
2042 HELVETICA CHIMICA ACTA 

254. Isolement & partir de l’hypophyse postkrieure du tripeptide 
leucyl-arginyl-leucine et sa synthese par une route 

nouvelle quant a l’incorporation de l’arginine 
par  Claude Gros, Michel Privat de Garilhe, Antigone Costopanagiotis 

et Robert Schwyzer 
(5 X 61) 

Dans une prCcCdente notel) nous avions signal6 l’existence, dans la poudre 
d‘hypophyse posterieure de Porc, d‘un tripeptide auquel nous avions attribuC la 
structure provisoire leucyl-arginyl-leucine (Leu-Arg-Leu) . Ce peptide avait 6th obtenu 
au cours de 1’Clectrophorbse de zone selon la mkthode de PORATH et ~ 1 . ~ )  de la fraction 
des peptides basiques de l’hypophyse postkrieure contenant notamment l’hormone 
a-mClanophore-stimulante (a-MSH) et une hypophyso-stimuline B effet corticotrope 
ou act-Corticotropin-Releasing-Factor )) (a-CKF) . 

La prCsente communication a pour but de d6crire l’isolement B l’6tat pur et en 
quantite significative, du tripeptide Leu-Arg-Leu, la dktermination de sa structure 
et sa synthke. 

Pr@aration du pept ide (en. L’cxtraction dc la poudre de lobes postdricurs d’hypophyses de 
Porc, la prdcipitation fractionnee ?L l’acdtone et la distribution B contre-courant ont C t C  dCcrites 
dans dcs publications antdrieures l) 4 ) .  On a vu quc, au cours de la distribution B contre-courant 
comportant 25 transferts, les peptidcs basiques sc trouvaient dans une fraction dite ((fraction Hr 
qui correspondait aux tubes 18-24. Une 6lectrophor8se analytique de cette fraction H sur papier 
WHATMAN 3 MM dans le systkme acide acdtique-pyridine 0 . 2 ~  (pH 5,l) permet de distinguer 
aprks rCv6lation au bleu de bromothymol ct  5 la ninhydrine au moins 7 taches distinctes numdro- 
tCes a, b, c, d, e, f et  g, dans l’ordre dc lcurs charges Clectropositives croissantes. La tache ter  
est celle qui nous intdresse actuellement, L savoir le tripeptide Leu-Arg-Lcu. 

Afin dc prdparer ce tripeptide en quantit6 importante c t  B l’Ctat pur, on fait subir B la frac- 
tion H encore 2 traitcments successifs: 

Une quantit6 de l’ordre de 500 mg de fraction H subit m e  seconde distribution 3, contre- 
courant dans un systbme constitui! par une phase aqueusc 10-2, en acide p-toluknesulfonique ct 

M en Cthyl&nediaminc-tdtrac6tate de sodium, et  une phase organique qui est du m-butanol. 
On effectue 25 transferts B tempdrature ordinaire, et on repartit les tubes obtenus en trois lots. 
Apr8s dlimination de I’acide p-toluknesulfonique ct de 1’6thylirnediamine-tdtracdtate par adsorp- 
tion sur Amberlitc IRA 400, on obtient ainsi 3 sous-fractions: 

H, tubes 1 B 11 (241,6 mg) 
H, tubes 12 B 21 (98,2 mg) 
H, tubes 22 B 26 (39,7 mg) 

La fraction H,, dont la richesse en tripeptide peut dtre constatde par Clcctrophor6se sur papier, 
subit une 6lectrophorbse de zones sur colonnea). Le support de l’Clectrophor6se est une colonne 
de Pevikon 870 C 5 )  de 45 x 0,9 cm. L’dlectrophorbse a lieu en tampon acide ac6tique-pyridine 
0,2 M pH 5,0 sous 300 volts et 8 mA. La partie centrale de 1’Clution est repr6sentCe par la figure 1. 
Ide contenu des tubes 2540, une fois lyophilis6, fournit 8 mg d’une poudre blanche qui ne contient 

