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1.  Sur les relations entre structure polypeptidique et activitk 
strkpogknique 

1 .  Peptides de la cystine 
par P. Baudet, I .  Borecka et E. Cherbuliez 

Laboratoire de Chimie organique de l’Universit6 de Genhve 

(29 VII 67) 

Summary. The authors propose for the characterization of strepogenic substances of known 
composition the specific activity, i. 6:. the number of WOOLLEY units per pmole. 

Starting from L-leucyl-r-cystinyl-L-leucyl-L-valyl-L-glutamic acid (of very high strepogenine 
activity, 400 WOOLLEY units per mg, 230 WOOLLEY units per pmole) seven peptides have been 
synthesized by suppression and/or replacement of amino acid residues. A study of the relation 
between activity and structure of these peptides shows that: 

1. In this group cystine is an indispensable element for activity. 
2. This amino acid must either be linked on each side to leucine residues or linked by its 

carboxyles to leucinc, its amino groups being free. 
From these results, the conception emerges that the strepogenine polypeptides may be 

characterized by an amino acid (in this group of peptides, cystine) which must be linked to parti- 
cular amino acid residues. If this conception is correct, there should exist several types of strepo- 
genines depending on the nature of the amino acid essential for their activity. 

Les strkpoggnines sont des polypeptides nkcessaires au dCveIoppement de certains 
Lactobacilius. Elles sont formkes notamnient par des dkgradations enzymatiques de la 
casCine. Les strkpogknines agissent en quantitks minimes, rCduisant considCrablement 
la pkriode de latence (lag) prkckdant la croissance proprement dite, accklCrant ensuite 
le dkveloppement de l’organisme dans la phase logarithmique de la multiplication 
cellulaire. FUNK [l] le premier observa cet effet; WOOLLEY [2] reconnut son origine 
polypeptidique. Des facteurs endoghes de cette nature ont C t C  identifiCs dans les 
cellules de Lactobacillus casei ATCC 7469 parvenues B demi-croissance [3]. 

On connait maintenant la structure de plusieurs strkpogknines [4] [5 ] ,  qu’il 
s’agisse de substances isolkes de produits d’hydrolyse partielle de divers protides, ou 
obtenues pas synthhse [6]. Cependant, on chercherait en vain dans ces structures un 
klkment commun, spkcifique. On trouve p. ex. que les deux peptides suivants ont des 
activitCs proches de 100 unitks WOOLLEY (voir plus loin) par mg: valyl-glutaminyl- 
valyl-leucyl-prolyl-prolyl-prolyl-valyl-prolyl-glutaminyl-lysine [S] et acide sCryl- 
histidyl-leucyl-valyl-glutamique [6]. Une spkcificitk de structure ne semble donc pas 
requise; par contre, on peut penser que les strCpogCnines ont un mode d’action com- 
mun, qui pourrait se situer dans un mktabolisme dans lequel l’acide folique est in- 
tkressC. En effet, deux d’entre nous ont observC [7] chez Lactobacillus casei ATCC 7469 
une dCpendance rkciproque entre l’activitk d’un hydrolysat trypsique de caskine B 
forte activitk strkpogknique, et cet acide. 
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L’activitC strCpogCnique d6finie selon WOOLLEY [9] est dkterminke dans le milieu 
de LANDY-DICKEN [lo], apr&s 22 h de culture. Le milieu de conservation du micro- 
organisme et celui de prkparation de l’inoculum de Lactobacillus casei ATCC 7469 sont 
enrichis par un extrait de tomate [7]. 

On a l’habitude de rapporter 1’activitC strkpogknique d’une substance B l’unitk de 
poids. Or, comme nous le verrons plus loin, on peut considbrer comme tr&s probable 
que l’action strkpogknique d’un peptide donnk rksulte de la prCsence d’un groupement 
chimique particulier. I1 nous semble donc justifik, dans les considhations qui suivent, 
de rapporter l’activitk des peptides envisagks, non seulement au poids, mais encore B 
la micromole. Pour l’activitk (en unitCs WOOLLEY) exprimke ainsi, nous proposons le 
nom d’activite‘ WOOLLEY s#icifique. 

MERRIFIELD & WOOLLEY [S] ont dkjB synthktisC 8 peptides actifs; parmi ceux- 
ci, les plus actifs sont les acides leucyl-cystinyl-leucyl-valyl-glutamique et skryl- 
histidyl-leucyl-valyl-glutamique, ainsi que la sQyl-histidyl-leucyl-valyl-phknylala- 
nine, qui ont resp. 400,85 et 165 unitks WOOLLEY par mg. Ces auteurs remarquent que 
dans ce groupe de 8 peptides l’activitk strkpogknique augmente lorsque leur carac- 
t&re hydrophobe s’accuse. D’aprPs leurs chiffres, elle est maximum pour les penta- 
peptides [8] .  WOOLLEY et coll. font remarquer que leurs peptides les plus actifs 
contiennent, l’un de la cystine, et les deux autres, le groupe skr-his. Toutefois, ces 
donnCes ne mettent pas en kvidence une particularit6 structurale essentielle 8. l’azti- 
vitk strkpoghique des peptides que dkcrivent ces auteurs. 

Les variations de l’activitk qui rhsulteraient de l’amknagement de la structure d’un 
polypeptide strkpogknique tr&s actif, par remplacement, modification, permutation 
ou suppression d’acides aminks pouvaient peut-&re prkciser s’il existe un klkment de 
structure essentiel B l’action strkpogknique. Dans cette id&, nous ktudierons dans le 
prksent mkmoire l’activitk de peptides dont les structures dkrivent de la sCquence de 
l’acide leucyl-cystinyl-leucyl-valyl-glutamique (400 unitks WOOLLEY par mg ; activitk 
WOOLLEY spkcifique 230), la strkpogknine la plus active synth6tisCe par MERRIFIELD 
& WOOLLEY [8 ] .  

L’acide leucyl-cystinyl-leucyl-valyl-glutamique (I) que nous avons synthktisk par 
une voie tr&s voisine de celle empruntke par MERRIFIELD & WOOLLEY [8] prksentait 
l’activitk attendue. Quant B celle des peptides I1 k I X  que nous avons prkparks par 
suppression, modification ou kchange de restes B partir de la structure tkmoin du 
pentapeptide I, elle varie consid6rablement selon les cas (voir tableau). 

L’activitk appreciable des peptides I1 et 111, comparke B celle de I, indique que 
l’acide glutamique n’est pas indispensable k son maintien; elle montre kgalement que 
l’alanine peut remplacer la valine. Mais lorsqu’on supprime encore le reste d’alanine 
dans le tktrapeptide 111, ce qui conduit au tripeptide leucyl-cystinyl-leucine (IV), cela 
entraine une baisse de 67% de l’activitk strkpoghique rapportke au poids, et de prks 
de 80% rapportke B la pmole. Toutefois, ce dernier peptide possi-de encore une acti- 
vitC apprkciable (130 unitks WooLLEY/mg ou activitk WOOLLEY spkcifique 45), la plus 
forte que l’on ait observke chez un tripeptide. Les modifications apportkes B la struc- 
ture leucyl-cystinyl-leucine (IV), par le remplacement de la leucine C-terminale par de 
l’alanine d’une part (peptide V) et par l’acide glutamique de l’autre (peptide VI), ren- 
dent l’activitk faible ou nulle. Ainsi, les 61Pments de structure leucyl-valine et leucyl- 
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alanine resp. des peptides 2 activitk maximale, les acides leucyl-cystinyl-leucyl-valyl- 
glutamique et leucyl-cystinyl-leucyl-alanyl-glutamique, sont indispensables au main- 
tien de cette activitk (400 unitks m’OOLLEY/mg; activitk WOOLLEY spkcifique > 200). 
De m&me, le reste leucyle C-terminal est nkcessaire B l’activitk de la leucyl-cystinyl- 
leucine. Lorsqu’on supprime du c6tk N-terminal du peptide I1 la leucine, on obtient 
le tktrapeptide acide cystinyl-leucyl-alanyl-glutamique (VII) dont l’activitk est au 
moins de moitik plus faible (200 unitks WOOLLEY par mg; activitk WOOLLEY spkcifique 
87). Cependant, nous savons que la skquence leucyl-valyle indiquke plus haut comme 
nkcessaire au maintien de l’activitk maximum n’est pas directement responsable de 
celle-ci puisque WOOLLEY a montrk (voir tableau) que le tripeptide acide leucyl-valyl- 
glutamique n’est pas actif. I1 peut paraitre alors, par l’analyse de la structure de l’acide 
cystinyl-leucyl-alanyl-glutamique, L la lumi6re de ces donnkes (et puisque l’on sait 
qu’ici la structure leucyl-alanyl-glutamique est kquivalente a la structure leucyl- 
valyl-glutamique) que la cystine est l’klkment majeur de l’activitk strkpogknique de 
ces peptides. Des arguments expkrimentaux viennent encore appuyer cette dkduction : 
l’oxydation du reste de la cystine dans l’ac. leucyl-cystinyl-leucyl-valyl-glutamique (I), 
fournissant l’ac. leucyl-cystkyl-leucyl-valyl-glutamique (I ox.), aussi bien que le rem- 
placement du reste cystkyle dans I11 par un reste de mkthionine (peptide VIII), 
abolissent l’activitk. De plus, le remplacement de la cystine de VII par la skrine con- 
duit au tktrapeptide acide sCryl-leucyl-valyl-glutamique [8] (voir tableau) pratique- 
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Activitd stre‘poge‘nique en unite‘s WOOLLEY [ A  : par mg; B : parpmole (act. WOOLLEY spe’c.)] de peptides 
apparentds a u  peptide I de MERRIFIELD et WOOLLEY 

