possibilit¢ d’une action inhibitrice en-
vers e «Converting Enzyme» doit donc étre exclue.

Nous exprimons notre vive reconnaissance au Dr R. A. BoIlssONNAS pour son intérét et ses

précieux conseils. Nous remercions également le Dr H. ScuwaRrz pour une discussion générale
du probleme faisant I'objet de ce travail.
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Partie expérimentale?!)

Les V. sont corrigés (précision 4 1°). Les séchages au vide ont ¢té cffectuds sous 10723 1073
Torr (16 h 4 60° pour les analyses). Les évaporations sous vide ont été conduites dans I’évapora-
teur rotatif dc Craic#?),

Les chromatographies sur papier ont été effectuées selon la méthode ascendante (20-23 cm)
sur papicr « SCHLEICHER & ScHUELL 2040 lavés. Ry dans le inélange méthyléthyleétone/pyridine/
eau (65:15:20); Rfs dans le mélange alcool isoamylique/pyridinejeau (35:35:30); Rip dans lc
mélange n-butanol/acide acétique/cau (70:10:20). Rf? aprés scission préliminaire du groupe CBO-
par séjour de 40 min & 20° dans une solution de HBr a4 209, dans ’acide acétiquc glacial, évapo-
ration au, vide et reprisc dans le solvant de chromatographie ou d’électrophorése; Rfb aprés
scission préliminaire des groupes CBO-, -OBz ou -OBzN par hydrogénation catalytique et reprisc
de méme; Rf° sans traitement préalable.

Lcs électrophoréses sur papier ont été effectuées dans Yappareil & électrophorése sous haute
tension de WIELAND & PFLEIDERER®): au pH 1,9 (E, ) dans le mélange acide formiquc/acide
acétiquefeau (15:10:75); au pH 5,8 (E4 g) dans le mélange pyridincjacide acétique/cau (9:1:90).
E, 4 = 0,8 His indique qu’a pH 1,9 la substance migre 0,8 fois la distancc que migre I'histidinc.
Les exposants a, b et o ont la méme signification que pour les chromatogrammes.

Les réactifs utilisés pour la révélation des chromatogrammes et phérogramnies ont été dé-
crits précédemment44),

Val®-D-Phet- Angiotensine-1I

N-CBO-»-Phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (1). On dissout 06,00 g (22 mmo-
les) de N-CBO-p-phénylalanine?) et 8,86 g (22 mmoles) de L-histidyl-L-leucinate de p-nitro-
bLenzyle (voir préparation du tripeptide XXVI, p. 740) dans 150 il d’acétonitrile, refroidit a
~ 5°, ajoute 5,76 g (28 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide ct agite lc tout 1 ha —5°ct 24 1t
a 20°. On sépare la dicyclohexylurée (4,00 g) par filtration, évapore lc filtrat A sec, triture le résidu
dans ’éther de pétrolc jusqu’a obtention d’un produit pulvérulent, redissout dans 500 ml d’acé-
tate d’éthyle, lave par HyO et NaHCO,; 1N puis NH,OH 1N, s¢che sur Na,SO, et évaporc a scc.
On obtient 14,18 g (949,) de tripeptide analytiquement pur qu’on peut utiliser sans autre pour
la suite de la synthése. Pour le cristalliser, on le dissout dans 85 ml d’acétate d’éthyle bouillant,
ajoute environ 70 ml d’éther de pétrole et garde la solution & 0° pendant 7-10 jours. Aprés sépa-
ration par filtration des cristaux formés, lavage avec un mélange d’acétate d’éthyleféther dc
pétrole 1:2 et séchage, on obtient 12,2 g (81%,) de N-CBO-p-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate
de p-nitrobenzyle de F. 124-127°. [a]f? = —20,9° & 0,5° (¢ = 1,0; méthanol); +5,9 4 0,5° (¢ =
1,0 diméthylformamide). R} = 0,95; Rf§ = 0,90; Ri} = 0,78. Ef ;3 = 0,9 His; E}g = 1,0Glu
(homogeéne & la ninhydrine, au réactif dc PAULY et au chlore).

CgeHgoOuNg  Calc. C63,1 H59 0187 N 12,39
(684,7) Tr. , 630 , 60 , 184 , 123%

D- Phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle, 2ZHBy (II). A unc solution dc 6,85 g
(10 mmoles) de N-CBO-p-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (I) dans 33 ml
d’acide acétique on ajoute 42 ml d’une solution 3,6 N de HBr dans I’acide acétique et laisse 20 min
4 20° On ajoute 300 ml d’éther anhydre, sépare par filtration le précipité formé ct le dissout
dans 100 ml d’isopropanol bouillant. Immédiatement aprés dissolution, la cristallisation commence
ct, méme a chaud, on obtient unc masse cristalline épaisse. Aprés 12 h 4 0°, on filtre, lave par
I'isopropanol, puis 1’éther et 1'éther dc pétrole, et séche. On obtient 6,71 g (93%) de dibrom-
hydrate de n-phénylalanyl-L-histidyl-L-lencinate de p-nitrobenzyle cristallin, non hygroscopique,
de F. 166° (déc.). [a]f} = —31,8° 4 0,5° (¢ = 1,1; méthanol); —20,1° 4 0,5° (¢ = 1,1; diméthyl-

41) Les microanalyses ont été effectuées dans notre laboratoire microanalytique (Dr. W. Scu6-
NIGER). Nous remercions de sa collaboration expérimentale dans la préparation des produits
de départ M. E. FLUCKIGER.

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

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

44) S1. GUTTMANN & R. A. Boissonnas, Helv. 43, 200 (1960).
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formamide). R}y = 0,95; Rf} = 0,90; Rf} = 0,78. Efg = 0,9 His; E{y = 1,0Glu (homogene a
la ninhydrine, au chiore et au réactif de PauLry).
CagHayOgNgBr,+1/2 H,O  Cale. C 46,6 H 52 0144 N11,6 Br2219
(721,5) Tr. ,, 46,7 ,, 53 , 143 , 11,6 ,, 2219 ~

(N-CBO-L-Prolyl)-1-(tevt.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (II1I). A unc solution de 24,9 g (100
mmoles) de N-CBO-L-proline?3)28) et de 14,0 ml (100 mmoles) de triéthylamine dans 500 ml de
tétrahydrofuranne anhydre on ajoute, & — 5° sous forte agitation, 9,60 ml (100 mmolcs) de chloro-
formiate d’éthyle. Aprés 20 min on introduit 13,2 g (100 mmolcs) de carbazate de tert.-butyle??) et
garde le mélange obtenu 4 h a 20°. Aprés évaporation du tétrahydrofuranne on reprend le résidu
dans 50 ml d’acétate d’éthyle, lave la solution obtenue par HCI 1N, eau, NH,OH 1N, séche sur
Na,S0,, évapore a sec et triturc la mousse qui en résulte dans I’éther de pétrole jusqu’a obten-
tion d’un produit pulvérulent. Aprés séchage sous vide poussé on obtient 32,5 g (89%,) de (N-CBO-L-
prolyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl}-2-hydrazide sans F. bien déterminé. Ce produit est trés soluble
dans tous les solvants organiques & I'exception de 1'éther de pétrole. Il peut étre obtenu a I'état
cristallin (FF. 164°) & partir de sa solution éthérée, mais avec de trés grandes pertes. Le produit
cristallisé et celui non cristallisé donnent exactement la méme analyse, le méme pouvoir rotatoire,
et sont tous deux homogenes et identiques a la chromatographic et a I'électrophorése. Rf‘l’\i =1,0;
Ry = 0,86; R} = 0,90; Rf% = 0,72; RfY = 0,67; Rfh — 0,25. ERg — 1,3 His; E8g — 2,0 His;
E}’,g = 1,3 Try; E§4 = 1,1 His (homogéne a la ninhydrine, & l'isatine, au chlore et au réactif de

FoLn). [«]f} = —83,4° + 0,5° (¢ = 1,1; méthanol).
CisHosOsN,  Cale. C59,5 H 6,9 N 11,6%
(363,4) Tr. ,, 592 , 69 , 11,5%

L-Prolyl-1-(lerl.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (IV). On hydrogénc 27,2 g (75 mmoles) de
(N-CBO-L-prolyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (11I) dissous dans 750 ml de¢ méthanol
en présence de 7,5 g de catalyseur d’hydrogénation selon Kunun), préhydrogéndé. L’absorption
de H, cst trés rapide et au bout de 75 min elle sc stabilise 4 1100 ml. Le catalyscur est éliminé
par centrifugation et la solution, filtrée a travers de 'Hyiflo-Supercel, est évaporée & sec. On
épuise le résidu a I'éther bouillant, filtre, concentre la solution éthérée & 100 ml ct maintient
12h a 0°. Apreés filtration et séchage on obtient 14,8 g (869%,) de L-prolyl-1-(tert.-butoxycarbonyl)-
2-hydrazide eristallin de F.119° [a]} = —45,3° & 0,5° (¢ = 1,0; méthanol); —40,6° 4- 0,5°
(¢ = 1,1; diméthylformamide). Rif; = 1,0; Rf} = 0,90; Rf}, = 0,70. EJg = 1,3 His; E} g =
1,3 Try (révélation par ninhydrine, isatine, chlore et FFoLiN; homogéne).