1) M. P. DE GARILHE, C. GROS, J. PORATH & E. B. LINDNER, Experientia 16, 414 (1960). 
2) J.  PORATH, E. B. LINDNER & S. JERSTEDT, Nature 782, 794 (1958). 
3) C. GROS 62 M. P. DE GARILHE, C. r. hebd. SCances Acad. Sci. 249, 2234 (1959). 
4) M. P. DE GARILHE, Etudes d’Endocrinologic, p. 317, Hermann, Paris 1961. 
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que le tripeptide de)) (Leu-Arg-Leu) comme composant peptidique. L'homogCnBiti. de ce produit 
est contrBl6e par 6lectrophor6se sur papier e t  par chromatographie sur papier dans le systkme 
n-butanol-acide formique-eau (75 : 15 : 10 v/v). 

ELECTROPHORESE DE ZONES i 
fraction e: Leu.Arg.  Leu  

10 20 30 40 50 
- lube NP ----, 

Fig. 1. Electrophordse sur colonne de  Pevikon5)  de la prdfiaration H,. 
Colonne de 45 x 0,9 cm CquilibrCe et  plongCe dans u n  tampon acdtate de pyridinium O , ~ M  pH 5,O; 
300 volts, 7 mA; on recueille une fraction de 1,5 ml toutes les 30 min. Ides tubes sont analysCs 

pour leur teneur en peptides selon la reaction de FOLIN-LOWRY. 

Structure du fleptide nature1 cce)). L'hydrolyse acide totale de peptide fournit 
uniquement les amino-acides arginine et leucine (Fig. 2) identifiks par chromato- 
graphie sur papier WHATMAN No. 1 dans le systkme butanol-acide formique-eau 
(75 : 15 : 10 v / v )  et par chromatographie dans le butanol & pH 4 selon M C F A R R E N ~ ) ,  
ce dernier systkme permettant de distinguer Leu et Ileu. 

Par le dosage des acides aminks dans l'hydrolysat total selon MOORE et aZ.7) nous 
avons trouvk que 1 mg de peptide contenait : 1, l  pmol d'arginine et 1,8 pmol de 
leucine, c'est-&-dire que Arg et Leu sont sensiblement dans un rapport de 1 & 2 .  

L'action de la carboxypeptidase8) a libkrk uniquement la leucine. 
L'action du fluorodinitrobenzhe selon la mkthode de sANGER9) a abouti & la 

formation de dinitrophknyl-leucine, caractkriske par chromatographie sur papier 
dans le systkme phhol-alcool isoamylique-eau (1 : 1 : 1 v / v )  de BISERTE & QSTEUX~~) .  

5) Le Pevikon C 870 est une poudre de chlorure de polyvinyle qui nous a 6t6 fournie par la 
Maison SUPERFOSFAT FABRIKS AKTIEBOLAG, Stockholm (Sukde) . 

6 ,  E. F. MCFARREN, Anal. Chemistry 23, 168 (1951). 
S. MOORE, D. H. SPACKMAN & W. H. STEIN, Anal. Chemistry 30, 1185 (1958). 

8) J.  JOLLES-THAUREAUX, P. JOLLES & C. FROMAGEOT, Biochim. biophys. Acta 27, 298 (1958). 
. O) F. SANGER, Biochem. J.  45, 565 (1949). 
lo) G. BISERTE & R. OSTEUX, Bull. SOC. Chim. biol. 23, 50 (1951). 
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Etant donn6 l’ensemble de ces faits, la seule structure possible pour le peptide ((en 
est celle d‘un tripeptide de sequence: H - Leu-Arg-Leu. OH. Cette sCquence est con- 
firmCe par comparaison avec le produit de synthhse. 

Les deux peptides, naturel et synthktique, ont Ctk comparils au cours de l’klectro- 
phor6se sur papier WHATMAN 3 MM dans le systbme acide ac6tique-pyridine ( 0 , 2 ~ ,  
pH 5,O) et au cours de la chromatographie sur papier dans le syst2me butanol-acide 
formique-eau (75 : 15: 10). Dans les deux cas, le comportement des 2 peptides a C t C  
identique (Fig. 2). 