Les yo d’activitd se rapportent 1’activitC du  peptide I 

Peptide act. A yo d’act. A act. B % d’act. B 

leu-Val-glu 

leu -cys -leu-Val-glu 

leu -cis -1eu-ala-glu 

leu-cys -leu-ala 

I 

O3H 

C,H, 

I 
leu-cys -leu-Val-glu 

leu -cys -1eu-val-glu 
leu -mCt-leu-ala 

cys -leu-ala-glu 
s6r -leu-Val-glu 

cys-his -leu-Val-glu 

leu -cys -leu 

leu -cys -ala 

leu-cys -glu 

I 

I 

I 

I 

0 

400 

400 

400 

0 

0 
0 

200 
29 

16 

130 

29 

0 

0 

100 

100 

100 

0 

0 
0 

50 
7 

4 

33 

7 

0 

0 

230 

220 

165 

0 

0 
0 

87 
13 

8 

45 

9 

0 

0 

100 

95 

72 

0 

0 
0 

38 
6 

3 

20 

4 

0 

*) Le numdrotage en chiffres arabes se rapporte aux numdrotages dans les subdivisions corres- 
pondantes de la partie exph.  
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ment inactif. I1 en est de m&me pour l’ac. leucyl-S-benzyl-cystkinyl-leucyl-valyl- 
glutamique (IX), produit d’hydrolyse acide du N-CBO-leucyl-S-benzyl-cystkinyl- 
leucyl-valyl-glutamate de mkthyle. La prksence du reste de cystine parait donc essen- 
tielle B l’activitk de tout un groupe de peptides; mais cette prksence n’est pas suffi- 
sante, car la nature des restes liks B la cystine est trks importante. En effet, si 
nous prenons pour modkle le peptide leucyl-cystinyl-leucine (IV) dans lequel la 
cystine est entourke par des restes de leucine et que nous prockdions B des varia- 
tions, voici ce que l’on constate : si du ce ,C C-terminal on remplace la leucine par de 
l’alanine (peptide V) ou de l’ac. glutamique (peptide VI), l’activitk devient respective- 
ment faible et nulle. D’autre part, considkrons le peptide acide leucyl-cystinyl-leucyl- 
alanyl-glutamique (11) dans lequel la cystine est entourke Cgalement par des restes de 
leucine : enlevons-lui les restes leucine N-terminale, nous obtenons alors l’acide cysti- 
nyl-leucyl-alanyl-glutamique (VII) dont l’activitk par unit6 de poids est de 50% plus 
faible. Enfin, considkrons l’acide cystinyl-histidyl-leucyl-valyl-glutamique, proche de 
VII (voir tableau) (puisque la skquence leucyl-valyl-glutamique est kquivalente A la 
skquence leucyl-alanyl-glutamique) mais ou le reste de leucine fix6 au carboxyle de la 
cystine est remplack par un reste d’histidine, l’activitk par unit6 de poids passe de 50 
B 4% de celle du peptide I. 

L’ensemble de ces donnkes parait dkmontrer que la cystine doit &re like par ses 
carboxyles B des restes leucyle ; 1orsqu’B ce groupement s’ajoutent encore des restes 
leucyle fix& sur les fonctions NH,- de la cystine, l’activitk se trouve encore considk- 
rablement accrue. 

Ces conclusions pourraient &re considkrkes comme &ant compatibles avec la con- 
ception de KIHARA & SNELL [ l l ]  selon laquelle l’activitk strkpogknique rksulterait de 
la prksence, dans un polypeptide, d’un acide amink dimitant B qui, compris 8. l’intk- 
rieur d’une chaine peptidique approprike, pknktrerait plus facilement dans la cellule 
bactkrienne qu’il ne pourrait le faire B l’ktat libre. Cependant, si ce mkcanisme peut 
rendre compte des effets observks par ces auteurs, il parait difficile de l’appliquer aux 
rksultats que nous avons observks chez Lactobacillus casei ATCC 7469 dans le milieu 
de LANDY-DICKEN. En effet, nos peptides, comme ceux de MERRIFIELD & WOOLLEY 
[S] assurent la demi-croissance de l’organisme B des concentrations beaucoup plus 
basses que celles donnkes par KIHARA & SNELL [ l l ] ;  par exemple, alors que l’acide 
leucyl-cystinyl-leucyl-alanyl-glutamique assure la demi-croissance B 0,09 nanomole 
(0,l pg) par ml, le glutathion, le peptide A base de cystine le plus actif que KIHARA & 
SNELL dkcrivent, ne produit ce m&me rksultat qu’B la concentration de 6 pg (20 nano- 
moles) par ml (dans un milieu privk de cystine), concentration qui est env. 200 fois plus 
grande. Par ailleurs, dans le milieu de LAXDY-DICKEN (contenant 0,l mg de L-cystine 
par ml), nous observons que le glutathion a seulement une faible activitk strkpogknique 
(15 U WOOLLEY par mg). De plus, le dipeptide B base de skrine qu’ils signaleat, la 
skryl-glycine, n’est actif qu’iraison de 16pg (100 nanomoles) par ml, et si le glutaminyl- 
asparaginyl-cystinyl-prolyl-leucyl-glycinamide est actif B une concentration de 0,63 pg 
par mi, il le doit probablement B la prksence de glutamine, facteur de croissance 
bien connu pour Lactobaczllus casei;  en effet, pour WOOLLEY [12] le disulfure cystinyl- 
prolyl-leucyl-glycinamide, dont le reste est un constituant de cet amide peptidique, 
est dkpourvu d’activitk strkpoghique. Enfin, si l’on voulait raisonner que l’acide 
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leucyl-cystinyl-leucyl-alanyl-glutamique pourrait apporter au microorganisme la 
cystine (acide amiuC limitant) dont il a besoin, il ne faudrait pas perdre de vue que 
0,l pg par ml de ce polypeptide (ce qui produit la demi-croissance en 23 h;  400 unit& 
WOOLLEY par me) ne peut fournier que 0,022pg de L-cystine par ml au Lactobacillus 
casei, examin6 dans un milieu qui en contient 8. l’ktat libre dkji 100 pg par ml. A notre 
avis l’action strCpogCnique proprement dite s’kcarte nettement de l’effet observk par 
KIHARA & SNELL. D’aprks notre conception, en dehors des polypeptides strCpogCni- 
ques dont la cystine est 1’61kment primordial, il doit pouvoir exister d’autres catkgories 
de strkpogknines o i ~  cet Clkment est un autre acide amink - la dCcouverte de nouveaux 

types de strkpogknines, analys6s comme nous l’avons fait pour l’acide leu-cy$-leu-Val- 
glu, serait dkterminante pour vkrifier pleinement cette hypoth&se. 

Chez l’acide leucyl-cystinyl-leucyl-valyl-glutamique, l’acide leucyl-cystinyl- 
leucyl-alanyl-glutamique et la leucyl-cystinyl-leucyl-alanine, now avons fait la con- 
statation suivante encore inexpliquke. Certains lots de ces polypeptides synthktiques 
activent la croissance du microorganisme de plus en plus faiblement lorsque leur con- 
centration augmente, pour inhiber totalement son dkveloppement 8. partir d’une con- 
centration critique situke entre 0,6 et 0,8 pg par ml (17. Fig.). Cet effet occasionnel 

Activite‘ de deux  lots de L-leucyl-L-cystinyl-L-leucyl-L-alani~~e envers Lactobacillus casei A T C C  7469, 
mesure‘e p a r  la densite‘ optique (D. O., App. KLETT-SUMMERSON) des cultures 

0 Lot ii activiti stripoginique normale; x- I Lot inhibiteur; ----- Lecture moyenne 0- 

des timoins 

s’observe, que l’on se soit adressk 8. la S-benzylcystkine ou 8. la cystine pour leur syn- 
thhse. A l’examen chimique et physico-chimique (dosage des acides aminCs constitu- 
tifs, solubilitk, chromatographie, klectrophorhse), les lots inhibiteurs ne se sont pas 
rkvklks diffkrents de ceux qui prksentaient l’effet strkpogknique caractkristique. I1 ne 
s’agit probablement pas de la conskquence d’une rackmisation puisqu’un lot de leucyl- 
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cystinyl-leucyl-alanine prksentant l’effet inhibiteur, a Ctk hydrolysk quantitativement 
par la leucine-amino-polypeptidase (voir partie expkrimentale). On ne peut pas non 
plus envisager une transsulfuration entre le peptide et la cystine du milieu, puisque 
l’on sait que le genre de peptides qui en rksulteraient, avec un reste de cystine inskrk 
asymCtriquement, n’est pas stable [13]. Une hydrogknolyse incomplhte laissant sub- 
sister une partie des restes de cystine sous forme de S-benzylcystkine - ce que nous 
avons constatk quelquefois - ne saurait non plus &re incriminke puisque parfois elle 
s’est prksentke aussi chez des lots qui n’ont pas Ctk inhibiteurs. Quoiqu’il en soit, 
lorsque le pouvoir inhibiteur est prksent dans la solution des produits stkrilisks par 
filtration, l’autoclavage (15 min 2 115”) aggrave l’effet. Nous n’avons jamais retrouvk 
chez leu-cys-ala, leu-cys-glu et leu-mkt-leu-ala (par ailleurs, 8. activitk strkpogknique 
nulle ou trks faible) l’effet inhibiteur en question. 

Pour les synthkses, nous avons utilisk de prkfkrence des groupement protecteurs 
N- et C-terminaux, kliminables par acidolyse ou par hydrogknolyse. Ce choix nous a 
conduit 8. faire des observations intkressantes : d’une part, nous isolons l’ester mono- 
benzylique de l’acide N-Cbo-S-benzyl-cystkinyl-leucyl-alanyl-glutamique, au lieu de 
l’ester dibenzylique attendu, et de l’autre, nous observons une forte dkgradation des 
peptides au cours de 1’hydrogCnolyse finale par le sodium dans l’ammoniac liquide. La 
perte d’un groupement ester benzylique a probablement lieu au cours de l’acidolyse du 
Cbo-leucyl-alanyl-glutamate a,?-di-benzylique, &ape de synth&se du tktrapeptide. 
KISFALUDY & Lijw [14] ont dkja constatk dans ces conditions une klimination sem- 
blable intkressant un reste d’acide glutamique. On peut attribuer cette dkbenzylation 
2 la relative aisance de formation d’un ion oxonium par protonation d’un oxyg&ne de 
la fonction ester, et comme cette rkaction ne parait affecter que des restes d’acides 
aminks dicarboxyliques, on peut concevoir que l’acidolyse puisse &tre assistke par un 
effet anchimkrique [15]. Les analyses du N-Cbo-S-benzyl-cystCinyl-leucyl-alanyl- 
glutamate monobenzylique (que nous isolons avec un faible rendement) rendent bien 
compte de cette structure ; de plus, le peptide protkgk fournit l’acide cys-leu-ala-glu 
attendu, tout comme le N-Cbo-S-benzyl- cystkinyl-leucyl- alanyl-glutamate de 
mkthyle. 