CioHgO5N;  Cale. €524 H 84 0209 N 18,39,

(229,3) Tr. ,, 526 , 85 , 21,0 ,, 18,19
(N-CBO-L-Valyl-1-histidyl-L-prolyl)-1-(tert.-butoxy carbonyl)-2-hydrazide (V). On dissout 4,02 g
(10 mmoles) de N-CBO-L-valyl-L-histidyl-hydrazide®) dans 40 ml de HCI 1n, refroidit & — 5°.
ajoute 0,69 g (10 mmoles) dc NaNO, en dcux portions & 30 sec d’intervalle et agite 3 min. Aprés
adjonction d’unc solution aqueuse de K,CO, 3 509, refroidic & —5° on extrait 'azide dipepti-
dique par trois portions de 30 ml d’acétate d’éthyle également refroidies & - 5°. La solution
d’azide est rapidement séchée sur Na,SO,, additionnée de 2,29 g (10 mmoles) de L-prolyl-1-(tert.-
butoxycarbonyl)-2-hydrazide (IV), puis maintenuc pendant 16 h 4 0° et 48 h & 20° On lave
par H,O et NaHCO,; 1~ séche sur Na,50,, évapore a sec, dissout le résidu dans 20 ml d’acétate
d’éthyle ct ajoute de I'éther de pétrole jusqu’a l'apparition d'un trouble. Aprés 12 h & 0° on
obticnt un précipité floconncux, lequel, apres filtration, lavage et séchage, donnc 4,13 g (70%,)
de (N-CBO-v-valyl-L-histidyl-L-prolyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide de F. env. 150°.
[a]iz)z = —78,9" £ 0,5° (¢ =1,0; méthanol); —389° + 0,5° (¢ =1,0; diméthylformamidc).
Rf}y = 0,44; Ri§ = 0,50; Rf} == 0,17. Ef g = 1,1 His; E}4 = 1,0 His (révélation par ninhydrine,

Forin, PauLy, chlorc; homogéne).
CyoH, ON,  Cale. €581 H69 0187 N 16,3%
(599,7) Tr. ,, 582 ,, 73 , 184. ,, 16,19

N-CBO-vL-Valyl-L-histidvi-L-prolyl-kydrazide, 2HCI (VI). On dissout cn chauffant légérement
3,00 g (5,0 mmoles) d’hydrazide tripeptique protégé V dans 15 ml de dioxanne anhydre. Aprés

5) R. Kunn & H. J. Haas, Angew. Chem. 67, 785 (1955).
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refroidissement 4 20° on ajoute 10,7 ml d’une solution fraichement préparée de gaz chlorhydrique
7~ dans du dioxanne anhydre. Aprés 15 min la solution devient trouble et un précipité huileux
s’y forme lentement. Aprés 45 min, on ajoute quelques gouttes d’éthanol pour dissoudre le pré-
cipité. L’adjonction de 100 ml d’éther provoque la cristallisation de 2,76 g (979%) de dichlor-
hydrate de N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-hydrazide de F. 172-175° (déc.) [a]} = —55,1° +
0,5° (¢ = 1,1; méthanol); —73,5° 4- 0,5° (¢ = 1,1; HC1 IN); —32,3° 4 0,5° {¢ = 1,1; pyridine).
Ri} = 0,73; Ry = 0,44; Rf} = 0,50; Rf} = 0,17. E{ g = 0,6 His; Egg = 1,1 His; EJg = 0,7
His; E% ¢ = 1,0 His (révélation par chlore, FoLiN et PAuLY; homogéne).

CoaHgsOGN,Cl, Calc. C50,3 H6,2 0140 N17,1 Cl12,49
(572,5) Tr. ,, 50,5 ,, 64 , 143 , 168 , 12,0%

L-Prolinate de méthyle, HCi (VII). A une suspension, refroidic 2 —5°, de 115,1 g (1,0 mole)
de L-proline dans 1000 ml de méthanol anhydre on ajoute sous forte agitation, sans que la tempé-
rature dépasse 0°, 130 ml de chlorure de thionyle, agite encore 2 h 4 20°, puis 90 min & ébullition.
Un contréle chromatographique indique une estérification totale. On évapore & scc, redissout le
résidu dans 250 ml de méthanol et évapore a sec, répéte ces opérations trois fois puis séche au
vide poussé. Le résidu huileux commence a cristalliser aprés 24 h 4 0° et lentement se prend en
une masse cristalline compacte. On triture dans I’éther sec, filtre, suspend a nouveaun dans I’éther
sec, agite pendant 2 h, filtre et séche au vide poussé sur KOH. On obtient ainsi 163,2 g (999%,) de
chlorhydrate de L-prolinate de méthyle de F. 71°. [a]} = —32,6° + 0,5° (¢ = 2,1; méthanol);
—35,5° 4+ 0,5° (¢ = 1,1; diméthylformamide); —34,0° + 0,5° (¢ = 1,1; eau; litt. 48) —31,4°).
Rf}; = 0,46; RI} = 0,55; Ri} = 0,51. E} 4 = 1,9 His; E4 = 1,0 (révdlation par ninhydrine,
chlore et isatine; homogéne).

CeH,O,NCl Cale. C434 H7,3 0193 N85 Cl21,4%
(165,6) Tr. , 431 , 74 , 193 , 84 , 2149

L-Prolinate de méthyle (VII-A). On ajoute 12,4 g (75 mmoles) de chlorhydrate de L-prolinate
de méthyle (VII) a 45 ml de K,CO, a 509, refroidi & 0°. Aprés dissolution trés rapide, 1’ester libre
se sépare sous la forme d’une huile épaisse. On 'extrait par 1'éther, séche la solution éthérée sur
Na,SO, et évapore I'éther & 15° sous pression réduite. On obtient 9,0 & 9,5 g (93 &4 989%,) de L-
prolinate de méthyle sous la forme d’une huile incolore qu’on utilise immédiatement pour la
suite de Ja synthése. Si I'évaporation de I’éther se fait & une température plus élevée, ou si I'on
essaic de sécher le résidu huileux au vide poussé jusqu'a poids constant, les pertes en prolinate
de méthyle deviennent trop importantes, la base obtenue étant assez volatile.

N-CBO-L-Valyl-L-histidyl-L-prolinate de méthyle (VIII). — a) Par la méthode ¢ U'azide: A un
mélange de 10,0 g (25 mmoles) de N-CBO-L-valyl-L-histidyl-hydrazide??), de 100 ml de HCl 1N
et 150 ml d’acétate d’éthyle, refroidi & — 5°, on ajoute sous forte agitation 1,75 g (25,4 mmoles)
de NaNO, en trois portions égales & 30 sec d’intervalle. On agite encore 5 min, puis ajoute 30 ml
de K,CO, aqueux & 50%,, sépare les phases ct cxtrait la phasc aqucuse par deux portions de 50 ml
d’acétate d’éthyle. Les solutions organiques réunies sont séchées sur Na,SO,, additionnées de
3,36 g (26 mmoles) de L-prolinate de méthyle (VII-A), maintenues 12 h & 0° et 3 hh & 20°, puis
lavées cinq fois a I’eau, au NaHCO,, séchées sur Na,SO, et évaporées A sec. On obtient 9,20 g
d’ester tripeptidique, sous la forme d’une mousse solide, qui est analytiquement pure et peut étre
utilisée directement pour la suite de la synthése. Pour obtenir la cristallisation, on dissout dans
75 ml d’acétate d’éthyle, ajoutc 25 ml d'éther de pétrole et maintient la solution homogéne
48 h a 0°. Aprés séparation par filtration des cristaux formés, le filtrat est additionné d’encore
25 ml d’éther de pétrole et gardé 48 h & — 20°. Une seconde masse cristalline se forme, qui, aprés
filtration, lavage et séchage, est réunie & la premiére fraction. On obtient ainsi au total 8,74 g
(70%) de N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-prolinate de méthyle de F. 96-98°. [a]}} = —66,9° + 1,0°
(¢ = 1,0; méthanol); —33,6° 4+ 0,9° (¢ = 1,1; diméthylformamide). Rf}y = 0,63; Rf} = 0,59;
Ri} = 0,26. E§ 4 = 1,5 His; E} 4 = 0,9 His (révélation par ninhydrine, chlore ct PauLy; homo-
geéne); E5°,8 = 0,7 His; Eg,g = 1,0 Try (révélation par chlore et PaAuLy; liomogéne).

CosHggOgN;  Calc. C60,1 H 6,7 0192 N 14,0%
(499,6) Tr. , 595 , 69 , 197 , 1409

46) B. F. ERLANGER, H. SacHs & E. BranD, J. Amer. chem. Soc. 76, 1809 (1954).
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b) Par la méthode a I'anhydride mixte: A une solution d’anhydride mixte, préparée 3 partir
de 1,04 g (4,0 mmoles) de N-CBO-L-valine?), 0,56 ml (4,0 mmoles) dc triéthylamine et 0,39 ml
(4,0 mmoles) de chloroformiate d’éthyle dans 20 ml de tétrahydrofuranne, on ajoute & —5°, 5 ml
d’unc solution aqucuse contenant 1,20 g (2,8 mmoles) de r-histidyl-L-prolinate de méthyle,
2HBr (X), puis 0,84 ml (6,0 mmoles) de triéthylamine. Aprés 4 h on évapore la solution A sec,
reprend le résidu dans 40 ml d’acétate d’éthyle, lave par H,O et NaHCO, 1N et extrait le tripep-
tide par trois portions de 10 ml de HCI IN. On réunit les solutions acides, sature avec du K,CO,4
et cxtrait par l'acétate d’éthyle. On séche la solution organique sur Na,SO,, évapore A sec et
cristallise le résidu comme cn a). On obtient 690 mg (499,) d’ester tripeptidique identique an
produit obtenu en a). Sion ajoute la triéthylamine au bromhydrate d’ester dipeptidique X avant
’adjonction de celui-ci a 1a solution d’anhydride mixte, unc trés grande partie de ’ester dipepti-
dique se cyclise en dicétopipérazine. Le produit de réaction doit alors étre purifié par contre-
courant, soit dans le systéme scc.-butanol/acétate d’éthyle/acide acétique 1N 1:1:2, soit dans
le sytéme n-butanol/acide toluénesulfonique & 29 1:1, et le rendement cn tripeptide VIII est
abaissé & 35409,.

¢) Par la méthode au dicyclohexyl-carbodiimide: On dissout 502 mg (2 mmoles) de CBO-L-
valine#) et 856 mg (2,0 mmoles) de dibromhydrate de L-histidyl-L-prolinate de méthyle (X) dans
un mélange de 15 ml d’acétonitrile ct 1,5 ml d’cau contenant 0,56 ml (4,0 mmoles) de triéthyl-
amine. On ajoute encore 515 mg (2,5 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide, garde 12 h A 20°,
sépare la dicyclohexylurée (315 mg) par filtration et évapore le filtrat & sec. Aprés purification
comme décrit en b), on obtient 480 mg (489%,) d’ester tripeptidique identique au produit obtenu
en a).

d) Par la méthode & I’esler activé: On maintient unc solution de 744 mg (2,0 mimoles) de N-CBO-
L-valinate de p-nitrophényle?%), 856 mg (2,0 mmoles) de dibromhydrate d’ester dipeptidique X
et 0,56 ml (2,0 mmoles) de triéthylamine dans un mélange dc 10 ml d’acétonitrile ct 1,0 ml d’eau,
48 h & 20°. Apreés évaporation a sec ct purification comme ¢n b), on obtient 480 mg (489%,) d’ester
tripeptidique identique au produit obtenu en a).

