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R-L&J spectrcs de masse de 22 d&iv&s de peptids synthCtiqua ont ttt Ctudits. La N-acylation 

d’estcrs mtthyliques de peptidcs par un mtlangc CquimolCculairc d’acyla to-trideutttib et non deutCriCs 

facilite la dttermination da s&cnces d’acides aminb. Les spectra de masse de peptides contenant czrtaitts 

acida aminb trifonctionncls sont discut& ainsi que lc problttne gCntral du rapport entrc la polarit de la 

liaison pcptidique et la volatilitt da d&i& pcptidiques. L’ttude dca spectres de quclqua paircs isom&s 

de pcptides glutamiqucs et aspartiques montre que des liaisons y et 8 dans ces peptides pcuvent Qre 

rcconnucs par la SpectromCtrtc de masse. 

Abstract-The mass spectra of 22 synthetic peptide derivatives were studied. The N-acylation of pcptide 

methyl esters by an equimolccular mixture of w-trideutcratai and nondeutcratcd dccanoyl or acctyl groups 

makes the determination of the amino acid sequences easier. The mass spectra of pcptida containing 

certain trifunctional amino acids arc discussed. as well as the general aspects of the polarity of peptidc bonds 

tn relation to volattlity. The study of a number of pain of isomeric glutamyl and aspartyl peptidcs shows 

that y and (3 linkages in these peptides can be recognized by mass spectrometty. 

DIF@RENTES ttudes de spectra de masse d’esters de peptides N-acyl&-’ ont 
ktabli que I’un des principaux mkcanismes de fragmentation de la chaine peptidique 
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consiste en une rupture de la liaison peptidique suivant 1 ou 2: 
I I 
CO NH 

Ainsi, dans les spectres de masse de tels d&iv& peptidiques, on rekconire pour 
chaque liaison peptidique presque toujours un pit correspondant a un ion du type 
(I) : R--CO--NH-CH--X~. -NH-CH-& 

d I 
I (1) 

R 

et souvent un pit correspondant d un ion du type (II): 

R-CO-NH-CH-CO-. --P;H=CH 

L’identifkation de I’ensemble de ces pits permet de dkterminer le plus souvent 
la skquence des acides amints de la chalne peptidique Ctudkb 11 est done intkssant, 
tout au moins dans le cas de spectres obtenus d basse rbolution, de pouwir distin- 
guer rapidement et sans ambiguitk ces pits de ceux qui correspondent, soit & d’autres 
pits de s&ions de la chalne peptidique, soit II des scissions dans les groupements de 
blocage et dans les chaInes IatCrales de rbidus des acides aminks 

Dans ces conditions, le recours B un marquage du groupement N-acyle est parti- 
cukement indiquk. 

Dans un mkmoire prkckdent,3 nous avons d&it la spectromktrie de masse d’esters 
mtthyliques d’oligopeptides synthttiques N-acylb. Nous avions utilisk un mklange 
d’acides heptadka- et octadkcanoIques pour acyler les esters mtthyliques des pep 
tidea Ce “marquage” par un acyle mixte permet, en effet, de reconnaitre tous les 
fragments contenant le radical acyle par la prksence de doublets diffCrant de 14 
unit&s de masse. Ce marquage, tout en facilitant I’interprktation et la d&termination 
des skquences, n’est cependant pas exempt d’inconvknients, car la diffkrence de 14 
unites de masse peut aussi i?tre a la presence d’un melange d’homologues dans la 
partie peptidique (ex. Val-et Ile-gramicidine A, B et C’). 

C’est pourquoi nous avons chercht g amkliorer le pro&k d’acylation mixte: 
nous proposons maintenant d’utiliser un mklange kquimolkulaire de deux acides 
gras, dont I’un est trideutkrik sur le mdthyle terminal. 