Lorsqu’une &ape comporte une hydrogknolyse, par le sodium dans l’ammoniac 
liquide, d’un peptide contenant le reste S-benzyl-cystkine, les rendements finals en 
disulfure (trks peu soluble dans l’eau) sont relativement faibles (25 40%) ; cela s’ex- 
plique par une forte dkgradation des dkrivks peptidiques au cours de l’hydrogknolyse. 
En effet, les eaux-mhres de cristallisation des peptides disu1furi.s contiennent de 
nombreux produits neutres ou acides, rkagissant avec la ninhydrine et dkpourvus 
d’activitk strkpogknique. Ce phCnomkme s’observe, que l’ammoniac ait &ti: redistill6 
ou non. Dans la pratique, on condense le gaz ammoniac directement dans le ballon- 
laboratoire contenant le peptide k l’ktat solide (voir partie expkrimentale) et poursuit 
l’opkration 2 l’abri de l’atmosphkre. GUTTMANN j16] a observk une dkgradation du 
N-Cbo-glycyl-lysyl-prolyl-valylamide en glycyl-lysine et prolyl-valylamide durant 
1’hydrogCnolyse par le sodium dans l’ammoniac liquide. Dans l’ammoniac liquide, les 
bases conjugukes provenant des fonctions carboxyliques prksentes dans les peptides, 
deviennent de puissants nuclkophiles ; on peut alors envisager leur intervention dans 
cette dkgradation. 
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Partie experimentale 
1. MBthodes analytiques 

7 

1.1. Les F.  sont determines au moyen de la platine chauffante du microscope de KOFLER; ils 
sont corrigds. 

1.2. Les analyses cente’simalesl) ont 6 th  effectuees aprks sCchage des prises 8. 80” ou 115”, sous 
0,05 8. 0,07 Torr. 

1.3. Les pouvoirs rotatoires ont B t C  mesurCs d’une part 8. l’aide d’un polarimktre ordinaire et 
d’autre part 8. l’aide d’un polarimhtre 8. lecture automatique. 

Les peptides libres sont pratiquement insolubles dans les solvant organiques et  peu solubles 
dans l’eau en milieu acide dilu6; de ce fait les dCterminations du pouvoir rotatoire sont peu prCcises, 
8. l’exception du cas de la leucyl-cystinyl-leucyl-alanine (III), suffisamment soluble dans HC10,lN. 
Nous n’avons pas fait de mesnres polarimetriques en milieu aqueux alcalin oh les peptides libres 
sont assez solubles, en raison du risque de dkgradation et  de racCmisation. 

1.4. Les chromatographies sur couche mince ont C t C  faites sur cellulose 300 MN 8. l’aide des sol- 
vants indiquCs avec la valeur du Rf des peptides libres. Rf (P) indique que le solvant est la phase 
ldghre du mClangc n-butanol-ac. acCtique-eau (4: 1 : 5) de PARTRIDGE [17]. 

1.5. Les e‘lectvophordses iC haut voltage (iHV) ont C t C  conduites sur papier SCHLEICHER et 
SCHUELL No 2034a l a d ,  A, 1800 V durant 2 h au pH indiquC dans le texte B l’occasion des donnCes 
analytiques appropriCes (m (iHV) = mobilitb). 

1.6. Pour les hydrolyses chlorhydriques, des prises de 100 pg de peptide ont Ctd chauffCes 18 h 8. 
105” en tube capillaire avec 10 pl de HC1 6 ~ .  

1.7. Les hydrolyses enzynzatiques des peptides ont C t C  faites dans le tampon Tris de pH 8,2, 8. 
38”, pendant 12 h, avec une priparation de leucine-aminopeptidase de rein de Porc d’une activitd 
c = 25, selon la definition de SPACKMAN [IS]. 

1.8. Dosage des acides amine‘s dans les hydrolysats. Dans l’hydrolysat de l’acide leucyl-cystinyl- 
leucyl-valyl-glutamique les acides aminks ont C t C  dosCs par la mCthode colorimCtrique B la nin- 
hydrine-hydrindantine [19], aprks &paration d’abord chromatographique sur papier SCHLEICHER 
ct  SCHUELL No 2043a l a d ,  dans une premihre direction, 8. l’aide d u  solvant de PARTRIDGE [17], 
puis klectrophorCtique dans la deuxihme direction (pH 2, 1800 V, Z1/, h). Pour tous les autres 
hydrolysats, la separation des acides aminis a 6th effectuee par simple Clectrophorkse (mgmes con- 
ditions), dont l’effet separateur est suffisamment bon pour permettre le dosage colorimCtriqne. I1 
faut Cvidemment Cviter toute contamination des papiers par des vapeurs ammoniacales. Lorsque 
ces prkcautions sont prises, la prCcision de ce dosage est de l’ordrc de 5%. 

1.9. Les titrages acidime‘triques en milieu Ron-aqueux ont 6tC faits avec le mCthoxyde de sodium 
selon KATCHALSKY [20], en solution dans du mCthanol puriss. 

1.10. L’activite’ stre‘poge‘nique est dCterminCe i l’aide du Lactobacillus casei ATCC 7469 dans le 
milieu de LANDY-DICKEN [lo], selon les indications que nous avons donnCes prCcCdemment [7], et  
exprimee en unites WOOLLEY [9], dCfinies comme suit: une unit6 correspond 8. l’activit6 d’une prise 
qui provoque la demi-croissance du Lactobacillus casei ATCC 7469 aprhs 24 h de culture B 37”. En 
vue de ce dosage, les peptides libres sont dissous directement dans les milieu de LANDY-DICKEN; 
les dilutions dCsirCes sont obtenues par addition de ce m&me milieu aux solutions initiales. 

2. Syntheses 2, 

2.1. Acide L-leucyl-L-cystinyl-L-leucyl-~-valyl-L-gluta~ique (7-7) (= I )  
2.1.1. N-Benzoxycarbonyl-L-leucyl-L-ualinate de rne‘thyle (1-7) .  A une solution de 18,2 g (68,7 

mmoles) de N-Cbo3)-~-leucine [21] dans 100 ml dc chlorure de mCthylhne on ajoute 11,51 g (68,7 

l) ExCcutdes au Lab. de micro-analyse du Laboratoire de chimie analytique, Ecole de chimie, 
Universitk de Genkve, par le Dr. K. EDER, et  au Laboratoire d’analyse organique de la maison 
F. HOFFMANN-LA ROCHE 8. B%Ie, par MM. les Drs. H. WALDMANN et A.  DIRSCHERL, que nous 
remercions. 

z, Les Cvaporations se font toujours sous pression rCduitc dans un kvaporateur rotatif. 
3, Cbo = benzyloxycarbonyl. 
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mmoles) de chlorhydrate de L-valinate de mCthyle [22]  et  6,96 g (9,63 ml; 68,7 mmoles) de tri- 
&thylamine. Dans le melange refroidi B 2" on introduit 14,17 g (68,7 mmoles) de dicyclohexyl- 
carbodiimide (DCCI) [23]. Aprks 24 h de repos 8. 4", la dicyclohexylurie (QurCeH) resultant de la 
condensation peptidique est filtrhe, puis lavie deux fois au chlorure de mCthylkne: 12,51 g (81,3% 
de la thiorie). On rdunit ce filtrat et  la liqueur de lavage et  lave le tout deux fois par 340 ml d'eau et  
une fois par 100 ml de HCl Z N .  Aprks ce dernier lavage, il se forme une nouvelle quantiti d'urie 
qu'on Climinc par filtration. Ce filtrat est lavC ensuite par 250 ml d'eau, 200 ml d'hydroginocarbo- 
nate de sodium 1~ et finalement par 250 ml d'eau, puis sdchC sur du sulfate de sodium anhydre. Par 
dvaporation des solvants dans le vide on obtient une huile qui cristallise rapidement: 2.55 g. La 
plus grande partie de ce produit (24,68 g) se dissout dans l'ither. Aprks filtration et  Climination du 
solvant, on recristallise le risidu dans un mClange Cther de pCtrole-ither (7: 3, vol.) : 20,63 g (78%). 
F. 110-111"; [cc]? = - 15,5" (c = 4%, dthanol absolu). 

2.1.2. N-Benzoxycarbonyl-L-leucyl-L-ualine (7-2). Pour saponifier la fonction ester de 1-1, on 
traite 22,6 g (59,4 mmoles) de 1-1 dissous dans 115 ml de mCthanol B 25" avec 90 ml de NaOH Z N  
aq. (180 mmoles) durant 60 min. Ensuite, la solution est neutralisde par 90 ml de HC1 Z N ,  puis 
CvaporCe. Le rCsidu huileux est dissout dans 100 ml d'acCtate d'dthyle. Par addition de 35 ml 
d'Cther de pCtrolc on provoque la cristallisation de la N-Cbo-~-leucyl-~-valine: 15,73 g (78%) ; re- 
cristallisation & 2" clans 170 ml d'acitate d'dthyle contenant SO ml d'dthcr de pitrole: 8,85 g (4176). 
F. 111-112"; [cc]g = - 15,7" (c = 474, Cthanol absolu), titragc: 99,2%. 

C,,H,,N,O, (364,4) Calc. C 62,61 H 7,74 N 7,68% Tr. C 62,56 H 7,60 N 7,85?(, 

2.1.3. N-Benzoxycarbonyl-L-leucyl-L-ualyl-~-~, y-glutamate de benzyle (1-3). iZ une solution de 
2,20 g (6,06 mmoles) de 1-2 dans 80 ml de chlorure de mdthylhe on ajoute 2,20 g (6,06 mmoles) de 
chlorhydrate de cc, y-L-glutamate de benzyle [24] et  0,615 g (0,85 nil; 6,06 mmoles) dc triithyl- 
amine. On refroidit cc mClange A2" et y ajoute 1,246 g (6,06 mmoles) de DCCI. Aprks 18 h de repos 
8. 2", on filtre I'urCe formde (1,189 g; 87,5%) ct lave le filtrat comme indiquC sous 2.1.1. La phase 
organique est sichde par du sulfate de sodium anhydre, puis Cvaporie. Le rdsidu huileux (3,70 g ;  
90,6%) est repris dans de l'6thanol chaud, 8. partir duquel 1,96 g (50%) de 1-3 cristallisent; re- 
cristallisation & 2" dans 25 ml de chlorure de mkthylkne + 8 nil d'kther de pitrole: 1,584 g (40%). 
I?. 152-153"; [ c L ] ~  = - 18,8" (c = 2, acdtate d'dthyle); [ O L ] ~  = -40,1" (c = 1, mCthano1). 