N-CBO-vL-Histidyl-L-prolinate de méthyle (IX). A une solution de N-CBO-vr-histidylazide
(préparé a partir de 18,2 g (60 mmoles) d’hydrazide correspondant??) dans 300 ml d’acétate
d’éthyle on ajoute 9,00 g (70 mmoles) de r-prolinate de méthyle (VII-A) et mainticnt la solution
obtenue 12 h 4 0°. On évapore a sec et purifie le résidu par une répartition en contre-courant de
15 transferts dans lc systéme n-butanolfeau en utilisant 250 ml+ 250 ml de solvant par tube.
Iester dipeptidique est localisé par le réactif de PAvLy et se trouve principalement dans la phase
supérieurc des tubes 12 a 15. Ces phases sont réunies ct dvapordes a sec. Le résidu est trituré
par Déther de pétrole jusqu’a pulvérisation compléte. Aprés filtration, lavage ct séchage, on ob-
tient 16,1 g (67%) de N-CBO-L-histidyl-L-prolinate de méthyle de F. env. 90° (déc.). Cet ester
n’a pas pu étre obtenu sous forme cristalline, malgré de nombreux cssais. [«]f = —53,1° + 0,5°
(¢ = 1,1; méthanol); ~35,7° 4 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Rf}; = 0,48; Rf} = 0,85;
R} == 0,12. E§¢ — 1,4 His; E{4 — 1,1 His (révélation par ninhydrine, chlore ¢t PauvLy; homo-

géne). ColpOsN,  Cale. C 60,0 H 6,0 0200 N 14,09
(400,4) Tr. ,,598 , 64 ,,197 ,, 13,7%

L-Histidyl-L-prolinate de méthyle, 2 HBr (X). On dissout 12,0 g (30 mmoles) d’ester dipep-
tidique IX dans 100 ml d’acide acétique contenant 309, de gaz bromhydrique. Aprés 60 min on
concentre sous pression réduite & 30° & env. 50 1l et précipite le bromhydrate d’ester dipepti-
dique en le versant, sous forte agitation, dans 1000 ml d’éther anhydre. On filtre, lave & plusieurs
reprises le précipité hygroscopique par de 'acétate d’éthyle anhydre et séche sous vide. On ob-
tient ainsi 12,5 g (97%) de dibromhydrate de L-histidyl-L-prolinate de méthyle de F. 146° (déc.).
[a]f)l = —36,8° 4 0,5° (¢ = 1,1; méthanol); —34,4° (¢ — 1,1; diméthylformamide). Rf}; = 0,48;
Ri§ = 0,85; Ri} = 0,12. Efy = 1,4 His; E}g = 1,1 His (révélation par ninhydrine, chlore ct
PauLy; homogéne).

CypHyOgN,Br,  Cale. € 33,7 H47 N13,1 DBr37,3%
(428,1) Tr. ,, 338 ,, 49 ,, 131 ,, 37,39%

N-CBO-v-Valyl-L-histidyl-L-proline (XI). A unc solution de 5,50 g (11 mmolces) d’ester tripep-
tidique VIIT dans 30 ml de méthanol, ajustée au pH 8,0 (test sur papicr humide!), on ajoute 5,5 ml
de NaOH 4~ aqueux et maintient 2 h & 20°, On dilue la solution par 300 ml de méthanol, fait
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passer sur une colonne de IRC-50 (cycle acide) et lave cette derniére par 2 x 200 ml de méthanol.
Si la solution méthanolique contient une proportion d’eau plus grande que celle indiquée, la tota-
lit¢ de Nat n’est plus retenue par la résine. Apreés évaporation de la solution méthanolique, on
dissout le résidu dans 25 ml de CH,Cl, et ajoute 20 ml d’acétatc d’éthyle. Ce dernier provoque
une précipitation partielle du tripeptide, mais celui-ci repassc en solution aprés chauffage a
I’ébullition. Aprés 24 h & — 20°, on obtient un dépét cristallin trés fin, qui passe 4 travers le filtre.
On centrifuge, lave par plusieurs portions d’acétate d’éthyle, puis d’éther, et séche au vide. On
obtient 3,79 g (71%,) de N-CBO-L-valyl-r-histidyl-L-valine de F.176° [«]f = —44,4° -+ 0,5°
(¢ = 1,1; méthanol); —21,4° 4 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Rff{j = 0,19; Rf% = 0,31;
Rf} = 0,26. E}g = 0,8 His; E}¢ = 1,3 Glu (révélation par ninhydrine, chlore et PauLy; homo-

géne). Coel1;ON;  Cale. C59,4 H 64 0197 N 14,49%
4855  Tr. ,, 590 , 65 , 199 , 14,59%

N-CBO-L-Valyl-L-histidyl-L-prolyl-D-phénylalanyl-1.- histidyl-L-leucinate de p-nitvobenzyle (X I1).
On suspend 2,57 g (3,6 mmoles) de dibromhydrate d’ester tripeptidique II dans un mélange de
50 ml de CH,Cl, et 3 ml d’"H,0, agite jusqu’a dissolution totale, refroidit & 0°, ajoute 2 ml de
K,CO4 aqueux a 509%, agite 10 min, centrifuge, sépare les phases, séche la solution organique sur
Na,SO,, évapore a sec & 30° et séche au vide poussé jusqu'au poids constant. On obtient 1,93 g
(97%) de mousse solide. On dissout ce produit dans un mélange de 35 ml d’acétonitrile et 20 ml
de CH,Cl,, ajoute 1,70 g (3,5 mmoles) de tripeptide XI, chauffe jusqu’d dissolution totale, re-
froidit & —10°, ajoute 0,93 g (4,5 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide, maintient 12 h & 20°,
ajoute encore 206 mg (1 mmole) de dicyclohexyl-carbodiimide, chauffe 5 h & 50°, refroidit & 0°
et filtre. On évapore le filtrat & sec et triture le résidu dans I’éther sec jusqu’a 1’obtention d’un
produit pulvérulent. L’hexapeptide brut (3,23 g) ainsi obtenu nécessite unc purification. On le
dissout dans 200 ml d’'acétate d’éthyle et lave avec 6 x 20 ml d’eau, puis avec NH,OH 1N, séche
sur Na,SO, et évapore a sec. On dissout le résidu dans 15 ml d’acétate d’éthyle, filtre et ajoute
de I’éther de pétrole jusqu’a I'apparition d’un trouble. Aprés 4 h 4 0° on obtient un dépot cristallin.
On ajoute de nouvecau de I’éther de pétrole ct garde 2 j. & 0°. On filtre, lave avec un mélange
d’acétate d’éthyle et d’éther de pétrole, puis séche. On obtient 2,90 g (81%,) de N-CBO-L-valyl-L-
histidyl-L-prolyl-p-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle cristallin de F. 155-160°
(]} = —16,8° 4 0,5 (¢ = 1,9; méthanol). K = 0,81 dans le systdme sec.-butanol/acétate
d’éthylefacide acétiquefeau 8:2:1:14. Rf}; == 0,95; R} = 0,86; RfR[ = 0,50; Rf},’\ = 0,57.Efg =
1,0 His; E}4 = 1,2 Glu; E},’,B = 0,9 His; EYy = 1,3 Glu (xévélation par ninhydrine, chlore ot
PaurLy; homogéne).

CeoHg,Op Ny, Cale. €C61,3 H6,2 017,3 N 15,19
(1018,1) Tr. , 607 , 65 , 17,3 , 14,5%

L-Valyl-v-histidyl-L-prolyl-D-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzvle (XIII). On
dissout 1,54 g (1,5 mmole) d’ester hexapeptidique XII dans 8 ml d’acide acétique, ajoute 8 ml
d’une solution 4,5~ d’HBr dans I'acide acétique, garde 20 min & 20°, met au vide pendant 5 min
pour €loigner la majeurc partic de HBr, puis ajoute 50 ml d’éther, filtre et séche. On obtient
1,75 g de tribromhydrate d’ester hexapeptidique avec un F. 240° (déc.), mais contaminé par env.
159% d’acide hexapeptidique correspondant, da & I'acidolyse particlle de la fonction ester p-nitro-
benzylique. On dissout le produit dans un mélange de 4 ml d’cau et 20 ml de chloroforme, refroidit
4 0° ajoute 2 ml de NH,OH 4N, sépare les phases, séche la solution organique et dvapore & sec.
On redissout le résidu dans 5 ml de chloroforme, ajoute 40 ml d’éther sec, garde 30 min 3 0°,
filtre et lave le précipité a4 I’éther. On obtient 1,05 g (80%) de L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-p-
phénylalanyl-v-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle de F.150° (déc.). [«]fy = —22,6° + 0,5°
(¢ = 1,0; méthanol); —18,3° 4- 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Rffy = 0,67; Ri} = 0,70;
Rf} = 0,60. EQ 4 = 1,0 His; ES3 = 1,2 Glu; E} g = 1,3 Glu (révélation par ninhydrine, chlore
ct PauLy; homogéne).

CagHgnOgN - H,O  Cale. €C58,6 H6,6 017,7 N 17,09
(902,0) Tr. ,, 588 , 69 ,17,3 ,, 16,7%

(N-CBO-L-Tyyosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XIV). On dissout 31,5 g (100 mmo-
les) de N-CBO-L-tyrosine®’) dans 500 ml de tétrahydrofuranne contcnant 14,0 ml (100 mmoles)
de triéthylamine, refroidit & — 5°, agite et ajoute lentement 9,60 ml de chloroformiate d’éthyle.