1. R&&if uylants trideutt?rik 
Nous donnons, dans le prksent mtmoire, des exemples d’emploi de mClanges 

6quimolcCulaires du groupement CH,CO- + CD,CO-, ou CH,(CH,),CO- + 
CDJCH,),CCk lo Les spectres de masse des esters de peptides ainsi marqub 

* Cc travail ttait dbja termink lorsqu’ont paru dcux publications coostituant un dCvcloppement iotbrcs- 

sant dans a domaine: celle de M. Scnn et F. M. McLalTcrty [Eiochem Biophys. Res. Corn U. 3.81 

(1966)] d’unc part, et cellc de K. Bicmann, C. Cone et B. R. Webster [J. Am C/tern Sot. 8B, 2597 1966)] 

d’autrc part. dans lesquellcs sent discutta la possibilitb de I’cmploi de I’cnregistremcnt rapidc de 

spcctrcs de masse ZI hautc r&solution et d’ordinateurs, pour I’automation de la ddtcrminatioa de la 

sLqucncc des acidcs amints de chaina pcptidiqucs. 

’ R. Sargcs et B. Witkop, Biochemistry 4. 2491 (1965). 
lo Lc groupcment dtcanoyle non deutCriC qua nous avons &list prbx%demmcnt’ a Ctt employ6 @ale- 

mcnt par A. A. Kiryushkin, Yu. A. Ovchinnikov. M. M. Shemyakin, V. N. Bokarev, B. V. Rozinov et 

N. S. Wulfson [Ten&e&on Letters 33 (l966)]: voir aussi: M. M. Shemyakin. Yu. A. Ovchinnikov. 

A. A. Kiryushkia, E. I. Vinogradova, A. I. Miroshnikov. Yu B. Alakhov, V. M. Kipkin, Yu B. Shvctsov, 

N. S. Wulfson. B. V. Rosinov, V. N. Bockharev et V. k. Burikov, Nature, Load. 211.361 (1966). 
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RG. 1. Spectrc dc masse de I’acttyl (d,, + d&a-Glu-Ala-OMe 

I 
OMC 

3405 

RG. 2. Spcctre de masse de I’acttyl (d, + d&--y-GluaMc 

I 
Ala-OMc 

Lc pit B m/e 170 cst dO probablement i la pcrte de CH,CONH, et CD,CONHI g partir 
des ions B m/e 229 et 232, rcspcctivement. L-s deux pia B m/e 144 et 145 sent probablemcnt 
dOs h la pertc de CH,==C=O et CD,==&0 a partir des ions h m/e 186 et 189. respcctive- 
mew. 

prksentent des doublets avec des pits differant de 3 unit& de masse, permettant ainsi 
d’identilier aiskment tous les pits correspondant aux fragments contenant le radical 
acyl (Fig l-8). 

Les oligopeptides synthttiques que nous avons examines en appliquant ce pro&de, 
contiennent, entre autres, des rksidus d’acides aminb trifonctionnels comme l’acide 
glutamique (Fig. 14), l’acide aspartique (Fig 5 et 6), la s&me, le tryptophane (Fig 7 
et 8), la tyrosine (Fig. 9), la methionine, la cystine, la lysine (Fig. 12) et l’histidine 
(Tableau 1, No. 16, 17). 

2. Acides akn&!s rn~onctionnt?b 
Les fonctions pokes des chaInes la&ales des acides aminks trifonctionnels 

peuvent contribuer B diminuer la volatilite d’un peptide au m4me titre que lea fonc- 
tions terminales de la chaIne peptidique. 11 faut done dans certains cas bloquer 
convenablement ces fonctions. 

Nous avons &MM, plus particulierement, quelques peptides contenant la tyrosine 
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avec son hydroxyle phenoliquc libre ou mtthylk, ainsi qu’une serie de peptides 
comportant un ou plusieurs acides aminks dicarboxyliques. 

