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liquide. La rCaction est exothermique; aprks refroidissement, on filtre rapidemcnt le pricipitd dc 
chlorure d’ammonium formd, sans pr6cautions spiciales puisque l’alcoolate reste en solution dans 
un milieu qui le protege de I’huniiditC de l’air. Le filtrat est Cvapor6 sous vide. Le rCsidu huileux, 
qui se prend assez rapidement en masse, est sCch6 i 60” sous 10-2-10-3 Torr. Le rendemcnt est 
quantitatif. Le pr6cipitC recueilli contient, en plus du chlorure d’ammonium form6 par la rdac- 
tion, un compose! d’addition avec l’ammoniac qui n’a pas Bte! analysd mais dont on a pu constater, 
& SO”, la ddcomposition rapide en conipos6s gazeux. 
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Y[OCH(CF3),], Calc. Y 15,l  C 18,3 F 58,O f.1 0,5% 
Tr. ” 15,8 - - - 

La[OCH (CF3)sla Calc. La 21,7 C 16,9 F 53,4 H 0,5% 
Tr. ” 21,4 ” 16,9 ” 53.0 ” 0,7% 

Nd[OCH(CI?3),]3 Calc. Nd22,4 C 16,s F 53,0 H 0,5% 
Tr. ” 24,O ” 16,8 ” 51,9 ” 0,7% 

Er[ OCH ( CI?&j3 Calc. Er  25,O C 16,2 1; 51,2 H 0,5% 
Tr. ” 26,l ” 15,8 ” 50,4 ” 0,60/6 

La terrc rare a Ct6 do& par complexomktrie, avec (NH,),H(EDTA) 0,01ix, en prdscnce du 
tampon urotropirie et  avec le xylkne-orange conimc indicatcur (71. Les dosages de C, F, et H ont 
6tC effcctues par A .  Revnhardt, Mikroanalytisches Laboratorium, Elbach, Allemagne. 

Ce travail fait partic d’un projet de recherche subventionn6 par la Lonza S A  , Bile, que nous 
rcmcrcions trbs clialeureusement de son aide prCcieuse. 
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297. Synthese en phase solide de l’hormone de libbration de 
l’hormone lutbotrophique (LH-RH) 

par Pierre Rivaillel), Arthur Robinsont), Martin Ramens) et GBrard Milhaudl) 
Service de biophysique, Facultd de mCdecine St- Antoine, 

27, rue Chaligny, F-75 Paris XII&mc 

(3 X t  71) 

Summavy. X rapid and convenient synthesis of LH-KH using the benzylhydrylamine resine 
is described. 

L’llornione cle l ibkit ion de l’hormone lutkotropliique (LH-RH) a ktC isol6e B. 
partir d’hypothalamus de porc, purifike et  sa sCquence dkterminee par ShaEZy et coll. 
[l]. I1 s’agit du dkcapeptide (I) :  

l) 

2, 

Laboratoire associ6 au C.N.R. S., Laboratoire dcs Isotopes, Facult6 de MCdecine St-Antoine, 
27 rue Chaligny, (75) Paris 12e, France. 
Department of Chemistry, U.S.C.D., La Jolla, California 92037, U.S.A. 
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Pyro Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-GlyNH, 
1 2  3 4 5 6 7 8 9 10 

I 

La synthkse en phase solide met en jeu la benzylhydrylamine-r6sine (11) proposke 
par Pietta 8r Marshall [2], qui permet d’obtenir directement des peptides portant un 
groupement terminal amide lors du clivage par l’acide fluorhydrique liquide [3] .  Avec 
le Dr Rivier3), nous avons mis au point une mCthode de prCparation et d’utilisation 
de cette rCsine permettant d’incorporer B une chaine peptidique 2 B 3 acides aminCs par 
jour B l’aide d’un appareil de synthiise nianuel. 