736 HELVETICA CHIMICA ACTA

Aprés 10 min on ajoute 13,2 g (100 mmoles) de carbazate de tert.-butyle??), agite 4 h 4 20° et
30 min & 50°, puis évapore a scc. On reprend le résidu par 500 ml d’acétate d’éthyle, lave par H,O,
NH,O11, 1N, séche sur Na,SO,, évapore a sec, redissout le résidu dans 300 ml d’éther ct précipite
par adjonction de 800 ml d’éther de pétrole. On filtre, lave le précipité a I’éther de pétrole, séche
et obtient 32,2 g (75%,) de (N-CBO-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide de F. 90-
100° (déc.). [o]¥ = — 19,9 4 1,0° (¢ = 1,1: méthanol); —20,4° &+ 0,5° (¢ = 1,0; diméthylforma-
mide). Rf}y = 1,0; Rf§ = 0,97; Rf} = 0,27. E}g = 1,3 His; Ef g = 0,8 His (révélation par nin-
hydrine, chlore, FoLIN et PauLy; homogéne).
CyoHyyOgN;  Cale. C61,5 H 6,3 0224 N 9,8Y%
(429,5) Tr. ,,61,3 ,, 69 , 222 , 99Y%

La synthésc par la méthode au dicyclohexyl-carbodiimide donne avec un bon rendement un
produit qui est cependant difficilement purifiable. Par la méthode au p-nitrophénylester, le com-
posé désiré ne sc forme qu’avec un trés faible rendement.

(0, N,-Di-CBO-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XV). A une solution de 44,9 g
(100 mmoles) de O, N,-di-CBO-L-tyrosine3?) et de 14,0 ml (100 mmoles) de triéthylamine dans
1000 ml de tétrahydrofuranne anhydre, refroidie & —5° on ajoutc sous forte agitation 9,60 ml
(100 mmolcs) de chloroformiate d’éthyle ct, 10 min plus tard, 13,2 g (100 mmoles) de carbazate
de tert.-butyle2?). On agite encore 4 h A 20° puis évapore a scc, reprend le résidu dans 1000 ml
d’acétate d’éthyle, lave par H,O ¢t NH,OH 1N, séche sur Na,SO, et évapore a sec. Le résidu
est dissous dans 100 ml d’acétate d’éthyle bouillant, additionné de 400 ml d’éther et maintcnu
12 h & 0°. Le produit cristallin est isolé par filtration, lavé par I’éther ct séché sous vide poussé.
On obtient ainsi 32 & 35 g (57 a 669%,) de (O, N-di-CBO-L-tyrosyl)-1-(tert.-butyloxycarbonyl)-2-
hydrazide de F. 147°, [«]~18,4° 4- 1,0° (¢ = 1,5; méthanol); —18,7° -+ 1,0° (¢ = 2,0; diméthyl-
formamide). Apreés scission des groupes protecteurs par HBr/acide acétique, la migration chroma-
tographique et électrophorétique de ce composé cst identique a celle de XIV.

CeHgsOgN,  Cale. C63,9 H59 0227 N7,5%
(563,6) Tr. ,,637 , 59 , 231 , 73%

L-Tyrosyl-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydvazide (X VI). — a) A partir de (O, N-di-CBO-L-tyrosyl)-
1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide : On hydrogéne 34,3 g (61,0 mmoles) de XV dissous dans 800ml
de méthanol, en présence de 6,1 g de catalyseur d’hydrogénation selon Kunn4%), préhydrogénd.
L’absorption de H, est trés rapide ct au bout de 50 a4 60 min elle se stabilisc & 2500 ml. Le cata-
lyseur cst éliminé par centrifugation ct la solution, légérement colorée par unc suspension colloi-
dale dc catalyseur, est traitée par 2-3 g de charbon actif, puis filtrée ct évaporde a sec. On triturc
le résidu obtenu dans I’éther de pétrole et, aprés filtration et séchage, on le suspend 30 min dans
I'acétate d’éthyle bouillant. Aprés 12 h a4 0°, on filtre, lave ct séche. On obtient 14,6 g (939%,) de
L-tyrosyl-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide de F. 167°. [¢]% = +27,1° 4 1,0° (¢ = 1,0; mé-
thanol); ~3,1° 4+ 1,0° (¢ = 1,0; diméthylformamide); +45,0° 4= 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique
95%). Rify = 1,0; Ri = 0,95; Rif, = 0,76. EJ 3 = 1,0 His; E g = 1,1 Try (révélation par nin-
hydrine, chlore et FoLin; homogéne).

Cyals 0N,  Cale. €569 H 7,1 0O21,7 N 14,29,
(295,3) Tr. ,, 5,8 ,, 7,2 , 22,0 ,, 14,29

b) A partiv de (N-CBO-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XIV) on obtient, aprés
scission hydrogénolytique du groupe CBO- de XIV, le méme produit que ci-dessus avec un rende-
ment de 75-859%,.

(N-CBO-L-Valyl-L-tyrosyl)-1-(tevt -butoxycarbonyl)-2-hvdrazide (XVII1). On dissout 14,8 g
(50 mmoles) de L-tvrosyl-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XVI) et 18,7 g (50 mmoles) de
N-CBO-L-valinate de p-nitrophényle?) dans 20 ml de diméthylformanide et laisse reposer 36 h
a 20° Le produit de réaction ecst dissous dans 500 ml d’acétate d’éthyle, lavé rapidement par
H PO, 1N et H,O, puis par NaHCOQ, 1N jusqu’d cc que 'eau de lavage devienne incolore, séché
sur Na,SO, et évaporé¢ a sec. On dissout le résidu dans un mélange dc 40 ml d’acétate d’éthyle et
300 ml d’éther bouillant ct garde la solution obtenue 12 h 4 20°. L’hydrazide dipeptidique cris-
tallise. Aprés filtration, lavage & 'éther et séchage, on obtient 21,4 g (819%,) de (N-CBO-L-valyl-L-
tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide de F.128-131°. [a]f} = —42,6° 4 0,5° (¢ = 1,0;
méthanol); —11,6° 4 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide); —23,9° 4- 0,5° (¢ = 1,0; pyridine);
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—20,4° 4 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 2 95%). Rfy — 1,0; Rfj = 0,73; Rf} = 0,59; Rf}; =
0,98; RfY = 0,93; Rf} = 0,72. E¢4 = 0,8 His; E}y= 1,2 Glu; EZg = 0,7 His; E} ;= 0,7 Glu
(révélation par ninhydrine, chlore et FoLiN; homogéne).
Cy;HgO,N, Cale. C61,3 H69 O21,2 N 10,6%
(529,6) Tr. , 61,2 , 71 , 21,1 , 102%

(L-Valyl-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XVIII). A une suspension de 3,00 g
de catalyseur d’hydrogénation selon Kunn43), préhydrogéné dans 250 ml de méthanol, on ajoute
une solution de 15,9 g (30 mmoles) d’hydrazide dipeptidique XVII dans 250 ml de méthanol.
Aprés que la consommation de H, est terminée, on sépare le catalyseur par centrifugation et
traite la solution (colorée en brun clair par une suspension colloidale de catalyseur) par 1 4 2 g
de charbon actif ou d’oxyde d’aluminium. On filtre, évapore & sec, dissout le résidu dans 100 ml
d’acétate d’éthyle et laisse cristalliser 12 h & 0°. On filtre, lave & ’éther et séche. On obtient une
premiére fraction de 7,80 g de dipeptide pur. Le filtrat et ’éther de lavage réunis sont évaporés
a sec et le résidu, cristallisé dans 30 ml d’acétate d’éthyle. On obtient ainsi encore 2,24 g de pro-
duit de méme qualité que la premiére fraction, soit au total 10,04 g (85%) de (L-valyl-L-tyrosyl)-
1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide de F. 135°,

Si, aprés l'évaporation du méthanol, on élimine les derniéres traces de ce solvant par un
séchage trop poussé ou par trituration du résidu dans 1’éther de pétrole, le dipeptide obtenu ne
se dissout plus dans 'acétate d’éthyle et, dans ce cas, la cristallisation est remplacée par un lavage
dans un mélange d’acétate d’éthyle/éther 1:1. Le produit obtenu est également analytiquement
pur et le rendement dépasse alors 90%,. [a]l = —13,4° 4 0,5° (¢ = 1,0; méthanol); — 8,4° 4+ 0,5°
(¢ = 1,0; diméthylformamide); +32,9° £ 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique & 959%,). Rf}?,I = 1,0;
Ri = 0,93; Rf} = 0,72. E§g = 0,7 His; E{y = 0,9 Try (révélation par ninhydrine, chlore et
FoLiN; homogéne).

CygHggOsN; Cale. C57,7 H7,9 020,2 N 14,29
(394,5) Tr. ., 574 ,, 79 , 202 ,, 13,8Y%

(N-CBO-L-Arginyl-L-valyl-L-tyvosyl)-1-(tert.-butoxyycarbonyl)-2-hydrazide (XIX). On dissout
8,95 g (23,0 mmoles) de bromhydrate de N-CBO-L-arginine?) et 10,0 g (25,5 mmoles) d'hydrazide
dipeptidique XVIII dans 65 ml de pyridine, ajoute 65 ml d’acétonitrile, refroidit & — 5° la solu-
tion homogéne obtenue, ajoute 6,20 g (30 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et agite 12 h &
20°. Apres élimination par filtration de la dicyclohexylurée (5,01 g), on évapore le filtrat a sec,
triture le résidu dans I’éther de pétrole jusqu’a pulvérisation compléte et décante. On dissout le
précipité dans un mélange de 700 ml d’acétate d’éthyle et de 100 ml d’acide acétique 1N, sépare
les phases et extrait la solution organique par 4 x 100 ml d’acide acétique 1N. On contre-extrait
les solutions aqueuses réunies par 4 x 100 ml d’acétate d’éthyle, réunit les solutions organiques et
évapore a sec. On reprend le résidu dans un mélange de 400 ml d’acétate d’éthyle et de 100 ml
d’acide acétique 0,5N, sépare les phases et extrait la phase organique par 4 X 100 ml d’acide acé-
tique 0,5N. Pendant ces extractions une partie du tripeptide formé précipite 4 ’état pur. Il est
isolé par filtration. Les extraits aqueux réunis contiennent une seconde fraction de tripeptide pur.
On les évapore & sec, réunit le résidu au tripeptide précipité au cours des extractions, dissout le
tout (17,6 g) dans 500 ml de méthanol, fait passer la solution obtenue sur une colonne de 100 ml
de IRA-410 (cycle basique) lave la résine par 100 ml de méthanol et évapore la solution méthano-
lique & sec. On dissout le résidu (13,1 g), 4 chaud, dans un mélange de 100 ml d’acétate d’éthyle
et 30 ml de méthanol et laisse cristalliser 2 j & 0°. Aprés filtration, lavage et séchage, on obtient
11,6 g (71%) de (N-CBO-rL-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide de
F.160° (déc.). [a]ff = —26,8 £ 0,5° (¢ = 1,0; méthanol); —12,7° + 0,5 (¢ =1,1; diméthyl-
formamidefeau 8:2); —16,6° £ 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique). Rf}; = 0,64; Rf% = 0,64; R} =
0,28; Rf% = 0,55; Ri§ = 0,51; Rf} = 0,58. E} 4= 1,4 His; E3g= 1,3 Glu; Ebg = 1,1 His;
EY} g = 1,1 Glu (révélation par ninhydrine, chlore, FoLIN et PAULY; homogéne).

