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85. Synthkse de la Va15-o-Phe8-angiotensine-I et nouvelle 
synth6se de la Val5-angiotensine-I 1)2) 

par S t .  Guttmann 

(28 I1 61) 

I1 a Ct6 montrC 3)4) qu’une substance peptidique, provoquant l’hypertension, est 
lib6r6e sous l’action de la r6nine 2 partir d‘une fraction du plasma appelke angio- 
tensinoghe (tabl. 1). Cette substance de nature peptidique, nomm6e angiotensine-I, 
a CtC isolCe Q partir du plasma de cheva15) et Q partir du plasma de bceuf6). L’Ctude de 
sa structure a montrC que l’angiotensine de cheval’) se distingue de celle de bceuf8) 
par la prCsence en position 5 d‘un reste isoleucyle au lieu d’un reste valyle. 

D’aprhs SKEGGS et coll. s, et H E L M E R ~ ~ ) ,  la substance provoquant l’hypertension 
ne serait pas le dCcapeptide hi-mcme, l’angiotensine-I, mais un octapeptide, l’angio- 
tensine-11, qui prendrait naissance partir de ce dCcapeptide sous l’effet d’une pepti- 
dase spCcifique, que les auteurs nommhrent ((Converting Enzyme )). L’action du 
((Converting Enzyme, sur le dbcapeptide est illustrC par le tableau 1. 

Le ((Converting Enzyme)) est prbsent dans presque tous les organes du corps et est 
trks fortement activC par les ions C1-. L’angiotensine-I apparait donc in v ivo comme 
une substance possCdant le m&me degrC d’activitC que l’angiotensine-11. La diffC- 
rence d’activitC entre les deux angiotensines ne peut &re perGue qu’au moyen de me- 
sures sur certains organes isolks et spkcialement traitCs9)lO). 

Alors que l’angiotensine-I de cheval (Ileu5-angiotensine-I) 7, et de bceuf (Val5- 
angiotensine-I) 8, ont toutes deux CtC isolCes, seule l’angiotensine-I1 de cheval (Ileu5- 
angiotensine-11) 7) a pu 6tre isolCe jusqu’ici. La synthhse de 1’Ileu5-angiotensine-I1 a 
6tC effectube par SCHWARZ et c011.l~) et par RITTEL et co11.12), mais celle de l’Ileu5- 

l) Nous employons la mCme nomenclature que R. SCHWYZER et coll. (Chimia 77, 335 (1957)) et 
P.-A. JAQUENOUD & R. A. BOISSONNAS (Helv. 42, 788 (1959)). 

2, Lappellation d’angiotcnsinc est le compromis gen6ralement admis entre les denominations 
angiotonine et hypertensinc (E. BRAUN-MENENDEZ & I. H. PAGE, Science 727, 242 (1958)). 

3) E. BRAUN-MENENDEZ, J.  C. FASCIOLO, L. F. LELOIR & J .  M. MUNOZ, J.  Phpsiol. 98, 283 
(1940) : Science 98, 495 (1943). 

98, 153 (1943): I<. G .  KOHLSTAEDT, I.  H. PAGE & 0. M. HELMER, Amcr. Heart J .  19,92 (1940). 
5, L. T. SKEGGS, W. H. MARSH, R. J.  KAHN & N. P. SHUMWAY, J. exp. Medicine 700, 363 (1954) : 

702, 433 (1955). 
6, W. S. PEART, Biochem. J .  60, VI (1955); 62, 520 (1956). 
’) K. E. LENZ, L. T. SKEGGS, K. K. WOOD, J .  R. KAHN & N. P. SHUMWAY, J .  cxp. Mcdicinc 

8, D. F. ELLIOTT & W. S. PEART, Nature 777, 527 (1956); Biochem. J.  65, 246 (1957). 
9, L. T. SKEGGS, W. H. MA4RSH, J.  R. KAHN & N. P. SHUMWAY, J. exp. Medicine 99, 275 (1954); 

lo) 0. M. HELMER, Feder. Proc. 74, 225 (Abstracts, 728) (1955); Amer. J. Physiol. 788, 571 (1957). 
11) H. SCHWARZ, F. M. BUMPUS & H. I. PAGE, J .  Amer. chem. SOC. 79, 5697 (1957). 
12) R. SCHWYZER, B. ISELIN, H. KAPPELER, 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). 

4, I. H. PAGE, 0. M. HELMER, A. A. PLENTL, K. G. KOHLSTAEDT & A. C. CORCORAN, Science 

183, 193 (1956). 

703, 295 (1956). 
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angiotensine-I n’a pas encore CtC rCalisCe. La Val5-angiotensine-I, la Vakangioten- 
sine-I1 et une quinzaine de leurs analogues ont CtC synthCtisCs par SCHWYZER et 
~ 0 1 1 ~ ~ ) .  Dernikrement, la synthhse de quelques analogues de 1’Ileu5-angiotensine-I1 R 

Ctb mentionnCe13). 
Tableau I 

H-Asp-Arg-Val-Tyr-Ileu-His-Pro-Phe-His-I,eu-Protdine 

Angiotensinoghne 
(Val) 

RBnine 1 
H-Asp-Arg-Val-Tyr-Ileu-His-Pro-Phe-His-Leu-OH 

1 2  3 4 5 6 7 8 9 10 
(Val) 

(Val5-Angiotensine-I) I (inact’if) 
Ileu5-Angiotensine-I 

*Converting Enzyme, 1 
H- Asp-Arg-Val-Tyr-Ileu-His-Pro-Phe-OH + 1%-His-Leu-OH 

(Val) 
1 2 3 4 5 6 7 8  

Ileu5-Angiotensine-I1 
(Val5-Angiotensine-11) ] (actif) 

En 1959, E L L I O T T ~ ~ )  a annonck une nouvelle synthhse de la Va15-angiotensine-I, 
mais le produit obtenu n’a montrC qu’environ 1 yo de 1’activitC du produit naturel. I1 
est apparu qu’au cours de la synthbe, il s’Ctait produit une racemisation presque to- 
tale de la phhylalanine en position 8. On devrait donc s’attendre normalement A ce 
que le produit obtenu possCdLt au moins 50 yo de l’activitb du produit naturel et non 
pas seulement 1 %. Pour expliquer ce rCsultat inattendu, ELLIOTT a bmis deux hypo- 
th&ses. Selon la premihre, le racdmate obtenu au cours de la synthbe se serait enrichi, 
au cours des purifications, en isomkre contenant la D-phknylalanine, ce qui fait qu’il 
n’aurait finalement obtenu que le produit possCdant la n-phhylalanine en position 8, 
les neuf autres acides aminCs ayant gardC leur configuration L. Selon la seconde hypo- 
th&se, le produit final obtenu contiendrait autant disomcre L que de n, et il faudrait 
alors admettre que l’isomtxe D soit un antagoniste de l’angiotensine-I de forme natu- 
relle et inhibe l’action du ((Converting Enzyme o, en l’empechant de transformer 
l’angiotensine-I inactive en angiotensine-I1 active. Comme cette dernihre hypothbse 
aurait une importance pratique considCrable si elk se revblait exacte, nous avons 
dkcid6, pour la verifier, d’entreprendre la synthkse de l’isomilre n lui-meme, c’est-&-dire 
de la Val~-u-Phes-angiotensine-I. 

Afin dbviter toute Cquivoque quant A la puretC optique du produit obtenu, nous 
nous sommes proposb d‘effectuer cette synthkse selon un schCma excluant tout 
risque de radmisation. I1 fut nCcessaire pour cela d’Ctablir un nouveau schCma de 
synthkse, car les synthhes d’angiotensines ct de leurs ana1oguesl1)l2) dbcrites jusqu’ici 

13) R. S. SMEBY, P. A, KHAIRALLAH, F. M. BUMPUS & I. H. PAGE, Congress hmcr. chem. Soc., 

14) D. F. ELLIOTT, Polypeptides which affect smooth muscles and blood vessels (Proc. of Sympo- 
Divis. biol. Chemistry 1960, Abstr., 227. 

sium held in London on 23 & 24 March 1959), p. 99, Pergamon Press 1960. 
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n’excluaient pas une certaine possibilitk de rackmisation 15) dans plusieurs positions. 
Dans notre nouveau schema (Tabl. 2, 3, et 4), les peptides intermkdiaires sont cons- 
truits par addition successive de N-CBO-acides aminks puis condensCs entre eux, soit 
au niveau de la proline par la mCthode au dicyclohexyl-carbodiimide19), soit au niveau 
de la tyrosine par la mCthode A l’azide. Selon les normes actuellement admises en 
chimie peptidique16), cette maniQe de faire doit en effet supprimer tout risque de 
rackmisation. A titre de verification, nous avons en outre effectuk, par le mCme schk- 
ma, la synthese de la Val5-angiotensine-I dont nous avons mesure l’activite biologique. 
En outre nous avons contr616 par dkgrdddtion enzymatique 1’homogCnkitC optique 
des produits intermCdiaires et finals obtenus dans la synth6se de ces deux angioten- 
sines. 

Tableau 3 

5 6 7 

Val His Pro 
L 1: L CBI)m:N H,”) c B ~ f ! ! ~ ~ ~ ~ ~  IV 

CB NHNH-CTB 

NHNH, cBoI 

Val His Pro 

15) H. SCHWARZ & 17. M. BUMPUS, J .  Amer. cliem. SOC. 81, 890 (1959). 
16) G. T. YOUNG, I’roc. Symposium on Methods of Peptide Synthesis, Prague 1958 (Coll. Czecho- 

slov. chern. Commun. 24, 39 (1959), Special issue); J. chern. SOC. 1960, 3902. 
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La N-CBO-u-ph6nylalanine 17) a 6th condensCe avec le L-histidyl-L-leucinate de 
p-nitrobenzyle 1s) au moyen du dicyclohexyl-carbodiimide 19) en N-CBO-D-phCnyl- 
alsnyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (I) (rdt 94 %). Celui-ci, apr&s scission 
sClective du groupe CRO- par l’acide bromhydrique dans l’acide acCtique glacial18), a 
donn6 le dibromhydrate de D-phCnylalany1-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle 
(11) (rdt 94 %). Le tripeptide central, la N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-proline (XI), a Ct6 
synth6tisC par deux voies diffCrentes (Tabl. 3). Selon la premiere, le N-CBO-~-valyl- 
L-histidyl-hydrazide 20) a 6t6 converti en azide correspondant et condens6 avec le 
L-prolinate de mCthyle (VII-A) (obtenu par estdrification de la L-proline A l’aide de 
chlorure de thionyle ”’). Le N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-prolinate de mCthyle (VIII) 
rCsultant (rdt 70 yo) a Ct6 saponifiC et la N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-proline (XI) a CtC 
lib6rCe de son sel sodique par passage sur un Cchangeur d’ion ICghrement acide (rdt 
71 yo). Selon la deuxihme voie, le N-CBO-L-histidylazideZ2) a 6tC condens6 avec le 
L-prolinate de m6thyle (VII-A) et a donnC le N-CBO-1,-histidyl-L-prolinate de mCthyle 
(IX) (rdt 60 yo), qui, aprks scission de son groupe CBO- par l’acide bromhydrique dans 
l’acide acCtique glacial, a fourni le dibromhydrate de L-histidyl-L-prolinate de mC- 
thyle (X) (rdt 97%). Celui-ci a C t C  condens6, soit avec la N-CBO-~-valine~~) par la 
mCthode B l’anhydride m i ~ t e ~ ~ )  ou au dicyclohexyl-carbodiimide19), soit avec le N- 
CBO-L-valinate de p-nitrophbnyle25), et a donnC le meme ester tripeptidique VIII 
(rdts resp. 49 yo, 48 yo et 48 yo) que celui obtenu par la premi&re voie. Nous n’avons pu 
transformer qu’avcc un mauvais rendement I’ester tripeptidique VIII en hydrazide 
correspondant VI. SKEGGS et coll. 26) ont d’ailleurs rencontrC la m$me difficult6 au 
cours de la synthhse du N-CBO-L-histidyl-L-prolyl-hydrazide. Nous avons pu tourner 
cette difficult6 en introduisant la fonction hydrazide sous forme prot6gCeZ7). La N- 
CBO-~-proline2~)~~) a CtC condensee par la mCthode B l’anhydride mixteZ4) avec le car- 
bazate de tert.-butyle 2g) en (N-CRO-L-prolyl)-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide 
(111) (rdt 89%). Le groupe CBO- a C t C  enlevC par hydroghnation catalytique et le 
r,-prolyl-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (IV) form6 (rdt 86 yo) a C t C  condens6 
avec le N-CBO-L-valyl-L-histidylazide (obtenu partir de l’hydrazide correspondant 
”)) cn (N-CBO-~-valyl-~-histidyl-~-prolyl)-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (V) 

17) C. S. SMITH & A. E. BROWN, J.  Amer. chem. SOC. 63, 2605 (1941). 
18) H. SCHWARZ & I<. ARAKAWA, J .  Amer. chem. SOC. 87, 5691 (1959). 
19) J .  C. SHEEHAN & G. P. HESS, J .  Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1957). 
“) R. SCHWYZER, B. ISELIN, H. KAPPELER, B. RINIKER, W. RITTEL & H. ZUBER, Helv. 41,1287 

zl) M. BRENNER & W. HUBER, Helv. 36, 1114 (1953). 
z2) R. W. HOLLEY & B. SONDHEIMER, J. Amer. chem. SOC. 76, 1326 (1954). 
23) W. GRASSMANN & E. WUNSCH, Chem. Bcr. 97, 462 (1958). 
24) R. A. BOISSONNAS, Helv. 34, 874 (1951) ; TH. WIELAND & H. BERNHARD, Idebigs Ann. Chem. 

572, 190 (1951); J .  R. VAUGHAN & R. L. OSATO, J .  Amer. chem. SOC. 73, 3547 (1951); 74, 
676 (1952). 

(1958). 

z5) B. ISELIN, W. RITTEL, P. SIEBER & R. SCHWYZER, Hclv. 40, 373 (1957). 
26) L. T. SKEGGS, K. E. LENZ, J .  R. KAHN & N. P. SHUMWAY, J .  exp. Medicine 708, 283 (1958). 
27) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN & P.-A. JAQUENOUD, Helv. 43, 1349 (1960). 
28) A. BERGER, 0. KURTZ & E. KATSCHALSKY, J.  Amer. chem. SOC. 76, 5552 (1954). 
29) L. A.  CARPINO, J .  Amer. chem. SOC. 79, 98 (1957). 



(rdt 70 yo). La scission sblective du groupe tert.-butoxycarbonyle, au nioycn du gaz 
chlorhydrique dans le dioxanne, a fourni le dichlorhydrate de N-CBO-L-valyl-L-histi- 
dyl-L-prolyl-hydrazide (VI) (rdt 97 yo). 

Par condensation de I’acide tripeptidique XI avec l’ester tripeptidique I1 au moyen 
du dicyclohexyl-carbodiimide 19), nous avons obtenu le N-CEO-L-valyl-L-histidyl-r,- 
prolyl-D-phCnylalanyI-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (XII) (rdt 81 yo). La 
scission du groupe CBO- de cet hexapeptide par I’acide bromhydrique dans l’acide 
acdtique glacial nc se dCroule pas d’une maniere aussi sClective que dans le cas du tri- 
pcptide I. En effet, la fonction estcr p-nitrobenzylique est dgalement partiellement 
scindbe e t  l’ester hexapeptidique XI11 obtenu est contamink par un peu d’acide hexa- 
peptidique correspondant. Ce dernier a pu ndanmoins &re CliminC par un lavage au 
K2C0,, et le ~-valyl-~-h~st~dyl-~-prolyl-~-phkiiylalan~~l-~,-histidyl-~-leucinate de p- 
nitrobenzyle (XIII) a quand m&me finalement pu &re obtenu, A partir du CBO-hexa- 
peptide, avec un rendement de 80%. 