Cette &sine porte un groupe NH, sur lequel le premier acide a m i d  est coup16 par 
mCthode classique B la dicyclohexylcarbodiiniide (DCCI) ; la rkaction est contr8lCe 
B I’aide de la coloration B la ninhydrine [4]. La rCsine psrmet de n’utiliser que les sites 
les plus rbactifs : lorsqu’une quantitk suffisante de t-Boc-aminoacide a rkagi, on 
inactive par acktylation les sites rksiduels qui pourraient donner lieu B des reactions 
secondaires g&nantes [5]. 

Au cours de la synthkse de la LH-RH, nous avons incorpork, par la mCthode B la 
DCCI, tous les acides aminCs sous forme de leur dkrivks B fonction amine protCgCe 
par le t-butoxycarbonyl (t-Boc). La fonction guanidyle de l’arginine a C t C  bloquke par 
un groupe nitro, et la fonction imidazolyle de l’histidine, par un dinitrophknyle qui 
est CliminC ensuite par thiolyse [6].  

L’Climination des t-Boc est faite par un traitement B l’acide trifluoroacetique dans 
le chlorure de mCthylkne, et la neutralisation, par de la trikthylamine dissoute dans 
le m&me solvant. Diis l’incorporation du tryptophane, on dive les t-Boc B l’aide du 
mClange CF3COOH/CH,C1, contenant de l’Cthanedithiol-l,Z (1%) pour Cviter l’oxyda- 
tion de cet acide aminC. Aprks le traitement acide, la rCsine est l a d e  avec du CH,C1, 
pur ou additionnk d’kthanedithiol-1, 2 (1%). Aprks incorporation du tryptophane, 
le couplage de l’arginine s’effectue dans le niClange dimCthylformamide/CH2CI2 
(1 : 1, 7~/v )  (71 ; ce mdlange est utilisC au cours des couplages suivants et pour les lavages 
aprks 1’Ctape de neutralisation. Au bout de deux heures de couplage, la rCsine est 
l a d e  alternativement par du CH,Cl, et du mCthanol absolu pour la gonfler, puis la 
contracter, on Climine ainsi la dicyclohexylurCe formCe et d’autres impuretCs. On 
effectue alors le test B. la ninhydrine [4] qui est nCgatif dans tous les cas, sauf pour 
l’arginine qui doit &re couplCe deux fois 8. la proline. 

Le peptide est sCparC de la rCsine par traitement B l’acide fluorhydrique liquide en 
prCsence d’anisole et d’indole pour Cviter l’oxydation du tryptophane [3], puis purifik 
par filtration sur gel. I1 apparait homoghe B l’analyse Clectrophorktique sur papier et 
B l’analyse chromatographique en couche mince sur gel de silice. L’hydrolyse acide 
donne la composition suivante en acides aminks: 

Ser Glu Pro Gly Leu Tyr His Arg 

Valeur trouv6e 0,88 1,02 0,91 2,0 L O  1,04 0,95 1,11 

3, 

Valeur thCorique 1 1 1 2 1 1 1 1 

~ ~~ 

Salk Institute, La Jolla, California 92037, U.S.A. 
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Partie expbrimentale. - Les t-Boc-amino-acides provicnnent dc la Fox Chemical Company 
(Los Angeles, California). L’analyse des acides aminks est effectu6e B l’aide dc l’analyscur Beck- 
man type 121. La quantit6 de glycine fixCe sur la r6sine est d6tcrininde aprhs 2 h cl’hydrolysc en 
tube see116 sous vide en presence du inClange HCI conc./acide propioniquc (1 : 1, v/v) [8] B 130‘. 
L‘hydrolyse du  pcptide purifi6 cst fake en tube scelld sous vide en presence d ’ H C 1 6 ~  (110”-24 h). 