CgaH ;O N+ 11/, H,O Calc. C557 H7,2 0214 N1579%
(711,8) Tr. , 559 ,, 73 , 214 , 157%

(CBO-L-Arginyl-L-valyl-L-tyvosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydvazide, HCl (XIX-A). On dis-
sout 7,12 g (10 mmoles) d’hydrazide tripeptidique XIX dans 30 ml de méthanol chaud, refroidit
a 20°, ajoute 5 ml d’une solution 2N d’HCIl dans I’éther, agite un instant puis précipite par ad-
jonction de 300 ml d’éther. On filtre, lave le précipité i I’éther et séche. On obtient ainsi 5,24 g

47
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(729%,) de chlorhydrate de (N-CBO-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl}-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydra-
zide de F.163° (déc.). [a]l = —30,1 °+ 0,5° (¢ = 1,0; méthanol); —10,6° 4 0,5°) (¢ = 1,0;
diméthylformamide). Aprés scission, soit par HBr [ acide acétique, soit par hydrogénation cata-
lytique, le produit se comporte a la chromatographie et & 1’électrophorése cxactement comme
I'hydrazide tripeptidique XIX.
CygH,OgNgCl  Cale. €550 H6,8 0177 N 155 Cl4,9%
(721,3) Tr. , 550 ,, 70 , 174 , 154 ,, 5,09%
(L-Arginyl-Lvalyl-L-tyrosyl)-1-(terl.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XX). A une suspension de
1,00 g de catalyseur d’hydrogénation selon KunN45), préhydrogéné dans 10 ml de méthanol, on
ajoute 7,12 g (10 mmoles) d’hydrazide tripeptidique XIX dissous dans 150 ml de méthanol. L’hydro-
génation est effectuée pendant au moins 12 h et, aprés consommation de la quantité théorique
d’hydrogéne, le catalyseur est éliminé par centrifugation. La solution colorée en brun clair par
une suspension colloidale de catalyseur, est traitée par env. 1 g de charbon actif, puis, aprés fil-
tration, évaporée & sec. Le résidu est trituré dans ’acétate d’éthyle jusqu’'a l’obtention d’un
produit pulvérulent blanc. Aprés filtration et séchage, on obtient 4,95 g (90%,) de (L-arginyl-L-
valyl-L-tyrosyl}-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide qui se décompose & 175° et ne devient
liquide qu’a 225°. [0} = —19,0° 4 1,0° (¢ = 1,2; méthanol); ~ 25,0° 4 0,5° (¢ = 1,0; diméthyl-
formamide). Rf}; = 0,55; Rf% = 0,51; Rf} = 0,58, EQ; = 1,1 His; E{y = 1,1 Glu (révélation a
la. ninhydrine, chlore, FoLIN et SAKAGUCHI; homogéne).
CosHpOgNg+H,O  Cale. C52,8 H7,7 019,7 N 19,79
(568,7) Tr. , 528 , 77 ,,196 , 19,79
N-CBO-f-0-Benzyl-L-aspartate de p-nitrophényle (XXI). On suspend 7,15 g (20 mmoles) de
N-CBO-1-f-aspartate de benzyle*) et 6,00 g (13,5 mmoles) de tri-p-nitrophényl-phosphite 25) 47)
dans 20 ml de pyridine, agite 12 h & 20°, ajoute 200 ml d’acétate d’éthyle, lave avec HCI 1IN, puis
avec alternativement NaHCO; 1n et H,O jusqu’a disparition de la couleur jaune, séche sur Na, SO,
et évapore 4 sec. On redissout le résidu dans 50 ml d’acétate d’éthyle, ajoute de 1’éther de pétrole
jusqu’au trouble, induit la cristallisation en grattant, garde 3 h & —10°, filtre, lave le précipité
cristallin par un mélange d’acétate d’éthyle/éther de pétrole 2:1 et séche. Aprés une recristallisa-
tion dans les mémes conditions on obtient 4,85 g (519,) de N-CBO-8-O-benzyl-L-aspartate de
p-nitrophényle de F. 76°. [a]]%z = -30,0° & 0,5° (¢ = 1,0; méthanol); —16,6° 4 0,5° (¢ = 1,0;
diméthylformamide).
CpsHyyOgN, Calc. C62,8 H4,6 0268 N 5,99
(478,5) Tr. ,, 627 , 45 ,, 269 , 609
(N-CBO-§3-0-Benzyl-L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl- L-tyrosyl)-1-(tert.- butoxycarbonyl)- 2-hydrazide
(XX1II). -a) Par la méthode au dicyclohexyl-carbodiimide: A une solution de 1,79 g (5,0 mmoles) de
N-CBO-L-f-aspartate de benzyle34) et de 2,75 g (5,0 mmoles) d’hydrazide tripeptidique XX dans
7,5 ml de diméthylformamide, on ajoute 1,0 ml de HCl 5~ dans 1’éther, évapore rapidement I’éther
sous vide, ajoute sous forte agitation 20 ml d’acétonitrile et, aprés refroidissementd —5°,1,24 g
(6,0 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. On laisse reposer 14 h a 20°, sépare la dicyclohexylurée
par filtration (1,34 g), évapore ’acétonitrile sous pression réduite, ajoute au résidu 50 ml d’acé-
tate d’éthyle et sépare par filtration le tétrapeptide brut précipité. Ce produit (4,24 g) contenant,
4 cOté du tétrapeptide formé, des traces de tripeptide XX, est soumis 4 une purification par ré-
partition & contre-courant dans le systéme sec.-butanol/acétate d’éthylefeau 1:1:2. Aprés 8 trans-
ferts, le tétrapeptide se rassemble dans les tubes, 6, 7 et 8, tandis que I'hydrazide tripeptidique
reste dans les tubes 1 et 2. On évapore 2 sec le contenu réuni des tubes 6, 7 et 8, séche sous vide
poussé, redissout dans 25 ml de chloroforme bouillant et laisse cristalliser 2 j. & 0°. On centrifuge,
lave le culot & l'acétate d’éthyle, filtre et séche. On obtient ainsi 3,31 g (719,) de chlorhydrate
de (N-CBO-8-O-benzyl-L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-1-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydra-
zide de F. 142-144° (déc.). [a]}} = —24,1° 4 0,5° (¢ = 1,0; méthanol); —11,3° 4 0,5° (¢ = 1,0;
diméthylformamide). Rf} = 0,40; Rf} = 0,47. Elg= 0,6 His; E}y = 1,0 Glu (révélation par
ninhydrine, chlore, FoLIN et SAkAGUCHI; homogéne).
CuaHgoO NyCl  Cale. C57,0 H6,5 019,0 N 13,6 Cl3,89
(926,5) Tr. ,, 565 , 67 , 184 , 134 , 3,69

47) W. StrRECKER & CH. GRossMaNN, Ber. deutsch. chem. Ges. 49, 63 (1916).
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b) Par la méthode & Uester actif: On chauffe pendant 8 h & 50° une solution de 478 mg (1,0
mmole) de N-CBO-§-O-benzyl-L-aspartate de p-nitrophényle et 551 mg (1,0 mmole) d’hydrazide
tripeptidique XX dans 2 m] de diméthylformamide additionné de 0,2 ml de HCl 5x dans I'éther.
On ajoute ensuite 25 ml d’acétate d’éthyle et garde le mélange 3 h & 0°. On décante et triture le
résidu dans l'éther jusqu’a obtention d’un produit pulvérulent. On filtre et purifie le précipité
obtenu comme ci-dessus en a). On obtient 403 mg (43%,) de tétrapeptide possédant les mémes
caractéristiques que celui obtenu en a).