Fig. 2. De gauche B droite: lo Chromatographie sur papier WHATMAN No. 1 
dans le systkme n-butanol-acide formique-eau (75 : 15: 10 v / v )  de leucine, hydrolysat du tri- 
peptide nature1 ce i ) ,  arginine, le tripcptide naturel deb) et le tripeptidc synthCtique Leu-Arg-Leu. 

Z0 ElectrophorZse sur pupcpier WHATMAN 3 MM 
dans le tampon acetate de pyridinium 0,2 M pH 5.0 pendant 6 h, sous 600 volts e t  12 milliampkres, 
du tripeptide synth6tique Leu-Arg-Lcu et  du peptide naturel nerp. Toutes les rCvClations ont eu 

lieu i la ninhydrine. 

Nous nous sommes interrogks sur la  signification du tripeptide Leu-Arg-Leu. 
On pourrait se demander si ce tripeptide ne provient pas de l’hydrolyse d‘une rnolk- 
cule plus complexe au cours de l’extraction et des traitements divers que subit la 
poudre d’hypophyse. Cette hypothkse semble devoir &re CcartCe pour 2 raisons 
principales: a) le fait que l’on retrouve le tripeptide de faqon systkmatique et en 
quantitC importante dans des preparations ayant subi des traitements divers dont 
aucun n’est drastique; b) l’absence de la sCquence en question dans toutes les hor- 
mones dCjjl connues de l’hypophyse postkrieure. 

I1 est donc possible que ce tripeptide ait un rble biologique encore inconnu. Dans 
certains cas il est susceptible de provoquer la lib6ration de corticotropine i.n vitro A 
partir dantkhypophyses isolCes de Rat (action CRF). Cependant l’absence de 
parallClisme entre l’action du tripeptide et l’action d’une prkparation standard de CRF- 
nous incite B penser qu’il s’agit d’une action non spkcifique, difficile A interprkter. 
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SynthBse de H . Leu-Arg-Leu * OH (fiar A.  C.  et R. S . )  ll). L’incorporation du rCsidu 
de l’arginine pose le problbme le plus difficile de toute la synthbe du tripeptide 
H-Leu-Arg-Leu-OH. A cet effet, on emploie dordinaire des produits dCrivCs de 
la N“-nitroarginine12). Pour l’achhement de la synthhse le groupement nitro est 
CliminC par rCduction catalytique ou Clectrolytique 13). Nos expCriences14) nous indi- 
quent que ces deux mCthodes donnent lieu B la formation de certaines quantitCs 
de sous-produits contenant Ie groupement aminoguanidine (SchCma 1) ‘3. FrCquem- 
ment, ces dCrivbs sont tr&s difficiles B &parer des guanidines dCsir6es. Dans des 
cas simples (oh il n’existe pas d’interfkrence avec dautres groupements rCactifs) on 
peut toujours les diffkrencier des guanidines simples par leur forte coloration avec 
le rCactif de FOLIN-CIOCALTEU~~). En outre, on observe souvent la formation d’une 
lactame entre le groupement carboxyle et l’atome Na au cours des synthtkes pepti- 
diques utilisant des dCrivb de la nitro-arginine protCgCs au NU17). 

SchCma 1 
0 

H“ YN,0 H,N\ ,NH H,N, /N-NH, 
I 1  c C 
\ 4 ,  c 

H-N N reduction I 
NH’ + N H ~  
I I kH’ ou (yU3 (yU3 

(?H2)3 a U 

- 
I Clectrolytique -HN-CH-CO- -HN-CH-CO- 

-HN-CH-CO- 
o! 

NO, NH, 
I I 

-Arg- -Arg- -Arg- 

Tous ces inconvCnients nous ont engagks A chercher d’autres dkrivCs qui nous 
permettraient d’incorporer l’arginine dans un peptide sous une forme protCg6e plus 
convenable. ZERVAS et aZ.18) ont dCcrit la tri-carbobenzoxy-L-arginine (I) et l’emploi 
de ce produit pour la synthhse de peptides avec de l’arginine N-terminale. La 
scission des trois groupements carbobenzoxy est effectuCe par hydrogknolyse 
catalytique, qui les Climine tous simultanbment. Les memes auteurs ont ainsi dCcrit 

Les abreviations utilisees ici pour designer les acides a m i d s  sont essentiellement formdes 
suivant la proposition de E. BRAND & J. 1). EDSALL, Ann. Review Biochemistry 16,223 (1947). 