La condensation des sCquences 1-4 et 5-10 a Ctd r6alisi.e par la m6thode 2 l’azidc 
atin d’Cviter tout risque de racCmisation de la tyrosine en position 4. Ici egalcment, 
nous avons eu recours A la mCthode A l’hydrazide protCgC par le groupe tert.-butoxy- 
cnrbonyleZ7). En effet, la prCsence du groupe 0-Bz sur l’acide aspartique, en position 
1, excluait l’introduction ultkrieure de la fonction hydrazide par les voics classiques. 
Le ~-tyrosyl-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XVT) a Ct4 obtenu par diffdrentes 
mCthodes. La N-CRO-~-tyrosine~~) a C t C  condenshe avec le carbazate de tert.-butyleZ9), 
par la mkthode ?i l’anhydride mixte 24), en (N-CBO-L-tyrosy1)-1-(tert.-butoxycarbo- 
nyl)-2-hydrazide (XIV) (rdt 75 yo). Les mCthodes B l’ester activC31) ou au dicyclo- 
hexyl-carbodiimide lR) ont donn6 des rendements plus faibles et le produit obtenu s’est 
rCvd16 difficilement purifiable. L’hydrogdnation catalytique du (N-CBO-L-tyrosy1)- 
l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XIV) a fourni le L-tyrosyl-1-(tert.-butoxycar- 
bonyl)-2-hydrazide (XVI) dCsirC (rdt 93 yo). Par condensation de la 0, N-diCBO-L- 
t y r o ~ i n e ~ ~ )  avec Ie carbazate de tert.-butyle29) par la mCthode 2t I’anhydride mixteM), 
nous avons obtenu le (0, N-diCBO-r~-tyrosyl)-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide 
(XV) (rdt 61 yo) qui, aprks hydrogdnolyse de ses groupes protecteurs CBO-, a fourni 
le m&me ~-tyrosyl-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XVI) (rdt 80 yo). Celui-ci a 
6t6 condense avec Ic N-CEO-L-valinatc de p-nitroph6nyle z5) en (N-CBO-L-valyl-L- 
tyrosyl)-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazidc (XVII) (rdt 81 yo). Par scission hydro- 
genolytique du groupe CBO- de ce dernier, nous avons obtenu le (z-valyl-L-tyrosy1)- 
l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide (XVIII) (rdt 91 yo) qui, par condensation avec 
le bromhydrate de N-CBO-~-arginine~~) au moyen du dicyclohexyl-carbodiimideln), 
a fourni le (N-CBO-~-arginyl-~-valyl-~~-tyrosyl)-l-(tert .-butoxycarbonyl)-2-hydrazide 
(XIX) (rdt 71 yo). Celui-ci a 6th transform6, par hydrogenation catalytique, en (I-- 

arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-l-(tert.-butoxycnrbonyl)-Z-hydrazide (XX) (rdt 90yo), 
puis converti quantitativement en inonochlorhydrate correspondant. Ce dernier a dt6 

30) M. BERGMANN R. L. ZERVAS, Bcr. deutsch. chem. Gcs. 67. 785 (1932). 
sl) M. BODANSZKY, Nature 775, 685 (1055); Xcta chim. Acad. Sci. hung. 9, 335 (195G). 
52) E. KATSCHALSXY & M. SELA, J .  Amer. chem. SOC. 75, 5284 (1953). 
s3) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, R. I,. HUGUENIN, P.-A. JAQUENOUD & ED. SANDRIN, 

Hclv. 47, 1868 (1958). 
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condensk avec le N-CBO-L-P-aspartate de benzyle 34) au moyen du dicyclohexyl-carbo- 
diimide en (N-CBO-/?-O-benzyl-~-aspartyl-~-arginyl-~-valyl-~-tyrosyl)-l-(tert.-but- 
oxycarbony1)-2-hydrazide (XXII) (rdt 71 yo). Nous avons Cgalement essay6 la mC- 
thode & l’ester activC 31), en condensant le N-CBO-/?-0-benzyl-L-aspartate de p-nitro- 
phknyle (XXI) avec le tripeptide XX, mais le rendement a k t k  beaucoup plus bas 
(43 yo) que par la mCthode au dicyclohexyl-carbodiimide. Lors de la synthkse du t6tra- 
peptide XXII,  tant dans les opCrations de condensation que dans celles de purifica- 
tion, il est trks important que le groupe guanido de l’arginine soit constamment salifiC. 
Si tel n’est pas le cas, le groupe 0-benzylester du tktrapeptide subit une transforma- 
tion, fournissant un produit que nous n’avons pas encore pu identifier35). En ayant 
soin de maintenir le pH au-dessous de 7,5, cette transformation du tktrapeptide peut 
entikrement 6tre kvitke. La scission sklective du groupe tert.-butoxycarbonyle du 
tktrapeptide XXII,  au moyen du gaz chlorhydrique dans le dioxanne anhydre, con- 
duit au dichlorhydrate de N-CBO-~-O-benzyl-r.-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl- 
hydrazide (XXIII) (rdt 91 yo). Celui-ci a C t C  transform6 en azide correspondant puis 
condens6 avec l’ester hexapeptidique XI11 en chlorhydrate de N-CBO-/?-0-benzyl-L- 
aspartyl-L- arginyl-L- valyl-1,- tyrosyi-L- valyl - L- histidyl - L- prolyl- D - phknylalanyl- L- 
histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (XXIV) qui, aprks deux recristallisations seule- 
nient, s’est montrk analytiquement pur (rdt 46 yo). 

Les groupes protecteurs de ce dkcapeptide ont k t k  kliminCs en une seule opkration 
par hydrogCnation catalytique. Nous avons utilisk comme solvant le tert.-butanol, 
ainsi que RYDON et coll. 36) l’ont prkconisC, afin d’kviter une Cventuelle transestkrifi- 
cation. Le produit brut de scission a k t k  purifi6 par contre-courant, et la L-aspartyl-L- 
arginyl-L-valyl-L- tyrosyl-L-valyl-L-histidyl-L- prolyl-D-phknylalanyl-L- histidyl-L- leu- 
cine (XXV) obtenue (rdt 6276) s’est montrke homogbne & la chromatographie sur 
papier dans trois systkmes de solvants, & la chromatographie en couche mince dans 
deux systkmes et A l’klectrophorkse sur papier 8. six pH diffkrents, Ctagks de 1,9 & 10,O. 
Son point isoklectrique se situe & 7,5 & 0,2. L’hydrolyse acide totale a donnk les acides 
aminks composants dans les rapports attendus. Son comportement envers la chymo- 
trypsine, la carboxypeptidase et la trypsine sera dkcrit plus loin. 

Les activitks biologiques de notre Va15-~-Phe8-angiotensine-I (XXV) on ktC dCter- 
minkes par le Prof. KONZETT et le Dr. STuRMER37).  Sur la pression sanguine du Kat, 
elle a montrk une activitC Cgale & environ 1/100 de celle du Val5-hypertensine-11-Asp- 
P-amide CIBA et & ‘Ilo de celle de la L-noradrknaline. Aucune activitk inhibitrice ou 
antagoniste envers la Ileu5-angiotensine-I naturelle 38) ou envers notre Val5-angioten- 
sine-I synthktique n’a pu Stre mise en Cvidence. 

~ 

34) P. M. BRYANT, R. H. MOORE, P. J .  PIMLOTT & G. T. YOUNG, J. chem. Soc. 7959, 3868. 
35) La mobiliti ilectrophordtique de ce produit secondairc est, au pH 1,9, infkrieure k celle du 

tdtrapeptide XXII,  tandis qu’au pH 5,8 elle lui est identique. La coloration obtenuc par 
rivklation k la ninhydrine/Cu++ est rouge brun, alors que celle du tdtrapcptide XXII  est 
rouge. Le spectre IR. indique une disparition de la fonction ester dans le produit secondaire 
mais ne permet par de conclurc & l’apparition d’une fonction imide cyclique, ou & celle d’un 
groupe carboxyle libre. 

36) P. C. CROFTS, J .  H. H. MARKES & H. N. RYDON, J.  chem. Soc. 1959 3610. 
Ddpartement pharmacologique SANDOZ (Dir. : Dr. A. CERLETTI), Bile. 

38) Nous remercions vivement le Dr F. M. BUMPUS (Cleveland, USA) qui a bien voulu mettre 
& notre disposition un Bchantillon de Ileu5-angiotensine-I. 
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ValS-Angiotensine-I 
La condensation du L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle l8) avec la N-CBO-L- 

phhylalanine 23) en prksence du dicyclohexyl-carbodiimide 19) ou avec le N-CBO-L- 
phhylalaninate de p-nitrophknyle sD) a fourni le N-CBO-1,-ph6nylalanyl-L-histidyl-1,- 
leucinate de p-nitrobenzylc (XXVI) (rdt resp. 82 yo et 72 yo). Par scission sClective du 

Tableau 4 

CBO. .OBLK 
XXVIII 

-~NHNH, H* OljzN CBC 

CBC 

E 

XXIII 
ORZ 

1 
.4sp 

L 

XXIX 

mOl3zN xxx 
OH 

X X X I  

2 3 4 5 6 7 8 5) 10 
hrg Val Tyr Val His Pro Phe His Leu 
L 1. L L L L L I. L 

OBZ 

I 
- 

CUO 
I -  I 

O B z P  

CBO 0BzN 

-2sp .4rg Val Tyr Val His Pro I’he His Leu 

groupe CBO- de ce dernier par l’acide bromhydrique dans l’acide acCtique, nous avons 
obtenu le dibromhydrate de L-phCnylalany1-~-histidyl-~-leucinate de p-nitrobenzyle 
(XXVII) (rdt 95 yo). Celui-ci a C t C  condensk, au moyen du dicyclohexyl-carbodiimide, 
avec l’acide tripeptidique XI  en N-CBO-~-valyl-~-histidyl-r.-prolyl-~-ph~nyl~lanyl-~- 
histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (XXVIII) (rdt 65 yo). Nous avons Cgalernent 
obtenu cet hexapeptide par condensation du N-CBO-~-valyl-~-histidyl-~-prolylazide 
(pr6parC partir de l’hydrazide tripcptidique VI) avec l’ester tripeptidique XXVII, 
mais, dans ce cas, le produit, obtcnu dans un &at de puretC moins satisfaisant que 
dam le cas prCcQdent, doit &re soumis a une purification tr6s pousske abaissant le 
rendement z?i 31 yo. L’Cloignement du groupe CBO- de I’hexapeptide XXVIII par l’aci- 
de bromhydrique dans l’acide acCtique, a fourni le L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phC- 
nylalanyl-~-histidyl-~-leucinate de p-nitrobenzyle (XXIX) (rdt. 94 yo). I1 est intkres- 
sant de constater que la scission du groupe CBO- s’effectue dune  mani6re beaucoup 
plus selective quc dans le cas de l’isom6re optique contenant la D-phtkylalanine. 
L’ester hexapeptidiyue XXIX obtenu a CtC condens6 avec le chlorhydrate de N- 

SQ) M. GOODMAN & K. C. STUEBEN, J. Amer. chcm. SOC. S l ,  3980 (1959). 
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CHO-~-O-benzyl-~-aspartyl-~-~rginyl-~-valyl-~-tyrosyl-azide (prirpark B partir de l’hy- 
drazide thtrapeptidique XXIII correspondant) en N-CRO-/3-O-benzyl-L-aspartyl-L- 
arginyl-L-valyl-L- tyrosyl-L- valyl-L- histidyl-r-- prolyl-L- phbnylalanyl-L- histidyl-L-leu- 
cinatc de p-nitrobenzyle (XXX) (rdt 56 yo, apr&s purification par contre-courant). 

La scission des groupes protectcurs a Ct6 effectuCe en une seule opkration par 
hydrogCnation catalytique. La L-aspartyl-r~-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valyl-L-histi- 
dyl-L-prolyl-L-phCnylalany1-L-histidyl-L-leucine (XXXI) ainsi obtenue (rdt 89 yo) 
s’est montrCe homogt.ne, sans autre purification, B la chromatographie sur papier dans 
trois systbmes, 8. la chromatographie en couche mince dans deux systhmes, B la &par- 
tition B contre-courant et B l’Clectrophor&se sur papier B six pH 6tagCs de 1,9 A 10,O. Le 
point isoblectrique est de 7,5 & 0,2. L’hydrolyse acide totale a donnC les acides aminCs 
composants dans les rapports attendus. Le comportement envers les enzymes protCo- 
lytiques cst dCcrit ci-dessous. 

Les activitCs biologiques ont CtC dgterminbes par le Dr E. S r u K a l 1 3 R ~ ~ ) .  Par rap- 
port au ValS-hypertensine-II-Asp-/3-amide CIBA‘, notre Val5-angiotensine-I (XXXI) 
a montrd, sur une base molaire, une activiti: de 110% sur la pression sanguine du Rat, 
et  de 120% sur l’ilCuni is016 du Cobaye. 

Attaques enzymatiques 
Les deux dkcapeptides XXV et XXXI ainsi que les deux hexapeptides libres (ob- 

tenus par hydrogholyse des groupes protecteurs des hexapeptides protCgCs XI1 et 
XXVIII) ont Ctir soumis B l’action de la carboxypeptidase et de la chymotrypsine. En 
outre, les deux decapeptides ont Cgalement Ctk soumis 8. l‘action de la trypsine40). 
Dans chaque cas, les fragments finals obtenus ont 6ti: sCparCs par Clectrophor6se sur 
papier au pH 1,9, Club et hydrolyds, et leur contenu en acides aminks a Ct6 dCterminC. 
Les rCsultats de ces attaques enzymatiques sont rCsumCs dans le tableau 5. 

L’hexapeptide L-valyl-~-histidyl-~-prolyl-~-ph~nylalanyl-~-h~st~dyl-~-leucine n’est 
pas attaquC par la chymotrypsine, mkme aprbs 24 h; par contre la carboxypeptidase 
libbre t r b  rapidement la totalit6 de la leucine, le peptide rCsiduel dcmeurant inchang-6, 
mCmc aprbs une digestion prolongke; son hydrolyse totalc fournit Val, His, Pro ct Phe. 

L’hexapeptide L-valyl-~-histidyl-L-prolyl-L-~~~mylalamyl-~-histidyl-~-leucine est trks 
rapidement attaquC par la chymotrypsine et complbtement scindC en deux fragments. 
L’un fournit, apr&s hydrolyse totale, His et Leu, l’autre, Val, His, Pro et Phe. I1 n’y a 
aucun autrc peptide rCsiduel et une digestion prolong6e n’am&ne pas de changement. 
La carboxypeptidase lib&re Cgalement trcs rapidenient Leu, His et Phe. L’unique pep- 
tide rCsiduel demeure sans changement, m&me apres une prolongation de l’attaque ; 

La V~,!~-~-Phce~-angiotensine-I ( X X V )  est scindCe rapidement et  complbtement par 
la chymotrypsine en deux fragments. L’hydrolyse totale fournit pour l’un d’eux Val, 
His, Pro, Phe et  Leu, et  pour l’autre Asp, Arg, Val et Tyr. On ne peut dCceler aucun 
autrc peptide r6siduel et une attaque prolongke ne provoque pas de changement. La 
carboxypeptidase donne tr&s rapidement la totalit6 de la leucine et un peptide rCsi- 

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

40) Nous avons renoncC 2, l’interpr6tation de l’attaque par la leucinaminopeptidase. car la pr6- 
paration d’enzyme que nous avions & disposition (Methods of Enzymology, Vol. 11, p. 89, 
Academic Prcss 1955; stade 3) n’a pas montrf. toute la sp6cificitC optique gCn6ralement ad- 
mise pour cct enzyme. 
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dric.1 dciiiwrant inclinngd, mtmc apri.s prolongation dc l'attaque, et  doniiant par 
hydrolyse totale Asp, Arg, Val, Tyr, His, Pro et Phe. La trypsine transforme totale- 
ment le d6capeptide en deux fragments seulement. L'hydrolyse du premier donne Asp 
ct Arg et cclle du second Val, Tyr, His, Pro, Phe ct Leu. 