N-CBO-8-0-Benzyl-L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-hydrazide, 2HCl (XXIII). On dis-
sout 2,78 g (3,0 mmoles) d’hydrazide tétrapeptidique XXII dans 15 ml de dioxanne 4 40°. Aprés
dissolution totale, on ajoute-20 ml d’une solution 45 d’HCI dans le dioxanne, fraichement préparée,
et garde la solution obtenue & 20°. La cristallisation commence aprés environ 10 min et, au bout
de 45 min, la solution se transforme en une masse compacte. On ajoute 100 ml d’éther, triture,
filtre, lave abondamment le précipité avec de 1’acétate d’éthyle et séche. On obtient ainsi (919)
de N-CBO-B-O-benzyl-L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-hydrazide, 2 HCl de F. 168-172°
(déc.). [af}] = —29,8° £ 0,5° (¢ = 1,2; méthanol); —12,8° 4 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide}),
Rif= 0,66; Ri3 = 0,71; Rfp = 0,90. Epg = 0,7 His; E}, = 1,1 Glu (révélation par chlore,
FoLIN et SAKAGUCHI; homogéne). :

CaHggOgN,Cl, Calc. C54,3 H6,2 0167 N146 Cl829
(862,8) Tr. ,, 542 , 65 , 165 , 145 , 80%

N-CBO--0-Benzyl-L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-D-phényl-
alanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobengyle, HCl (XXIV). A une solution de 431 mg (0,5 mmole)
d’hydrazide tétrapeptidigue XXIII dans un mélange de 1,5 ml de diméthylformamide, de 1 mi
de HCl 1x et de 0,5 ml de H,O, refroidi & — 5°, on ajoute sous forte agitation 0,1 ml d’une solution
aqueuse de NaNO, 5~ (0,5 mmole). L’azide formé qui précipite est remis en solution par adjonc-
tion de 5 ml d’acétate d’éthyle. On agite 5 min & — 5°, ajoute 1 ml de NaHCO, 1N, centrifuge, sé-
pare les phases, extrait la phase aqueuse avec 3 5 ml d’acétate d’éthyle, séche sur Na,SO; les
solutions organiques réunies et, aprés filtration, ajoute 442 mg (0,5 mmole) d’ester hexapepti-
dique XIII. On évapore l'acétate d’éthyle a 0° sous vide et garde la solution restante 48 h a 0°.
On évapore le diméthylformamide a 30° sous vide poussé, triture le résidu dans I’éther jusqu’'a
obtention d’un produit pulvérulent, filtre et séche. Les 782 mg de décapeptide brut obtenus sont
dissous dans un mélange de 5 ml d’isopropanol et 5 ml de chloroforme et additionnés de 2 ml
d’éther. On obtient un gros précipité, que 1'on dissout en chauifant légérement, puis garde la solu-
tion homogéne obtenue 12 h & —20°. Le produit qui cristallise est séparé par centrifugation et,
aprés décantation du solvant et une recristallisation dans les mémes conditions, on obtient 390 mg
(46%,) de chlorhydrate de N-CBO-§-O-benzyl-L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-
histidyl-L-prolyl-pD-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle de F.180-200° (déc.).
[l = —27,0° £+ 1,0° (¢ = 1,1; méthanol). RfY; = 0,12; Rf} = 0,39; Rf}, = 0,18. ER 4 = 0,5 His;
E} g = 1,2 Glu (révélation par ninhydrine, chlore, bleu de bromophénol, PAULY, FOLIN et SAKA-
GucHr; homogéne); E?g = 1,0 Try (révélation par les mémes réactifs que ci-dessus sauf la nin-
hydrine; homogéne). Aprés hydrolyse par HCl1 6n (110°; 14 h), on obtient les acides aminés com-
posants dans les rapports suivants: His 2,14, Arg 1,07, Asp 0,97, Val 1,92, Tyr 0,96, Phe 1,00
et Leu 1,00.

CaaHy950,eN,Cl+ 11/, HO  Cale. C584 H 64 0183 N 14,7%
(1705,3) Tr. ,, 584 ,, 65 , 184 , 144%

L-A spartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-D-phénylalanyl-L-histidyl-L-
leucine (XX V). On ajoute a une suspension préhydrogénée de 500 mg de catalyseur d’hydrogéna-
tion selon KunN%) une solution de 270 mg (0,16 mmole) d’ester décapeptidique XXIV dissous
dans 30 ml d’un mélange de tert.-butanol/eau 1:1. Aprés 8 h d’hydrogénation on élimine le cata-
lyseur par centrifugation et évapore la solution & sec. On obtient 173 mg de poudre blanche,
homogéne & la chromatographie et & 1’électrophorése. On la soumet 4 une répartition & contre-
courant dans le systéme sec.-butanol/eau/acide trifluoracétique 6000:8000:50. Aprés 200 trans-
ferts, une détermination colorimétrique (ninhydrine et FoLIN) met en évidence, a c6té d'un som-
met mineur, un sommet principal (K = 1,96) contenant le décapeptide désiré. On réunit le
contenu des tubes 120 & 150, concentre 4 10 ml, lyophilise, dissout le résidu dans 100 ml d’eau,
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fait passer la solution obtenue sur 20 ml d’IRA-45 (cycle acétique), lave la résine par l'acide acé-
tique 0,1N, filtre les solutions réunies, évapore a sec et séche jusqu’an poids constant sur P,0y
et KXOH. On obtient ainsi 143 mg (629,) de r-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-
histidyl-L-prolyl-b-phényla.lanyl—L-histidyl-L-leucine de F.235° (déc.). [a]f = —~64,0° £ 1,0°
(¢ = 1,2; acide acétique 0,05 N). Rfyy = 0,12; Ri} = 0,39; Rf} = 0,18. EQg = 0,5 His; E{ g =
1,0 Val (révélation par ninhydrine, chlore, bleu de bromophénol, FoLin, PAULY et SAKAGUCHI;
homogene). Point isoélectrique: 7,5 + 0,2.

Peu soluble dans I’eau, le méthanol, le propanol; soluble dans I'acide acétique dilué, NH,OH
dilué et dans un mélange de méthanol/eau 1:1. L’hydrolyse totale par HCl 6~ (110°; 14 h) a
donné les acides aminés composants dans les rapports: Asp 0,97, Arg 0,98, Val 1,89, Tyr 1,01,
His 1,96, Phe 0,94, Leu 1,13 et Pro (présent mais non déterminsé).

Cg1Hg; 01Ny, CH,CO,H 4+ 5H,0 Cale. €528 H7,1 0235 N166%
(1432,6) Tr. ., 529 ., 74 , 238 , 172%

L’activité biologique, déterminée par le Prof. KonzeTT et le Dr STURMER, sur la pression
sanguine du Rat est env. 1/100 de celle de Val3-hypcrtensine-II-Asp-f-amide CIBA et de 1/10
de celle de la L-noradrénaline. Jusqu'a un rapport de poids de 10:1 aucune action antagoniste
envers 1'Tleus-angiotensine-I naturelle®) et envers notre Vals-angiotensine-I (XXXI) n’a pu étre
mise en évidence.

Vals-Angiotensine-1I

N-CBO-L-Phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (XXVI). — a) Par la méthode
au dicyclohexyl-carbodiimide: On dissout 9,05 g (16 mmoles) de dibromhydrate de rL-histidyl-L-
leucinate de p-nitrobenzyle®) dans 15 ml d’eau, ajoute 30 ml d'une solution de K,CO, & 50%,
extrait le précipité huileux par 150 ml d’'acétate d’éthyle, lave la phase aqueuse par 2 X 50 ml
d’acétate d’éthyle, séche sur NaySO, les solutions organiques réunies, évapore A sec et séche an
vide poussé jusqu’a poids constant. On obtient 6,05 g (15 mmoles) (rdt.: 949%) d’ester dipepti-
dique libre, sous la forme d’'une mousse solide. On le dissout dans 100 ml d’acétonitrile, ajoute
4,50 g (15 mmoles) de N-CBO-L-phénylalanine®), refroidit &4 —10°, ajoute 3,71 g (18 mmoles)
de dicyclohexyl-carbodiimide et agite pendant 1 h & ~5° et 24 h & 20°. La dicyclohexylurée est
séparée par filtration (3,20 g) et le résidu d’évaporation du filtrat est trituré dans I’éther de
pétrole jusqu’a obtention d'une poudre légérement jaunatre. On filtre, redissout le précipité dans
300 ml d’acétate d’éthyle, lave plusieurs fois 4 1’ean, puis par NH,OH 1N, sé¢che et évapore 3
sec. On dissout le résidu (9,65 g) dans 50 ml d’acétate d’éthyle, ajoute de ’éther de pétrole jus-
qu’'a I’apparition d’un frouble, puis ajoute encore 10 ml d’acétate d’éthyle et garde la solution
limpide 76 h & 0°. L’ester tripeptidique cristallise sous forme d’aiguilles. On filtre, lave, séche
et obtient 8,41 g (82%) de N-CBO-L-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle de
F. 156° [a]f = —30,5° 4 0,5° (c = 1,0; méthanol); —18,5 4- 0,5° (¢ = 1,0; diméthylforma-
mide). Rfyy = 0,95; Rf§ = 0,90; Ri} = 0,75. E} g = 1,0 His; E} 5 — 1,1 Glu (révélation par nin-
hydrine, chlore et PAuLy; homogéne).

CyeHaOsNy  Calc. C63,1 H 59 0187 N 12,39
(684,7) Tr. , 631 , 63 , 185 , 12,0%

b) Par la méthode & Uester actif: On dissout 12,2 g (29 mmoles) de N-CBO-L-phénylalaninate
de p-nitrophényle?®) et 11,7 g (29 mmoles) de L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle, préparé
comme ci-dessus, dans 100 ml de tétrahydrofuranne anhydre, maintient 48 h 3 20°, évapore 4 sec,
purifie et cristallise comme ci-dessus. On obtient 14,3 g (72%,) de tripeptide identique a celui
préparé par la méthode a).

L-Phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle, 2H By (X X VII). Aune solution de 6,85 g
(10 mmoles) d’ester tripeptidique XXVI dans 35 ml d’acide acétique glacial on ajoute 35 ml d'une
solution 4,5N d’"HBr dans I'acide acétique, maintient 20 min 3 20°, concentre sous vidc 4 env.
50 ml et ajoute 300 ml d’éther anhydre. Le bromhydrate de tripeptide précipité est lavé abon-
damment 4 ’éther anhydre, et, aprés filtration et séchage, recristallisé dans un mélange d’iso-
propanol/acétate d’éthyle. On obtient 6,43 4 6,90 g (90 & 979%,) de dibromhydrate de L-phényl-
alanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle de F. 245°. [a]% = —4,0° 4 1,0° (¢ = 1,0; métha
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nol); —4,0° + 2,0° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Rify = 0,95; Rf§ = 0,90; Rfp = 0,75. EQ g =
1,0 His; E7 g = 1,1 Glu (révélation par ninhydrine, chlore et PAULY; homogeéne).

CogHggOgNgBry+1f, H,O Calc. C46,6 H 5,2 O14,4 N 11,6 Br 22,29,

(721,5) Tr. ,,468 ,, 53 , 147 , 11,5 ,, 2229
N-CBO-L-Valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-p hénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle
(XXVIII). - a) Par la méthode au dicyclohexyl-carbodiimide: On procéde exactement comme
pour son analogue XII comportant une p-phénylalanine & la place de L. Les quantités mises
en réaction sont doublées. Le rendement atteint est de 659,. F. 170° (avec ramollissement & 130°).
[a]f = ~55,0° 4+ 0,5° (¢ = 1,1; méthanol); — 27,6° 4 0,5° (¢ = 0,8; diméthylformamide). Ri}—
0,70; R} = 0,67. E3g= 1,0 His; E¥y = 1,1 Glu; E}q = 0,7 His; Eby = 1,3 Glu (révélation

par ninhydrine, chlore et PAULY; homogéne).