C,,HoN,O, (673,78) Calc. C 67,73 H 7,03 N 6,24% Tr. C 67,78 H 7,11 N 6,35% 

2.1.4. N-Bevzzoxycarbonyl-L-leucyl-L-S-benzyl-cyst~~~~u~e de me'thyle (7-4). On dissout 10,4 g 
(40 mmoles) de chlorhydrate de S-bcnzyl-L-cystiinate dc mCthyle [25] dans 200 ml de titrahydro- 
furanne, ajoute 5,55 ml (40 mmoles) de triithylamine et refroidit & 2". Le chlorhydrate de tri- 
Bthylamine cristallisk est CliminC par filtration et  lave au titrahydrofuranne. Le filtrat et  la liqueur 
de lavage rdunis sont CvaporCs sous vide. Le rdsidu huileux (9,2 g de S-benzyl-L-cystkinate dc 
mkthyle) est dissout immidiatement dans 200 ml de tktrahydrofuranne contcnant 10,6 g (40 
mmoles) de N-Cbo-I-leucine. La solution cst alors refroidie 8. 2" puis additionnde de 8,3 g (40 
mmoles) de DCCI. Aprks 18 h de rCaction A 4", l'urie form& est filtrie puis lavde par lc solvant. Le 
risidu d'kvaporation du filtrat et  des liqueurs de lavage est repris par de l'acdtate d'ithyle et  lavC 
comme indiquC sous 2.1.1. Le produit 1-4 est cristallisC dans du mCthanol par introduction d'eau; 
14 g (74%). I;. 118"; [cc]g = - 33,1" (c = 2, dimCthylformamide). 

C,,H,,N,O,S (472,57) Calc. C 63,53 H 6,82 N 5,92% Tr. C 63,88 H 6,98 N 535% 
2.1.5. N-Benzyloxycarbonyl-L-leucyl-S-be?zzyl-~~-cyste'ine (1-5). 2,63 g (5,6 mmoles) de 1-4 sont 

dissous dans 160 ml d'Cthanol contenant 5,6 inmoles (0,224 g )  de NaOH 1~ (5,6 ml). La solution 
est maintenue 3l/, h 8. 25". On neutralise le milieu par 5,6 ml de H C ~ ~ N  ct ajoute 240 ml d'eau. Le 
prCcipit6 form6 est extrait 3 fois par 100 ml d'acitate d'dthyle. La solution organique est st5chi.e par 
SO,Na, anhydre. Par dvaporation l'acide cristallisc; aprks lavage & 1'Cther on obtient 2,26 g (82%) 
de NCbo-L-leu-S-benzyl-L-cystkine (1-5). F. 154-155"; [ M ] E  = - 46,Z" (c = 1, niCthano1). 

2.1.6. N-Henzoxycarbonyl-~-leuc~~l-S-benzyl-~-cyste'inyl-~-leucyl-~-ualyl-cc,y-~-glutamate de ben- 
zyle (7-6). 2,8 g (4,16 mmoles) de 1-3 sont introduits B 2" dans 30 ml d'une solution de HBr & 10% 
dans l'acide acdtique glacial. Aprh 1 h 15 & cette temperature, on laisse tomber cette solution goutte 
B goutte dans une solution d'hydrogCnocarbonate de sodium. On cxtrait la suspension neutre qui 
s'est formie, par 500 ml de chlorure de m6thyEne. L'extrait est sCch6 par du  sulfate de sodium 
anhydre, puis Cvapord. On dissout le rCsidu huileux dans 200 nil de chlorure de mCthylkne, on 
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ajoute 1,9 g de N-Cbo-L-leucyl-S-benzyl-L-cystkine (4,16 mmoles), refroidit le mClange B 2” et  
ajoute 1,35 g de DCCI (6,SS mmoles). Aprhs 19 h 45 de repos B 4”, on kvapore le solvant et  reprend 
le rksidu dans 50 ml d’acCtate d’dthyle. L’urCe insoluble est filtrke et  lavCe B 1’acCtate d’Cthyle. Le 
filtrat, auquel est jointe la liqueur de lavage, est lavk comme indiquk sous 2.1.1., sCchC au sulfate 
de sodium anhydre et  BvaporC. Le rksidu huileux, cristallise dans l’alcool absolu, fournit 1,26 g 
(30,9%) de N-benzoxycarbonyl-L-leucyl-S-benzyl-L-cystk~nyl-~-leucyl-~-valyl-a, y-L-glutamate de 
benzyle (1-6). F. 220-224”; [a]$ = -31,9” (c = 1, chloroforme). 

C54H6sN50,,S Calc. C 66,17 H 7,10 N 7,lS S 3,26% 
(980,30) Tr. ,, 6S,9S ,, 7,47 ,, 7,lO ,, 3,36% 

2.1.7. Acide L-leucyl-L-cystinyl-L-leucyl-L-valyl-L-glutamique (7-7). Dans un ballon B deux cols 
portant l’un une protection contre 1’humiditC et l’autre un bouchon de polyCthylkne, traversi. de 
faSon Btanche par un tube de verre, on condense sur 0,392 g de 1-6 SO ml d’ammoniac fraichement 
distill& Un poussoir mktallique permet le dCplacernent, B travers le tube de verre, d’un bouchon de 
caoutchouc auquel est fix6 B l’intkrieur un fil de sodium fraichement prCpar6. L‘extrkmitk de ce fil 
peut Btre ainsi mise au  contact de l’ammoniac liquide, B l’abri de l’atmosphhre extkrieure jusqu’i 
la fin de la rCaction. La solution obtenue est agitke magndtiquement. On introduit lc fil de sodium 
progressivement dans l’ammoniac liquidc jusqu’i cc quc la solution demeure bleue pendant 1 min, 
ensuite on fait disparaitre la coloration par l’introduction de petits morceaux de chlorure d’am- 
monium. On laisse l’ammoniac s’Cvaporer e t  reprend le rCsidu blanc par 4,4 ml de HC1 0,s N. On 
obtient de la sorte une solution d’un pH d’environ 7,s. On y fait barboter de I’oxygkne pur durant 
l S  min, puis abaisse le pH B 4,6 par HCl 1 ~ .  La cristallisation de l’acide L-leucyl-L-cystinyl-L- 
leucyl-L-valyl-L-glutamique (1-7) commence alors immediatement ; aprks 15 h i 4” on centrifuge 
les cristaux qui sont lavCs 5 fois par 5 ml d’eau puis skchCs 8.78”/0,07 Torr. : 72,7 mg (26%). Rf (P) 
= 0,49. m(iHV, pH 6,s) = 0,58 (ac. glutamique = 1). 

Dans l’hydrolysat chlorhydrique de 0,80 pmole de 1-7 on trouve: 1,60 pmoles de leucine, 0,86 
pmole de valine, 0,77 pmole d’ac. glutamique et  0 , lS  pmole de cystine, ce qui correspond B une 

proportion molaire leu, Val, glu, 2 cy$ de 2,00:1,07:0,96 et  0,1g4). Activitk strCpogCniquc: 400 
unites par mg; activitC WOOLLEY spkcifique: 230. 

2.2. Acide L-leucyl-~-cystinyl-L-leucyl-L-alanyl-L-glutamique (2-5) (= 11) 
2.2.1. N-Benzoxycarbonyl-L-leucyl-L-alaninate de me‘thyle (2-7). A une solution de 20,OS g 

(75,7 mmoles) de N-Cbo-L-leucine dans 100 ml dc chlorure de mCthylhe on ajoute une solution de 
10,63 g (75,7 mmoles) de chlorhydrate de L-alaninate de mCthyle dans 50 ml de chlorure de 
m6thylhne puis 7,64 g (10,6 ml; 75,7 mmoles) de triCthylamine. On refroidit le melange B 2” et in- 
troduit 15,66 g (75,7 mmoles) de DCCI. Aprhs 16 h dc repos B4”, l’ur6e formCe est filtrCe et  lavde 
(13,SZ g; 72,6%). Filtrat et liqueurs de lavage rCunis sont lavds comme indique sous 2.1.1., sCchds 
sur sulfate de sodium anhydre puis CvaporCs; le rCsidu (27,29 g) est repris par de 1’acCtate d’kthyle B 
l’kbullition; la solution filtrCe B chaud est additionnke, aprhs refroidissement, de 400 ml d’Cther de 
pCtrolc. On obtient 13,98 g (54%) de N-Cbo-L-leucyl-L-alaninate de mCthyle (2-1). A partir de la 
liqueur-mkre de cristallisation on obtient encore 6,7 g de 2-1 (25%). F. 93-95”; [a]: = - 38,95” 
(c = 1, mCthanol). 

C,,H,,N,O, (350,40) Calc. C 61,37 H 733 N 8,00% Tr. C 61,70 H 7,48 N 7,96y0 

2.2.2. N-Benzoxycarbonyl-L-leucyl-L-alanine (2-2). 13,66 g (39,2 mmoles) de 2-1 dans 200 ml de 
methanol sont saponifiCs par dissolution dans 60 ml de NaOH 2~ (117,7 mmoles) et  2 h de repos B 
temphrature ordinaire. Ensuite la solution est neutralisCe par 60 ml de HC1 2~ et  dCbarassCe du 
methanol par kvaporation dans le vide. La suspension aqueuse concentrCe qui en rCsulte est ex- 
traite par 100 ml d’acCtate d’Cthyle. La phase organique est sCchCe, puis concentrke. Le N-Cbo-L- 
leucyl-L-alaninate de mCthyle (2-2) cristallise en cours de la concentration, 9,25 g (70,20/,). F. 150”; 
[a]g  = - 24,7” (c = 4, Cthanol). 

C,,H,,N,O, (336,39) Calc. C 60,70 H 7,19 N 8,33% Tr. C 60,96 H 7,17 N 8,42% 
2.2.3.  N-Benzyloxycarbonyl-~-leucyl-L-alanyl-c, y-L-glutamate de benzyle (2-3). A une solution de 

4,s g (13,35 mmoles) de 2-2 dans 100 ml de chlorure de mkthylhne, on ajoute 4,86 g (13,35 mmoles) 

4, Perte due B la fois B une de‘composition au cours de l’hydrolyse et  B une insolubilitd de la 
cystine dans la solution aqueuse concentrCe de l’hydrolysat, prCparCe pour 1’Clectrophorkse. 
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de chlorhydrate de x,y-L-glutamate de benzyle [26] et  1,35 g (1,87; 13,25 mmoles) de triithyl- 
amine. A ce melange refroidi i 2”, on ajoute 2,75 g (13,35 mmoles) de DCCI. Apr&s 24 h 5, 4” on 
filtre l’urde formde. Le filtrat auquel est jointe la liqueur de lavage, est lave comme indiqud sous 
2.1.1. 1.a phase organique sichie est 6vaporCe. Le r6sidu (8,70 g) est cristallisk 8. 4” i partir de 50 ml 
d’dthanol & 96% (5,28 g),  puis recristallis6 dans 50 ml de chlorure de mCthyl&ne, par ajout d’Cther: 
3,71 g (43%) de 2-3 pur. F. 146-147”; [cc]L1 = -21,2 (c = 2, ac6tate d’6thyle). 