1. Benzyl-ce’tordsine. Dans un  ballon tricol de 2 1, muni d’un agitateur, on laisse gonfler pen- 
dant 2 h, 50 g de polystyrhe % 1% de divinylbenzhe Bio-rad SX, (200400 mesh) dans 350 nil 
de ni t robemhe.  Dans un autre ballon, on dissout 66 g de AICI, dans 300 ml de nitrobenzhe 
auxquels on ajoute 80 ml de chlorure de benzoyle. Le mBlange est vers6 dans le premier ballon 
sous bonnc agitation, maintenue pendant 2 h B tempirature ambiante. Si la resine gonfle trap,  
on ajoute du nitrobenzhne (100 ml environ). On filtre, lave, avcc du dioxanne (3  x ), de l’acide 
ac6tique ( 3  x ), du methanol (3 x ) ct enfin, altcrnativcmcnt, avcc CH2C1, e t  CH,OH pour fairc 
gonfler e t  contractcr la  resine en laissant chaque fois un temps de contact suffisant. On skchc 
dans un dessicateur sous vide toute la nuit  (rendement 75 g).  

2. Benzylhydrylanzine rdszne. Dans un ballon de 1 1 muni de ((Dean Starka et  d’un agitateur, 
on chauffe 500 g de formiate d’ammonium B 120-13Ooc‘, pendant 1 8.2 h. On ajoute IarBsine (50g) 
en une seule fois et laisse la temperature montcr B 160-165”, en une demi-hcure, sous agitation 
efficace qui est maintenue pendant 6 heurcs. On filtre, lave k l’eau, puis on traite comme ci- 
dessus pour la benzylct5torCsine. La resine sechie sous vide est chauffie B reflux et  agitke pendant 
8 h dans HC1 6 ~ .  Elk est ensuite filtree e t  lavCe commc prCcCdemment. La capacite de fixation 
varie, selon la nature de l’acide amink, entre 0,3 et  0,5 mMole/g. 

3. Prdparation de la LH-RH.  L’appareil utilisC permet ti’agiter tnCcaniquement un tubc en 
pyrex de 25 ml dont le compartiment central contient la resine ( 2  9). .4ux extrCmit6s du tube, 
2 filtres de verre fritte sont destines B l’introduction puis A 1’6limination des rdactifs (environ 
15 nil). 

A) Le couplage des acides aminds comporte Ees t e m p s  suivants: 
a) Liberation du groupc amind. On traite la r6sine par le melange CF,COOH-CH,Cl, (1 : 1, v/v). 

b) On lave la rdsine avec CH,CI, ( 3  x , 1 min). 
c) On Blimine C,F,COOH en traitant deux fois la rdsine par le InClange Et,N/CH,Cl, (12,;: 87,5, 

d) On lave avec CH,CI, (8 x ). 
e) Pour chaque mMole de glycine fix6e initialcnient sur la rdsine, on fait rdagir 4 mMoles 

d’acides aminis proteges, dissous dans CH,CI,, B l’exception de la nitroarginine qui est mise en 
solution dans (CH,),NCHO. Dans le cas present, la resine avait fix6 0,s mMole de glycine/g. 

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

g) On ajoute 2 mMoles de DCCI dissous dans CH,Cl,, puis on reprend l’agitation pendant une 
heure; on ajoutc alors 2 autres rnMoles dc LJCCI e t  on continue B agiter pendant une heure. 

h) Lavage successii avcc CH,Cl,, puis CH,OH absolu ( 3  x ). 
i) KBaction B la. ninhydrine sur un Bchantillon de la resinc. 
j )  Lavage avec CH,C1, ( 3  x ) avant le clivage decrit cn (a ) .  
Le couplage de l’arginine e t  des acides aminks suivants est effectu6 cn milieu (CH,),NCHO- 

CH,Cl, (1 : 1, v/v). Aprbs l’incorporation du  tryptophane et  lors des 6tapes ultdrieures, on ajoutc 
1% d’Cthanedithiol--l,Z au CH,Cl,-CF,COOH (Ctapc a) et  au  CH,Cl, (etape b). 