CguHg,OpH,,  Cale. C61,3 H 6,2 017,3 N1519,
(1018,1) Tr. ,, 613 ,, 64 , 172 , 148%

b) Par la méthode & I'azide: On dissout 2,28 g (4,0 mmoles) d’hydrazide tripeptidique VI dans
un mélange de 16 ml de HC1 0,5N et 30 ml d’acétate d’éthyle, refroidit & — 5°, ajoute, en agitant,
en trois portions égales a 30 sec d’intervalle, 280 mg (4,0 mmoles) de NaNO,, agite encore 5 min,
ajoute 6 ml de K,CO, & 509, sépare les phases, extrait la phase aqueuse par 2 X 15 ml d’acétate
d’éthyle, séche sur Na,SO, les solutions organiques réunies et ajoute 2,10 g (3,8 mmoles) de
L-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (préparé 3 partir du dibromhydrate
correspondant XXVII, comme décrit pour 'analogue XII). On maintient la solution obtenue 4 j.
a 0° puis 4 h a 20°, lave par H,O et NaHCQ,, 1N, séche et évapore a sec. On obtient 3,18 g de
produit impur, nécessitant une purification par distribution 4 contre-courant. Aprés 190 transferts
dans le systéme sec.-butanolfacétate d’éthylefeaufacide acétique 8:3:13:1 et mise en évidence
par le réactif de PauLy, on obtient deux sommets importants, dont celui ayant un K = 1,0,
contient I'hexapeptide. On réunit le contenu des tubes 81 & 110, évapore & sec, reprend le résidu
dans 200 ml d’acétate d’éthyle, lave par Na,CO, 1N, séche et isole comme pour a). On obtient
1,21 g (31%) de N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-
nitrobenzyle possédant les mémes caractéristiques que celui synthétisé par la méthode a).

L-Valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-p hénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (XXI1X). On
dissout en chauffant légérement 2,04 g (2,0 mmoles) d’ester hexapeptidique XXVIII dans 12 ml
d’acide acétique glacial, refroidit & 20°, ajoute 12 ml d’une solution 4,5N de HBr dans l'acide
acétique, maintient 20 min & 20°, met au vide pendant 5 min & 20° et ajoute 50 ml d’éther. On
triture dans 'éther sec le précipité obtenu, filtre, lave et séche. On dissout dans un mélange de
6 ml d’eau et 30 ml de chloroforme, refroidit & 0°, ajoute 6 ml de NH,OH 4N, sépare les phases,
extrait la phase aqueuse par encore 20 ml de chloroforme, réunit les phases organiques, séche sur
Na,SO, et évapore & sec. Par redissolution du résidu dans 6 ml de CHCl, et adjonction de 100 ml
d’éther on obtient, aprés filtration et séchage, 1,59 g (949) de L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-
phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle de F. 160° (déc.). [a]l = —45,5° + 0,5°
(¢ = 1,3; méthanol); —47,0° &+ 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Rifyy = 0,66; Ri} = 0,70;
Rf} = 0,53. Ef g = 1,0 His; E{ g = 1,1 Glu (révélation par ninhydrine, chlore et PAuLY; homo-

gene). CaHg;O04N,, +1/, H,O  Calc. C59,2 H6,6 0170 N17,2%
(893,0) Tr. ,, 591 , 71 , 169 , 169%

N-CBO-f-0-Benzyl-L-aspartyl-L- arginyl-L-valyl-L-tyvosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phénylala-
nyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitvobenzyle, 3HC! (XX X). On dissout 862 mg (1,0 mmole d’hydra-
zide tétrapeptidique XXIII dans 4 ml de diméthylformamide et 0,5 ml d’HCl 4N, refroidit
a4 —5° ajoute un mélange de 0,25 ml de NaNO, aqueux 4~ et 0,75 ml de diméthylformamide,
agite 5 min, puis ajoute 0,28 ml de triéthylamine et 5 ml d’acétate d’éthyle. On séche rapidement
sur Nay,SO,, filtre, ajoute au filtrat 884 mg (1,0 mmole) d’ester hexapeptidique XXIX dissous
dans 1 ml de diméthylformamide, évapore I'acétate d’éthyle & température ordinaire, sous pres-
sion réduite, garde le résidu 12 h & 0°, évapore le diméthylformamide 4 sec & 30° sous vide poussé
et triture le résidu dans 1’éther jusqu’a obtention d’une poudre blanche. On obtient 1,72 g d’un
mélange contenant a c6té du décapeptide formé quelques impuretés mineures. On purifie par
répartition a contre-courant dans le systéme sec.-butanol/acide acétique 0,1N. Apreés 40 transferts
et localisation du décapeptide et des impuretés par les réactifs de PauLy et de FoLIN, on réunit
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le contenu des tubes 15 3 25 (K = 1,0), filtre sur Hyflo Supercell et évapore & sec. On dissout
le résidu dans un mélange de 20 ml de chloroforme et de 5 ml d’isopropanol, ajoute 1 ml d’une
solution 1,55 d’HCl dans I’éther et précipite par I'éther le chlorhydrate du décapeptide. Aprés
essorage du précipité, on le dissout dans un mélange de 5 ml d’isoprapanol et de 5 ml de chloro-
forme, ajoute 2 ml d’éther, redissout le précipité formé en chauffant 3 ébullition et maintient
la solution homogéne obtenue 12 h & —20°. On centrifuge, lave le culot plusieurs fois & 'éther,
le séche ct obtient ainsi 992 mg (56%) de trichlorhydrate de N-CBO-§-O-benzyl-L-aspartyl-L-
arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phénylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-
nitrobenzyle de F. 235° (ramollissement a 190°). [l = —52,9° 4 0,5° (¢ = 0,9; méthanol}.
Rffy = 0,18; R} = 0,38; R} = 0,20. E{ g = 1,0 Try (révélation par chlore, PauLY et FoLIN;
homogene). E2g = 0,5 His; E}y = 1,1 Glu (révélation par ninhydrine, chlore, bleu de bromo-
phénol, FoLIN, PAULY et SAKAGUCHI; homogeéne).
Cgal0701sN5Clg+ 2H,0  Cale. € 55,8 H6,3 0179 N 14,1%
(1787,2) Tr. ,, 554 ,, 64 , 17,7 ,, 13,7%

L-Aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phénylalanyl-L-histidyl-L-
leucine (XXX1I). On chauife, 10 min & 40°, une suspension de 500 mg de catalyseur d’hydrogéna-
tion selon Kunn%) dans 5 ml d’acide acétique & 66%, effectue la préhydrogénation & 20°, puis
ajoute 634 mg (0,354 mmole) d’ester décapeptidique XXX dissous dans 20 ml d’acide acétique
3 66%. En 2 h I'absorption apparente de H, représente 959, de la quantité théorique et ’adjonc-
tion d’une seconde portion de 100 mg de catalyseur ne produit aucune augmentation de consom-
mation. On élimine le catalyseur par centrifugation et évapore la solution & sec. On obtient env.
500 mg de produit sous forme d’une mousse solide, homogéne & la chromatographie et & 1’électro-
phorése.

On le soumet A une répartition & contre-courant dans le systéme sec.-butanol/eau/acide tri-
fluoracétique 6000:8000: 50. Aprés 200 transferts, une détermination colorimétrique (ninhydrine
et ForIN) met en évidence un sommet unique (K = 1,60) de forme correspondant & la courbe
théorique. On réunit le contenu des tubes 100 A 145, filtre, concentre a 10 ml, lyophilise, dissout
le résidu dans 100 ml d’eau et fait passer la solution obtenue sur 20 ml de IRA-45 (cycle acétique),
lave la résine par 100 ml d’acide acétique 0,1N, filtre les solutions réunies, évapore a sec, triture
le résidu dans de I'éther contenant 259, de méthanol, filtre, lave a 1'éther et séche. On obtient
ainsi 447 mg (899,) de L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phényl-
alanyl-L-histidyl-L-leucine de F. 285-290° (déc.). [a]} = — 74° 4 3° (¢ = 1,6; acide acétique 0,05 N).
Rif; = 0,18; Rij = 0,38; Ri}=0,20. E§ 3 = 0,5 His; E{ g = 1,0 Val (révélation par ninhydrine,
chlore, bleu de bromophénol, FoLIN, PAULY et SakAGUCHI; homogéne). Point isoélectrique
7,5 4+ 0,2, Aprés hydrolyse totale dans HCI 6N (110°; 14 h), on obtient les acides aminé compo-
sants dans les rapports: Asp 0,95, Arg 1,00, Val 1,84, Tyr 1,05 His 2,00, Phe 0,95, Leu 1,17 et
Pro (présent mais non déterming).

CgyHgy014N;,, CHCO,H+ 4H,0  Cale. C534 H7,0 0227 N16,9%
(1414,6) Tr. ,, 534 ,, 71 , 229 , 16,8%

Les activités biologiques ont été déterminées par le Dr E. STUrRMER). Par rapport a la
Vals-hypertensine-II-Asp-3-amide CIBA, le décapeptide XXXI a montré, sur une base molaire,
une activité de 1109 sur la pression sanguine du Rat et de 1209, sur I'ileum isolé du Cobaye.

Attaques enzymatiques

Produits utilisés: Chymotrypsine cristallisée; trypsine 2 x cristallisée; carboxypeptidase
(toutes les trois de Nutritional Biochemicals Co., Cleveland). — Solution tampon de pH 8,5: On
mélange de I'acide acétique 1N et du NH,OH 1~ de fagon & obtenir exactement un pH de 8,5.