BOC- = t-butoxycarbonyle = (CH3),C * OCO-; Z- = carbobenzoxy- = ’ 
Un bon resume de la litterature concernant la nitro-arginine se trouve chez H. GIBIAN & 
E. SCHRODER, Liebigs Ann. Chem. 642, 145-162 (1961). Ces auteurs ont aussi prepare un 
grand nombre de nouveaux peptides de la nitro-arginine. 
M. E. CLUBB, P. M. SCOPES & G. T. YOUNG, Chimia 14, 373 (1960). 
Observations non publiCes faites par le Dr. B. RINIKER. 
L’aminoguanidine a C t C  synthitisie par J. THIELE, Ann. 270, 23 (1892), et V. A. CONARD & 
R. L. SHRINER, J.  Amer. chem. SOC. 55, 28G9 (1933), par reduction (Zn+HCl) de la nitro- 
guanidine. 
0. FOLIN & Y. CIOCALTEU, J.  biol. Chemistry 73, 629 (1927). 
M. BODANSZKY & J.  T. SHEEHAN, Chemistry & Ind. 1960, 1268. 
M. ZERVAS, M. WINITZ & J. P. GREENSTEIN, Arch. Biochemistry Biophysics 65, 573 (1956) ; 
J. org. Chemistry 22, 1515 (1957) ; J. Amer. chem. SOC. 83, 3300 (1961) ; L. ZERVAS, T. OTANI, 
M. WINITZ & J. P. GREENSTEIN, Arch. Biochemistry Biophysics 75,290 (1958) ; J.  Amer. chem. 
SOC. 81, 2878 (1959). 

‘ CH,OCO-. 0 
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D R O C  

la Nu-dicarbobenzoxy-arginine (11) avec deux groupes protecteurs dans la fonction 
guanidine. Nous avons alors introduit sur l'atome Na de ce composC le rksidu 
t-butoxy-carbonyle (BOC-) lQ) au moyen de l'azidoformiate de t-butyle20). De ce produit 
et de ses dCriv6s carboxyliques (peptides p. ex.) on peut Climiner sklectivement soit le 
groupement BOC- (par catalyse acide douce "3) soit les groupes carbobenzoxy- 
(par hydroghation catalytique, de prCf6rence sous pression denviron 5 at.). Le 
nouveau dCrivC BOC-Arg(2,) *OH (111) permet alors cle prCparer facilement des 
peptides contenant le rCsidu -Arg(Z,)- au milieu de la chaine. 

(3 HN, ,NH . CO * OCH2-- 
C 

h - C O . O C H , r I  I R = e 2 0 C O -  [Z * Arg(2,) . OH] 

I1 R = H *  [H * Arg(Z2) . OH] 
W - (?HA3 

R-HN-CH-COOH 

Leu Arg 

H-Arg(2,) . OH 111 R = BOC. [BOC * Arg(2,) . OH] 

Schkma 2 
1 2 3 

R 

C 

BOC- 
B 2 3 :  

- h - O C H 3  F.llO-lll";[cr]$= -16" (c= l;C,H,OH) 

Scission de BOC avec F,CCOOH; 
traitement du sel avec K2C0,. 

H- Arg Leu 1-OCH, C 2-3: Substance non purifiCe. 

D 7-3: F. 155-156' 
I ? 

2 2  

30: Saponification (Ba[OH],) 

E 7-3: IsolCe comme di-trifluoracktate 

La synth6se du tripeptide He Leu-Arg-Leu. OH s'est effectuCe par Ctapes com- 
menqant au reste C-terminal, afin d'Cviter la rachmisation partielle22). Le groupe 
BOC- a BtC choisi non seulement pour la protection de N" du rBsidu -Arg(Z2)-(A2), 

19) Experiences executees par P. SIEBER. 
20) a) F. C. MCKAY & N. F. ALBERTSON, J. Amer. chem. SOC. 79, 4686 (1957) ; b) G. W. ANDER- 

SON & A. C. MCGREGOR, ibid., 6180; c) L. A. CARPINO, i b i d . ,  4427; d) R. SCHWYZER, P. SIE- 
BER & H. KAPPELER, Hclv. 42, 2622 (1959). 