(a) Peptides contenant la tyrosine. La mbhylation de I’hydroxyle phenolique du 
rksidu tyrosyle par le diazomethane est un moyen commode pour bloquer cette 
fonction et en diminuer la polaritt Deux exemples particulitrement nets prouvant 
la nkessitt d’eliminer la polarite de l’OH-phtnolique de la tyrosine, nous ont ettc 
foumis par le tripeptide Val-GIy-Tyr et par le tetrapeptide Ser-Tyr-Ser-Met. 
Dans le cas des esters methyliques de ces peptides N-acyk (d&iv& no 12 et 14, 
Tableau l), des spectres satisfaisants n’ont CtC obtenus qu’aprb mbhylation de 
I’hydroxyle phknolique (Fig. 9) (derives no 13 et 15, Tableau 1). (Voir aussi” et I’). 

Cependant, dans le cas de l’hexapeptide Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe, meme 
aprb methylation de I’hydroxyle phknolique du rbidu tyrosyle (derive no 17, Tableau 
l), nous n’avons obtenu qu’un spectre partiel. Dans ce cas, malgre I’absence de pit 
mokulaire, la sequence a pu etre retrouvke grtke il la prbence de pits du type (I) 
et (II) caracteristiques des trois rksidus d’acides aminb N-terminaux, a celle d’un 
pit caracteristique du rksidu de phtnylalanine C-terminal et a celle d’un pit caractttis- 
tique de l’ion (H-Pro-PheOMe)+. 

(b) Peptides contenant des acides amint% dicarboxyliques. Dans le cas de peptides 
renfermant des acides aminks dicarboxyliques, I’esterification par le diazomethane 
de derives N-acylts permet facilement le blocage des fonctions carboxyles libres; 
voir aussi. ’ l Nous donnons ici les rbultats obtenus avec une s&e de peptides con- 
tenant 12 ou 4 kidus de ces acides aminb (Fig. l-6) (dtrivb no 1 a 8 et 21, Tableau 1). 
Un spectre satisfaisant a &C obtenu dans tous les cas, exceptk celui du nonapeptide 
Leu-Alaalu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe (derive no 21, Tableau l), 

TABLEAU I. DI!RWI!S PWTIDIQUES fm~~rfs 

1 Acktyl(d, + d+a-Glu-Ala-OMc . 

I 
OMC Fig. I 

2 Ac&yl(d, + d,)---y-Glu-OMe 
I 

Ala-OMe Fig. 2 

3 D&anoyl(d, + d,)-u-Glu-Glu-OMe 

I I 
OMe OMe Fig. 3 

4 Dkanoyl(dO + d,)---y-Glu-OMe 

I 
Glu--OMc 

I 
OMc Fig. 4 

5 Dhnoyl(d, + d&-a-Glu-Glu-Glu-Glu-OEt 

&Me &Me he bEt 

” N. S Wulfaon, V. N. Bochkarcv, B. V. Rozinov, M. M. Shemyakin, Yu A. Ovchinnikov. A. A. Kiryu- 

&kiIl * A. I. Mirohlikov. Tetrahedron L.+?trers 39 (1966). 



6 

7 

8 

DCtennination de s@tenccs d’acides amiatilx 

TAEUIXU I-conrinu 

3407 

D&anoyl(d, + d&---y-GluqMe 
I 

Glu-OMc 
I 
Glu-OMe 
I 

Glu-OMe 
I 
OMC 

D&anoyl(d, + d,+u-As~Phc-OMe 
I 

OMe 

Dtcanoyl(d, + d,)--_BAsp-OMe 
I 

Phc-OMc 

Dtcanoyl(d, + d,t__B-Alanyl-Try-OMe 

D&canoyl(d, + d,)-Gly-Pro-Try-Leu-OMc 

D&canoyl(d, + d,)-Ala-Val-Gly-Lcu-OMc 

CL, + C,,oyl-Val-GIy-Tyr-OMe 

Fig. 5 

Fig. 6 

Fig. 7 

Fig. 8 

Fig. 9 

14 

15 

16 C,, + Crsoyl-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-OMe 

17 C,, + C,soyl-Val-Tyr-Val-His-PrePhe-OMe 
I 

OMc 

18 

19 

20 

21 

22 

C,, + C,,oyl-Val-Gly-Tyr-OMc 

I 
OMC 

C,, + C,,oyl-Scr-Tyr-Scr-Met-OMe 

StCaroyl-Scr-Tyr-Scr-Met-OMc 

I 
OMc 

(C,H,CH,OCO-Gly),-Cystinc-di OMe’ 