I) Hexapeptide H-L-Val-L-His-L-Pro-D- Phe-L-His-L-Leu-OH. On dissout 18,0 mg (20 umoles)
d’ester hexapeptidique XIII dans l'acide acétique aqueux a 759, hydrogéne pendant 6 h en
présence de 10 mg de catalyseur d’hydrogénation selon Kunn4), sépare le catalyseur par filtra-
tion, évapore le filtrat a sec et séche le résidu sur KOH au vide poussé. On obtient ainsi 16,0 mg
dec produit homogeéne a la chromatographie et & 1'électrophorése (révélation par ninhydrine et
chlore) que ’on utilise directement pour les attaques ci-dessous.

a) Attaque & la chymotrypsine: On dissout 1,5 mg d’hexapeptide obtenu ci-dessus dans 0,15 ml
de tampon de pH 8,5, ajoute 0,18 mg de chymotrypsine, ajuste le pH i 8,5 et maintient la solu-
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tion obtenue & 23°. On préléve des aliquotes aprés 30 min, 1 h, 4 h et 24 h. Immédiatement aprés
le prélévement, les aliquotes sont versées dans un volume égal d’acide acétique glacial, puis sou-
mises 4 I’électrophorése sur papier au pH 1,9. Méme aprés 24 h, ’hexapeptide ne subit aucun
changement (E¢y = 1,3 Glu = 1,1 Val).

b) Attaque & la carboxypeptidase: On dissout 1,5 mg d’hexapeptide obtenu ci-dessus dans
0,15 ml de tampon de pH 8,5, ajoute 0,1 mg de carboxypeptidase dissoute dans 5 ul de NH,OH
1N, ajuste le pH 4 8,5, maintient la solution obtenue 4 23° et préléve des aliquotes aprés 30 min,
1 h, 3 het24h. Aprés 1 h déja, la totalité de la leucine est libérée et I'unique peptide résiduel,
migrant un peu plus vite (E 4= 1,2 Val) que I'hexapeptide de départ, reste sans changement,
méme aprés une digestion de 24 h. Aprés élution et hydrolyse acide totale de ce peptide, on ob-
tient Val, His, Pro et Phe.

I1) Hexapeptide H-L-Val-L-His-L- Pro-L- Phe-L-His-L-Leu-OH. Cet hexapeptide est obtenu
aprés hydrogénolyse des groupes protecteurs de I’ester hexapeptidique XXVIII dans les condi-
tions décrites ci-dessus pour son isomére . Le produit obtenu est également homogéne i la chro-
matographie et & 1’électrophorése (révélation par ninhydrine et chlore).

a) Attaque & la chymotrypsine: On dissout 3,0 mg de produit et 0,3 mg de chymotrypsine
dans 0,3 ml de tampon de pH 8,5. L’attaque est compléte aprés 90 min déji. On obtient deux
nouveaux peptides, I'un migrant plus vite (Ef,g = 0,9 His) que I'hexapeptide de départ et l'autre
moins vite (E?,g = 1,0 Val). Il ne reste aucun autre peptide résiducl et les deux fragments obtenus
ne subissent pas de changement, méme aprés prolongation de I’attaque pendant 24 h. Par hydro-
lyse totale, le premier fournit Leu et His et le second donne Val, His, Pro et Phe.

b) Attagque a la carboxypeptidase: Dans les conditions décrites ci-dessus, il y a, aprés 90 min
déja, libération d’histidine et de la totalité de la leucine et de la phénylalanine. L'unique peptide
résiduel reste sans changement, méme aprés 24 h d’attaque. 11 migre légérement plus vite (EJ g =
1,2 Val) que 'hexapeptide de départ et fournit apreés hydrolyse totale Val, His et Pro.

I11I) Vals-p-Phed-Angiotensine-I (XXV). — a) Attaque a la chymotrypsine: On dissout 3,0 mg
de décapeptide XXV dans 0,3 ml de NH,OH 0,01n, ajoute 0,3 mg de chymotrypsine, ajuste le
pH 4 8,5 a I’aide d’acide acétique 0,1N, agite & 23° et préléve des aliquotes aprés 30 min, 2 h et
24 h. Aprés 2 h déja, la scission est totale. On obtient deux nouveaux peptides sans aucun autre
peptide résiduel. Le premier, migrant plus vite (E$g = 1,1 Val) que le décapeptide XXV (Ef g =
1,0 Val), fournit aprés élution et hydrolyse totale Val, His, Pro, Phe et Leu. Le second migre
moins vite (Ef g = 1,0 Glu) et donne par hydrolyse Asp, Arg, Val et Tyr.

b) Aitaque & la carboxypeptidase: On dissout 2,5 mg de décapeptide XXV et 0,15 mg de car-
boxypeptidase dans 0,25 ml de NH,OH 1N, ajuste le pH 4 8,5 4 I'aide d’acide acétique 1N, agite
a 23° et préléve des aliquotes aprés 30 min, 2 h et 24 h. Aprés 2 h déji, la totalité de la leucine
est libérée et I'unique peptide résiduel, ayant la méme mobilité électrophorétique que le décapep-
tide XXV, neé subit pas de changement, méme aprés 24 h de digestion. Par hydrolyse totale, il
fournit Asp, Arg, Val, Tyr, His, Pro et Phé.

c) Attaque a la trypsine: A une solution de 2,5 mg de décapeptide XXV dans 0,3 ml de NH,OH
0,1~ on ajoute 0,2 mg de trypsine puis rameéne le pH avec précaution a 8,5. On agite 2 23° et pré-
1éve des aliquotes aprés 1 h. 2 h, 4 h et 24 h. L’attaque qui ne devient totale qu’aprés 4 h pro-
voque la scission compléte en deux fragments, sans aucun autre peptide résiduel, fragments
demeurant sans changement méme aprés 24 h de digestion. Le premier, migrant plus vite (Ef 5 =
0,8 His) que le décapeptide XXV, donne aprés hydrolyse totale Asp et Arg. Le second migre
moins vite (Ef g = 1,0 Glu) et fournit aprés hydrolyse Val, Tyr, His, Pro, Phe et Leu.

IV) Val-Angiotensine-I (XXXI). Les attaques par les trois enzymes, la chymotrypsine, la
carboxypeptidase et la trypsine, ont été effectuées exactement dans les mémes conditions que
pour la Val®-p-Phe®-angiotensine-I (XXV) ci-dessus.

a) Attaque & la chymotrypsine: Aprés 2 h il y a déja une scission compléte du décapeptide
X XXI en trois fragments. Une prolongation d’attaquc pendant 24 h ne provoque pas de change-
ment. Le premier fragment, migrant le plus vite (E{g = 0,9 His), donne aprés hydrolyse totale
His et Leu. Le second, ayant la méme mobilité électrophorétique que le décapeptide XXXI,
fournit aprés hydrolyse Val, His, Pro et Phe. Le troisiéme fragment migre moins vite (Ef g =
1,0 Glu) et donne par hydrolysc Asp, Arg, Val et Tyr.



744 HELVETICA CHIMICA ACTA

b) Attaque & la carboxypeptidase: Cet enzyme libére aprés 2 h déja His et la totalité de Leu
et Phe. L’unique peptide résiduel, demeurant inchangé méme aprés 24 h de digestion, migre moins
vite (EQg = 1,0 Leu) que le décapeptide XXXI. Aprés hydrolyse acide totale, il fournit Asp,
Arg, Tyr, Val, His et Pro; il contient également la leucine dont la tache coincide avec celle de
I’heptapeptide au pH 1,9.

c) A#taque & la trypsine: 11 se produit aprés 24 h une scission compléte du décapeptide en
deux fragments. I.e premier migrant plus vite (E} ¢ = 0,8 His) que le décapeptide XXXI, fournit
aprés hydrolyse Asp et Arg. Le seconde migre moins vite (E?yg = 1,0 Asp) et donne par hydro-
lyse totale Val, His, Pro, Phe, Tyr et Leu.

SUMMARY
Vals-angiotensin-I and one of its optical isomers, Val5-D-Phe®-angiotensin-I, were
synthesized by a new way excluding any possibility of racemisation. The optical purity
of the intermediary and final peptides was furthermore ascertained by enzymatic de-
gradation, Val’-angiotensin-I exhibited the full biological activity expected. Vals-p-
Phe®-angiotensin-I was found to be practically inactive. It failed also to antagonize
Val5- or Ileu®-angiotensin-I or to inhibit «converting enzymen».

Laboratoires de Chimie Pharmaceutique SaNDoz, Béle

86. Die Wechselwirkung von Polymyxin B mit zweiwertigen
Kationen in wisseriger Losung

von H. Brintzinger
(2. T11. 61)

Von NEwroN1) ist festgestellt worden, dass die Zugabe gewisser Metallionen wie
Mg?* zum Nihrmedium die bakteriostatische Wirkung von Polymyxinen ¢z vitro auf-
zuheben vermag.

Dieser Befund kann, worauf auch NEwToON hinweist, zunichst auf zwei Arten ver-
standen werden: Entweder hebt eine Komplexbildung zwischen Polymyxin und zuge-
gebenem Metallion die bakteriostatische Wirkung des ersteren auf, oder aber es wird
eine — durch das positiv geladene Polymyxin bewirkte — kompetitive Verdringung des
Metallions aus bestimmten Haftstellen des Organismus durch die Erh6hung der Me-
tallionenkonzentration wieder riickgingig gemacht. Wir stellten uns die Aufgabe,
- zunichst in wisseriger Lésung — die Reaktion von Polymyxin B 2) mit zweiwertigen
Kationen auf der einen, und mit solchen Ligandsystemen auf der anderen Seite zu
studieren, deren biologische Bedeutung mit ihrer Tendenz zur Bildung von Mg?+-
Komplexen verkniipft ist.

Polymyxin B ist ein cyclisches Decapeptid, dem - Abbauuntersuchungen ver-
schiedener Autoren3*) sowie einer Reihe synthetischer Arbeiten von K. VOGLER &
Mitarb. ) zufolge — eine der in Fig. 1 dargestellten Strukturen zuzuschreiben ist. Es
besitzt 5 freie Aminogruppen von «,y-Diaminobuttersiure-Bausteinen und ist deshalb
und wegen der Méglichkeit zur Acidokomplexbildung an den Amid-Gruppierungen
ein potentieller Chelat-Komplexbildner.

1) B. A. NewTtoN, Nature 772, 160 (1953).