21) R. SCHWYZER & W. RITTEL, Helv. 44, 159 (1961). 
22) Le principe de la synthkse par Btapes conimengant au rcste C-terminal pour Bviter la rac6mi- 

sation partielle a C t B  reconnu e t  appliquC par plusieurs auteurs, p. e. R. A, BOISSONNAS, 
ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD & J. 1'. WALLER, Hclv. 38, 1491 (1955); R. SCHWYZER & 
C. H. LI, Nature 782, 1669 (1958); K. SCHWYZRR & P. SIEBER, Helv. 42, 972 (1959): H. 
SCHWARZ & F. M. BUMPUS, J. Amer. chem. SOC. 87, 890 (1959); M. BODANSZKY & V. DU 

VIGNEAUD, Nature 783, 1324 (1959). 
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mais aussi pour celle de N" de la leucine N-terminale (A 1). On a employ6 des anhy- 
drides mixtes entre le dCriv6 de l'acide cr-amin6 et soit l'acide trimkthylacktique 23) 

soit l'acide isobutylcarbonique 24). L'acide trifluoracktique, un solvant excellent, est 
utilisk pour la scission B tempkrature ordinaire des groupes BOC-21). On a hydrogkn6 
8. 1'6chelon du tripeptide prot6g6 (D 1-3), puis on a Climin6 BOC- et saponifi6 le 
groupe ester mkthylique par Ba(OH),. Le tripeptide est purifi6 par chromatographie 
sur gel de silice (en colonne et en couche mince) et par distribution 8. contre-courant. 
I1 cristallise B 1'6tat pur comme di-trifluorac6tate. 

Partie experimentale synthetique 
BOC-Arg(2,) * OH (111) 19) : 15,6 g de NW-dicarbobenzoxy-L-arginine sont dissous dans un 

melange de 310 ml de dioxanne, 310 ml d'eau, 15,6 g de MgO et 9,8 ml d'azidoformiate de t-  
butyleZoc*d). Apres 16 h d'agitation on Cvapore sous pression rBduite, recouvre le rCsidu d'une 
couche d'ac6tate d'ithyle e t  acidifie avec HCl:H,O (1: l )  B 0". L'extrait organique est lavC A 
l'eau ct @vapor6 B 40"/15 Torr sans sCchage prkliminaire. Le rCsidu (14,6 g) est chromatographi6 
sur une colonne de gel de silice ~ M E R C K I  contenant 15% d'eau avec CHCI,. On fait 1'8lution avec 
800 ml d'un melange chloroforme-acCtate d'Cthyle (1 : 1 v/v). L'Cvaporation de 1'6luat A 40"/15 Torr 
fournit 11,s g (61%) de r6sidu. Celui-ci est dissous dans 55 ml de methanol e t  melange goutte h 
goutte avec 15 ml d'eau. Les cristaux sont recueillis par filtration, laves avec MeOH : H,O (1 : 1) 
ct sCchCs A 50"/15 Torr: 10,8 g (56%), F. (138) 141-142" (avec dBcomp.). 
C,,H,,O,N, (542,57) Calc. C .59,77 H 6,32 N 10,32% Tr. C 59,76 H 6,53 N 10,23% 

