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liquide. La réaction est exothermique; aprés refroidissement, on filtre rapidement le précipité de
chlorure d’ammonium formé, sans précautions spéciales puisque I'alcoolate reste en solution dans
un milieu qui le protége de 'humidité de Vair. Le filtrat est évaporé sous vide. Le résidu huileux,
qui se prend assez rapidement en masse, est séché & 60° sous 10~2-10-2 Torr. Le rendement est
quantitatif. Le précipité recueilli contient, en plus du chlorure d’ammonium formé par la réac-
tion, un composé d’addition avec I'ammoniac qui n’a pas été analysé mais dont on a pu constater,
a 809, la décomposition rapidc en composés gazeux.

Y[OCH (CTy),], Cale. Y 151 C183 F 58,0 H 0,5%
Tr. 7 158 - - -
La[OCH(CFy),l Cale. La 21,7 €169 F 534 H 0,59
Tr. 7 214 " 169 530  07%
NA[OCH (CFy),l; Calc. Nd224 C16,8 F 53,0 HO0,5%
Tr. 7 240 168 51,9 * 0,7%
Er[OCH(CFy),], Calc. Er 250 C16,2 ¥ 51,2 H0,5%
Tr. » 261 158 504 ” 0,6%

La terrc rare a €té doséc par complexométrie, avec (NH,),H(EDTA) 0,01m, en présence du
tampon urotropine et avec le xyléne-orange comme indicateur [7]. Les dosages de C, F, et H ont
été ctfcctués par 4. Bernhardt, Mikroanalytisches Laboratorium, Elbach, Allemagne.

Ce travail fait partic d’un projet de recherche subventionné par la Lonza SA, Bale, que nous
remercions trés chalenreusement de son aide précieuse.
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297. Synthese en phase solide de I’hormone de libération de
Yhormone lutéotrophique (LH-RH)
par Pierre Rivaille'), Arthur Robinson?), Martin Kamen?) et Gérard Milhaud?)

Service de biophysique, Faculté de médecine St-Antoine,
27, rue Chaligny, F-75 Paris X1Iéme

(3 X171)

Summary. A rapid and convenient synthesis of LH-RH using the benzylhydrylamine resine
is described.

L'hormone de libération de 'hormone lutéotrophique (LH-RH) a été isolée a

partir d’hypothalamus de porc, purifiée et sa séquence déterminée par Shally et coll.
[1]. 1 s’agit du décapeptide (I):

1} Laboratoire associé au C.N.R.S., Laboratoire des Isotopes, Faculté de Médecine St-Antoine,
27 ruc Chaligny, (75) Paris 12e, France.
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Pyro Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-GlyNH, I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

La synthese en phase solide met en jeu la benzylhydrylamine-résine (IT} proposée
par Pietta & Marshall [2], qui permet d’obtenir directement des peptides portant un
groupement terminal amide lors du clivage par ’acide fluorhydrique liquide [3]. Avec
le Dr Rivier?), nous avons mis au point une méthode de préparation et d’utilisation
de cette résine permettant d’incorporer a une chaine peptidique 2 a 3 acides aminés par
jour a Vaide d’un appareil de synthése manuel.

aN
NS EAT) I

Cette résine porte un groupe NH, sur lequel le premier acide aminé est couplé par
méthode classique a la dicyclohexylcarbodiimide (DCCI); la réaction est controélée
a l'aide de la coloration a la ninhydrine [4]. La résine parmet de n’utiliser que les sites
les plus réactifs: lorsqu’une quantité suffisante de #Boc-aminoacide a réagi, on
inactive par acétylation les sites résiduels qui pourraient donner lieu a des réactions
secondaires génantes [5].

Au cours de la synthése de la LH-RH, nous avons incorporé, par la méthode a la
DCCI, tous les acides aminés sous forme de leur dérivés a fonction amine protégée
par le ¢-butoxycarbonyl (¢-Boc). La fonction guanidyle de I'arginine a été bloquée par
un groupe nitro, et la fonction 1midazolyle de I'histidine, par un dinitrophényle qui
est éliminé ensuite par thiolyse [6].

L’élimination des /-Boc est faite par un traitement a 'acide trifluoroacétique dans
le chlorure de méthyléne, et la neutralisation, par de la triéthylamine dissoute dans
le méme solvant. Dés l'incorporation du tryptophane, on clive les £-Boc a 'aide du
mélange CF;COOH/CH,Cl, contenant de I’éthanedithiol-1,2 (19,) pour éviter 'oxyda-
tion de cet acide aminé. Apres le traitement acide, la résine est lavée avec du CH,Cl,
pur ou additionné d’éthanedithiol-1,2 (19,). Aprés incorporation du tryptophane,
le couplage de l'arginine s’effectue dans le mélange diméthylformamide/CH,Cl,
(1:1, vfv) [7]; ce mélange est utilisé au cours des couplages suivants et pour les lavages
apres l'étape de neutralisation. Au bout de deux heures de couplage, la résine est
lavée alternativement par du CH,Cl, et du méthanol absolu pour la gonfler, puis la
contracter, on élimine ainsi la dicyclohexylurée formée et d’autres impuretés. On
effectue alors le test a la ninhydrine [4] qui est négatif dans tous les cas, sauf pour
I'arginine qui doit étre couplée deux fois a la proline.