C,,H,,N,O, (645,76) Calc. C 66,96 H 6,73 N 6,51% Tr. C 66,83 H 6,65 N 6,70% 

2.2.4. N- Benzoxycarbonyl-~-leucyl-S-be~~zyl-L-cystPinyl-~-leucyl-~-alanyl-u, y-L-glutamate de ben- 
zyle (2-4). On porte 3,65 g (5,66 mmoles) de 2-3 dans 40,8 ml de HBr & 10% dans de l’acide 
acCtique glacial et laisse reposer 2 h 8. tempCraturc ordinaire, puis on laisse tomber, goutte & 
goutte, la solution dans 500 ml d’hydrogknocarbonate 1 ~ ;  le pH final est neutre. La solution neu- 
tralisCe est extraite deux fois par 250 ml de chlorure de mCthylhne. La phase organique, s6ch6e sur 
sulfate de sodium anhydre, est concentrde 8. environ 300 ml. On refroidit ce concentrat 8. 2” et  ajoute 
2,63 g (5,66 mmoles) de 1--5 (voir 2.1.5.), puis 1,05 g (5,66 mmoles) de DCCI. On obtient 1,07 g (93%) 
d’urCe par filtration aprks 19 h de reaction & 4”. Le rdsidu huileux du filtrat Cvapork est repris par 
30 ml d’acCtate d’dthyle. On lave cette dernikre solution comme indiqud sous 2.1.1. Un peu d’urCe 
qui se forme au cours du lavage par H C I ~ N  est BliminCe. (Rprhs le dernier lavage 8. l’eau, on observe 
un insoluble (1,5 g) dans la zone d’interphase qui, recristallisi dans de l’ithanol, donne 0,54 g de 1-5 
pur.) Le rCsidu d’6vaporation du filtrat est repris par 60 ml d’kthanol chaud, 8. partir duquel 
cristallise 2” une premihre fraction de 0,79 g de 2 4  (F. 189-198”). La liqueur-mkre est CvaporCe et  
le rCsidu huileux (2,13 g) donne dans 1’Cthanol chaud, par lent abaissement de la tempkrature, une 
fraction cristalline (1,8 g) qui, recristallisde 8.2” dans un melange de 10 ml de chloroforme ct 50 ml 
d’6ther de pCtrolc, donne encore 1, l  g (24%) de N-Cbo-L-leucyl-S-benzyl-L-cystCiny1-L-leucyl-L- 
alanyl-cr,y-L-glutamate de benzyle ( 2 4 ) .  Rdt total 1,89 g (35%). F. 212-214”; [cc]g = -23,5“ 
(c = 1, chloroformc). 
Cj2H65N5010S (952,17) Calc. C65,40 H 6,83 N 7,36% Tr. C 6 5 s  H 7,11 N 7,5474 

2.2.5. Acide-L-leucyl-L-cyslinyl-L-lezrcyl-L-ulunyl-L-glutumaque (2-5). On porte 259,G mg (0,273 
mmoles) de 2-4 dans l’ammoniac liquide et  effectue l’hydrogknolysc des fonctions benzylcarba- 
mate, benzylestcr e t  S-benzyle comme indiquC sous 2.1.7. Aprks 1’6limination de l’ammoniac, on 
reprend le rdsidu par de l’eau, neutralise aussitBt 8. pH 7,5, fait passer pendant environ 15 min un 
courant d’oxygkne pur, puis acidifie 3. pH 3,7 par 20 ml d’acide acktique 1 ~ ;  le peptide cristallise 
dans ces conditions. Aprks 15 h de repos 8. 2”, la suspension est centrifugde 8. 15000 t/min. Les 
cristaux‘sont lavds 5 fois par 5 ml d’eau, puis sCchds au vide poussd: 84 mg (56,3%) de 2-5. Rf (P) 
L 0,36; m(iHV, pH 6,5) = 0,61 (ac. glutamique = 1).  

Dans l’hydrolysat chlorhydrique de 0,30 pmole de 2 4  on trouvc: 0,55 pmole de leucine, 0,33 
pmole d’alanine, 0,30 pmole d’ac. glutamique et  0,18 pmole de cystine, ce qui correspond 8. une 

proportion molairc de leu, a h ,  glu, 2 cys de 1,83: 1,01 : 1 , O :  0,544). ActivitC strdpogdnique: 400 
unit& par mg;  activit6 WOOLLEY sp6cifique : 220. 

I 

2.3. ~-Leucyl-L-cystinyl-L-leucyl-L-aEalzine (3-3) (= I 1  I )  
2.3.1. h~-Benzoxycurbonyl-L-leucyl-S-benzyl-~-cyst~~nyl-~-leucyl-~-uluni~zute de mPthyle (3-1). 

On dissout 6,39 g (18,3 mmoles) de 2-1 (voir 2.2.1.) dans 50 ml de HBr 3. 20” dans de l’acide acC- 
tique glacial (123 mmoles) ; aprhs 2 h de repos, le solvant est dvapork. Le rksidu est ddbarrass6 des 
acides volatils qu’il contient encore, par plusieurs dvaporation successives de ses solutions mCtha- 
noliques. L’huile rksiduelle finale cst triturCe longuement dans de 1’Cther pour la dkbarrasser du 
broniure de benzyle. On obtient 5,85 g (18,3 mmoles) de bromhydrate (amorphe) de ~ - l e u c y l - ~ -  
alaninate de mkthyle qu’on dissout dans 100 ml de chlorure de mCthylhe. On ajoute B cctte solu- 
tion successivement 8,38 g (18,3 mmolcs) de 1-5 (voir sous 2.1.5), 1,85 g (2,56 ml, 18,3 mmolcs) de 
trikthylamine et, aprhs refroidissement du mClange 3. 2”, 3,72 g (18,3 mmoles) de DCCI. Aprhs 23 h 
i 2”, l’urke formde est Climinee par filtration (3,66 g; 89%). Filtrat et  liqueurs de lavage rCunis sont 
lavCs cornme indiqu6 sous 2.1.1., puis sCchCs sur sulfate de sodium anhydre et dvaporks. Le rCsidu 
(16,7 g) est cristallisd 8. 2” dans de l’dther: 10,G g de 3-1; apr&s recristallisation dans 100 ml de 
mithanol par adjonction d’dther i 2 ” :  2,17 g (27%) de 3-1. I;. 184-188”; [cc]g = -50,7” (C = I ,  
mCthanol) . 

C,,H,,N,O, (624,82) Calc. C 62,17 H 7,36 N 8,5376 Tr. C 62,37 H 7,19 ru‘ 8,30y0 
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2.3.2. N-Benzyloxycarbonyl-L-leucyl-S-benzyl-L-cyst~inyl-L-le~~cyl-L-ulun~ne (3-2). On dissout 
1,069 g (1,57 mmoles) de 3-1 dans 50 ml de mithanol, ajoute 2,52 ml (5,Ol mmoles) de NaOH Z N  et  
neutralise ce melange apr&s 2 h 30 par 2,52 ml de HC1 Z N .  Le solvant est dvapore, et  le rCsidu, 
repris par de l’acdtate d’dthyle pour Bliminer le chlorure de sodium form6. La fraction extraite par 
le solvant organique, obtenue comme huile apr&s 6vaporation de ce dernier, est reprise par du 
chlorure de mCthyl8ne. Par dvaporation lente du solvant, on ohtient 1,13 g (97,5%) de 3-2 cristal- 
lis6. F. 195-197”; titrage: 99,6%; [ M ] E  = -45,O” (c = 1, dthanol). - Recristallise dans l’kther, le 
produit garde son F. inchange. 

2.3.3. ~-Leucyl-L-cystinyl-L-leucyl-L-alanine (3-3). 202,5 mg de 3-2 sont dissous dans 50 ml 
d’ammoniac distilld. L’hydrog6nolyse de ce produit est effectu6e comme indique sous 2.1.7. Le 
r6sidu sec restant aprhs elimination de l’ammoniac est repris par 30 ml de HC1 dilu6. On neutralise 
aussitBt cette solution 8. pH 7,5 pour y faire passer un courant d’oxygkne pur durant 15 min. On 
acidifie ensuite 8. pH 3,s par HC1 1 ~ .  La suspension resultante est alors Bvaporee, et  le rksidu, ex- 
trait par 20 ml d’dthanol absolu. La fraction insoluble, 40,6 mg (30%) de 3-3, forme de petites 
aiguilles. F. 198-199”; [a]: = - 51,4” (c = 1, HC1 0 , 1 ~ ) ;  Rf (P) = 0,54; nz(iHV, pH 2) = 0,78 
(leucine = 1). 

Dans l’hydrolysat chlorhydrique de 0,85 pmole de 3-3, on trouve: leucine 1,68 pmole, alanine 

0,90 pmole et cystine 0,46 pmole, ce qui correspond 8. une proportion rnolaire de leu, ala, 2 cys, 
de 1,97: 1,05:0,55*). 

Dans l’hydrolysat de 0,10pmole d’un lot inhibztezw (v. p. 5) 3-3, obtenu par la leucine- 
aminopeptidase, on trouve: leucine 0,19 pmole, alanine 0,lO pmole ce qui correspond 8. une pro- 
portion molaire de 1,93: 1 ,OO.  

Le peptide 3-3 prepare 8. partir non pas de la S-henzyl-L-cystiine, mais de la L-cystine, posskde 
[a]: = - 53,3” (c = 1, m6thanol) [26]. Activit6 str6pogdniqne (pour les deux pr6parations) : 400 
unites par mg; activitd WOOLLEY specifique: 165. 

2.4. L-Leucyl-L-cystinyZ-L-leucine (4-3) (= I V )  

I 

‘ 2.4.1. N-Benzyloxycarbonyl-~-leucyl-S-benzyl-~-cysl~~nyl-~-leucinute de me‘thyle (4-1). On sus- 
pend 3,19 g (6,96 mmoles) de 1-5 (voir 2.1.5.) dans 150 ml de chlorure de m6thylkne et ajoute 
successivement 1,26 g (6,96 mmoles) de chlorhydrate de L-leucinate de mdthyle et  0,705 g (0,975 ml, 
6,96 mmoles) de tridthylamine. La solution opalescente obtenuc est refroidie 8.0” et  additionnde de 
1,43 g (6,96 mmoles) de DCCI. Aprks 16 h 35 min de repos l’ur6e qui s’est s6parCe est Climinde. 
1:iltrat et  liqueur de lavage rdunis sont laves comme indiqu6 sous 2.1.1. La phase organique 6va- 
por6e livre un rCsidu de 4,044 g. Aprks deux cristallisations dans du methanol chaud, on obtient, 
1,320 g (34%) de N-Cbo-IA-leucyl-S-benzyl-L-cystdinyl-L-leucinate de m6thyle (4-1). La liqueur- 
mkre donne encore 0,342 g de ce tripeptide, si bien que le rendement total de produit recristallisd 
s’dl&ve 8. 43%. F. 133-134”; [a]g  = -45,7” (c = 1, mdthanol). 