H C 0- ollolle-PPr~Sar-MMeVal--OMcb Fig. 10 

He ollolk-PrwSa-MeVal-OMc’ Fig. 11 

C,, + C,,oyl-Leu-Ala-GIu-Ala-Phc-Pro-Leu-Glu-Phc-GMe 

I I 
OMe OMe 

CH,CO-Ala-Ala-Lys-OMc’ 
I 

COCH, Fig. 12 

Pour la pr6paration dcs d&iv&a 1 a 17 et 21-22, voir partk cx@imcntale. 
l Aimablcment mis a notrc disposition par k Professcur L. Zervas (Laboratoire de 

Chimie Organique, Univenitt d’Ath&ws). 
* Aimabkmcnt mis P notrc disposition par le Proksscur H. Brockmann (Qrganisch- 

chemischcs lnstitut der UnivenitlLt Gattingcn). 

K. 
’ PrtparC par D. Boqdanovsky a partir du peptidc ofTett aimabkmcnt par le Prokascur 
Hoffmann (Biochcmtstry Department, University of Pittsburg). 
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pour lequel seule la shquence des premiers acides amints N-terminaux a pu &tre 
retrouvk 

Le dCrivC de cystine examine (No. 18) a dond un pit molkulaire A m/e 650. On 
observe en outre une fragmentation entre les deux atomes de soufre avec transfert 
d’hydrogkne (pits g m/e 324 et 326). 

3. DiJhnces ewe a-et o-peptides 
Etant don& l’existence de peptides naturels d’origine non prot&ique qui ren- 

ferment une liaison y ou b “peptidique’, il para’lt inttressant de pouvoir d&&r de 
telles liaisons par spectromktrie de masse. Ainsi, nous avons examin& une &tie de 
couples d’isomkres de glutamyl- et aspartyl-peptides comportant dcs liaisons a, 
p, ou y (Fig. l-6) (d&iv& no 1 et 2, 3 et 4, 5 et 6, 7 et 8, Tableau 1). 

Les spectres de masse des dkrivts comprenant des liaisons a, se distinguent de ccux 
de leurs isomks Q liaisons a. surtout par I’absence de pits du type (II). Dans le 
cas d’une liaison a-peptidique, il a pu Stre mont&’ que les ions du type (II) provien- 
nent de I’ion du type (I) par tlimination de CO selon le m&anisme: 

. . -&L&L?& . . --&H=CH + CO 

(1) (II) 

Par contre, lorsque nous avons a&ire g une liaison p, y ou CQ la prksence de groupe- 
mews mtthykne empikhe le d&placement de charge & park de I’atome d’azote et 
I’tlimination conskcutive d’oxyde de carbone; ccci permet d’expliquer I’abscncc de 
pits du type (II) dans ce cas. 

FIG. 3. Spcctre de masse du dkcanoyl (d, + d,~cr-Glu-Glu--OMe 

I I 
OMc OMe 

Dam lcs spcctrcs de masse de dipeptida N-acyk on observe souvent la perk d’unc panic 
du groupc acyle. Ava: h dtrivts dkcanoyl octtc pcrte correspond h 112 unit&s de IIIME 
(115 I partir de I’acylc CD,); axi pcut ttrc cxpliqut comme suit: 

CH,-tCH,b- cH,cH,),C=Q% + 
h?l... 