Le peptide est séparé de la résine par traitement a I’acide fluorhydrique liquide en
présence d’anisole et d’indole pour éviter I'oxydation du tryptophane [3], puis purifié
par filtration sur gel. Il apparait homogene & I'analyse électrophorétique sur papier et
a l'analyse chromatographique en couche mince sur gel de silice. L’hydrolyse acide
donne la composition suivante en acides aminés:

Ser Glu Pro Gly Leu Tyr His Arg
Valeur théorique 1 1 1 2 1 1 1 1
Valeur trouvée 0,88 1,02 0,91 2,0 1,0 1,04 0,95 1,11

%)  Salk Institute, La Jolla, California 92037, U.S.A.
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Partie expérimentale. — Les -Boc-amino-acides proviennent de la Fox Chewmical Company
(Loos Angeles, California). L’analyse des acides aminés est effectuée a l'aide de I’analyscur Beck-
man type 121. La quantité de glycine fixée sur la résine est déterminée aprés 2 h d’hydrolysc en
tube sccllé sous vide en présence du mélange HCI conc.facide propionique (1:1, vjv) [8] & 130°.
L’hydrolyse du peptide purifié est faite en tube scellé sous vide en présence d’HCl 6~ (110°-24 h).

1. Benzyl-cétorésine. Dans un ballon tricol de 2 1, muni d’un agitateur, on laisse gonfler pen-
dant 2 h, 50 g de polystyréne a 1%, de divinylbenzéne Bio-rad SX,; (200—400 mcsh) dans 350 ml
de nitrobenzéne. Dans un autre ballon, on dissout 66 g de AICl; dans 300 ml de nitrobenzéne
auxquels on ajoute 80 ml de chlorure de benzoyle. Le mélange est versé dans le premier ballon
sous bonnc agitation, maintenue pendant 2 h & température ambiante. Si la résine gonfle trop,
on ajoute du nitrobenzéne (100 ml environ). On filtre, lave, avec du dioxanne (3 x ), de I'acide
acétique (3% ), du méthanol (3x) ct enfin, alternativement, avec CH,Cl, et CH;OH pour fairc
gonfler et contracter la résine en laissant chaque fois un temps de contact suffisant. On séche
dans un dessicateur sous vide toute la nuit (rendement 75 g).

2. Benzylhydrylamine vésine. Dans un ballon de 1 1 muni de «Dean Stark» et d’un agitateur,
on chauffe 500 g de formiate d’ammonium a 120-130°C, pcndant 1 a 2 h. On ajoute larésine (50g)
en une seule fois et laisse la température monter & 160-165°, en une demi-hcure, sous agitation
efficace qui est maintenue pendant 6 heurcs. On filtre, lave a ’eau, puis on traite comme ci-
dessus pour la benzylcétorésine. La résine séchée sous vide est chauffée a reflux et agitée pendant
8 h dans HCIl 6n. Elle est ensuite filtrée et lavée comme précédemment. La capacité de fixation
varie, selon la nature de l'acide aminé, entre 0,3 et 0,5 mMole/g.

3. Préparation de la LH-RH. 1.’appareil utilisé permet d’agitcr mécaniquement un tube en
pyrex de 25 ml dont le compartiment central contient la résine (2 g). Aux extrémités du tube,
2 filtres de verre fritté sont destinés a l'introduction puis a I'élimination des réactifs {environ
15 ml).

A) Le couplage des acides aminés comporie les temps suivants:

a) Libération du groupe aminé. On traite la résine par le mélange CF;COOH-CH,CI, (1:1, v/v),
pendant 1 min, on {iltre et on répéte V'opération en laissant 15 min au contact.

b) On lave la résine avec CH,Cl, (3 x, 1 min).

¢) On élimine CF4COOH en traitant deux fois la résine par le mélange Et,N/CH,Cl, (12,5:87,5,
v[v) (temps de contact: 1 min, puis 5 min).

d) On lave avec CH,Cl, (8 x).

e} Pour chaque mMole de glycine fixée initialement sur la résine, on fait réagir 4 mMoles
d’acides aminés protégés, dissous dans CH,Cl,, a I'exception de la nitroarginine qui est mise en
solution dans (CH,),NCHO. Dans le cas présent, la résine avait fixé 0,5 mMole de glycine/g.

f) On laisse 5 min sous agitation en milieu CH,Cl, ou CH,Cl,/(CH,),NCHO dans le cas de
I’arginine et des acides aminés suivants.

g) On ajoute 2 mMoles de DCCI dissous dans CH,Cl,, puis on reprend ['agitation pendant une
heure; on ajoute alors 2 autres mMoles de DCCI et on continuc a agiter pendant une heure.

h) Lavage successif avec CH,Cl,, puis CH;OH absolu (3 x).

i) Réaction a la ninhydrine sur un échantillon de la résine.

j) Lavage avec CH,Cl, (3 x) avant le clivage décrit en (a).