C,,H,,N,O,S (587,76) Calc. C 63,35 H 7,34 N 7,18% Tr. C 63,88 H 7,89 N 7,16% 
2.4.2. et  2.4.3. L-Leucyl-L-cystinyl-L-leucine (4-3). On dissout 1,27 g (2,29 mmoles) de 4-1 dans 

50 ml de mdthanol, ajoute 3,45 ml de NaOH 2~ (6,87 mmoles) et  laisse reposer 2 h 35 A la tempCra- 
ture ordinaire. La solution est ensuite neutralisie par 3,45 ml deHC1 2~ et  dCbarrassCe des solvants. 
Le rdsidu huileux est extrait par de l’acgtate d’6thylc (siparation du chlorure de sodium). L’extrait 
est CvaporC et le nouveau rCsidu est trait6 2 h sous un vide de 0,07 Torr: 1,19 g de N-Cbo-L- 
leucyl-S-benzyl-L-cystdinyl-L-leucine (4-2) (titrage; 95%). 

Cet acidc 4-2, suspendu dans 50 ml d’ammoniac liqnide distillC, est hydrogCnolys6 comme 
indiquC sous 2.1.7. Le r6sidu blanc obtenu aprhs Cvaporation de l’ammoniac est dissout dans 50 ml 
d’cau et aussitBt neutralis6 (pH environ 7,5). Cette solution est oxygCn6e comme sous 2.1.7. durant 
15 min, puis son pH est abaiss6 3,8 par HC1 dilud, ce qui ddtermine la prdcipitation dc la L-Zeucyl- 
L-Cystinyl-L-leucine (4-3), qui est isolCe par centrifugation aprks repos de 24 h 8. 2”. Apr8s 5 lavages 
k l’eau, le culot est sCchC: 25 mg (16%). Rf (P) = 0,71; m(iHV, pH 2) = 0,96 (leucine = 1). 

Dans l’hydrolysat chlorhydrique de 0,26 pmole de 4-3 on trouve: 0,55 pmole de leucine, 0,21 
pmole de cystine ce qui correspond A la proportion molaire leucine, cystine 2,10:0,804). Activit6 
strdpogknique: 130 unitds par mg: activite WOOLLEY spCcifique: 45. 

2.5. L-Leucyl-L-cystinyl-L-ulunine (5-3) (= V )  
2.5.1. N-Benzoxycurbonyl-L-leucyl-S-benzyl-L-cystdinyl-L-alaninate de mdthyle (5-7). A une solu- 

tion de 8,44 g (18,55 mmoles) de 1-5 (voir 2.1.5.) dans 300 ml de chlorure de m6thylkne on ajoute 
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successivement 2 3 9  g (18,551 mmoles) de chlorhydrate de L-alaninate de m6thyle 8. 1,88 g (2.6 ml; 
18,55 mmoles) de triethylamine et  3,77 g de DCCI. Aprhs 18 h de reaction 8. 4” on isole 3,54 g 
(85,3%) d’ur6e. Le filtrat obtenu est lave comme indiquk sous 2.1.1. Le rCsidu de la phase organique 
(12,3 g) est repris dans 100 ml de mCthanol chaud et  recristallise 8. partir de cette solution 8. - 18” 
(4,00 g). puis recristallisC dans 60 ml d’acCtate d’kthyle; 3,96 g (42%). La liqueur-mbre de cristalli- 
sation donne encore 0,660 g de 5-1 si bien que le rendement total en produit cristallisC s’6lhve 8. 
49,5%. F. 146”; [a]: = -45,6” (c = 1, mCthanol). 

C,,H,,N,O,S (543,66) Calc. C 61,87 H 6,87 N 7,73% Tr. C 62,lO H 7,03 N 7,69% 
2.5.2. et 2.5.3. L-Leucyl-L-cystinyl-L-alanine (5-3). On dissout 0,977 g (1,91 mmoles) de 5-1 dans 

40 ml de mkthanol, ajoute 2,96 ml de NaOH Z N  (5,93 mmoles) et  laisse reposer 2 h 45 8. la temp. 
ord. La solution est ensuite neutraliske par 2,96 ml de HC12 N et  debarrassie du solvant. Le residu 
cst extrait par de l’acetate d’6thyle (&paration du chlorure de sodium). L’extrait contient 0,95 g de 
N-Cbo-L-leucyl-S-benzyl-I-cyste‘inyl-L-alanine (5-2) ; titrage : 95%. 

La totaliti de ce peptide (1,93 mmoles) est dissoute dans 50 ml d’ammoniac liquide distillC, ct 
hydroginolyske comme indiqui sous 2.1.7. Aprhs 1’6vaporation de l’ammoniac, le rCsidu blanc 
obtenu est dissous dans 10 ml d’eau et aussitbt neutralisd k pH 7,5. La solution est oxygCnCe durant 
15 min, puis son pH est abaisse 8. 4,l par HC1 diluC, ce qui determine la pricipitation de la L-leucyl- 
L-cystinyl-L-alanine (5-3). Aprks 5 lavages 8. l’eau le culot est sBch6: 238 mg (39,4%) de 5-3. Rf (P) 
= 0,401 m(iHV, pH 2 )  = 0,88 (leucine = 1). 

Dans l’hydrolysat chlorhydrique de 0,60 pmole de 5-3 on trouve: leucine 0,63 pmole, alanine 
0,61 pmole, cystine 0,145 pmole, S-benzyl-L-cystkine 0,09, ce qui correspond 8. la proportion rnolaire 

de leu, ala, 2 cys et 2 S-benzyl-cys 1,05 : 1,01: 0,234) et  0,14. Activit6 stripogdnique: 29 unites par 
mg; activite WOOLLEY spdcifique: 9. 

I I 

2.6. Acide L-leucyl-L-cystinyl-L-glutamique (6-2) (= VI) 
2.6.1. N-  Benzoxycarbonyl-~-leucyl-S-benzyl-~-cyste‘inyl-a, y-r.-glutamate de benzyle (6-1). On 

dissout 3,44 g (8,6 mmolcs) de 1-5 (voir 2.1.5.) dans 55 ml de chlorure de methylhe et ajoute 
successivement 3,63 g (10 mmoles) de chlorhydrate de or,y-glutamate de benzyle [24] et  1,01 g 
(1,4 ml;  10 mmoles) de trikthylamine. A cctte solution refroidie 8. 2”, on ajoute 2,06 g (10 mmoles) 
de DCCI. Aprks 17 h 55, 8. 4”, l’urie prCcipitRe est dliminke. Le rCsidu huileux du filtrat (8,37 g) 
cristallise spontanCment ; a p r k  recristallisation dans 1’6ther : 4.50 g (58,6%) ; une nouvelle cristalli- 
sation dans le mkthanol fournit 2,94 g (44%) de 6-1 pur. F. 137”; [a]: = - 39,5” (c = 1, mdtha- 
nol) . 

La liqueur-mhre mCthanolique livre encore 0,46 g de produit pur. 
C4,H4,N,0,S (767,91) Calc. C 67,19 Ii 6,43 N 5,460/6 Tr. C 67,37 H 6,52 N 5,54:4 

2.6.2. Acide L-leucyl-L-cystinyl-L-gZutamipue (6-2). On porte 250 mg (0,326 mmoles) de 6-1 dans 
50 ml d’ammoniac distillk. L’hydrogenolyse de 6-1 et l’oxydation du produit resultant sont opCrCcs 
comme indiquC sous 2.1.7. Aprhs l’acidification de la solution oxygCnCe k pH 3,6 par IlCl dilu6 (le 
tripeptide reste en solution) la solution est debarrassie des sels minCraux par passage sur un melange 
d’amberlite IR 100 et d’amberlitc IR  4B. I,e rCsidu sec de l’effluent est lave deux fois par de l’al- 
cool absolu, puis cristallisC dans un  melange de methanol-eau: 28,s mg (24,276) de 6--2 pur. F. 233” 

L’hydrolysat chlorhydrique de 0,137 pmolc dc 6-2 fournit 0,135 pmole de leucine, 0,135 pmolc 

d’ac. glutamique et 0,040 pmole de cystine ce qui correspond k la proportion molaire leu, glu, 2 cys 
de 0,98 : 0,98 : 0,304). ActivitC strkpogeniquc: nulle. 

(~CC.) .  Rf (P) = 0,31. 

2.7. Acide  L-cystinyl-L-leucyl-L-alanyl-L-gla~tana~que (7-7) (=  I’IJ) 
2.7.1, N-Benzoxycarbonyl-S-benzyl-L-cyste‘inyl-L-leucyl-L-alanyl-a, y-L-glutanaate de me’thyle (7-5). 

- 2.7.1.1. N-~enzoxycarbonyl-L-alanyl-a, y-L&utamate de me‘thyle (7-7). On dissout 2,37g (10mmoles) 
de N-Cbo-L-alanine dans 300 ml de chlorure dc mkthylkne et  ajoute 2,11 g (10 mmoles) de chlor- 
hydrate de a,y-glutamate de mCthyle, puis successivement 1,01 g (1,39 ml; 10  mmoles) de tri- 
Bthylamine et 2,06 g (10 mmoles) de DCCI. Aprhs 20 h k 4“, on isole 2,06 g d’ur6e par filtration. Le 
rCsidu sec de la liqueur-mkre est repris par de 1’acCtate d’kthyle pour Bliminer le chlorhydrate de 
triithylamine. La phase organique est l a d e  comme indique sous 2.1.1. Le rCsidu d’Cvaporation est 
triturC dans de I’dther, puis cristallisd 8. partir de 1’6ther; 3,21 g (80%) de 7-1, F. 59-60”. 

