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(5 = 2,05, s (CH,-CO); 8 = 7,10, s (H-C=C); 6 = 7,20, d (H--C(3)) ; 8 = 8,00, d (H--C,(4)) ; 8 = 8,20, 
s (COOH) ; 8 = 10, .s (NH). Spectre IK. (pastille dc KRr)  : 3300 (uNH) ; 1700 (u,=,acidej ; 1620 et  
1540 (uc_,,amirlc I et  T I  1520 c t  1335 ( u x -  ,,nitro) ; 1450 e t  10.50 (u,_,thiophhe) cm-l. 

C,H,N,O,S Calc. C42.22 H 3 , l S  N10,94 S 12,530;b 
j25G,1 0) Tr. ,, 42,05 ,, 3,18 ,, 11,12 ,, 12,43y0 

;lle‘tkyl~Z-(acPt~Zaun ino-5-thin~vZidtne-2)-4-o~azoZone-5 ( V I I )  : dans un ballon avec agitateur, 
r6frigerant et  thermom&trc, on introdui t  12 g (0,05 mole) de V, 50 ml d’acide acCtique, 10 ml 
d’anhytlride acCtquc. On porte i, GO” et ajoute lenternent 74 g (0,25 mole) de limaillc de fer. La 

ve rapiclement. A la fin tlc I’addition du fer, on ajoute un mClange de 30 ml 
d’acidc acPtique el, 2 in1 d’anhydride acktiquc. On agite le mClange 2 h k 50-60”, puis on filtre le 
le produit qu’on laissc 20 min dans tlc I’eau l.)ouillantc. On cristallise deux fois dans I’dthanol 
;tbstrhi: 1,85 g (14,70%) de V I I ,  F. 278’. 

PhP~nyZ-Z-(nitro-5-thPizyZiddne-Z)-.~-oxazolonr-5 ( V I l l )  : prCparCe de la m h e  manibre que la 
prdcbdcnte oxazo180ne, msis i, partir de 15,7U g (0,lO mole) de I\‘. 13,12 g (0,16 mole) d’acCtate de 
sodium c t  23,27 g (0,13 mole) tl’acidc hippuriquc. On cristallise rleux fojs dans lc b e n z h e :  24,30 g 
(817/,) de VIII,  F. 234” (6). 

.4 cide /~-(mitro--5- thidnyl-Z)-oc-henzqvZami?zo-~~c~~~~i~~e ( I X )  : au bain-marie bouillant, on dissout 
3 g (0,Ol mole) de VIII et 1,59 g (0,015 mole) de carbonate do sodium dans 60 ml d’eau. I’uis on 
ajoutc  tlu nojr v6gCtal ct filtre i, chaud. Apr&s refroidissement, on acidifie le filtrat par l’acide 
acitiquc. On cristallise le produit prCcipit6 deux fois clans 1’6thanol dilu8: 2,80 g (88%) de IX, 
F. 222-223”. Spectre de KMh’.: S = 8.10, d (H.-C(3)); 8 = 8,15, d (IGC(4)j;  S = 7,95, s ( H - C X ) ;  
0 = 7,GS 2 8,10, inassif (phCny1); R = 7,50 i, 8 .30 ,  massif (COOH); 8 = 10, s (NHj. Spectrc IR. 
(pastille de KEr j :  3200 ( u X H ) ;  2600 (uOHj; 1700 (vcloacitlc); 1650 et  1.530 (u,=,amide I ct  11); 

v,.,thiophbne) cm l. 

ale. C.52,87 H3,l.S Iv X,81 S 1 0 , 0 8 ~ ~  
r. ,, 52,72 ,, 3,21 ,, X,85 ,, 0,98y0 

Phdn~~l-Z-(acdfylanzino-5-the‘nyliddne-2)-4-oxazoZone-5 (Xj : ce compos8 a C t C  obtenu de la m&ne 
manickc clue prdc~Ctlcmmcnt, par reductioii~acdtylation de  V[II. O n  cristallise dans I’Cthanol ?+ 98’. 
F. 275’. 
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37. Note sur la preparation de I’ac6tylamino-5-acBtyl-2-thioph&ne 
par Bernard Miche de Malleray 

(3 I S  70) 

51, rue Ikcanips,  F-75-Paris 1 6 h e  

KBswmP. I .’acCtyIarnino-Ei ~cCtyl-Z-thioph&ne a dtC prCparC avec un bon rendenlent par traite- 
ment de 1’acCtyhmino-5-thiophbne (obtenu i, partir d u  th iophhe  par des procCdCs connus) par 
I’anhydride acdtique cn prCsence de faibles quaiitit& d’acitlc perchlorique. 

Jusqu’i maintenant, seul Steinkop f [l] a pr6Im-6 l’ac6tylamino-5-acktyl-2- 
t l i iophhe (IV) qu’il a obtenu B partir du thioplitne en passant successivement par 
l’ac6tyl-2-thiophhe (a),  le nitro-5-ac6tyl-2-tl i io~~l~~n~ (b) et l’hexachlorostannate 
d’aniino-5-acetvI-Z-’thiophene (c). 
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Nous avons pr6parC le cvmposC IV en nitrant le tliiophhe selon la mCthode de 
Hartoziglz [2],  en rCduisant le nitro-5-thiophhe (I) obtenu en hexachlorostannate 
d’amino-5-thioph8ne (11) selon Steinkopf [3J et en acCtylant ce dernier corps selon 
Lew et ul. [4] ; l’ac6tylamino-5 thioph&ne (111) qui en rksultait a 6tC transform6 avec 
un rendement de 92% en acCtylamino-5-ac6tyl-2-thiophhe (IV) par traitement avec 
l’anhydride acktique en prCsence d’acide perchlorique. Cette mCthode d’adtylation 
de I’acCtylaniino-5-thif~pli~ne (111) u’a jamais Ct6 eniploy6e. La striicture de IV a Ct6 
confirmCe par l’analyse, ainsi que par les spectres de RMN. et IK. 