~ ' U b h ? U l . l ~  5 
Herupeptide X I f  (aprb  hydrogtholysc tlcs groupes protccteurs) 

H-Val-His-Pro-Phe-His-Lcu-OH 
L L L Y L t L  

Carbox yprptidasc 

Hcxc~pept ide X S  V I I I (aprks scission dcs groupos protectcurs) 
11-Val-His-Pro-Phc - llis-l,cu-OH 

~'ul"-u-l'~~cK-u,a~iolc ns i nc- I (XA' 1') 

l-l-.~sp~.\rg-Val-'~yr-Vnl-llis-l'ro-l'hc-H is-l .eu-( J 1-1 

* 1 . rypsinc 3 

Trypsiiic 3" 

I,? L L L u 

I---(:,iyniotrypsinc ~ ( i r l l u l i y p e ~ , ~ i ~ ~ a s ~  

l~al"-ni,~~:iotrn.siMc- I (A'A'X I )  
~l-.\s~~-~\rg-\;al-Tyr-Val-tiis-l'ro-l'lie -His-l,cu-Olf 

L f L  L LLLTLTL 
I 

I Carboxypeptidasc 
--I-- ' Cllymo- 

trypsiincs 

/,a Val~--angioien.sinc- I ( X X X I )  cst ties rapidement. ct cnti6rement transform& 
par la chymotrypsine en trois fragments, fournissant respectivement, apres hydrolyse, 
Asp, Val, Arg et Tyr ; Val, His, Pro et Phe; His et Leu. La carboxypeptidase ne lib6re 
que Leu, His et Phe, mCmc ap rh  unc prolongation de l'attaque. Le peptide rCsidue1 
unique donnc par hydrolyse Asp, Arg, Tyr, His, Val et Pro. La trypsine scinde coin- 
plctement le dkapeptide XXXI en dcux fragments seulement. Aprhs hydrolyse to- 
talc, le premier donne Asp et Arg, tandis que le second fournit Val, Tyr, His, Pro, Phe 
et Leu. 

Conclusion 
1-e niveau d'activitd biologiquc de notre Va15-angiotensinc-I, ainsi que lcs rdsul- 

tats cles attaques enzyniatiques effectubes tant sur la Va15-n-P1-ies-angiotensiiie-I 
(XXV) et sur la Va15-angiotcnsiiic-I (XXXI) clue sur les deux hexnpeptides XI1 et 
XXVIII, permettent de conclurc que d o n  le schema que nous avons utilisC, il 
nc s'cst pas produit de racCmisation nu cours de la synthhse de ces peptidcs. Commc 
la Val5-u-Phe*-aiigiotensine, obtenuc optiqiicment pure, ne s'est pas rCv6lCe Ctre anta- 
goniste de la Val5- ou Jleu5-angiotensine-I, la possibilit6 d'une action inhibitrice en- 
vers lc ((Converting Enzyme)) doit donc &re exclue. 

Nous exininions notre vivc reconnaissance au Dr K. A. BOISSONNAS pour son intkrbt et ses 
prkieux conseils. Nous remercions Bgalemcnt le Dr H. SCHWAXZ pour une discussion gCn6rale 
du problhnc faisant l'objet de ce travail. 
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Partie experimentale 41)  

B lo--:' 
Torr (16 h B 60" pour les analyses). Lcs Cvaporations sous vide ont Ct@ conduitcs dans l'dvapora- 
tcur rotatif dc CRAIG~~) .  

Les chromatographies sur papier ont 6t6 effectuecs selon la mCthocle nscendantc? (20-23 c n )  
sur papicr (( SCHLEICHER & SCHUELL 2040 lav$r. RfM dans le mdange m6thyl6thylcdtonc/pyridinc:l 
eau (65 : 15 : 20) ; R f A  dans le melange alcool isoamylique/pyridine/eau (35 : 35 : 30) ; Rfp dans Ic 
mdlange n-butanol/acide acCtiquc/cau (70 : 10 : 20). Rfa a p r k  scission pr6liminairc du groupe CBO- 
par sdjour de 40 min A 20" dans une solution dc HBr & 20% dans l'acide acdtiquc glacial, Cvapo- 
ration au. vide et reprisc dans le solvant de chromatographie ou d'6lectrophorkse; Rfb apses 
scission pr6liminairc dcs groupes CEO-, -0132 ou -0BzN par hydrogknation catalytique et rcprisc 
dc mbmc; Rf" sans traitement prCalable. 

Lcs dlectrophorbes sur papier ont 6t6 cffcctu6cs dans l'appareil & dlectrophorhse sous haute 
tension de WIELAND & PFLEIDERER~~) : au pH 1,9 (El,9) dans le mdlangc acidc formiquclacide 
acktiquclcau (15: 10: 75); au pH 5,8 (E5,8) dans le m6langc pyrjdinclacidc acdtiquclcau (9: 1 :go). 

= 0.8 His indique qu'B pH 1,9 la substance migre 0.8 fois la distancc quc migrc l'histidinc. 
Les exposants a, b e t  o ont la m&me signification que pour les chromatogrammes. 

Les rdactifs utilisds pour la rdv6lation des chromatogrammes et ph6rogramnics ont 6tC dd- 
crits p r6~6dcnimcnt~~) ,  

Lcs 1J. sont corrigCs (prCcision f 1'). 1,es sechages au vide ont dtd cffcctu6s sous 

VaP-D- Phe8-Angiotensine-I 

N-CUO-I,-  Z-'hL:~~~yZaZ~c~i~Z-L-lzistidyZ-L-Zeucinate de p-nitrobenzyle ( I ) .  (hi tlissout 0,(10 g (22 in iuo-  

les) tlc N-CBO-ri-phC1iylala1iine~7) et 8,861 g (22 mniolcs) dc L-histidyl-L-lcucinate de pnitro- 
bcnzyle (voir prdparation du tripeptide XXVI, p. 740) dans 150 ml d'acdtonitrilc, rcfroidit & 
- 5", ajoutc 5,76 g (28 mmolcs) de tlicyclohexyl-cilr1)odiimidc ct  agitc lc tout 1 h B - 5" ct 24 11 
8 20". On sdparc la dicyclohexylurCe (4,OO g) par filtration, Bvaporc lc filtrat B see, triturc lc rdsidu 
dans 1'6ther de petrolc jusqu'8 obtention d'un produit pulv6rulent. redissout dans 500 ml d'acd- 
tate d'ethyle, lave par H,O et NaHCO, 1~ puis NH40H l ~ ,  shehe sur NaBS04 et dvaporc 2 scc. 
On obtient 14,18 g (94%) de tripeptide analytiquement pur qu'on peut utiliser sans autre pour 
la suite de la synthhse. Pour le cristalliser, on lc dissout dans 85 ml d'acdtatc d'6thyle bouillant, 
ajonte environ 70 ml d'Cther de pdtrolc ct gardc la solution i 0" pcndant 7-10 jours. Aprk &pa- 
ration par filtration des cristaux form&, lavage avec un melange d'ac6tate d'6thylelCthcr cfc 
pdtrole 1 : 2 et s@chage, on obtient 12,2 g (81 %) dc N-CR0-D-pliCnylalanyl-L-histicllyl-L-lcucinatc 
dc p-nitrobenzylc dc F. 124-127". [a]:; = - 20,T & 0,5" (c = 1 , O ;  niCthano1); + 5,9 & 0,5" (c = 

1,0 dim6thylformamidc). RfiT = 0,95; Kf i  = 0,90; Rf: = 0,78. Et,8 = 0,9 His; Ey,9 = 1,OGlu 
(liomoghne i la ninhydrine, au reactif dc PAULY et au chlore). 

C,,H,O,N, Calc. C 63,i 13 5,O 0 18.7 N 12,3'%, 
(684,7) Tr. ,, 63.0 ,, 6,O ,, 18,4 ,, 12,3% 

~~-PhdnyZaZan.yl-L-histi~yl-L-leuciizate de p-nitvobenzyle, 2HBv  (ZZ). A unc solution de 6,85 g 
(10 mmoles) de N-CBO-D-phenylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobcnzylc (I) dans 33 ml 
d'acidc ac6tiquc on ajoute 42 ml d'une solution 3 , 6 ~  dc HBr dans l'acide ac6tique et laisse 20 min 
B 20". On ajoutc 300 ml d'6thcr anhydre, s6pare par filtration le pr6cipitB form6 ct  le dissout 
dans 100 ml d'isopropanol bouillant. Immediatement a p r h  dissolution, la cristallisation commcncc 
et, mbme 2 chaud, on obtient unc masse cristalline epaisse. L4pr&s 12 h B 0", on filtre, l a w  par 
l'isopropanol, puis I'dther et 1'Cther de pitrolc, e t  shche. On obtient 6,71 g (93%) de dibrom- 
hydrate dc ~-ph6nylalanyl-~-l1isticlyl-~-leucinatc dc p-nitrobcnzylc cristallin, non liygroscopique, 
de F. 166" (d6c.). [a]:; = - 31,8" 0,5" (c = 1,1; mdthanol); -20,l" & 0,5" (c = 1,l; dimCthyl- 

41) Les microanalyses ont Ctd effcctukes dans notre laboratoire microanalytique (Dr. W. SCHO- 
KIGER). Nous rcmercions de sa collaboration exp6rimcntale dans I s  preparation dcs produits 
dc ddpart M. E. FLUCKIGER. 

42) L. C. CRAIG, J. C. GREGORY & W. HAUSMANN, Linalyt. Chemistry 22, 1462 (1950). 
43) TH. WIELAND & G. PFLEIDERER. Angew. Chem. 67, 257 (1955). 
44) ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Hclv. 43, 200 (1960). 
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forniamitlc). Rfi, = 0,95; K f i  = O,9O; lif;, = 0,78. Ei,8 = O,9  Elis; E:,-, = 1,OGlu (hotnog8ne B 
la ninhydrinc, au chlore c t  au rdactif de 1')iuLY). 

C,,H3,06N,Brz+ 1/2 H,O Calc. C 46,G H 5,2 0 14,4 N 11,6 Br 22.1% 
(721 I 5) Tr. ,, 46.7 ,, 5,3 ,, 14,3 ,, 11,6 ,, 22,1% . 

(N-CBO-~-~voZyl)-7-( ter t . -d . t~toxycavbo~yZ)-2-h~~dvazide (111). A unc solution de 24,9 g (100 
mmoles) dc N-CBO-L-proline28)z8) e t  de 34,O ml (100 ninioles) de triethylaminc dans 500 ml de 
tdtrahydrofurannc anhydrc on ajoutc, B - 5" sous fortc agitation, 9.60 ml(100 mmolcs) de chloro- 
formiate d'dthylc. Apr& 20 min on introduit 13,2 g (100 mmolcs) de carbazatc de tert.-butylcZ9) et  
gar de le mClangc obtenu 4 h B 20". Aprbs evaporation du tktrahydrofuranne on rcprcnd le rCsidu 
clans 50 ml d'acCtate d'kthylc, lave la solution obtenue par HC1 l ~ ,  eau, NH,OH l ~ ,  s8chc sur 
Na,SO,, 6vapore B sec et triturc la mousse qui en rdsulte clans l'dthcr de petrole jusqu'i obtcn- 
tion d'un produit pulvirulent. Aprbs sdchagc SOLIS vide poussd on obticnt 32,5 g (89%) de (N-CBO-L- 
prolyl)-l-(tert.-hutoxycarbonyl)-2-liydrazidc sans F. bien ddtcrmind. Ce produit est trks solublt: 
dans tous les solvants organiques B l'cxccption dc 1'Cther de pdtrole. I1 peut &re obtenu B l'dtat 
cristallin (F. 154") B partir de sa solution dthdree, mais avec dt: tr8s grandes pertes. Lc produit 
cristallisd et cclui non cristallisd donnent exactement la m h c  analyse, lc mdme pouvoir rotatoire, 
c:t sont tous dcux homog8ncs ot idcntiques B la chromatographic et B 1'6lectrophor&se. Rf$ = 1 ,0; 
Rf" M . - . O,86; Rf i  = 0,90; Rfi  = 0,72; Hf?, = 0,67; Rf$ = 0,25. E;,* = 1,3 His; Eg,s = 2,OHis; 
EP,R = 1,3 Try; EY,R = 1 , l  His (homogkne k la ninhydrine, B l'isatine, au chlorc e t  au rkactif dc 
FOLIN). [ c c ] ~ :  = -83,4" f 0,5" (c = 1 , l ;  mdthanol). 

CI8H2,0,hT, Calc. C 59,5 H G , 9  K 11,6% 
(363,4) Tr. ,, 59,2 ,, G , 9  ,, 11,5% 

~-Pvol~l-l-(lerl.-buto.uycarbonyL)-2-h~~dvazide ( I  V ) .  On hydrog8nc: 27,2 g (75 mmoles) dc 
(N-CBO-L-prolyl)-l-(tcrt.-butoxycarl~onyl)-2-li)-clra.zid~ (111) dissous dans 750 nil dc methanol 
on presmcc dc: 7 , j  g dc catalyseur tl'hydrogdnatioti selon I C U I I N ~ ~ ) ,  prdhytlrogdnd. L'absorption 
de H, cst trks rapide et au bout dc 75 min ellc s r  staliilise B 1100 ml. Le catalyscur est klimind 
par centrifugation ct la solution, filtrdc B travers dc 1'Hyflo-Supcrcel, est evapordc B sec. On 
kpuise le rdsidu 2. l'dthcr bouillant, filtrc, concentre la solution Cthdrdc B 100 ml ct maintient 
12 h B 0". 4prBs filtration et s6chagc: on obticnt 14,8 g (86%) de L-prolyl-1-(tcrt.-butoxycarbonyl). 
2-hydrazidc cristallin dc F. 119'. [XI!! = -45,3" 0.5" (c = 1,O; methanol); -40,G" & 0,5" 
(c = 1 , l ;  dimdthylformamide). Rfk = 1,O; R f i  = 0 , O O ;  Rfy, = O,70. E& = 1,3 His; = 
1,3 Try (rCvClation par niuhydrine, isatine, chlorc et FOLIN ; homogkne). 

C,,H,,O,K, Calc. C 52,4 1I 8,4 O 20.9 N 18,3% 
(229,3) Tr. ,, 52,O ,. 8,s ,, 21,O ,, l S , l %  

(N-CSO-L- I.'aZyl-i.-histidyl-L-pvolyl) - I  -(ter~.-butoxycarbo~z~~L) -2-hydvazide ( V )  . On dissout 4.02 g 
(10 mmoles) de N-CBO-~-valyl-~-histidyl-hydr~zide~~) dans 40 ml dc HC1 l ~ ,  refroidit B - 5". 
ajoutc 0,69 g (10 mmolcs) dc NaNO, en dcux portions B 30 scc d'intervalle e t  agite 3 min. Aprbs 
adjonction d'unc solution aqueuse de K&03 ?I 50% refroidic B - 5' on cxtrait l'azide dipcpti- 
diquc par trois portions dc 30 ml d'acdtate d'ethyle Bgalemcnt refroidies ?L - 5". La solution 
d'azide est rapidcment sichke sur Na,SO,, additionnk dc 2,20 g (10 mnioles) c k  L-prolyl-1-(tert.. 
butoxycarbonyl)-2-hydrazide (IV), p i s  maintonuc: pmdant 10 h B 0" et 4X h B 20". On l a w  
par H,O et NaHCO, 1x shchc sur Na,SO,, &vapor(: 2. scc, dissout lc r6sidu clans 20 ml d'acdtate 
d'6thyle et ajoutc de l'dther de pktrole jusqu'b l'apparition d'un trouble. Aprks 12 h ?I 0" on 
obticnt un prCcipitC floconncux, lequel, aprks filtration, lavage et sdchage, donnc 4,13 g (70%) 
dc (~-CI3O~L-valyl-L-liistidyl-L-prolyl)-l-(tcrt.-b~~toxycarbonyl)-2-hyrlrazidc~ dc F. env. 1.50". 
[ ~ ] 3  = -7S,9 '  0,5" (c = 1,O; mkthanol); -38,O" 4: 0,5" (c = 1 , O ;  dim&hylforniamidc). 
Rf$ = 0.44; RIA = 0,5O; Rfj, -- 0,17. Ei&, = 1,l His; Et,9 = 1,OHis (rkvdlation par ninhydrinc, 
VOLIN, P'au~y, chlorc; homogbne). 