112 u.m. 
(MxlI2) 
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Trts souvent. les picsdu type (II) sont accompagnts de pits situ&s une unitt de masse 
plus haut correspondant a une scission de la chaine peptidique avec migration d’un 
atome dhydrogene. 3*6 Weygand et ~011.~ ont montre que ce type de pit Ctait carac- 
tkristique uniquement d’une liaison a-peptidique. 

Ainsi, selon la presence ou I’absence de pica sit&s 28 et 27 unites de masse plus bas 
quecelui du type (I). il parait possible d’itablir une distinction entre des liaisons a d’une 
part, et o d’autre part. Nous avons retrouve ces faits dans tous les cas examines, y 
compris celui d’un dipeptide comprenant une &alanine N-terminale (d&rive n” 9). 
(Fig. 7). 
law 

vl- 

RG. 4. Spectrc de masse du dbcanoyl (d, + d,)-y-Glu-OMe 

I 
GIU-OMC 

I 
OMC 

Lc pit B m/e162 pcut ttrc dQ g un ion cianamatc de mbthyle fon& A partir de I’unitt de 
phtnylrlanim. (Voir: Structure du Mycosidc Cb pcptidoglycolipidc de M. butyricum 

E. Vilkas. A. Rojas. B. C. Das. W. A. Wolstenholmc et E. Lcderer. ‘Fefrohdron 22 2809 (1966). 

4. Rapports entre shwure et UolatilitC de dbivds peptiffiques 
Lea rtsultats encore fragmentairea concernant les spectrea de masse de d&iv&s 

peptidiquecl renfermant des rhidus d&ides amink trifonctionnels, permettent 
difficilement d’apprkcier l’importance relative de la contribution de divers types de 
fonctions polah A la non-volatilitt de cea d&ivk II eat par cons&w difficile 
de fixer une limite au nombre de rtidua d’acidea amin& d’une chahe peptidique, 
qui phenterait encore WM volatilitt suftisante pour dormer WI spectre interprhable. 
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Irn % 150 200 2x, 3m 350 

FIG. 6. Spectrede masse du d&zanoyl(do + d&-J%Asp-OMe 
I 

am 

$he--Oh&. 
La pcrte de mbhanol (32 unit&s de masse) a partir de I’ion moltculairc est plus pronon& 
dans a cas que dans le cas du dkrivt u (Fig. 5). conduisant aux pia P m;e 430 et 433; il y a 
easuitc pcrte d’ester cinnamique amenant la formation da ions il m:e 268 CI 271. Lc clivagc 
de la chaine acyfe donnc la pits B m/e 350. 

loo% 

202 250 sm 4m dx1 

FIG. 7. Spcctre dc masse du dtcanoyl(do + d,t&Alanyl-Try-OMc 
Un pit intense & m/e 201 cst pcut-ttre dfi & I-ion u form6 a park du tryptophane. L’origint 

d’un petit pit B M-129 et d’un pie intcnxe B m/e 130 st expliqubc ci dessous (voir Ikgcndc 
de Fig. 8). 

a m/e 201 

Dans le cas de peptides courts (2 & 5 r&idus d’acides am&b), Ia pr&ence des 
fonctions polaires non masquks est sans doute le facteur d&erminant qui limitt la 
volatilitt. 

Cependant, lorsque le nombre de kidus d’acides amints augmente (6 a9 rksidus), 
l’effet de la polarite des liaisons peptidiques devient preponderant et prkdomine sut 
l’ensemble des autres effets de polarite rksiduelle persistant apr&s le blocage de toutes 
les fonctions polaires. Cks conclusions sont illustrkes dans les exemples suivants : 

(a) La comparaison des resultats obtenus awe le pentaester d’un t~traglut~yl- 
peptideN-acylk (dkiviin” 5, Tableau I ), puisavec le triester mtthyliquedu nonapeptide 
Le~~a-GI~~a-Photo-Leu-Glu-Pi (derive no 2 I, Tableau l), 
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4 
m-z+*~~7&w) 

% =I) 
f 

A I II . L , 1 L...i I 
a0 * Isa 200 2Y) SW 550 400 550 Ma 

RG. 9. Spcctrc de masse de C,, + C,s oyl-Val-Cily-Tyr-OMe 

I I 
OMC 

Le pit intense g m;e 121 indique la prkscnce de I’unitt de 0-mtthyl tyrosinc. 