Partie experimentale. - Le spectre de RMN. a i t d  enrcgistr8 d’un appareil Varian A-60, 
sur des solutions dans le dini6thylsulfoxvde hexadeut8riC A 99,2”/b, avcc comrne reference interne, 
le tCtram6thylsilanc. Les d8placeinents chiniiques sont mesurds en ppni; 5 O , O 2  ppm p r h  Les 
constantes de couplage entre les protons du cycle thiophbnique trouvees sont conformes 5 celles 
donndes par ,Jackman & Sternhell [5]. 1-e sprcti-e I R. :I 6td enrcgistri sur u n  appareil Perki?z-Elnzev 
257 en pastille tie bromure cle potassium. 

Acdt.~lamino-~5-thiophi?2e ( 1 II) : ce coimpos8 a 6tC pr6parC suivant Mirhede Malleruy [61. 

A i.Pt~~Zarnj~io-5-acStyZ-Z-tkiophBne (I V )  : dans un  erlenrneyer niuni d’un agitateur magngtique, 
on mClange 7 g (0,OS mole) d’ac~tylaiiiinn-5-thioph~nc (111) cristallisk, SO ml d’anhydride acCtique. 
On ajoute tr6s lcntenient 2 ml d’acide perchloriquc (rkaction cxothcrmique). AprBs quelques heures 
de repos, on verse le mdlange sur dc la glace e t  filtre le produit cristallis6 qu’on lave avec beaucoup 
d’cau. C h  cristallisc deux fois clans l’acide acdtique (noir vdg6tal) : 8,5 g (92,80%,) cle IV, F. 271” [I]. 
Spcctre de RMN. : 0 = 2,45, s (CkL-CO) ; S = 2,12, s ((:I$,-CO-N); d = 6,70, d (H-C(4)) ; 6 = 7,25, 
d (H-C(3)); (’3 = 11,70, s (N-H). Spectre IR.: 3250 ct 3210 ( v N H ) ;  1680 (v,:-()); 1615 et  1570 
(vc_,amide T e t  TI); 1.510 et  1030 (v,_,thioph&ne) cm-l. 

C,H,NO,S Calc. CS2,49 I-I4,95 N 7,63 S17,500/, 
(1 83,12) Tr.  ,, 52,38 ,, 4,98 ,, 7,71 ,, 17,440/, 
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38. An Efficient Synthesis of Thyrotropin Releasing Hormone (TRH) 
by Pierre Rivaille and Gerard Milhaud 

Laboratoire associi. au C.N.R. S., Laboratoire des Isotopes 
Service de Biophysique, Facult6 de MCdecine St-hntoine 

27, rue Chaligny, 75 Paris 1 3 ,  France 

(26. XII. 70) 

Sz~rnmary. A convenient and simple synthesis of L-pyroglutamyl-L-histidyl-L-prolinamide is 
descril~cd. Two pathways using the  solid phase tcchnique have led to the pure tripeptide. 

Thyrotropin releasing hormone (TRH) was isolated from porcine hypothalamus 
by Schally et al. [l] and from ovine hypothalamus by Guillemin et al. [ Z ] ,  and proved 
to be identical with r*-pyroglutamyl-L-histidyl-L-prolinaniide [3]. A classical synthesis 
of this tripeptide was reported recently j4] ; the solid phase technique 151 used here 
gives better yields, is simpler and quicker. 

The following reaction scheme was used. t-Butyloxycarbonyl (Boc) is introduced 
in proline, glutamic acid or glutamine as the amine protecting group j6] using Boc- 
azide a t  constant alcaline pH. The purity of the Boc-aminoacids was checked by 
measuring the rotation and by thin-layer chromatography. The histidine imidazole 
group was protected with o,p-dinitrophenyl before condensation, as selective removal 
of this group can easily be performed by thiolysis a t  pH 8 [7]. 

Protected histidine was reacted with proline linked on the chloromethylresin in 
the presence of dicyclohexyl-carbodiimide (Dcc). The glutamyl residue was introduced 
in two ways: (A) Boc-pyroglutamic acid was condensed in the presence of Dcc; 
(B) Boc-glutam.ine dinitrophenylester j 81 was reacted with the dipeptide linked to the 
resin in dimeth:ylformaniide. The tripeptide was split from the resin by aminolysis 191, 
the imidazole -protecting group removed, and the glutamine converted into pyro- 
glutamic acid by boiling acetic acid [lo]. 

The tripept.ide was purified by Sepliadex G10 filtration followed by silica-gel 
chromatography. The pure material did not react with ninhydrin, as could be anti- 
cipated due to the presence of prolinamide and pyroglutamic acid. After silica-gel thin 
layer chromatography in several solvant systems [ll], the product gave a single spot 
when detected with Pauly's reagent. The optical rotation was of the order of the 
one published 141. After acid hydrolysis, the three initial aminoacids could be detected 
by spraying the thin layer chromatoplaque with ninhydrin. 