C,,H,,O,N, Calc. C 58,l H 6,9 0 18,7 N 16,3% 
(599.7) Tr. ,, 58.2 ,, 7,3 ,, 18.4. ,, 16,1% 

N-CBO-L- Val~~l-L~histidyl-L-prolyl-hydrazide, 2 HCL ( V I ) .  On dissout en chauffant 16g8rement 
3,00 g (5,0 mmoles) d'hydrazide tripeptique protBgB V dans 15 ml de dioxannc anhydrc. Aprgs 

45) R. KUHN & H. J. 11AaS,  Angew. Chern. 67, 785 (1955). 
. _ _ _ _ ~  
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refroidissement B 20° on ajoute 10,7 ml d'une solution fraichemcnt pr6parCe de gaz chlorhydrique 
7N dans du dioxanne anhydre. Aprk 15 min la solution devicnt troublc e t  un prdcipitd huileux 
s'y forme lentemcnt. Rprks 45 min, on ajoutc quelques gouttes d'dthanol pour dissoudre le prd- 
cipit6. L'adjonction de 100 ml d'dthcr provoque la cristallisation de 2,7G g (97%) de dichlor- 
hydrate de N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-hydrazidc de F. 172-175" (dBc.) [a]g  = - 55,l & 
0,5" (c = 1,l; mCthanol); -73,5" f 0,5' (c = 1, l ;  HCl 1 ~ ) ;  -32,3O f- 0,5O (c = 1.1; pyridinc). 
Rf: = 0,73; Rftf = 0,44; RfX = 0,jO; Rf$ = 0,17. E& = 0,6 His; Et,8 = 1, l  His; E;,9 = 0,7 
His; Ef,s = 1.0 His (rdvBlation par chlore, FOLIN et PAULY; homoghc). 

C,,H,,O,N,Cl, Calc. C 50,3 H 6,2 0 14,O N 17,l C1 12,4% 
(572,s) Tr. ,, 50,s ,, 6,4 , 14,3 ,, 16,8 ,, lZ,O% 

L-Prolznate de mdthyle, HCl ( V I I ) .  A une suspension, refroidie B -5", dc 115,l g (1,O mole) 
de L-proline dans 1000 ml de methanol anhydrc on ajoutc sous forte agitation, sans quc la temp& 
rature dCpasse 0", 130 ml dc chlorure de thionyle, agite encore 2 h B Z O O ,  puis 90 min B ebullition. 
TJn contrble chromatographique indique unc estdrification totalc. On Bvapore B scc, redissout le 
residu dans 250 ml de methanol e t  6vapore k sec, r6p8te ces operations trois fois puis shche au 
vide poussd. Le residu huileux commence B cristalliser aprks 24 h B 0" et  lentcment se prend en 
une masse cristalline compacte. On triture dans 1'Bther sec, filtre, suspend B nouveau dans 1'6ther 
sec, agite pendant 2 h, filtrc e t  s k h c  au vide poussC sur KOH. On obtient ainsi 163,2 g (99%) de 
chlorhydrate de L-prolinate de methyle de F. 71". [ a ] g  = - 32.6' f 0,5" (c = 2.1 ; methanol) ; 
-35,5" f 0,5" (c = 1, l ;  dim6thylformamide); -34,O" & 0,5" (c = 1 , l ;  cau; litt. 46) -31,4O). 
Rfg, = 0,46; R f i  = O , S 5 ;  Rf$ = 0,51. E& = 1,9 His; Ef,, = 1,0 (rkvdlation par ninhydrine, 
chlore e t  isatine; homoghne). 

C,H,,O,NCl Calc. C 43.4 H 7,3 0 19,3 N 8.5 C1 21,4% 
(165,G) Tr. ,, 43,1 ,, 7,4 ,, 19,3 ,, 8,4 ,, 21,4% 

L-Prolinate de mdthyle (VIZ-A) .  On ajoute 12,4 g (75 mmoles) dc chlorhydrate dc L-prolinatc 
de mCthyle (VII) B 45 ml de IC,CO, k 50% refroidi & 0". Aprbs dissolution tres rapidc, l'cster librc 
se sdpare sous la forme d'une huilc Bpaisse. On I'extrait par l'Cther, &he la solution 6thCrCe sur 
NagSO, et Bvapore 1'6ther B 15" sous pression rdduite. On obtient 9,0 A 9,5 g (93 A. 98%) de L- 
prolinate de methyle sous la forme d'une huile incolore qu'on utilise immediatement pour la 
suite dc la synthhse. Si I'evaporation de 1'Ether se fait B unc tempdraturc plus Clede, ou si l'on 
essaic de skcher le rCsidu huileux au vidc pousse jusqu'h poids constant, les pertcs cn prolinatc 
de methyle deviennent trop importantes, la base obtenue &ant assez volatile. 

N-CBO-~-Valyl-~-histidyl-~-prolinate de mdthyle ( V Z I I ) .  - a) Par la mdthode li l'azide: A un 
melange de 10,O g (25 mmoles) de N-CBO-L-valyl-L-histidy-hydrazide20), de 100 ml de H C I ~ N  
et 150 ml d'acktate d'Cthyle, refroidi B - 5", on ajoute sous forte agitation 1,75 g (25,4 mmoles) 
de NaNO, en trois portions dgales B 30 sec d'intcrvalle. On agite encore 5 min, puis ajoute 30 ml 
de K,C03 aqueux 8 50%. sdpare les phases e t  cxtrait la phasc aqucuse par deux portions de 50 ml 
d'acktate d'ethyle. Les solutions organiques reunies sont sCch6es sur Na,SO,, additionnkes de 
3,36 g (26 mmoles) dc t-prolinatc dc methyle (VII-A), maintenues 1 2  h B 0" et 3 h B 20", puis 
l a d e s  cinq fois ii l'eau, au NaHCO,, sdchees sur Na,S04 et  Cvaporees B sec. On obtient 9,20 g 
d'ester tripeptidique, sous la forme d'une mousse solide, qui est analytiquement pure et  peut @tre 
utilisCe directement pour la suite dc la synthksc. Pour obtenir la cristallisation, on dissout dam 
75 ml d'acetate d'ethyle, ajoute 25 ml d'Bther de pBtrole e t  maintient la solution homogene 
48 h B 0". Aprhs separation par filtration dcs cristaux form&, le .filtrat cst additionne d'encore 
25 nil d'Cthcr de pdtrole et gardC 48 h h - 20". Unc seconde masse cristalline se forme, qui, aprbs 
filtration, lavage et sdchagc, cst rCunie B la prcmihre fraction. On obtient ainsi au total 8,74 g 
(70%) de N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-prolinate de methyle de F. 96-98". [a]g  = - 66,9" i 1.0" 
(c  = 1,O; mdthanol); -33,6O * 0,9" (c = 1, l ;  dimCthylformamide). RftI = 0,63; R f i  = 0.59; 
Rf$ = 0,26. Et,8 = 1,5 His; Et,, = 0,9 His (rCvClation par ninhpdrine, chlore ct PAULY; homo- 
gene); = 0,7 His; EY,9 = 1,0 Try (rCvClation par chlore ct PAULY; homoghc). 

Cz5H3s06N5 Calc. C 60.1 H 6,7 0 19,2 N 14,0y0 
(499,6) Tr. ,, 59,5 ,, 6,9 ,, 19,7 ,, 14,0% 

46) B. F. ERLANGER, H. SACHS & E. BRAND, J. Amcr. chem. SOC. 76, 1809 (1954). 
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b) Par la mdthode a E’anhydride mixte: A une solution d’anhydride mixte, prCpar6e a partir 
dc 1,04 g (4,O mmoles) de N-CBO-L-valineZ5), O , S 6  ml (4,O mmolcs) dc triethylamine et  0,39 ml 
(4,O mnioles) de chloroformiatc d’ithyle dans 20 ml de tCtrahydrofurannc, on ajoute k - So, 5 ml 
d’unc solution aqucuse contenant 1,20 g (2.8 mmoles) dc L-histidyl-L-prolinate de methyle, 
2HHr (X) ,  p i s  0,84 ml (6,O mmolcs) do triCthylamine. Aprbs 4 h on dvapore la solution B. sec, 
rcprend le rbsidu dans 40 ml d’acdtate d’Cthyle, lave par H,O et  NaHCO, 1~ et  extrait le tripep- 
tide par trois portions de 10 ml de I1C1 IN. On reunit les solutions acides, sature avec du  K&03 
et cxtrait par l’ac6ta.te d’dthylc. On sechc la solution organique sur NaZSO4, Cvapore see et 
cristallise le rksidu comme en a). On obtient 690 mg (49%) d‘estcr tripeptidique identique an 
produit o1itc:nu en a). Si on ajoutc la tri6thylamine au bromhydratc d’ester dipeptidiqur X avant 
I’adjonction dc! celui-ci B la solution d’anhydride mixte, unc tres grande partie de l‘ester dipepti- 
diquc se cyclist: en dicCtopiperazinc. Lc prodnit cle reaction doit alors &tre purifi6 par contrc- 
courant, soit cians le sySt&mc sec.-butanol/ac6tate d’6thyle/acidc acitiquc 1 N 1 : 1 : 2, soit dans 
le sytcme n-butanol/acide tolubnesulfoniquc B 29:, 1 : 1, et  le rcndement cn tripeptide VIII cst 
abaiss6 B. 3540%).  

c) Par la mdthode au  dicyclohexvl-carbodiimide: On dissout 502 mg (2 mmoles) de CBO-L- 
valinea3) et 856 mg (2,O mniolcs) de dibromhydratc de L-histidyl-L-prolinate de m6thyle (X) dans 
un mClangc cle 15 ml d’acetonitrilc ct 1,s ml d’eau contenant 0,56 ml (4.0 mmolcs) de triithyl- 
aminc. On ajoute encore 515 mg (2.5 mmolcs) de dicyclohexyl-carbodiimide, garde 12 h B. 20”, 
sdpare la dicyclohexylurde (315 mg) par filtration et tvaporc le filtrat B sec. Apr&s purification 
commc dCcrit en b), on obtient 480 mg (480/,) d’estcr tripeptidique identique au produit obtenu 
(:n a). 

(1) .Par la mdlhode (1. l’ester activd: On mainticnt unc solution dc 744 mg (2 ,O mmolcs) de N-CRO- 
L-valinatc de p-ni t rophdnyl~~~)) ,  856 mg (2,O mmoles) de dibromhydrate d’estcr dipcptidiquc X 
et 0,56 ml (2,O mmoles) de triCthylaminc dans un melange dc 10 ml tl’acdtonitrilc et 1,0 ml d’eau, 
48 h B 20”. Apr&s Cvaporation k sec ct  purification cornme cn b), on obtient 480 m g  (48%) d’estcr 
tripeptidique identiquc au produit obtcnu can a). 

N-CBO-L-Hastid3,1-L-prolinate de  nzdtlzyle ( I X ) .  A une solution de N-CBO-L-histidylaziclc 
(prCpar6 B partir de 18.2 g (60 mmolcs) d’hydrazidc corrcspondantaa) dans 300 in1 d’acbtate 
d’dthyle on ajoute 9,OO g (70 mmolcs) dc I>-prolinatc de niCthyle (VII-A) ct mainticnt la solution 
obtenue 12 h B 0”. On Bvaporc 2 scc et  purifie le rdsidu par une repartition en contre-courant dc 
15 transfcrts clans lc systbnic n-butanol/cau cn utilisant 250 ml+250 ml de solvant par tubr. 
L’ester clipeptidique ost localisd par Ic rCactif tle 1’AuLY ct sc trouve principalement dans la phase 
supCrieure dcs tubes 12 k IS. Ces phases sont rdunies c t  dvapordcs k sec. Lc rCsidu cast triture 
par 1’Cther dc pCtrolc jusqu’i pulvBrisation complhtc. -4prbs iiltration, lavago ct sCchagc:, on ob- 
tient 16,l g (67%) de N-CBO-L-histidyl-L-prolinate de methyle de F. env. 90” (dCc.). Cct ester 
n’a pas pu &trc obtenu sous formc cristallinc, malgrC dc nombrcux cssais. [ m ] E  = - 53,l” & 0,s’ 
(c = 1,l; mCthanol); -35,7” f 0,5” (c = 1,O; dimt‘.thylformamide). Rftl = 0,48; R f i  = 0.85; 
Rf?, -: O,12. E$,* :- 1,4 His; ET,9 - 1,l His (rdvClation par ninhydrinc, chlore ct PAIJLY; homo- 

gi~nc~). C‘&2,,C>,N, Calc. C 60.0 I1 6,0 0 20,O N 14,0y0 
(400,4) Tr. ,, 50,X ,, 6,4 ,, 19,7 ,, 13,7% 

L-II.istirlyl-L-pyolinafe de mdthyle, 2 I I B v  ( X ) .  On dissout 12,O g (30 mmoles) d’cstcr dipcp- 
tidiquc IX dans 100 ml d’acidc acetique contenant 30% de gaz bromhydriquc. AprEs 60 min on 
concrntrc sous pression rdduitc. k 30” k env. SO ml e t  prgcipite lo bromhydratc d’ester dipepti- 
cliquc en lc versant. sous forte agitation, dans 1000 ml d’dthcr anhydre. On filtrc, lave B. plusieurs 
rcpriscs lc prdcipitd hygroscopique par dt: I’acdtate ti’bthyle anhydre et sbche sous vide. On ob- 
ticnt ainsi 12,s g (97%) dc dibromhydratc tlc L-liistidyl-L-prolinatc.~rolinatc de m8tliyle de F. 146’ (dCc.). 
[a]g  = - 36,s” 0.5’ (c = 1,l; methanol); - 34,4” (G = 1,l; dimdthylformamide). Rf;, = 0,48; 
R t i  = O,X5; Rf& = 0,12. EE,8 = 1,4 His; Ey,9 : 1,l His (rbvdlation par ninhyclrinc., rhlon. (t  
I’,ttiLv ; 1iomogi.n~). 