. 
w-swt+b Vd-cMl 

29 243 J 

2S9i 3lQ 
KnbF$“~w-u4l 

238; ! 45404) 

nowu4~ 

f 

I 1 I. 
80 m*, 150 200 2Y) xxi J5a 400 433 

FIG. 10. Spcctre de masse de HCO--ol/o-llc-Pro-Sar-McVal-OMc 

1. I I L 

200 m ml m 

RG. II. Spcctrc de masse de H *allo-Ilc-Pro-Sar-McVal-OMc. 
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montre que la polaritt des fonctions esters est ndgligeable devant celle des liaisons 
peptidiques. En effet, un spectre parfaitement interpretable a CtC obtenu dans le cas 
du pentaester, tandis que le triester a don& un spectre mediocre; 

(b) L’importance de la polarite de la liaison peptidique est mise en evidence par le 
fait que Tester methylique du tetrapeptide allo-Ile-Pro-Sar-MeVal non ucylt! donne 
un spectre patfaitement interpretable, bien que la fonction amine N-terminale ne 
soit pas masquke (Fig. 11). En effet, I’absence de liaisons -CO-NH- remplacks 

par des liaisons -CO- N<: peut expliquer la volatilite de ce peptide; 

(c) De meme la fortuitine, peptidolipide naturel, CH,(CH,),,_2,4~Val- 
MeLeu-VaI---Val--MeLeu-Thr(OAc)--Thr(OAc)-Ala-Prw-OMe, a donnt 
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un spectre parfait.4’ On peut penser que la prknce de trois liaisons -CO-N<: 

est g l’origine de la volatilitk suffkante de ce nonapeptide; 
(d) Par contrl;, la volatiliti de I’octapeptide Ala-ValGly-Leu-Ala-Val- 

Gly-Leu est&ifiC et N-acyk, s’est rkvCMe assez faible, malgrk I’absence de rksidus 
d’acides aminks trifonctionnels. Un spectre satisfaisant de cet octapeptide n’a pu 
&tre obtem? qu*apr&s chauffage a 320” dans la chambre d’ionisation du spectromttre. 
De ce fait, on peut considkrer que cet octapeptide n’est pas loin de constituer un cas 
limite dans Mat actuel des techniques employ& La liaison hydrogtne des groupe- 
ments -CO-NH- pa&t ainsi le principal “coupable” empkhant-pour le 
moment-l’extension de la spectromktrie de masse il des peptides plus longs. 

Nous espkrons apporter prochainement des prtcisions supplkmentaires sur 
l’importance de la polaritkde la liaison peptidique par I’ktude des spectres de masse de 
dCrivb peptidiques dkpourvus d’hydrogtne sur I’azote. 

: 

1 
.L 

70 % IW m xx) 2Yl ml 

FIG. 12. Spectn de masse de CH,CO--Ala-Ala-Lys-OMc 
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PARTIE EXPERIMENTALE 

Avcc la collaboration de A. Costopanagiotis*, F. Cuibant. D. Mercier$ et G. Stelakatos§ 