B) Lihe‘ration d u  de‘capeptide de la rdsine: On distille 10 ml d’acide fluorhydrique, pass6 sur 
CoF,, dans le melange de 1 g de rdsinc, 1 ml d’anisolc et  500 mg d’indole. On agite 1 h 8. 0” puis 
I/, h B tcmpgrature ambiante. On chasse I’acide sous vide, on lave la resine B 1’Cther e t  on la rc- 
prend par 3 x 10 ml d’acide acCtiquc 8. 10%. Le filtrat, lyophylisk, laisse 400 mg de produit brut. 

C) Eliminat ion du groupe D N P  de l’histidine: I,e produit prCcddcnt est repris par une solution 
m~thanoI/triethylaniine 0 , l ~  aqueuse amcn6e B pH 8,2 avec (NH4),C0, (l:l, v/v). On ajoute 
2 ml de mercaptoCthano1 et on agitc pendant 12 h B temp6rature ambiante. On Bvapore le methanol 
e t  on lyophylise la solution aqueuse. 

D) Purification: 40 mg de peptide brut sont places au sommet d’une colonne de Sephadex G l 5  
(diamktre 2,5 em, longueur 51 cni, volume inort 80 ml), puis eluBs B l’aide cl’acide acetique 0 , l ~ .  
On collecte des fractions de 2,5 ml en 9 min e t  on suit 1’8lution A l’aide d’un enregistreur UV. 3. 

pendant 1 min, on filtre e t  on rCp&tc l’opdration en laissant 15 min au  contact. 

v / v )  (temps de contact: 1 min, puis 5 min). 
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280 nm. La LH-RH apparait entre les fractions 47 et  58. I,e peptide est purifiC deux fois de la 
m&me f q o n  et  on obtient 10 mg de produit pur. 

Analyse chromatographique sur gel de silice Eastlnan Kodak Rf 0,24 dans le melange de 
solvants n-ButOH-AcOH-H,O (4: 1 : 1, w/w). Rnalyse ClectrophorCtique sur papier Whatman no 1, 
400 V, 10 mA. Migration 12 cm en milieu A4cOH-HCOOH-H,0 (8:2:90, v/w). 

4. Actiwite‘ biologaque ches 1’Homme. Le dt‘capeptide a 6t6 administrC, par voie veineuse, B deux 
hommes normaux, k raison de 500 pg et 100 pug, lors de deux Cpreuves successives pour chaque 
sujet. Les injections ont C t C  parfaitement tolCr6es et  n’ont donne lieu B aucun trouble ou malaise. 
L’administration du ddcapeptide provoque entre la 208me et la 256me minute, une augmentation 
maximale du taux de l’hormone lut6otrophique circulantc de 760 et 690% pour une dose de 500 
pg, et de 600 et  500% pour une dose de 100 p g ,  par rapport B la moyenne des valeurs initiales 
(temps - 10 min et  0 min). En  revanche, l’augmentation dcs taux de l’hormone folliculo-stimu- 
lantc (FSH) cst soit nulle soit faible (160% de la valeur initiale), puisqu’une augmentation n’est 
observt‘e qu’une seule fois dans les quatre Cpreuves, et  ceci pour la dose de LH-RH la plus 61e- 
v6e [9]. Chez l’homme, l’activit6 du produit synthgtique est silperieure 2 celle qui a 6t6 obser- 
vCe pour le produit extractif, puisque ce dernier provoque une 6lCvation maximale du taux de 
LSH de 38004 pour une dose de 90 pg et de 400% pour une dose de 81Oyg (lo),  alors que les 
taux initiaux sont semblables dans les deux Btudes [9] [lo]. 
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298. Steroide und Sexualhormone 

Die Partialsynthese von 3,5-Methoxy-3~, 9a-oxido-7a-hydroxy- 
11 a-acetoxy-5P-steroiden 

von R. Imhof, Frl. E. Gossinger, W. Graf, W. Schniiriger und H. Wehrli 
Organisch-chemischcs Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule, Zurich 

(12. 11. 71) 

241. Mitteilung [l]  

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 (1). 

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

l) 

_ _ ~  ~ 

Vgl. [2] und dic dort zitierten weiteren Arbeiten. 