Cla€-I2,~O9N4Rr2 Calc. C 33,7 H 4,7 N 13,l n r  37,3% 
(4~8~1) I r .  ,, 33,s ,, 4,9 ,, 13,l ,, 37.3% 

N-CBO-r.-VaZyE-L-kistidyZ-L-proEine ( X I ) .  A unc soliition dc S,50 g (11 mmolcs) d’estcr tripep- 
tidiquc. VIII  dans 30 ml do mdthanol, ajustCc au pH 8.0 (tcst sur papier humide!), on ajoute 5,5 ml 
dc NaOl1 4~ nqut-ux ct  mainticnt 2 h L 20”. On diluc la solution par 300 ml do mdthanol, fait 

,. 
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passer sur une colonne dc IRC-50 (cycle acide) et lave cette dcrnibrc par 2 x 200 ml de mkthanol. 
Si la solution mdthanolique contient une proportion d'eau plus grandc quc celle indiquke, la tota- 
lit6 dc Na+ n'est plus retenue par la r6sine. Aprks dvaporation dc la solution mgthanolique, on 
dissout le rBsidu dans 25 ml de CH,Cl, et ajoute 20 ml d'acdtatc d'kthyle. Ce dernier provoque 
une prkcipitation particllc du tripeptide, mais celui-ci repassc en solution a p r b  chauffage B 
I'dbullition. Aprits 24 h - 20". on obtient un dCp6t cristallin trhs fin, qui passe 2 travers le filtrc. 
On centrifuge, lave par plusieurs portions d'acktate d'dthyle, puis d'bther, e t  sschc au vide. On 
obtient 3,79 g (71%) de N-CBO-L-valyl-L-histidyl-L-valine de F. 176". [ a ] g  = - 44,4" 0,5" 
(c = 1, l ;  mithanol); -21,4" 0,5" (c = 1 , O ;  dim6thylformamidc). Rftf = 0,19; R f i  = 0,31; 
R f t  = 0,26. E& = 0,8 His; EY,9 = 1,3 Glu (r6vClation par ninhydrinc, chlorc vt I'AULY; homo- 

gitne), C24H,,0,N, Calc. C 59,4 H 6,4 0 19,7 N 14,4% 
(485,5) Tr. ,, 59,O ,, 6,5 ,, 19,9 ,, 14,5% 

N-CBO-L- Valyl-L-histidyl-L-~rolyl-D-phCnylalanyl-~-h~st~dyl-~-leucinate de p-nitrobenzyle (XI I). 
On suspend 2,57 g (3,6 mmoles) de dibromhydratc d'cstcr tripeptidique I1 dans un melange dc 
50 ml de CH,Cl, et 3 ml d'H,O, agite jusqu'k dissolution totale, refroidit & O", ajoute 2 ml dc 
K,CO, aqueux B 50%, agite 10 min, centrifuge, siparc lcs phases, shche la solution organique sur 
Na,SO,, Bvapore B sec 8. 30" et shche au vide pouss6 jusqu'au poids constant. On obtient 1,93 g 
(97%) de mousse solide. On dissout ce produit dans un melange de 35 ml d'acktonitrile e t  20 ml 
de CH,CI,, ajoute 1.70 g (3,5 mmoles) de tripeptide XI, chauffe jusqu'8 dissolution totale, rc- 
froidit 5 - 10". ajoute 0,93 g (4,s mmoles) dc dicyclohcxyl-carbodiimide, maintient 12 h B 20". 
ajoute encore 206 mg (1 mmole) de dicyclohexyl-carbodiimiclc, chauffe 5 h B 50", refroidit 8. 0" 
a t  filtre. On Bvaporc lc filtrat B sec et triture le rdsidu dans 1'Cther sec jusqu'k l'obtention d'un 
produit pulvCrulcnt. L'hexapeptide brut (3 ,23  g) ainsi obtenu nkcessite unc purification. On lc 
dissout dans 200 ml d'acCtate d'6thyle ct lave avec 6 x 20 ml d'eau, puis avec NH40H l ~ ,  sitchc 
sur Na,SO, et  Bvapore B sec. On dissout le rCsidu dans 15 ml d'ac6tate d'6thyle. filtre e t  ajoute 
de 1'6thcr de petrole jusqu'k l'appantion d'un trouble. Aprks 4 h B 0" on obtient un dBpBt cristallin. 
On ajoute dc nouvcau de 1'6thcr de p6trolc c t  garde 2 j. B 0". On filtrc, lave avec un m6langc 
d'ac6tatc d'e'thylc et d'6ther de pktrole, puis s6che. On obtient 2,90 g (81 %) de N-CHO-i.-valyl-L- 
histidyl-L-prolyl-D-ph6nylalanyl-L-histidyl-L-leucinate dc p-nitrobcnzyle cristallin de F. 155-160" 
[a]$ = -16,8O f 0,5 (G = 1,9; methanol). K = 0,81 dans le systitme sec.-butanol/ac&atr 
dp@thy1e/acideac6tiquc/eau 8:2:1:14.Rf& -= 0,95; R f i  - 0,8G; RfiI = 0 , S O ;  Rfk: 0,57. E& = 
1,0 His; E;,9 = 1,2 Glu; BE,, = 0,O His;  ~ 1,3 Glu (rCvdlation par ninliydrinc-, chlorc c.t 
PAULY; homoghc) . 

C,~II~~OllNll  Calc. C. 61,3 H 6,2 0 17,3 N 15.1% 
(1018,l) Tr. ,, GO,7 ,, 6,5 ,, 17,3 ,, 14,5yu 

L-Valyl-L-histidyl-L-pvolyl-~-ph~nylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de 9-nitrobenzyle ( X I I I ) .  On 
dissout 1.54 g (1,5 mmolc) d'ester hexapeptidique XI1 dans 8 ml d'acidc acCtique, ajoutc 8 ml 
d'une solution 4 , 5 ~  d'HBr dans l'acide acdtiquc, garde 20 min B Z O O ,  mct au vide pendant 5 min 
pour Cloigner la majcurc partic dc HHr, puis ajoute 50 ml d'6thcr. filtrc c t  shchc. On obtient 
3,75 g dc tribromhydrate d'ester hcxapcptidique avec un F. 240" (d6c.), mais contamin6 pzr env. 
15 % d'acide hexapeptidique correspondant, (la k I'acidoIysc partielk de la fonction ester p-nitro- 
benzylique. On dissout lc produit dans un melange cle 4 in1 d'eau et 20 ml de chloroformc, refroidit 
B Oo,  ajoutc 2 ml de NH,OH 4 ~ ,  sipare lcs phases, sitchc la solution organique et dvapore B sec. 
On redissout lc rdsidu dans 5 ml de chloroforme, ajoute 40 ml d'ether sec, gardc 30 min B O", 
filtre et lave le prkcipitC 8. 1'Cther. On obtient 1,05 g (80%) de L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-D- 
phknylalanyl-L-histidpl-L-leucinate de p-nitrobenzylc dc F. 150" (d6c.). [ a ] g  = - 22,6" f 0,5" 
(c = 1 , O ;  mCthanol); - 18,3" & 0,5' (c = 1,O; dimCthylformamide). Rf& = 0,67; H f i  = 0,70; 
R f t  = 0,6O. Eg,* = 1,0 His; E!,n = 1,2 Gln; Ei,n = 1,3  (;lu (rCv6lation par ninhytlrintb, c,lilorr 
ct PAULY: honioghne). 

C,,H,,O,N,,+ IT,O Calc. C 58,G €3 G,6 0 17,7 N 17,00/, 
(902,O) Tr. ,, 583 ,, G,9 ,, 17,3 ,, 16,70/, 

(N-CBO-~-Ty~o~yl)-l-(te~t.-Buto~~cu~bonyZ)-2-hyd~azide ( X I  V ) .  On dissout 31,s g (100 mmo- 
les) de N-CBO-~-tyrosine~~) dans 500 ml dc tktrahydrofuranne contenant 14,O ml (100 mmoles) 
dc tri@thylaminc~, refroidit B - 5", ngitc ct ajoutc lontt:mi,nt 9,150 in1 dc chloroformintc d'6thylc. 
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Apr&s 10 min on ajoute 13,2 g (100 mmoles) de carbazate de tert.-butyleZ0), agite 4 h B 20" et 
30 min i 50", puis dvaporc B SCC. On reprcnd le rdsidu par 500 ml d'ac6tate d'Cthyle, lavc par H,O, 
NH,OlI, l ~ ,  skche sur Na,SO,, Bvaporc A see, reclissout le rCsidu dans 300 ml d'Bther ct prdcipite 
par adjonction de 800 in1 d'6thcr de petrole. On filtrv, lavc le pr6cipit6 B l'dther de pCtrolc, sbchc 
ot ohticnt 32,2 g (75%) dc (N-CBO-L-tyrosyl)-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide de F. 90- 
100" (elk.). [ m ] R  = - l?,9 1,O" (c = 1 , l :  methanol) ; - 20,4" & 0,5" (c = 1,O; dimdthylforma- 
mide). Rfi1 = 1 , O ;  R f i  = 0,97; Kf$ = 0,27. Eg,s = 1,3 His; Ek,o = 0,8 His (rCv6lation par nin- 
hydrinc, chlorc., FOLIN ct PAULY; homoghc). 

C,,H,,O,N, Calc. C 61,5 H 6,3 0 22,4 N 9,8% 
(429,5) Tr. ,, 61,3 ,, 6,9 ,, 22,2 ,, 9,9% 

La synthEsc par la mdthode au dicyclohcxyl-carbodiimidc donne avec un hon rendcmcnt un 
produit qui est ccpcndant difficilcment purifiablc. Par la mCthoclc au p-nitrophCnylestcr, lc com- 
pose d6sirC ne sc forme qu'avec un  triis faiblc rcndement. 

(0, h ' , - L ) i - C U U - ~ - t y r o s y l ) - l - ( t e r t . - b ~ ~ ~ n ~ y ~ : ~ r ~ o n y l ) - 2 - ~ y ~ r u ~ z ~ ~ ~  ( X V ) .  A unc solution de 44,9 g 
(100 mmoles) de C),N,-di-CBO-L-tyrosine32) e t  de 14,O ml (100 mmoles) de triCthylaminc dans 
1000 ml de tCtrahydrofuranne anhydre, refroidie B - 5", on ajoutc sous forte agitation 9.60 ml 
(100 mmolcs) de chloroformiate d'Cthylc ct, 10 min plus tard. 13.2 g (100 mmolcs) dc carbazatc 
dc tert.-butyle29). On agite encore 4 h B 20' puis dvapore B scc, reprend le rCsidu dans 1000 ml 
d'acdtate d'Cthylc, lave par H,O ct  NH,OH l ~ ,  &he sur Na,SO, et  dvapore B sec. Lc rdsidu 
cst dissous dans 100 ml d'acdtate d'dthyle bouillant, additionnti dc 400 ml d'ether et maintcnu 
12 h B 0". Le produit cristallin est is016 par filtration, lave par 1'6thcr ct sdchd sous vide poussd. 
On obtient ainsi 32 B 35 g (57 66%) de (0, N-di-CB0-L-tyrosyl)-l-(tcrt.-butyloxycarbonyl)-Z- 
hydrazidc de F. 147'. [a] - 18,4" 1,O" (c = 1,5; mdthanol) ; - 18,7' It 1 , O "  (c = 2,O; dimtithyl- 
formamide). hpr6s scission des groupcs protecteurs par HBrlacide acbtiquc, la migration chroma- 
tographique et  Clcctrophordtiquc de ce composd cst identique & celle dc XIV. 

C,H,,O,N, Calc. C 63,9 H 5,9 0 22,7 N 7,5% 
(563,6) Tr. ,, 63,7 ,, 5,9 ., 23,1 ,, 7,374 

L- Tyrosyl-7-(terf.-batfoxycurbonyl)-2-~kydrazide (S V I ) .  - a) A purtir de (0, ~ - d i - C R O - L - t y r o s ~ l l ) -  
I-(te~t.-butox~~curbonyl)-2-hydrazide : On hydrogbne 34,3 g (61,0 mmoles) de XV dissous dans 800ml 
de mbthanol, en presence de 6,l g de catalyseur d'hydrogenation selon KUHN45) ,  prdhydrogdnb. 
L'absorption de 1-1, est tr&s rapidc ct au bout de 50 A 60 min elk se stabilisc i 2500 ml. Le cata- 
lyseur cst dlimink par centrifugation ct  la solution, 1Cgbrcment colortie par unc suspcnsion ~01101- 
dale dc catalyseur, est traitde par 2-3 g de charbon actif, puis filtrCe ct  dvapordc B sec. On triturc 
le rdsidu obtenu dans 1'6ther de pCtrolc ct, a p r h  filtration et  sCchage, on le suspend 30 min dans 
l'acdtate d'6thyle bouillant. Aprks 12 h A 0", on filtre, lavc ct  skchc. On obtient 14,6 g (93%) dc 
L-tyrosyl-1-(tert.-butoxycarbony1)-2-hydrazide de F. 167". [a];' = + 27,l" 5 1,O" (c = 1 , O ;  me- 
thanol); -3 , l "  * 1,O0 (c = 1 , O ;  dimCthylformamidc); +45,0" & 0,5" (c = 1 , O ;  acide ac6tiquc 
95%). RfR = 1,O; R f i  = 0,95; Rf?, = 0,76. E!,* = 1,0 His; EY,-, = 1,l Try (rdvklation par nin- 
hydrine, chlore et FOLIN; homogiine). 

Cl,,lI,104X, Calc. C 56,9 H 7,l 0 21,7 N 14,2% 
(295.3) Tr. ,, 5 6 3  ,, 7,2 ,, 22.0 ,, 14,2% 

b) A partir de (N-CBO-L-tyros~~l)-I-(tert.-butoxycar~onyl)-2-hydrazide ( X I  V )  on obtient, aprPs 
scission hydrog6nolytique du  groupc CEO- de XIV, lc m&me produit que ci-dessus avec un rcndc- 
ment dc 75585%. 

(N-C~O-~-Vuly l -~- tyrosy l ) - l - ( tev t . -bcz toxycarbonyl ) -~-h~vd~uz~de  ( X V I I ) .  On dissout 14,8 g 
(50 mmolcs) de L.tyrosyl-l-(tcrt.-butoxycarbonyl)-Z-h~~~razi[lc (XVI) et 18,7 g (50 mmoles) dc 
X-CEO-L-valinate de p-nitrophhyle 25) dans 20 in1 de dimBthylformanide et laisse rcposcr 36 h 
A 20". Le produit de rdaction cst dissous dans 500 ml d'acCtate d'Bthyle, lave rapidemcnt par 
H,PO, 1~ et  H,O, puis par NaHCO, 1~ jusqu'B cc quc l'eau de lavagc dcvienne incolorc, s6chd 
sur Na,SO, et  &vapor6 B sec. On dissout le rCsidu dans un mClange dc 40 ml d'acCtate d'kthylc ct 
300 in1 d'kther bouillant c t  garde la solution obtenue 12 h B 20". L'hydrazidc dipeptidiquc cris- 
tallis(.. Rprbs filtration, lavagc 5 l'kthcr et sdchage, on obtient 21,4 g (81 "/) de (N-CEO-L-valyl-L- 
tyrosy1)-1-(tcrt.-butoxycarbony1)-2-hydrazide de €7. 128-131". [a15 = - 42,6" f 0,5O (c = 1,O; 
mdthanol); - 1 1 , G "  & 0,5" (c = 1 , O ;  dim6thylformamide); -23,9' & 0,5" (c = 1 , O ;  pyridine); 
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-20.4" f 0.5" (c = 1.0; acide ac6tique B 95%). Rfz  = 1,O; R f i  = 0.73; Rf8 = 0.59; R f s  = 
0,98; Rfk = 0,93; Rfb, = 0,72. E&s = 0,s His; EZ, = 1,2 Glu; E'&s = 0,7 His; E;,, = 0.7 Glu 
(r6vBlation par ninhydrine, chlore e t  FOLIN ; homogkne). 

C,,H,,0,N4 Calc. C 61,3 H 6,9 0 21,2 N 10.6% 
(529,6) Tr. ,, 61,2 ,, 7 , l  ,, 21,l ,, 10,2% 

(L- Valyl-~-tyrosyl)-l-(tert.-butoxyca~bonyl)-2-hyd~a~~de ( X  V I I I ) .  A une suspension de 3,OO g 
de catalyseur d'hydrog6nation selon K U J ~ N ~ ~ ) ,  pr6hydrogBnB dans 250 ml de mtthanol, on ajoute 
une solution de 15.9 g (30 mmoles) d'hydrazide dipeptidique XVII dans 250 ml de methanol. 
Apres que la consommation de H, est terminke, on &pare le catalyseur par centrifugation et  
traite la solution (color6e en brun clair par une suspension colloidale de catalyseur) par 1 B 2 g 
de charbon actif ou d'oxyde d'aluminium. On filtre, Bvapore B sec, dissout le rBsidu dans 100 ml 
d'ac6tate d'kthyle e t  laisse cristalliser 12 h B 0'. On filtre, lave B l'6ther e t  seche. On obtient une 
premiere fraction de 7,80 g de dipeptide pur. Le filtrat e t  l'dther de lavage rBunis sont BvaporBs 
B sec et  le rksidu, cristallis.6 dans 30 ml d'ac6tate d'6thyle. On obtient ainsi encore 2,24 g de pro- 
duit de m&me qualit6 que la premiere fraction, soit au total 10,04 g (85%) de (L-valyl-L-tyrosy1)- 
1-(tert.-butoxycarbony1)-2-hydrazide de F. 135'. 