BOC . Arg(Z,)-Leu. OCH,(B 2-3) : On prCpare l'anhydride mixte de 542,3 mg de BOC . Arg 
(Z,) . OH (111), dissous dans 10 ml de titrahydrofuranne et  0,139 ml de triithylamine, par addition 
(de - 5" B - 10") de 0,123 ml de chlorure d'acide trimCthylac6tique. Aprks 20 min on ajoute une 
solution de H . Leu . OCH, dans quelques ml de tbtrahydrofuranne, qu'on a prCparCe avec 1,99 g 
de H . Leu . OCH,, HClZ5) et 0,3 ml de trimethylamine dans ce solvant. On laisse rCagir 30 min 
B - 10" et une h B Z O O ,  s6pare du chlorhydrate de trikthylamine, Bvapore le solvant A 40"/15 Torr 
et dissout le rCsidu dans 1'acCtate d'Cthyle. Cette solution est lavee par l'acide citrique ( B  5%),  
NaHCO, ( B  5%), H,O et  NaCl satur6, sCchCe par Na,SO, et  CvaporCe A 40"/15 Torr. Le rCsidu 
cristallise dans le melange 6ther-ether de petrole A basse temperature: 517 mg (77%), F. 104". 
L'hydrolyse du produit (HCl conc./AcOH, 1 : 1, 24 h, 120") donne les deux acides aminCs Leu 
et Arg, identifies par chromatographie sur papier dans le systeme n-butanol: CH,COOH : H,O 
(4: 1 : 1 v/v). Une purification cst effectu6e par chromatographie sur A1,0, (neutre, WOELM, 
activit6 111) dans CC1,. L'Cluat contient la substance, F. 110-111" (cristallis6e dans 1'6ther avcc 
Cther de petrole). SCchage 4 h B 60"/0,01 Torr. [a]: = - 16" f 1" (c = 1, Bthanol). 
C,,H,,O,N, (669,72) Calc. C 60,97 H 7,07 N 10,46% Tr. C 61,OS H 7,23 N 10,38% 

BOC . Leu-Arg(Z,)-Leu . OCH, ( D  1-3): On dissout 282 mg de BOC . Arg(2,)-Leu * OCH, 
(B 2-3) dans 2 ml de F,CCOOH, laisse rBagir pendant 1.5 min et  Bvapore le solvant A 40"/15 Torr. 
Le produit est agite avec un melange de solution saturee de K,CO, et d'ac6tate d'dthyle A froid. 
La couche organique est sCchCe avec K,CO, (10 min) et versCe goutte A goutte dans une solu- 
tion d'anhydride mixte qu'on a prCparCe de 242 mg de BOC-Leu . OHz0) avec 0,139 ml de tri- 
Bthylamine et  0,34 ml dc chloroformiate d'isobutyleZ4) dans 10 ml de tbtrahydrofuranne (20 min 
A - 10"). Aprks une heure A - 10" et  une heure B 20' on filtre (de Et,N, HCl), Bvapore le solvant 
(40"/15 Torr) et dissout le produit dans l'acCtate d'kthyle. On lave avec l'acide citrique (A 5%),  
NaHCO, ( B  5%), eau et  seche avec Na,SO,. L'huile qui reste apres Bvaporation du solvant est 
cristallisee dans 1'6ther-Cther de pCtrole: 189 mg (57%), F. 155-156", sCchage 4h k60"/0,01 Torr. 
Le chromatogramme sur couche mince de gel de silice, dBvelopp6 par CHCl,, indique que la sub- 
stance est homogene (une senle tache brune est r6vBlBe dans la vapeur d'iode). 
C,oH5,01,N, (782,96) Calc. C 61,37 H 7,46 N 10,73% Tr. C 61,35 H 7,51 N 10,46% 