I. RCpwation iic I’acide DCcano~que-IO-d, 

L’introduction du groupctncnt mCthyk tridcuttriC (CD,-) ut obtenuc par la r&action de Kolbc mtn le 
semiester Cthyliquc de I’acide d&ancdiolquc (acidc dbaciquc) et I’acide acttique trideuttrit. scion Tou- 

biana;” dans 180 ml d’tthanol absolu on disxout IQ? g de sodium; on ajoutc 18 g de scmiutcr tthylique 
de I’acide dtcanaiiolquc” (@I28 mole), puis 1 g d’acide acttiqw deutW CD,COOD’* (00156 mole). 
Lc mtlangc ut vet54 dans un apparcil P cathode de mcrcuq I’anode toumante cst en platine. Lc courant 
amtinu foumi par un ralrawur ut r&glC par un rh6oatat B 25 A. L’apparcil ut refroidi par circulation 

d’uu. Quand le d&bit du courant devknt nul, la r&action cst a&t&. Le mClangc rtactionnel ut versC danr 
500 ml d’cau et extrait avec 3 foix 250 ml d’&her. La fraction tthtrb Ia& g I’cau cst s&h& sur sulfate 
dc sodium, puis tvaporte 1 sec. L’huik bbtenuc cst distilMc sous 15 mm Hg. La fraction passant cndaaous 

de 160” ut gard6c. On obticnt ainxi 5 g de produit; on rcctitk a nouveau et on garde la fraction paxsant 

Addresses actuella: 

l Dcutscha Wollforschungsinstitut. Aachen. 
t lnrtitut de rcchcrch~ chimico-pharmaccutiquts. B-t. 
$ Irtstitut de Chimk den Subtancu Naturelkx, Gif-xur-Yvette. 
8 Laboratoire de Chimk Organ&e de I’Univcrsitt d’Athha. 

‘I R. Toubiana. Ann Chfm. 7.567 (1962). 

” S Swam, R. Ochkr et R J. BusweU, Org. Synth toll. Vol. II, 276 (1943). 
I4 Provenance “CIBA”, purctt irotopique 99 % D. 
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a 10%120” sous 10 mm Hg (3 g). La chromatographie en phase gazeuse sur colonne de Celite imprtgnke 

de 10% de silicone QF 1, puis sur colonne a 30% de SE 30. montre deux constituants principaux en quantite 

&ale. Les spectra de masse de ces deux fractions permettent d’identitier la seconde substance comme 

lkster Cthyliquede I’acide trideutCrodkcanolque(M 203) On &pare la totalittde I’ester par chromatographie 

preparative sur une colonne a 30% de SE 30 de diamttre 10 mm et longueur 180 cm (appareil Chromagas 

CGI Prolit. Paris). L’ester obtenu est saponitie dam une solution de soude h IO”,, a retlux Aprb extraction. 

on obtient 0.9 g d’acide dkcanoi’que-IO-d,. Rendement: 37% par rapport a I’acide acetique utilise. 

Le spectre de masse de I’ester methylique prepare a partir de I’acide ainsi obtenu a montrt la prbence 

de 85% de produit trideuttrit. 

II. Pr&rafion du RPacrij Acylanr 

A une solution de 100 mg de I’acide dkcanoique-10-d, (85% trideuttrit) dans 1.5 ml de dimtthoxy- 

tthane distill&, on ajoute 70 mg d’acide dkcanoi’que, 115 mg d’hydroxysuccinimide.‘) et aprb refroidisse- 

merit a 0”. 227 mg de dicyclohexylcarbodiimide. Aprb une nuit a 0” et addition de quelques gouttes d’acide 

acktique, on essore la dicyclohexylurte et aprb evaporation du solvant. on obtient I88 mg du rtkcrif 

acylunt (III) (Rendement : 70%). 