Si, apres 1'6vaporation du mithanol, on Blimine les dernihres traces de ce solvant par un  
s6chage trop pouss6 ou par trituration du r6sidu dans 1'6ther de pktrole, le dipeptide obtenu ne 
se dissout plus dans l'ac6tate d'6thyle et, dans ce cas, la cristallisation est remplacBe par un lavage 
dans un m6lange d'ac6tate d'Bthylel6ther 1 : 1. L.e produit obtenu est Bgalement analytiquement 
pur et le rendement dipasse alors 90%. [c(]g = - 13,4" f 0,5" (c = 1,O; mkthanol); - 8,4" & 0,5" 
(c = 1 , O ;  dim6thylformamide); + 32,9O & 0,5' (c = 1,O; acide acBtique B 95%). Rf& = 1,O; 
R f i  = 0,93; RfOp = 0,72. El,s = 0,7 His; EY,g = 0,9 Try (rBvClation par ninhydrine, chlore e t  
FOLIN ; homogene) . 

C,,H,05N, Calc. C 57,7 H 7,9 0 20,2 N 14,2% 
(394,5) Tr. ., 57,4 ,, 7,9 ,, 202 ,, 133% 

(N-CBO-L-Arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-l-(tert.-butoxycarbonyl)-Z-hydrazide ( X I X ) .  On dissout 
8,95 g (23,O mmoles) de bromhydrate de N-CBO-L-arginines) et 10,O g (25,5 mmoles) d'hydrazide 
dipeptidique XVIII dans 65 ml de pyridine, ajoute 65 ml d'acBtonitrile, refroidit B - 5" la solu- 
tion homogene obtenue, ajoute 6,20 g (30 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide e t  agite 12 h B 
20". Apres Blimination par filtration de la dicyclohexylurBe (5.01 8). on Bvapore le filtrat B sec, 
triture le risidu dans 1'6ther de petrole jusqu'h pulvBrisation complete e t  d6cante. On dissout le 
prBcipit6 dans un melange de 700 ml d'ac6tate d'dthyle et de 100 ml d'acide acBtique l ~ ,  skpare 
les phases et extrait la solution organique par 4 x 100 ml d'acide ac6tique 1 ~ .  On contre-extrait 
les solutions aqueuses r6unies par 4 x 100 ml d'acBtate d'kthyle, reunit les solutions organiques et  
Bvapore 8. sec. On reprend le rBsidu dans un melange de 400 ml d'acBtate d'dthyle e t  de 100 ml 
d'acide ac6tique 0 , 5 ~ ,  s6pare les phases e t  extrait la phase organique par 4 x 100 ml d'acide ac6- 
tique 0 . 5 ~ .  Pendant ces extractions une partie du tripeptide form6 pricipite B 1'6tat pur. I1 est 
is016 par filtration. Les extraits aqueux r6unis contiennent une seconde fraction de tripeptide pur. 
On les Bvapore B sec, reunit le rBsidu au tripeptide pr6cipitC au cours des extractions, dissout le 
tout (17,6 g) dans 500 ml de mBthano1, fait passer la solution obtenue sur une colonne de 100 ml 
de IRA410 (cycle basique) lave la r6sine par 100 ml de m6thanol e t  Bvapore la solution m6thano- 
lique B sec. On dissout le r6sidu (13.1 9). B chaud, dans un melange de 100 ml d'acitate d'6thyle 
e t  30 ml de methanol e t  laisse cristalliser 2 j B 0'. Apr6s filtration, lavage e t  s6chage. on obtient 
11,6 g (71%) de (N-CBO-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide de 
F. 160' (d6c.). [ajg = -26,s & 0.5" (c = 1,O; mBthano1); -12.7" & 0,5 (c = 1 , l ;  dim6thyl- 
formamide/eau 8:2); - 16,6' f 0 , 5 O  (c = 1,O; acide acitique). Rfz  = 0,64; R f t  = O,64; Rf$ = 
0,28; Rfh = 0,55; R f i  = 0,51; Rf; = 0,58. Eta = 1,4 His; E?,, = 1,3 Glu; Et,8 = 1, l  His; 
Eq,s = 1, l  Glu (r6v6lation par ninhydrine, chlore, FOLIN et  PAULY; homoghne). 

CaaH,,O,N,+ll/z H,O Calc. C 55,7 H 7,2 0 21,4 N 15,7% 
(71 134 Tr. ,, 55,9 ,, 7,3 ,, 21,4 ,, 157% 

(CBO-L-Arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-l-(tevt.-butoxycarbonyl)-Z-hydrazide, HCl ( X I X - A ) .  On dis- 
sout 7,12 g (10 mmoles) d'hydrazide tripeptidique XIX dam 30 ml de methanol chaud, refroidit 
B 20", ajoute 5 ml d'une solution 2~ d'HC1 dans l'Bther, agite un instant puis pr6cipite par ad- 
jonction de 300 ml d'6ther. On filtre, lave le pr6cipit6 Bl'ither et seche. On obtient ainsi 5,24 g 

47 
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(72 yo) de chlorhydrate de (N-CBO-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl)-l-(tert.-butoxyc~bonyl)-2-hydra- 
zide de F. 163" (dec.). [a]g  = -30,l ''& 0,5" (c = 1.0; mdthanol); -10,6O f 0,5O) (c = 1,O; 
dimdthylformamide). Aprhs scission, soit par HBr / acide acdtique, soit par hydrogenation cata- 
lytique, le produit se comporte 8. la chromatographie et B l'Clectrophor8se cxactement comme 
I'hydrazide tripcptidique XIX. 

C,,H,g08N8C1 Calc. C 55,O H 6,8 0 17,7 N 15,5 C1 4,9% 
(7213) Tr. ,, 55,O ,. 7,O ,, 17,4 ,, 15,4 ,, 5,0% 

(~-Arginyl-~-valyl-~-ty~osyl)-7 -(tert.-butoxycarbony1)-Zhydrazide ( X X )  . A une suspension de 
1,OO g de catalyseur d'hydrogknation selon K u H N ~ ~ ) ,  prChydrogCn6 dans 10 ml de mdthanol, on 
ajoute 7,12 g (10 mmoles) d'hydrazide tripeptidique XIX dissous dans 150 ml de mkthanol. L'hydro- 
ghation est effectude pendant au moins 12 h et, apr8s consommation de la quantitd thdorique 
d'hydroghe, le catalyseur est BliminB par centrifugation. La solution coloree en brun clair par 
une suspension colloidale de catalyseur, est traitbe par env. 1 g de charbon actif, puis, apres fil- 
tration, dvaporde B sec. Le rCsidu est triturd dans l'acetate d'dthyle jusqu'k l'obtention d'un 
produit pulvdrulcnt blanc. Aprks filtration et sbchage, on obtient 4,95 g (90%) de (L-arginyl-L- 
valyl-~-tyrosyl)-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydrazide qui se ddcompose B 175" et  ne devient 
liquidequ'B225". [a18 = - 19.0" & 1.0" (c = 1.2; mdthanol); -25,O' + 0,5' (c = 1,O; dim6thyl- 
formamide). R G  = 0,55; Rfi=  0,51; RfOp = 0,58. E'& = 1, l  His; EY,9 = 1, l  Glu (rkv6lation B 
la ninhydrine, chlore, FOLIN et SAKAGUCHI; homogbne). 

C,,H4,0dN8+H,0 Calc. C 52,8 H 7,7 0 19,7 N 19,7% 
(568,7) Tr. ,, 5 2 3  ,, 7,7 ,, 19,6 ,, 19,7% 

N-CBO-p-0-Benzyl-L-as@artate de p-nitro@he'nyle (XXI). On suspend 7,15 g (20 mmoles) de 
N-CBO-L-8-aspartate de b e n z y l ~ ~ ~ )  et  6,OO g (13,5 mmoles) de tri-p-nitrophenyl-phosphite25) 47) 

dans 20 ml de pyridine, agite 1 2  h B ZOO, ajoute 200 ml d'acetate d'ethyle, lave avec HCl l ~ ,  puis 
avec alternativement NaHCO, 1~ et H,O jusqu'h disparition de la couleur jaune, shche sur Na2S0, 
e t  Bvapore B sec. On redissout le rBsidu dans 50 ml d'acdtate d'dthyle, ajoute de l'Cther de pdtrole 
jusqu'au trouble, induit la cristallisation en grattant, garde 3 h 8. - lo", filtre, lave le precipit6 
cristallin par un melange d'acdtate dJ6thyle/6ther de p6trole 2 : 1 et shche. Aprhs une rccristallisa- 
tion dans les mi5mes conditions on obtient 4,85 g (51%) de N-CBO-8-0-benzyl-L-aspartate de 
p-nitrophdnyle de F. 76". [a]g  = -30,O" -I: 0,5" (c = 1,O; mCthano1); -16,6" f 0,5" (c = 1,O; 
dim6thylformamide). 

C,,H,,O,N, Calc. C 62.8 H 4,6 0 26.8 N 5,9% 
(4783) Tr. ,, 62,7 ,, 4,5 ,, 269 ,, 6,0% 

(N-CBO -p-O -Benzyl-L-as@artyl-L-arg~nyl-L-valyl-L-tyrosyl)-~-(tert.- butoxycarbonyl) - 2-hydrazide 
( X X I I ) .  -a) Par la mtthode au dicyclohexyl-carbodiimide: A une solution de 1,79 g (5,O mmoles) de 
N-CBO-L-p-aspartate de benzyle") e t  de 2,75 g (5.0 mmoles) d'hydrazide tripeptidique XX dans 
7,5 ml de dimethylformamide, on ajoute 1,0 ml de HCl 5 N  dans l'kther, Cvapore rapidement 1'6ther 
sous vide, ajoute sous forte agitation 20 ml dacdtonitnle et, aprhs refroidissement 8. - 5", 1,24 g 
(6,O mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. On laisse reposer 14 h 8. Z O O ,  sCpare la dicyclohcxylurbe 
par filtration (1.34 g), Bvaporc l'ac6tonitrile sous pression rdduite, ajoute au rksidu 50 ml d'ac6- 
tate d'dthylc e t  sdpare par filtration le tdtrapeptide brut pr6cipitC. Ce produit (4,24 g) contenant, 
8. cBtd du tdtrapeptide forme, des traces de tripeptidc XX, est soumis B une purification par rd- 
partition & contre-courant dans le systhme sec.-butanollacitate d'Cthyle/eau 1 : 1 : 2. Aprhs 8 trans- 
ferts, le tktrapeptide se rassemble dans les tubcs, 6, 7 e t  8, tandis que l'hydrazide tripeptidique 
reste dans lcs tubes 1 e t  2.  On Cvapore B sec lc contenu rbuni des tubes 6.7 et  8, s8che sous vide 
pouss6, redissout dans 25 ml de chloroforme bouillant et laisse cristalliser 2 j .  B 0". On centrifuge, 
lave le culot B l'acktate d'dthyle, filtre e t  shche. On obtient ainsi 3,31 g (71%) de chlorhydrate 
dc (N-CBO-~-O-beiizyl-~-aspartyl-~-arginyl-~-valyl-~-t~osyl)-l-(tert.-butoxycarbonyl)-2-hydra- 
zide de F. 142-144' (dCc.). [a13 = -24.1' 0,5" (c  = 1,O; mkthanol); -11,3" & 0,5" (c = 1,O; 
dimdthylformamide). R$ = 0.40; R f i  = 0.47. EE,8= 0.6 His; E$ = 1,0 Glu (rdvdlation par 
ninhydrine, chlorc, FOLIN et  SAKAGUCHI; homoghe), 

C,,H6,0,,N8Cl Calc. C 57,O H 6,5 0 19,O N 13,6 C1 3,8% 
(926.5) Tr. ,, 5 6 5  ,, 6,7 ,, 18,4 ,, 1 3 3  ,, 3.6% 

47) W. STRECKER & CH. GROSSMANN, Bcr. deutsch. chem. Ges. 49, 63 (1916). 
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b) Par la me'thode d l'ester actij: On chauffe pendant 8 h 8. 50" une solution de 478 mg (1.0 
mmole) de N-CBO-8-0-benzyl-L-aspartate de p-nitrophCnyle et  551 mg (1,O mmole) d'hydrazide 
tripeptidique XX dans 2 ml de dimCthylformamide additionn6 de 0,2 ml de HC15N dans 1'8ther. 
On ajoute ensuite 25 ml d'acetate d'6thyle et garde le melange 3 h B 0'. On d6cante et triture le 
rksidu dans 1'Cther jusqu'8 obtention d'un produit pulvdrulent. On filtre et purifie le precipit6 
obtenu comme ci-dcssus en a). On obtient 403 mg (43%) de tCtrapeptide possedant les m6mes 
caract6ristiques que celui obtenu en a). 

N-CBO-~-O-Benzyl-~-aspartyl-~-arginyl-~-valyl-~-tyrosyl-hyd~a~~de, 2 HC1 ( X X I I I ) .  On dis- 
sout 2,78 g (3,O mmoles) d'hydrazide tetrapeptidique XXII dans 15 ml de dioxanne % 40". Aprbs 
dissolution totale, on ajoute.20 ml d'une solution 4N d'HC1 dans le dioxanne, fraichement preparge, 
e t  garde la solution obtenue 8. 20". La cristallisation commence apris environ 10 min et, au bout 
de 45 min, la solution se transforme en une masse compacte. On ajoute 100 ml d'dther, triture, 
filtre, lave abondamment le pr6cipit6 avec de l'ac6tate d'6thyle e t  siche. On obtient ainsi (91%) 
de N-CBO-~-O-benzyl-~-aspartyl-~-arginyl-~-valyl-~-tyrosyl-hydrazide, 2 HC1 de F. 168-172" 
(d6c.). [WE] = -29,s" & 0,5" (c = 1,2; mdthanol); - 12,8" & 0,5" (c = 1,O; dim6thylformamide). 
R$= 0,66; R G  = 0,71; RG = 0,90. E),8 = 0,7 His; EP,9 = 1, l  Glu (rdv6lation par chlore, 
FOLIN e t  SAKAGUCHI; homoghne). 

C,H,,OgN,CI, Calc. C 54,3 H 6,2 0 16.7 N 14,6 C1 8,2% 
(862,s) Tr. ,, 542 ,, 6 5  ,. 16.5 ,, 1 4 3  ,, 8,0% 

N-C BO-B-0- Benzyl-L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-~-valyl-~-h~st~dyl-~-prolyl-~-ph~nyl- 
alanyl-L-histidyl-L-leucinat~ de p-nitrobenzyle, HCl ( X X I  V ) .  A une solution de 431 mg (0,5 mmole) 
d'hydrazide titrapeptidique XXIII dans un melange de 1,5 ml de dim6thylformamide, de 1 mi 
de H C ~ ~ N  et  de 0,5 ml de H,O, refroidi % - 5', on ajoute sous forte agitation 0,l ml d'une solution 
aqueuse de NaNO, 5~ (0,5 mmole). L'azide form6 qui pr6cipite est remis en solution par adjonc- 
tion de 5 ml d'acdtate d'ethyle. On agite 5 min B - 5", ajoute 1 ml de NaHCO, l ~ ,  centrifuge, sC- 
pare les phases, extrait la phase aqueuse avec 3 x 5 ml d'acetate d'6thyle, shche sur Na,S04 les 
solutions organiques r6unies et, apr6s filtration, ajoute 442 mg (0,5 mmole) d'ester hexapepti- 
dique XIII. On Bvapore YacCtate dCthyle B 0" sous vide et  garde la solution restante 48 h B 0". 
On Cvapore le dimethylformamide A 30" sous vide poussd, triture le rdsidu dans l'6ther jusqu'i 
obtention d'un produit pulv6rulent, filtre et skche. Les 782 mg de decapeptide brut obtenus sont 
dissous dans un melange de 5 ml d'isopropanol e t  5 ml de chloroforme et  additionnds de 2 ml 
d'dther. On obtient un gros pr6cipit6, que l'on dissout en chauffant legbrement, puis garde la solu- 
tion homogene obtenue 12 h 8. - 20". Le produit qui cristallise est s6par6 par centrifugation et. 
aprbs decantation du solvant et une recristallisation dans les mbmes conditions, on obtient 390 mg 
(46%) de chlorhydrate de N-CBO-~-O-benzyl-~-aspartyl-~-arginyl-~-valyl-~-t~osyl-~-valyl-~- 
histidyl-~-prolyl-~-phCnylalanyl-~-histidyl-~-leucinate de p-nitrobenzyle de F. 180-200" (d6c.). 
[.IF = -27,O" & 1,O" (c = 1 , l ;  m6thanol). R f s  = 0,12; Rfk = 0.39; Rfi, = OJ8. EBs = 0,5 His; 
EBe = 1,2 Glu (r6velation par ninhydrine, chlore, bleu de bromophCno1, PAULY, FOLIN et SAKA- 
GUCHI; homoghe); E&, = 1,0 Try (r6v6lation par les m&mes reactifs que ci-dessus sauf la nin- 
hydrine; homoghe). Aprh  hydrolyse par HC16N (110'; 14 h), on obtient les acides aminks com- 
posants dans les rapports suivants: His 2,14, Arg 1,07, Asp 0.97, Val 1,92, Tyr 0,96, Phe 1,OO 
et  Leu 1,OO. 