23) M. T. LEPLAWY, D. S. JONES, G. W. KENNER & R. C. SHEPPARD, Tetrahedron 7 1 ,  39 (1960). 
24) J.  R. VAUGHAN, J. Amer. chem. Soc. 73, 3547 (1951). 
25) M. BRENNER & W. HUBER, Helv. 36, 1109 (1953) ; nous avons trouvB F. 137". 
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H . Leu-Arg-Leu . O H ,  2 CF,COOH ( E  7--3) : 220 mg de BOC . Leu-Arg(Z,)-Leu . OCH, sont 
soumis 8. 1’hydrogCnation catalytique dans 50 ml de methanol pendant 12 h sous 5 at. de H, en 
presence de 30 mg de PdC1, (dissous prealablement dans 3 ml de HC1 1 ~ ) .  Aprk  filtration et 
evaporation du solvant, le residu est trait6 15 min avec 2 ml de F,CCOOH. On Cvapore le solvant 
et  skche le produit quelques min 8. 0,Ol Torr. Ensuitc il est dissous dans 2 ml d’eau et trait6 avec 
1’Cchangeur d’ions A4mberlite IRA 400 sous forme d’ac6tate. Apr&s filtration et  kvaporation on 
obtient 168 mg d’une huilc qu’on saponific avcc 4,5 Cq. d’une solution deBa(OH), 0 ,39~.Apr&s 
45 min 8. 20” on ajoute la quantit6 6quivalcnte dc H,SO, 0 , l ~  (et quelques gouttes de CH,COOH), 
essore et  Bvaporc la solution limpide. Le residu donne sur le chromatogramme sur couche mince 
une seule tache rCv8lee par ninhydrine, mais deux taches sont rCv6lCes par la vapeur d’iode, dont 
l’une est identique 8. ccllc qui est positive i. la ninhydrine, l’autre se trouve presque sur le front 
(solvant : MeOH : AcOH : H,O, 70 : 5 : 25). Par chromatographie dans le m6me melange sur une 
colonne de gel de silicc (MERCK) on obtient de 102 mg d’huile qui fournissent 88 mg de substance 
pure, F. 165”. Les chromatogrammes sur couche mince de gel dc silice et  sur papier (n-BuOH : 
AcOH: H,O:pyridine, 30:6:24:20v/v, Rf =0,42; n-BuOH:EtOH:NH,conc.: H,O, 4 :4 :1 :1  viv, 
Rf = 0,66) indiquent l’homogeneite du produit. L’analysc, par contre, montre la presence d’une 
contamination inorganique (sechage comme d’habitude) : 

C,,H,,O,N, (520,711 Calc. C 50,75 H 8,51 N 16,14y0 Tr. C 49,55 H 8,75 N 16,50% 
(comptc tcnu dcs 16,8% dc cendres) 

80 mg de ce produit sont distribuCs 8. contre-courant (35 transferts) dans le systkme sec.-BuOH : 
acide trifluoracetique aqueux 1 yo (1 : 1 viv). Le tripeptide H . Leu-Arg-Leu . 0 H, 2 F,CCOOH 
(E 1-3) se trouve dans les tubes N O  21 8. 26. Aprks 6vaporation ct recristallisation dam 1’6thanol- 
acetonitrile et  4 h de s6chage 8. 60”/0,01 Torr on obtient 43 mg de E 7-3, F. 196”, [ c L ] ~  = - 14,3” 
f 2” ;  [MI:& = - 35,9”. Une seule tache (ninhydrine aussi bien qu’iode) dans le chromatogramme 
sur couche mince de gel de d i c e  dans le systkme MeOH : AcOH : H,O (73 : 5 : 25). 

C,,H,,O,N,F, (628,GO) Calc. C 42,08 H 6,10 N 13,39Y0 Tr. C 42,16 H 5,65 N 13,51y0 

Nous rcmercions le Professeur E.  LEDERER de l’inter&t qu’il a t6moignC 5 ce travail, et  le 
Docteur P. J O L L ~ S ,  de l’aide efficace qu’il nous a apportCe pour la determination de la structure 
du tripeptide (C. G. et  M. P. DE G.), ainsi que la maison CIBA S. A,, B%le, dont l’aide nous a 
permis de nous procurer les mat6riaux necessaires (A. C .  et R. S.). 

SUMMARY 

A basic peptide isolated from hog posterior pituitary was shown to have the 
structure leucyl-arginyl-leucine. A tripeptide of the same sequence was synthesized; 
both the natural and the synthetic tripeptide behave identically in chromatography 
and electrophoresis on paper. The physiological meaning of the compound is still 
unknown. 

The synthesis of the tripeptide H *Leu-Arg-Leu. OH, 2 F,CCOOH was effected 
in a stepwise manner, starting at the C-terminal, using Nu-t-butoxycarbonyl amino 
acids, and condensing them by means of the mixed anhydride procedure. N‘-t- 
butoxycarbonyl-N”-dicarbobenzoxy-L-arginine (111) has been prepared for the first 
time. It provides a new and convenient means of introducing arginine in a protected 
form into peptides, as the Nu-group may easily be selectively cleaved by acid cata- 
lysis and the N“-carbobenzoxy groups may be removed by catalytic hydrogenation- 
preferentially a t  about 5 atmospheres pressure. 
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