Le couplage dc I'arginine et des acides aminés suivants est effectud en milien (CH4),NCHO-
CH,Cl, (1:1, vjv). Apres I'incorporation du tryptophane et lors des étapes ultérieures, on ajoute
19, d’éthanedithiol-1,2 au CH,Cl,~CF,COOH (étape a) et au CH,Cl, (étape b).

B) Libération du décapeptide de la vésine: On distille 10 ml d’acide fluorhydrique, passé sur
CoF,, dans le mélange de 1 g de résine, 1 ml d’anisolc et 500 mg d’indole. On agite 1 h & 0° puis
1/, h & températurc ambiante. On chasse l'acide sous vide, on lave la résine a 1’éther et on la re-
prend par 3 x 10 ml d’acide acétique a 109%. Le filtrat, lyophylisé, laisse 400 mg de produit brut.

C) Elimination du groupe DN P de Ihistidine : Le produit précédent est repris par une solution
méthanol/triéthylamine 0,1M aqueuse amende a pH 8,2 avec (NH,),CO,; (1:1, »/v). On ajoute
2 ml de mercaptoéthanol et on agite pendant 12 h 4 température ambiante. On évapore le méthanol
et on lyophylise la solution aqueuse.

DY Purification: 40 mg de peptide brut sont placés au sommet d’'une colonne de Sephadex G135
(diametre 2,5 cm, longueur 51 cm, volume mort 80 ml), puis élués a I'aide d’acide acétique 0,1 m.
On collecte des fractions de 2,5 ml en 9 min et on suit ’élution a l’aide d’un enregistreur UV. a
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280 nm. La LH-RH apparait entre les fractions 47 et 58. Le peptide est purifié deux fois de la
méme fagon et on obtient 10 mg de produit pur.

Analyse chromatographique sur gel de silice Eastman Kodak Rf 0,24 dans le mélange de
solvants #-ButOH-AcOH-H,0 (4:1:1, v/v). Analysc électrophorétique sur papier Whatman n° 1,
400 V, 10 mA. Migration 12 cm en milieu AcOH-HCOOH-H,0 (8:2:90, v/fv}.

4. Activité biologique chez I Homme. Le décapeptide a été administré, par voie veineuse, a deux
hommes normaux, & raison de 500 ug et 100 ug, lors de deux épreuves successives pour chaque
sujet. Les injections ont été parfaitement tolérées et n’ont donné lieu & aucun trouble ou malaise.
L’administration du décapeptide provoque entre la 20éme et la 25éme minute, une angmentation
maximale du taux de I'hormone lutéotrophique circulante de 760 et 6909, pour une dose de 500
ug, et de 600 et 5009, pour une dose de 100 ug, par rapport a la moyenne des valeurs initiales
(temps — 10 min et 0 min). En revanche, I'augmentation des taux de ’hormone folliculo-stimu-
lante (FSH) est soit nulle soit faible (1609, de la valeur initiale), puisqu’une augmentation n’est
observée qu’'une seule fois dans les quatre épreuves, ct ceci pour la dose de LH-RH la plus éle-
vée [9). Chez 'homme, I'activité du produit synthétique est supérieure a celle qui a été obser-
vée pour le produit extractif, puisque ce dernier provoque une élévation maximale du taux de
LSH de 3809% pour une dose de 90 ug et de 4009 pour une dose de 810 ug (10), alors que les
taux initiaux sont semblables dans les deux études [9] [10].
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298. Steroide und Sexualhormone
241. Mitteilung [1]
Die Partialsynthese von 33-Methoxy-3«, 9a-oxido-7a-hydroxy-
11a-acetoxy-5j-steroiden

von R.Imhof, Frl. E. Gdssinger, W. Graf, W. Schniiriger und H. Wehrli
Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule, Ziirich

(12. IL. 71)

Summary. The preparation of the title compounds 11, 37, and 39 is described. 37 will serve
as starting material for a partial synthesis of the steroidal alkaloid batrachotoxinin A (I).

Im Rahmen eines Programmes zur Partialsyntheée des Steroidalkaloids Batracho-
toxinin A (1)1) berichteten wir in den vorangegangenen Mitteilungen iiber den Aufbau

1 Vgl. [2} und dic dort zitierten weiteren Arbeiten.