C,,Hl,,,0,8N,,C1+ 11/, H,O Calc. C 58.4' H 6,4 0 18,3 N 14,7% 
(1705.3) Tr. ,, 58.4 ,, 6 3  ,, 18,4 ., 14,4% 

L-A s p a r t y l - ~ - a r g i n y l - ~ - v a l y l - ~ - t y r o s y l - ~ - v a ~ y l - ~ - h ~ s t a d y l - ~ - p r o l y l - ~ - ~ h ~ n y l a l a n y l - ~ - h ~ s t ~ ~ y l - ~ -  
leucine ( X X V ) .  On ajoute 8. une suspension prdhydrogdnke de 500 mg de catalyseur d'hydrogena- 
tion selon K U H N ~ ~ )  une solution de 270 mg (0,16 mmole) d'ester dgcapeptidique XXIV dissous 
dans 30 ml d'un mClange de tert.-butanol/eau 1 : 1. Apris 8 h d'hydrogknation on Climine Ic cata- 
lyseur par centrifugation et  Cvapore la solution B sec. On obtient 173 mg de poudre blanche, 
homogene B la chromatographie e t  B YClectrophorhse. On la soumet B une rdpartition A contre- 
courant dans le systEme sec.-butanol/eau/acide trifluoracetiquc GOO0 : 8000 : 50. Aprbs 200 trans- 
ferts, une determination colorim6trique (ninhydrine et  FOLIN) met en evidence. B c8tC d'un som- 
met mineur, un sommet principal (K = 1,%) contenant le decapeptide desire. On r6unit le 
contenu des tubes 120 B 150, concentre 8. 10 ml, lyophilise, dissout le rCsidu dans 100 ml d'cau, 



740 HELVETICA CHIMICA ACTA 

fait passer la solution obtenue sur 20 ml d'IRA-45 (cycle acktique), lave la rksine par l'acide ac6- 
tique O , ~ N ,  filtre les solutions rdunies, Bvaporc B sec et  sbche jusqu'au poids constant sur P,O, 
e t  KOH. On obtient ainsi 143 mg (62%) de L-aspartyl-L-arginyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-valy1-L- 
histidyl-L-prolyl-D-phknylalariyl-L-histidyl-L-leucine de F. 235" (dkc.). [a]g  = - 64,O" f 1,O" 
(c = 1,2; acide ac6tique 0,05 N). Rfz = 0,12; R f i  = 0,39; R f t  = 0,18. E'& = 0,5 His; EY,9 = 
1,0 Val (r6vClation par ninhydrine, chlore, bleu de bromoph6no1, FOLIN, PAULY et  SAKAGUCHI; 
homogkne). Point isoklectrique: 7,s -J= 0,2. 

Peu soluble dans l'eau, le mdthanol, le propanol; soluble dans l'acide acdtiquc dilud, NH,OH 
dilu6 et  dans un melange de mdthanol/eau 1:l .  L'hydrolyse totale par HCl 6 N  (110'; 14 h) a 
donne les acides aminks composants dans les rapports: Asp 0,97, Arg 0,98, Val 1,89, Tyr l , O l ,  
His 1,96, Phe 0,94, Leu 1,13 e t  Pro (prdsent mais non d6termin6). 

C,,H,,O,,N,,, CH,COBH+5H,0 Calc. C 52,8 H 7, l  0 23,5 N 16,6% 
(1432,6) Tr. ,, 52,9 ,, 7,4 ,, 23,8 ,, 17,2% 

L'activitC biologique, determinee par le Prof. KONZETT e t  le Dr STURMER, sur la pression 
sanguine du Rat  est env. l / . l O O  de celle de VaP-hypcrtensine-11-Asp-F-amide CIBA et de 1/10 
de celle de la L-noradrdnaline. Jusqu'k un rapport de poids de 1O:l aucune action antagoniste 
envers I'Ileu5-angiotensine-I naturellew) e t  envers notre Valkngiotensine-I (XXXI) n'a pu etre 
mise en Bvidence. 

VaP-hgiotensine- 1 

N-CBO-L-Ph~nylalanyI-r.-histidyl-~-leucinate de p-nitrobenzyle ( X X  V I ) .  - a) Par la mCthode 
au dicyclohexyl-carbodiimide: On dissout 9,05 g (16 mmoles) de dibromhydrate de L-histidy1-L- 
leucinate de p-nitrobenzyle18) dans 15 ml d'eau, ajoute 30 ml d'une solution de K,CO, it 50%, 
extrait le precipitd huileux par 150 ml d'acitate d'dthyle, lave la phase aqueuse par 2 x 50 ml 
d'ac6tate d'dthyle, sbche sur Na,SO, les solutions organiques rdunies, 6vapore B sec et  sbche au 
vide pouss6 jusqu'B poids constant. On obtient 6,05 g (15 mmoles) (rat.: 94%) d'ester dipepti- 
dique libre, sous la forme d'une mousse solide. On le dissout dans 100 ml d'ac6tonitrile, ajoute 
4,50 g (15 mmoles) de N-CI30-~-phdnylalanine~~), refroidit -lo", ajoute 3,71 g (18 mmoles) 
de dicyclohexyl-carbodiimide e t  agite pendant 1 h B - 5" e t  24 h 5 20". La dicyclohexylur6e est 
st5paree par filtration (3,20 g) et  le r6sidu d'6vaporation du filtrat est triture dans 1'6ther de 
pdtrole jusqu'k obtention d'une poudre ldgkrement jaunltre. On filtre, redissout le prkcipitd dans 
300 ml d'ac6tate d'kthyle, lave plusieurs fois B I'eau, puis par NH,OH l ~ ,  seche e t  Bvapore B 
sec. On dissout le rdsidu (9,65 g) dans 50 ml d'acdtate d'dthyle, ajoute de Ydther de petrole jus- 
qu'a l'apparition d'un trouble, puis ajoute encore 10 ml d'ac6tate d'dthyle e t  garde la solution 
limpide 76 h B 0". L'ester tripeptidique cristallise sous forme d'aiguilles. On filtre, lave, sbche 
et  obtient 8,41 g (82%) de N-CBO-L-phknylalany1-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle de 
F. 156". [a13 = - 30,s" & 0,5" (c = 1,O; m6thanol); - 18,5 f 0,5' (c = 1,O; dimdthylforma- 
mide). RPM = 0,95; RQ = 0.90; Rft  = 0,75. Eg,a = 1,0 His; Ef,e = 1, l  Glu (r6vdlation par nin- 
hydrine, chlore e t  PAULY; homogbne). 

C,,H,O,N, Calc. C 63,l H 5,9 0 18,7 N 12,3% 
(684,7) Tr. .. 63,l ,, 6,3 ,. 18,5 ., l Z , O %  

b) Par la mdthode b Z'ester actif: On dissout 12,2 g (29 mmoles) de N-CBO-L-phknylalaninate 
de p-nitroph6nyleaS) e t  11,7 g (29 mmoles) de L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle, prdpar6 
comme ci-dessus, dans 100 ml de tetrahydrofuranne anhydre, maintient 48 h Z O O ,  Bvapore B sec, 
purifie et cristallise comme ci-dessus. On obtient 14,3 g (72%) de tripeptide identique 8. celui 
pr6par6 par la m6thode a). 

L- Phtnylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle, 2HBr ( X X V I I ) .  A une solution de 6.85 g 
(10 mmoles) d'ester tripeptidique XXVI dans 35 ml d'acide ac6tique glacial on ajoute 35 ml d'une 
solution 4,5N d'HBr dans l'acide acktique, maintient 20 min B 20". concentre sbus vide a env. 
50 ml et  ajoute 300 ml d'8ther anhydre. Le bromhydrate de tripeptide pr6cipit6 est lav6 abon- 
damment a 1'6ther anhydrt:, et ,  apr& filtration et  skchage, recristallis6 dans un niklange d'iso- 
propanol/acdtate d'6thyle. On obtient 6,43 L 6.90 g (90 B 97%) de dibromhydrate de L-ph6nyl- 
alanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzylr: de F. 245'. [a]g = - 4,O" f l , O o  (c = 1,O; metha 
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nol); - 4,O" & 2,O" (c = l , O ;  dim6thylformamide). Rfk* = 0,95; R f i  = 0,90; Rf; = 0,75. E'& = 
1,0 His; EY,g = 1, l  Glu (r6v6lation par ninhydrine, chlore e t  PAULY; homogkne). 

Cz,H,60,N,Br,+ I/, H,O Calc. C 46,6 H 5,2 0 14,4 N 11,6 Br 22.2% 
(7213) Tr. ,, 46,s ,, 5,3 ,, 14,7 ,, 11,s ,, 22,2% 

N-CBO-L- Valyl-L-histidyl-~-prolyl-L-phdnylalanyC-~-histidyl-~-leucinate de p-nitrobenzyle 
( X X V I I I ) .  - a) Par la mdthode azc dicyclohexyl-carbodiimide: On procbde exactement comme 
pour son analogue XI1 comportant une D-phenylalanine & la place de L. k s  quantitbs mises 
en reaction sont doubl6es. Le rendement atteint est de 65%. F. 170" (avecramollissement B 130'). 
[a13 = - 55,O" 0 , 5 O  (c = 1, l ;  m6thanol); - 27,6" f 0.5" (c = 0,8; dim6thylformamide). Rf&= 
0,70; R f i  = 0,67. E:,8 = 1,0 His; E;,g = 1, l  Glu; ER,8 = 0,7 His; EB,g = 1,3 Glu (rdv6lation 
par ninhydrine, chlore e t  PAULY ; homogbne) . 

C,,H,,O,,H,, Calc. C 61,3 H 6,2 0 17,3 N 15,1% 
(1018,l) Tr. ,, 61,3 ,, 6,4 ,, 17,2 ,, 14,8% 

b) Par la mdthode d I'azide: On dissout 2,28 g (4,O mmoles) d'hydrazide tripeptidique VI dans 
un melange de 16 ml de H C 1 0 , 5 ~  e t  30 ml d'acktate d'kthyle, refroidit B - 5", ajoute, en agitant, 
en trois portions Bgales B 30 sec d'intervalle, 280 mg (4,O mmoles) de NaNO,, agite encore 5 min, 
ajoute 6 ml de K,CO, B 50%, &pare les phases, extrait la phase aqueuse par 2 x 15 ml d'ac6tate 
d'dthyle, shche sur Na,SO, les solutions organiques r6unies e t  ajoute 2,lO g (3,8 mmoles) de 
L-phknylalanyl-L-hdyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle (prBpar6 B partir du dibromhydrate 
correspondant XXVII, comme d6crit pour l'analogue XII). On maintient la solution obtenue 4 j. 
B O", puis 4 h B ZOO,  lave par H,O et  NaHCO,, 1 N, skche e t  Bvapore 8. sec. On obtient 3,18 g de 
produit impur, nkcessitant une purification par distribution B contre-courant. Aprks 190 transferts 
dam le syst6me sec.-butanol/ac&ate d'Bthyle/eau/acide ac6tique 8 : 3 : 13 : 1 et mise en Bvidence 
par le rBactif de PAULY, on obtient deux sommets importants, dont celui ayant un K = 1,0, 
contient l'hexapeptide. On rdunit le contenu des tubes 81 B 110, Bvapore B sec, reprend le r6sidu 
dans 200 ml d'acitate d'dthyle, lave par Na,CO, l ~ ,  shche et  isole comme pour a). On obtient 
1,21 g (31%) de N-CBO-~-valyl-~-histidyl-~-prolyl-~-phBnylalanyl-~-histidyl-~-leucinate de p- 
nitrobenzyle possedant les memes caractBristiques que celui synthBtis6 par la methode a). 

L-Valyl-L-histidyl-L-prolyl-L-phdnylalanyl-~-h~s~~dyl-~-lezccinate de p-nitrobenzyle ( X X I X )  . On 
dissout en chauffant 16gkrement 2,04 g (2,O mmoles) d'ester hexapeptidique XXVIII dans 12 ml 
d'acide acBtique glacial, refroidit B Z O O ,  ajoute 12 ml d'une solution 4,5N de HBr dans l'acide 
acdtique, maintient 20 min B Z O O ,  met au vide pendant 5 min B 20" et ajoute 50 ml d'ether. On 
triture dans 1'6ther sec le pr6cipit6 obtenu, filtre, lave e t  shche. On dissout dans un melange de 
6 ml d'eau et  30 ml de chloroforme, refroidit B Oo, ajoute 6 ml de NH,OH 4 ~ ,  s6pare les phases, 
extrait la phase aqueuse par encore 20 ml de chloroforme, rdunit les phases organiques, sLhe sur 
Na,SO, et Bvapore B sec. Par redissolution du rCsidu dans 6 ml de CHCl, et adjonction de 100 ml 
d'dther on obtient, aprhs filtration et skchage, 1,59 g (94%) de L-valyl-L-histidyl-L-prolyl-L- 
ph6nylalanyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle de F. 160' (d6c.). [a]g = - 45,s" O,SO 
(c = 1,3; methanol); -47.0' & 0,s" (c = 1.0; dim6thylformamide). Rf& = 0,66; Rfg = 0,70; 
RfOp = 0,53. E&8 = 1,0 His; EY,g = 1,l Glu (r6v6lation par ninhydrine, chlore e t  PAULY; homo- 
gbne) . C,H,,O,N,,+l/z H,O Calc. C 59,2 H 6,6 0 17,O N 17.2% 

(893.0) Tr. ,, 59.1 ,, 7,1 ,, 1 6 9  ,, 16,9% 
N-CBO-/3-O-Benzyl-L-aspartyl-L- arginyl-L-valyl-L-tyyrosy2-L-valyl-~-histidyl-~-~rolyl-~-~hdnylala- 

nyl-L-histidyl-L-leucinate de p-nitrobenzyle, 3HC1 ( X X X ) ,  On dissout 862 mg (1,O mmole d'hydra- 
zide tetrapeptidique XXIII  dans 4 ml de dimdthylformamide et  0,s ml d'HC1 4N, refroidit 
A - 5", ajoute un melange de 0.25 ml de NaNO, aqueux 4N e t  0,75 ml de dimethylformamide, 
agite 5 min, puis ajoute 0.28 ml de trikthylamine et  5 ml d'ac6tate d'6thyle. On &he rapidement 
sur Na,SO,, filtre, ajoute au filtrat 884 mg (1,O mmole) d'ester hexapeptidique XXIX dissous 
dans 1 rnl de dim6thylformamide, Bvapore l'acetate d'Bthyle B temperature ordinaire, sous pres- 
sion rkduite, garde le residu 12 h B O", Bvapore le dim6thylformamide B sec B 30' sous vide poussd 
et  triture le r6sidu dans l'dther jusqu'i obtention d'une poudre blanche. On obtient 1,72 g d'un 
mClange contenant B cbt6 du d6capeptide form6 quelques impuretes mineures. On punfie par 
repartition B contre-courant dans le systhme sec.-butanol/acide acetique 0 , l ~ .  Aprh 40 transferts 
et localisation du decapeptide et  des impuret6s par les reactifs de PAULY et  de FOLIN, on reunit 
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lc contenu des tubes 15 B 25 (K = l,O), filtre sur Hyflo Supercell e t  Bvapore B scc. On dissout 
le r6sidu dans un melange de 20 ml de chloroforme et de 5 ml d’isopropanol, ajoute 1 ml d’une 
solution 1.5 N d’HC1 dans l‘dther e t  prkcipite par 1’Bther le chlorhydrate du d6capeptide. Apriis 
essorage du prCcipit6, on le dissout dans un melange de 5 ml d‘isopropanol e t  de 5 ml de chloro- 
forme, ajoute 2 ml d’ither, redissout le pr6cipitd form6 en chauffant B Bbullition et maintient 
la solution homogiine obtcnue 12  h B - 20”. On centrifuge, lave le culot plusieurs fois B l’kther, 
le seche ct  obtient ainsi 992 mg (56%) de trichlorhydratc de N-CBO-p-0-benzyl-L-aspartyl-L- 
arginyl-~-valyl-~-tyrosyl-L-valyl-~-histidyl-~-prolyl-~-ph~nylalanyl-~-histidyl-~-leucinate de p- 
nitrobcnzyle dc F. 235” (ramollissement B 190°). [a ]F  ;52,9” f 0,5” (c = 0,9; m6thanol). 
Rf% = 0,18; Rfi  = 0,38; Rft = 0,20. E& = 1,0 Try (revelation par chlore, PAULY et  FOLIN; 
homogene). Ei,8 = 0,5 His; E?,9 = 1 , l  Glu (r6vClation par ninhydrine, chlore, blcu de bromo- 
ph6no1, FOLIN, PAULY et SAKAGUCHI ; homoghe). 