C,,H,,N,O, (380,37) Calc. C 56.91 H 6,35 N 7.36% Tr. C 56,71 H 6,34 N 7,487; 
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2.7.1.2. Chlorhydrate de L-alanyl-u,y-L-glutamate de mdthyle (7-2). RBalisie en presence d’acide 
acGtique, l’hydrog6nolyse de 7-1 fournit B cBt6 du L-alanyl-a, y-L-glutamate de m6thyle desire une 
quantit6 assez importante de la dioxopipdrazine form6e par l’action de la fonction ester sur la fonc- 
tion aminde N-terminale. Par contre en presence de 3 6q. de HCl, cette cyclisation n’a pas lieu. On 
dissout donc 3,0 g (7,8 mmoles) de 7-1 dans 50 ml de m6thanol contenant 23,4 mmoles de HC1 et  
0,3 g de charbon palladi6, et  agite dans une atmosphkre d’hydroghe jusqu’h cessation de l’absorp- 
tion. A la fin de l’hydrog6nation, la quantit6 th6orique d’hydroghe a pratiquement C t C  consom- 
mde. Aprks Blimination du catalyseur et  Cvaporation du solvant, on obtient le chlorhydrate 7-2 
dont 1’Blectrophorkse B pH 2 montre l’homogCnCit6; m(iHV, pH 2) = 0,86 (lysine = 1). 

2.7.1.3. N-Benzoxycarbonyl-S-benzyl-L-cyste‘inyl-L-leucinate d’e‘thyle (7-3). On dissout 4,68 g 
(13,5 mmoles) de N-Cbo-S-benzyl-L-cyst6ine (F. 92-94”) [27] dans 40 ml de chlorure de m6thylbne. 
et  ajoute successivement 2,52 g (13,5 mmoles) de chlorhydrate de L-leucinate d’6thyle (F. 132-135”), 
1,89 ml de tri6thylamine et  2,83 g (13,5 mmoles) de DCCI. Aprks 16 h 45, B 4”, on &mine l’ur6e 
formCe, e t  lave la solution organique comme indiqu6 sous 2.1.1. On Bvapore le solvant; l’huile 
r6siduelle est reprise dans de 1’6ther de petrole d’oh 7-3 cristallise; on le recristallise dans un m6- 
lange d’6ther et  d’6ther de p6trole: 5,28 g (81%). F. 67-68”; [a];; = - 46,4” (c = 2, Cthanol). 

C,,H,,N,O,S (486,60) Calc. C 64,19 H 6,98 N 5,76y0 Tr. C 63,96 H 7,38 N 6,14% 

2.7.1.4. N-Benzoxycarbonyl-S-benzyl-L-cyste’inyl-L-leucine (7-4). On dissout 1,63 g (3,35 mmoles) 
de 7-3 dans 40 ml de m6thano1, et  ajoute 16,75 ml de NaOH 1~ (16,75 mmoles). Aprks 1 h 10 on 
neutralise par 16,7 ml de HC1 1 ~ .  L‘huile qui s’est s6parCe est extraite par de l’ac6tate d’6thyle. 
Aprks Cvaporation, on reprend le r6sidu huileux par de I’ac6tone. A - 19” une petite quantit6 d’un 
produit insoluble se &pare, on 1’6limine. L’Cvaporation fournit 1,47 g (97,6%) d’un r6sidu toujours 
huileux. 

2.7.1.5. N-Benzoxycarbonyl-S-benzyl-L-cyste’inyl-L-leucyl-L-alanyl-u, y-glutamate de me’thyle (7-5). 
On dissout 1,18 g (4,2 mmoles) de 7-2, 1,86 g ( 4 2  mmoles) de 7-4, 0,58 ml (4,2 mmoles) de tri- 
6thylamine et  0,86 g (0,42 mmoles) de DCCI dans 64 ml d’ac6tone. Aprbs 24 h, h 4”, on isole 0,85 g 
d’ur6e (90%). La liqueur-mkre fournit, aprbs Cvaporation, un r6sidu cristallin qu’on recristallise 
dans de 1’6ther B 4” (1,89 g ;  65%), puis B 4”, dans du methanol: 1,14 g de 7-5, F. 114-116”. 

C,,H,6N,0,S (686,77) Calc. C 59,49 H 6,61 N 8,16% Tr. C 59,19 H 6,55 N 8,53% 
2.7.2. N-Benzoxycarbonyl-S-benzyl-~-cyste’inyl-~-leucyl-~-alanyl-~-glutamate de benzyle (7-2a). - 

2.7.2.1. HBr,  L-Leucyl-L-alanyl-a, y-glutamate de benzyle (7-7 a).  3 2 5  g (5 mmoles) de 2-3 (voir 2.2.3.) 
sont dissous dans 36 ml de HBr B 10% dans de l’acide ac6tique glacial. Aprks 75 min de repos 
B la temp6rature ordinaire la solution est 6vapor6e. Le r6sidu huileux est extrait plusieurs fois 
par de 1’6ther. L’insoluhle est soumis au vide plusieurs heures: 2,95 g (83%) de 7-la. 

2.7.2.2. 7-2a. A 2,18 g (3,7 mmoles) de 7-1 a dissous dans 50 ml de chlorure de mkthylkne, on 
ajoute successivement 1,27 g (3,7 mmoles) de N-Cbo-S-benzyl-L-cyst6ine (F. 92-94”) [28], 0,52 ml 
(0,37 g ;  3,7 mmoles) de trikthylamine et  0,76 g (3,7 mmoles) de DCCI. Aprks 16 h 35 min k 4”, on 
Bvapore et traite le r6sidu par 100 ml de titrahydrofuranne. L’insoluble est extrait par de I’eau qui 
dissout le bromhydrate de (C,H,),N (0,59 g, 88%) et laisse une fraction non soluble (2,23 g). com- 
posite et  particulitkement riche en ur6e. On 1’6puise par du chlorure de mdthylbne B reflux; la solu- 
tion mCthanolique de I’insoluble (1,72 g) laisse cristalliser une fraction (0,63 g ;  F. 158-167”) et  la 
liqueur-mkre fournit une autre fraction (1,08 g), qui recristalliskes ensemble dans le m6thanol par 
lent abaissement de la tempkrature du point d’8hullition du solvant h 4”, fournissent 0,67 g de 
7-2a; a p r h  recristallisation B partir de 1’6thanol chaud: 0,56 g (20,2%). F. 175-177”; [ a ] g  = 
- 38,2” (c = 1, mkthanol). 

C,,H,,N,O,S (748,79) Calc. C 62,57 H 6,42 N 7,35% Tr. C 61,93 H 6,68 N 7,48y0 
2.7.3. Acide L-cystinyl-L-leucyl-L-alanyl-L-glutamique (7-7) b partir de 7-5. - 2.7.3.1. Acide N-  

benzoxycarbonyl-L-cyste‘inyl-~-leucyl-L-alanyl-~-glutamique (7-6). On dissout 1 g (1,4 mmoles) de 7-5 
(voir 2.7.1.5.) dans 20 ml d’6thanol contenant 14 mmoles de NaOH. Aprks 3 h l/, B 25”, la solution 
est neutralis6e par 14,O ml HCl IN (14 mmoles) et  dilude par 20 ml d’eau. L’acide 7-6 prCcipite; il 
est extrait par de l’ac6tate d’6thyle. Aprks sCchage sur SO,Na,, lc solvant est CvaporC; r6sidu 0,9 g 
(97%) de 7-6. 

2.7.3.2. Acide L-cystinyl-L-leucyl-L-alanyl-L-glutamique (7-7). On porte 0,90 g de 7-6 dans 100 
ml de NH, liquide, fraichement distill6. L’hydrogCnolyse et  l’oxydation du produit sont effectu6es 
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comme indiquB sous 2.1.7. Aprks acidification de la solution A pH 3,6 par HC1 dilu6, le tdtrapeptide 
prCcipit6 est recueilli par centrifugation et  lave 5 fois par de l’eau: 0,31 g (46%) de 7-7. Rf (P) = 
0,19; m(iHV, pH 2) = 0,14 (leucine = 1). 

L’hydrolysat chlorhydrique de 0.35 pmole de 7-7 fournit 0,36 pmole de leucine, 0,34 pmole 
d’alanine, 0,35 pmole d’acide glutamique et  0,15 pmole de cystine, ce qui correspond A la propor- 

tion molaire leu, ala, glu, 2 cys de 1,02: 0,97: 1,00:0,424). ActivitC strCpogCnique: 200 unit& 
WOOLLEY par mg; activit6 WOOLLEY spCcifique: 87. 

2.7.4. Acide L-cystiiayl-~-leucyl-L-alai~yl-L-glutamique (7-7) iC partir de 7-2a. On porte 0,50 g 
(0,66 mmoles) de 7-2a (voir 2.7.2.) dans 50 ml de NH, liquide. L’hydrogCnolyse et  l’oxydation 
subshquente du thiol sont conduites comme indiquC sous 2.1.7. Le tCtrapeptide insoluble est lave 
par de l’eau et  sCch6: 0,12 g (34%) de 7-7. Rf (P) = 0,19; m(iHV, pH 2) = 0,14 (leucine = 1). 

L’hydrolysat chlorhydrique de 0,35 pmole de 7-7 fournit5) 0,37 pmole de leucine, 0,36 pmole 
d’alanine et 0,32 pmole d’ac. glutamique, ce qui correspond A la proportion molaire leu, ala, glu 
de 1,05:1,02:0,91. 

I 

2.8. L-Leucyl-L-mdthionyl-L-leucyl-L-alanine (8-4) ( =  V I I I )  

2.8.1. N-Benzoxycarbonyl-L-leucyl-L-mdthionine (8-7). On dissout 2,97 g (11,2 mmoles) de N- 
Cbo-L-leucine dans 40 ml de titrahydrofuranne anhydre, contenant 1,42 ml (11,2 mmoles) de 
(C,H,),N. On refroidit cette solution A - 10” et  ajoute 1,06 ml (11,Z mmoles) de chloroformiate 
d’kthyle. Aprh  30 min A - lo”, l’examen en IR. indique la prCsence de I’anhydride mixte (bandes 2 
1815 e t  1750 cm-l). On ajoute goutte A goutte une solution de 1,67 g (11,2 mmoles) de mCthionine 
dans 11,6 ml de NaOH 1~ (11,6 mmoles). Aprks 5 h, on neutralise la solution par 11,6 ml de HC11N 
(prkcipitation) et  extrait la suspension 3 fois par son vol. d’acktate d’kthyle. La phase organique, 
lavCe par de l’eau et  sCchCe sur SO,Na,, fournit par Cvaporation 8-1 comme rCsidu huileux, 3,41 g 
(74,7%); titrage: 98,5%. 