C8,Hlo,0,,Nl,C1,f2H,O Calc. C 55,8 H 6.3 0 17,9 N 14,1y0 
(1787,Z) Tr. ., 55.4 ,. 6.4 ,, 17,7 ,, 13,7% 

L-A s p a r t y l - ~ - a r g i n y l - ~ - v a l y l - ~ - t y r o s y l - ~ - v a l y l - ~ - h i s t ~ d y l - ~ - ~ ~ o l y l - ~ - ~ h ~ ~ y l a l a n y l - ~ - h ~ s t i d y l - ~ -  
leucine ( X X X I ) .  On chauffe, 10 min B 40”, une suspension de 500 mg de catalyseur d’hydrogha- 
tion selon KUHN45) dans 5 ml d’acide acetique B 66%, effectue la pr6hydrog6nation 8. Zoo, puis 
ajoute 634 mg (0,354 mmole) d’ester dCcapeptidique XXX dissous dans 20 ml d’acide ac6tique 
B 66%. En 2 h l’absorption apparente de H, reprBsente 95% de la quantit6 thCorique et l’adjonc- 
tion d’une seconde portion de 100 mg de catalyseur ne produit aucune augmentation de consom- 
mation. On Blimine le catalyseur par centrifugation et  Bvaporc la solution B scc. On obtient env. 
500 mg de produit sous forme d’unc mousse solide, homoghc 8. la chromatographie et B 1’6lectro- 
phorbse. 

On le soumet B une r6partition B contre-courant dans le systeme sec.-butanol/eau/acide tri- 
fluoracBtique 6000 : 8000 : 50. Apriis 200 transferts, unc dktermination colorimCtrique (ninhydrine 
et  FOLIN) met en dvidence un sommet unique (K = 1,60) de forme correspondant B la courbe 
th6orique. On r6unit le contenu des tubes 100 B 145, filtre, concentre B 10 ml, lyophilise, dissout 
le r6sidu dans 100 ml d’eau et fait passer la solution obtenue sur 20 ml de IRA-45 (cycle acgtique), 
lave la resine par 100 ml d’acide ac6tique 0,1N, filtre les solutions rBunies, Bvapore B sec, triture 
le r6sidu dans de l’6ther contenant 25% de mdthanol, filtre, lave i 1’6ther e t  &he. On obtient 
ainsi 447 mg (89%) de ~-aspartyl-L-arginyl-~-valyl-L-tyrosyl-~-valyl-~-h~tidyl-~-prolyl-~-phCnyl- 
alanyl-L-histidyl-L-lcucine de F. 285-290” (d6c.). [m]g = - 74“ & 3” (c = 1,6; acide acktique 0,05N). 
Rffi = 0,18; Rfz = 0,38; Rft = 020. EZs = 0,5 His; E:,9 = 1,0 Val (r6vdlation par ninhydrine, 
chlore, bleu de bromophBnol, FOLIN, PAULY et  SAKAGUCHI; homoghne). Point iso6lectrique 
7,5 & 0,2. Aprks hydrolyse totale dans HC1 6N (110”; 14 h), on obtient les acides amin6 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 (prCsent mais non dCtermin6). 

C,lH,,0,4Nl,, CH,CO,H+ 4H,O Calc. C 53,4 H 7,O 0 22,7 N 16,9% 
(1414,6) Tr. ,, 53,4 ,, 7,1 ., 22,9 ,, 16,8% 

Les activit6s biologiques ont Bt6 d6terminCes par le Dr E. STURMER~’). Par rapport B la 
Va15-hypertensine-II-Asp-~-amide CIBA, le decapeptidc XXXI a montr6, sur  une base molaire, 
une activit6 de 110% sur la pression sanguine du Rat et de 1.20% sur l’ileum is016 du Cobaye. 

Attaques enzymatiques 
Produits utilis6s : Chymotrypsine cristallisie ; trypsine 2 x cristalliske : carboxypeptidase 

(toutes les trois dc Nutritional Biochemicals Co., Cleveland), .- Solution tampon de p H  8,5: On 
melange de l’acide acCtique 1~ e t  du NH,OH 1~ de faSon B obtenir cxactement un pH de 8,5. 

I )  Hexapeptide H-L-Val-L-His-L-Pro-o-Phe-L-His-L-Leu-OH. On dissout 18,O mg (20 pmoles) 
d‘ester hexapeptidique XI11 dans l’acide ac6tique aqueux B 75%. hydrogene pendant 6 h en 
pr6sence de 10 mg de catalyseur d’hydrog6nation selon K U H N ~ ) ,  sCpare le catalyseur par filtra- 
tion, Bvapore le filtrat & sec et siiche le residu sur KOH au vide pouss6. On obtient ainsi 16,O mg 
dc produit homogene B la chromatographie e t  B 1’6lectrophorhse (r6v6lation par ninhydrine et 
chlore) que l’on utilise directement pour les attaques ci-dessous. 

a) Attaque d la chymodvypsine: 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 B 8,5 et  maintient la solu- 
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tion obtenue B 23". On pr6leve des aliquotes apres 30 min, 1 h, 4 h e t  24 h. Immkdiatement aprBs 
le pr6lhvement, les aliquotes sont vers6es dans un volume dgal d'acide acetique glacial, puis sou- 
mises & l'ilectrophorbse sur papier au pH 1,9. M&me aprbs 24 h, l'hexapeptide ne subit aucun 
changement (EP,g = 1,3 Glu = 1,l Val). 

b) Attuque b la carboxypeptidase: On dissout 1,5 mg d'hexapeptide obtenu ci-dessus dans 
0,15 rnl de tampon de pH 8,5, ajoute 0 , l  mg de carboxypeptidase dissoute dans 5 ,u1 de NH,OH 
IN, ajuste le pH B 8.5, maintient la solution obtenue ?L 23" et  pr6leve des aliquotes aprhs 30 min, 
1 h, 3 h et 24 h. Aprhs 1 h d6jB, la totalit6 de la leucine est libCree et l'unique peptide dsiduel, 
migrant un peu plus vite (EY,g = 1,2 Val) que l'hexapeptide de d6part, reste sans changement, 
m&me aprhs une digestion de 24 h. Apres Blution et  hydrolyse acide totale de ce peptide, on ob- 
tient Val, His, Pro et Phe. 

T I )  Hexapeptide H-L- Vul-L-His-L-Pro-r.-Phe-L-His-L-Lezt-OH, Cet hexapeptide est obtenu 
apres hydrog6nolyse des groupes protecteurs de l'ester hexapeptidique XXVIII dans les condi- 
tions d6crites ci-dessus pour son isomere D. Le produit obtenu est Bgalement homoghe B la chro- 
matographie e t  B 1'6lectrophorhse (rGv6lation par ninhydrine et  chlore). 

a) Attaque b la chyrnotrypsine: On dissout 3,O mg de produit et 0,3 mg de chymotrypsine 
dans 0,3 ml de tampon de p H  8,5. L'attaque est complhte apres 90 min d6j&. On obtient deux 
nouveaux peptides, l'un migrant plus vite (EP,, = 0,9 His) que l'hexapeptide de depart e t  l'autre 
moins vite (EY,9 = 1,0 Val). I1 ne reste aucun autre peptide residue1 et les dcux fragments obtcnus 
ne subissent pas de changement, mbme aprks prolongation de l'attaque pendant 24 h. Par hydro- 
lyse totale, le premier fournit Leu et His e t  le second donne Val, His, Pro et  Phe. 

b) Attuque d la curboxypeptiduse: Dans les conditions d6cntes ci-dessus, il y a, apres 90 min 
dejk, libbration d'histidine et de la totaliti de la leucine et de la ph6nylalanine. L'unique peptide 
r6siduel reste sans changement, mbme aprhs 24 h d'attaque. I1 migre Eghrement plus vite (E& = 
1,2 Val) que l'hexapeptide de d6part e t  fournit apres hydrolyse totale Val, His e t  Pro. 

111) Val5-n-Phes-Angiotensine-I ( X X V ) .  - a) Attaque b la chymotrypsine: On dissout 3,O mg 
de d6capeptide XXV dans 0,3 ml de NH,OH 0,01~, ajoute 0,3 mg de chymotrypsine, ajuste le 
pH %, 8,5 B l'aide d'acide ac6tique O , ~ N ,  agite B 23" et  pr6lbve des aliquotes apres 30 min, 2 h et  
24 h. Aprbs 2 h d6j&, la scission est totale. On obtient deux nouveaux peptides sans aucun autre 
peptide r6siduel. Le premier, migrant plus vite (EP,, = 1.1 Val) que le d6capeptide XXV (EY,, = 
1,0 Val), fournit aprks 6lution et hydrolyse totale Val, His, Pro, Phe et  Leu. Le second migre 
moins vite (E&, = 1,0 Glu) et donne par hydrolyse Asp, Arg, Val e t  Tyr. 

b) Attaque b la carboxypeptidase: On dissout 2.5 mg de decapeptide XXV et  0,15 mg de car- 
boxypeptidase dans 0,25 ml de NH,OH l ~ ,  ajuste le p H  & 8,5 & l'aide d'acide acetique IN, agite 
B 23" e t  pr6leve des aliquotes apr&s 30 min, 2 h et  24 h. Aprks 2 h dBj$ la totalit6 de la leucine 
est lib6r6c e t  l'unique peptide rksiduel, ayant la m&me mobilit6 BlectrophorCtique que le d6capep- 
tide XXV, ne subit pas de changement, mbme aprhs 24 h de digestion. Par hydrolyse totale, il 
fournit Asp, Arg, Val, Tyr, His, Pro et Ph6. 

c) Attaqz~e d la trypsine: A une solution de 2,5 mg de d6capeptide XXV dans 0,3 ml de NH,OH 
O , ~ N  on ajoute 0,2 mg de trypsine puis ramene le pH avec pricaution B 8,5. On agite B 23" et  pr6- 
Eve des aliquotes aprhs 1 h. 2 h, 4 h et  24 h. L'attaque qui ne devient totale qu'aprhs 4 h pro- 
voque la scission complbte en deux fragments, sans aucun autre peptide rCsidue1, fragments 
demeurant sans changement meme aprhs 24 h de digestion. Le premier, migrant plus vite (E?,9 = 
0,s His) que le decapeptide XXV, donne aprhs hydrolyse totale Asp e t  Arg. Le second migre 
moins vite (EY,9 = 1,0 Glu) et fournit apres hydrolyse Val, Tyr, His, Pro, Phe ct Leu. 

I V )  Val5-Angiotensine-I ( X X X I ) .  Les attaques par les trois enzymes, la chymotrypsine, la 
carboxypeptidase e t  la trypsine, ont 6t6 effectu6es exactement dans les m6mes conditions que 
pour la Vals-D-Phes-angiotensine-I (XXV) ci-dessus. 

a) Attuque b la chymotrypsine: Aprhs 2 h il y a d6jL une scission complete du ddcapeptide 
XXXI en trois fragments. Une prolongation d'attaque pendant 24 h ne provoque pas de change- 
ment. Le premier fragment, migrant le plus vite (E;,9 = 0,9 His), donne a p r h  hydrolyse totale 
His et Leu. Le second, ayant la mbme mobilit6 6lectrophor6tique que le dicapeptide XXXI, 
fournit apres hydrolyse Val, His, Pro et  Phe. Le troisibme fragment migre moins vite (EY,D = 
1,0 Glu) et donne par hydrolysc Asp, Arg, Val e t  Tyr. 
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b) Attaque Ci la carboxypeptidase: Cet enzyme libere a p r h  2 h dBjja His et la totalit6 de Leu 
et  Phe. L’unique peptide rBsiduel, demeurant inchang6 m&me apres 24 h de digestion, migre moins 
vite (Eq,g = 1.0 Leu) que le decapeptide XXXI. Aprbs hydrolyse acide totale, il fournit Asp, 
Arg, Tyr, Val, His et Pro; il contient Bgalement la lencine dont la tache coincide avec celle de 
l’heptapeptide au pH 1,9. 

c) Attaque ri la trypsine: I1 sc produit aprks 24 h une scission complete du dicapeptide en 
deux fragments. 1-e premier migrant plus vite (E:,g = 0.8 His) que le decapeptide XXXI, fournit 
apr& hydrolyse Asp et  Arg. Le seconde migre moins vite (E:,g = 1,0 Asp) et  donne par hydro- 
lyse totale Val, His. Pro, Phe, Tyr e t  Leu. 

SUMMARY 

Va15-angiotensin-I and one of its optical isomers, Vd5-~-Phes-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. Val5-angiotensin-I exhibited the full biological activity expected. V ~ F D -  
Phe8-angiotensin-I was found to be practically inactive. It failed also to antagonize 
Val5- or Ileu5-angiotensin-I or to inhibit t converting enzyme *. 

Laboratoires de Chimie Pharmaceutique SANDOZ, Bhle 

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

von H. Brintzinger 
(2 .  111. 61) 

Von  NEWTON^) ist festgestellt worden, dass die Zugabe gewisser Metallionen wie 
Mg2+ zum Nahrmedium die bakteriostatische Wirkung von Polymyxinen in nitro auf- 
zuheben vermag. 

Dieser Befund kann, worauf auch NEWTON hinweist, zunachst 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 Verdrangung des 
Metallions aus bestimmten Haftstellen des Organismus durch die Erhohung der Me- 
tallionenkonzentration wieder riickgangig gemacht. Wir stellten uns die Aufgabe, 
- zunachst in wbseriger Losung - die Reaktion von Polymyxin B a) 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 Mg2+- 
Komplexen verknupft ist. 

Polymyxin B ist ein cyclisches Decapeptid, dem -- Abbauuntersuchungen ver- 
schiedener AutorenSa) sowie einer Reihe synthetischer Arbeiten von K. VOGLER & 
Mitarb.ab) zufolge - eine der in Fig. 1 dargestellten Strukturen zuzuschreiben ist. Es 
besitzt 5 freie Aminogruppen von ci, y-Diaminobuttersaure-Bausteinen und ist deshalb 
und wegen der Moglichkeit zur Acidokomplexbildung an den Amid-Gruppierungen 
ein potentieller Chelat-Komplexbildner. 
1) B. A. NEWTON, Nature 772, 160 (1953). 