2.8.2. Bromhydratede L-leucyl-L-alaninate de mdthyle (8-2). On dissout 2,30 g (6,5 mmoles) de 2-1 
(voir 2.2.1.) dans 18 ml de HBr i 20% dans l’acide acCtique glacial. Aprk 1 h k temp. ord., le sol- 
vant est CvaporC. Le rBsidu huileux est longuement extrait par de 1’Bther jusqu’A 1’Climination 
pratiquement complete du bromure de benzyle. Aprks traitement au vide de 15 Torr, puis de 0,07 
Torr, on obtient 1,78 g (92%) de 8-2. 

2.8.3. N-Benzoxycarbonyl-L-leucyl-L-me’thionyl-L-leucyl-L-alaninate de mdthyle (8-3). On dissout 
2.28 g (5,7 mmoles) de 8-1 (voir 2.8.1.) dans 25 ml de chlorure de mCthylkne et  on ajoute 1,7 g (5,7 
mmoles) de 8-2 et  0,576 g (0,795 ml; 5,7 mmoles) de trikthylamine. A 2”, on introduit 1,18 g (5,7 
mmoles) de DCCI. L‘urBe formde apr&s 24 h B 4” est filtrCe et  lavBe par du chlorure de m6thylkne; 
1,27 g (90%). Le filtrat plus la liqueur de lavage, CvaporCs, fournissent un rCsidu huileux qui est 
BpuisC i 1’Cther de pCtrole, puis dissous dans de l’ac6tate d’Cthyle. Le bromure d’ammonium inso- 
luble dans ce solvant cst CiiminC; le filtrat est lave comme indiqu6 sous 2.1.7. On reprend le rCsidu 
de la phase organique, A temp. ord., par de l’acktate d’dthyle, et laisse cristalliser i 4” : 1,93 g de 8-3. 
La liqueur-mkre diluCe avec de 1’6ther fournit encore 0,865 g de produit pur (rendement total 2,79 g; 
84,5%). F. 153-154”, [ M I %  = -46,2” (c = 2, Cthanol). 

C,,H,,N,O,S (594,77) Calc. C 58,55 H 7,78 N 9,42% Tr. C 58,OO H 7,57 N 9,65% 

2.8.4. ~- leucy l -~-mdth iony l -~eucy l -~-a lanine  (8-6). - 2.8.4.1. N-Cbo-L-leucyl-L-S-0x0-me’thionyl- 
L-lez~cyl-L-alaninnte d’dthyle (8-4). On dissout 1,18 g (2 mmoles) de 8-3 dans 5 ml d’kthanol conte- 
nant 0,28 ml de H,Oz i 30% (2,2 mmoles de H,O,). Aprks 5 h 3, 25”, le solvant est CliminC. 
L’huile cst soumise 3, un vide de 0,05 Torr. Le produit montre en IR. les absorptions caractkristi- 
ques du tetrapeptidc 8-4 et  notamment A 1025 et  1050 cm-l les bandes du sulfoxyde. 

2.8.4.2. Chlorhydrate de ~-Lez~cyl-~-S-oxo-me’thionyl-~-leucyl-~-alanine (8-5). On porte 0,61 g 
(1 mmole) de 8 4  dans 10 ml de HC1 1 2 ~ .  Aprks 2 h A 40”, on ajoute 10 ml d’eau et Cvapore le 
mClange. Le rCsidu est extrait 2 fois dc suite par de l’eau qui est chaque fois Cvapor6c. Ces extraits 
fournissent 8-5 sous forme d’une huile soluble dans l’eau (A 1,4%), dans 1’acCtone et  le chloroforme; 
m(iHV, pH 2) = 0,85 (alanine = 1). Par hydrolyse, 8-5 fournit de la leucine (nz = 0,76), de 
I’alanine (m = 1) et de la S-0x0-mcithionine (m = 0,55). 

5) Cystine non dosCe. 
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2.8.4.3. L-Leucyl-L-me‘thionyl-L-leucy~-L-alanine (8-6). On dissout 0,115 g (0,23 mmoles) de 8-5 
dans 1,25 ml d’eau, ajoute 0,75 ml (2,5 mmoles) d’acide thioglycolique [28] et  conserve la solution 
sous azote h 50” pendant 24 h. Le r6sidu d’kvaporation de la solution est trait6 deux fois par de 
1’6ther; on dissout la fraction insoluble dans du chloroforme et  prCcipite par de 1’6ther k 4’ u n  
produit huileux. Ce dernier est trait6 au vide: 0,102 g (93%) de chlorhydrate de 8-6. Ce chlor- 
hydrate est repris par du mkthanol, la solution est neutralisbe par 1’6quivalent de (C,H,),N puis 
additionnee h 4” d’6ther jusqu’au trouble; les cristaux qui se forment sont recristallisCs dans du 
m6thanol; 55 mg (53%) de 8-6. F. 190-195” (dCc.); m(iHV, pH 2) = 0,79 (alanine = 1). 

L‘hydrolysat chlorhydrique de 0,25 pmole de 8-6 fournit 0,53 pmole de leucine, 0,255 pmole 
d’alaninc et  0,170 pmole de mgthionine ce qui correspond k la proportion molaire leu, a h ,  mCt 
de 2,12: 1,02:0,686). Activitd str6pog6nique: nulle. 

2.9. Acide  ~-leucyl-L-cyst~yl-~-leucyl-L-valyl-~-glutamique (9-7) (= I o x . ) ,  On utilise un tube ii 
essai en pyrex dont l’orifice h rodage est coude h angle droit et  peut s’assembler avec un second 
tube k essai rod6 Bgalement en pyrex pour constituer un systkme ferm6. Dans l’un des tubes, on 
introduit une solution de 4,75 ml d’acide formique h 98% et 0.25 ml de peroxyde d’hydrogbne h 
30% (solution l ) ,  et dans l’autre, une solution de 5 mg d’acide L-leucyl-L-cystinyl-L-leucyl-L- 
valyl-L-glutamique (1-7) dans 0,36 ml d’acide formique A 98% ct 0,075 ml de methanol (solution 
2). On plonge l’assemblage des deux tubes 30 min dans un mClange glace-sel 8. - ll”, puis on fait 
passer la solution 1 dans la solution 2. L‘oxydation du reste cystinyle en reste cystCyle commence 
dbs cet instant. On laisse la reaction se poursuivre dans le systkme ferm6 maintenu dans un bain k 
- 11” (acetone-glace carbonique) pendant 5 h, verse ensuitc lc contenu du tube k reaction dans 
25 ml d’eau et  Cvapore les solvants. Le r6sidu pulvkrulent est repris dans de l’eau et is016 k nouvcau 
par evaporation: poudre blanche, m (iHV, pH 6,s) = 0,62 (ac. cystCique: m = 1). 

Dans l’hydrolysat chlorhydrique de 0,45 pmole de ce produit 9-1, on trouve 0,88 pmole de 
leucine, 0,475 pmole de valine et  0,45 pmole d’acide glutamique (l’acide cyst6ique n’a pas 6t6 dosd), 
ce qui correspond h la proportion mol6culaire leu, glu, val de 1,96: 1,06:1,0. 

L’activit6 str6pogCnique de 9-1 est nulle. 
2.10. Chlorhydrate de  l’acide L-leucyl-L-S-benzyl-cyst~inyl-L-l~ucyl-~-valyl-~-glutam~que (70-7) 

(= I X ) .  A 180 mg de 1 6  (voir 2.1.6) dans 3,6 ml d’acide ac6tique glacial on ajoute 10 ml dc HCl 
1 2 ~ .  Aprbs 90 min de repos h 38” on dilue la solution par son volumc d’cau et  Bvapore les solvants. 
Le rCsidu solide, blanc est repris par de l’eau; celle-ci est de nouveau CvaporCe. On r6pbte l’opiration 
encore une fois et  obtient ainsi 140 mg (96%) de 10-1 pulv6rulent, m (iHV, pH 6,5) = 0,52 (ac. 
glutamique: m = 1). IR.  : Absence de la bande C=O ur6thanne S. 1690 cm-l; prCsence des bandes 
G O  carboxyliques k 1700-1740 cm-l et chlorhydrate entre 2700 ct 2500 cm-l. 

L’activitC strCpog6nique est nulle. 

Nous exprimons notre reconnaissance h la maison F. HOFFMANN-LA ROCHE S.A. L Bble, dont 
l’appui a permis la rialisation de ce travail. 
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2. Elektronenstruktur und physikalisch-chemische Eigenschaften 
von Azo-Verbindungen 

Teil XIV l): Die Konformation des Benzalanilins 
von E. Haselbach und E. Heilbronner 

Laboratorium fur organische Chemie Eidg. Technische Hochschule, Zurich 

(26. X. 67) 

Summary. A re-evaluation of the electronic spectra of benzalaniline (11), 3,3-dimethyl-2- 
phenyl-indolenine (X), mono-aryl substituted azomethines (XI, XIV, XV) and trimethylindole- 
nine (XII) as well as of their conjugate acids strongly supports the hypothesis of ISMAILSKI & 
SMIRNOV [14] and of EBARA [15] that benzalaniline exists in a preferred peri-perpendicular con- 
formation. The same is true for N-phenylazomethines. The n + z* transition of a 'planar benz- 
alaniline' has been located a t  27600 cm-l ( E  z 60). 

In  der Fig. 1 sind die Elektronenspektren des trans-Stilbens (I), des Benzal- 
anilins (11) und des trans-Azobenzols (111) abgebildet. 

Sieht man vom n +n*-Ubergang ab, der den n +n*-Ubergangen im Elektro- 
nenspektrum von I11 vorgelagert ist, so sind die beiden Spektren von I und I11 
einander sehr ahnlich. Im Gegensatz dazu weist das Spektrum von I1 eine vollig 
andere Struktur auf: Dort, wo I und I11 einen intensiven erstenn +n*-Ubergang 
besitzen (Bande a, 30000-35000 ern-', .z M 20000-30000), findet man fur I1 nur 
eine schwache Bande a' (F M 7000). Hingegen tritt in der Liicke zwischen den Ban- 
den a und b von I und I11 (." M 40000 cm-l) im Spektrum von I1 ein sehr intensiver 
Ubergang b' auf ( F  z 20000). Auch der weitere Verlauf von I1 ist von jenem der 
Kurven I und I11 deutlich verschieden. Analoge Beobachtungen wurden auch fur 
die einander entsprechenden Benzologen [2] und fur analog substituierte Derivate 
von I, I1 und I11 gemacht [3]. 
l) Teil XIII :  HASELBACH & HEILBRONNER [I] 