CH,CO, CH,(CH,),- 

C 
, NOCOR R= 

Hz--CO CD,(CH&- 

(Ill) 

III. Acylation de Peptides par le Reactif Acylanr 
1. Acylarion de peptides libres 

(a) Acides a-t.glutumyl-L-glutwnique et y-L-glutamy/-L-glvra~ue. Chacun de ces isomtres a CrC syntht- 

tisk dans notre laboratoire par B. Godot, selon la mtthode de Sachs et Brand.16 

L’isomere K a ete obtenu aprb hydrogenation catalytique du N-benzyloxy-carbonyl-(y-benzyl-t_- 

ghrtamyl)-L-glutamate dedibeozyle ([a]; + 18.1. c = 1.35, HCI 0.5 N; litt. [a]u + 18.2”). Par chromato- 

grapbie sur couche mince de gel de silk dans le solvant A (n-butanol-acide acetiquecau 50: 10:40) et 

par &ctrophor&re sur papier Whatman no 1, sous tension de 500 volts, dans le tampon de pyridine-acide 

acktique-eau de pH 4, ce peptide se rtvtle comme une substance homogtne qui se distingue nettement du 

ttmoin y-glutamyl-glutamique. 

27.6 mg (@lM) de I’acide a-glutamyl-glutamique ainsi obtenu sont disous dans 1 ml d’eau tikde. On y 

ajoute 005 ml (D3mM) de tritthylamine dam 2 ml de dimtthoxyithane et 26.9 mg (O.lmM) du riactif 

d’acylation (111) dissous dans 2 ml de dimtthoxytthane. Aprb 16 h on acidifie le melange rkactionnel et on 

ajoute 20 ml d’eau. L’tmulsion ainsi obtenue est extraite par I’acktate dYthyle. Aprb evaporation du sol- 

vant le N-acyl-peptide obtenu at dissous dans I ml de methanol anhydre, puis esteritit par une solution de 

dikomtthane dans I.&her. Par evaporation des solvanu on obtient le N-dkanoyl(y-methyl-t_-glutamyl) 

glutamate de dimtthyle, F. 106107”, R, 0.95. aprts chromatographie sur couche mince de gel de silk 

dons le solvant A (revelation a I’iode). 

La mtme methode a ttC appliquke pour I’acylation et I’esterification de I’acide y-glutamyl-glutamique. 

2 Acyhtian de peprides esrkrifih 

(a) Tri(y-methyl-r-glutamyl)+glutamate de ditthyle: 

H ;Glu--Glu-GluGlu-OEt 

AMe bMe AMe AEt . Cc pentauter du a-glutamyl-tttrapeptide a Ctt obtenu par hydrogenation catalytique du derive N- 

tnmxyloxycarbonyie correspondant synthetist par Cuiban et toll.” (F. 152-153”. [a]:’ + 22.4’). 

Analyse du N-benyloxycarbonyl-tri(y-mtthyl-~-glutamyl)-~-glutamate de ditthyle: 

C,,H,oN.Gi, 
UC. % C 54.82 H 6.57 N 7.28 

TrouvC 54.82 660 7.45 

” G. W. Anderson, J. E. Zimmerman et F. M. Callahan, J. Am Chem Sec. 86, 1839 (1964). 

i6 H. Back et E. Brand, J. Am C/rem See. 75, 4608 (1953). 

i’ F. C&an, V. Bade8 et V. Pescaru, Revue Routine de Chimie (sous presse). 
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L’acylation de a tetrapeptide ester par It rtactif acylant (III) a it& effwtubc darts le dimbhoxyethanc 
d’une manitre analogue a celle utilis&e dans Ic cas du peptidc libre. La solution d’adtatc d’ethyle obtenue 
aprb I’cxtraction du melange rtactionncl est Ia& avec HCI 05N. NaHCO, N et trb abondamment 
avec de I’eau. puis s&h& sur MgSO,. Aprb evaporation du solvant. It rbidu at triturt copieusement 
avw de I’tther de p&role et cnsuite dissous dans du methanol. Le produit cristallise a froid: F. 176”. Par 
chromatographie sur couche mince de gel de silia darts le solvant CHCI,/CH,OH (92 :8). on revtle a la 
marine”’ une seule tache. 

Anatyse du N-d~no~-ild~ + d~~tri(y-m~thylglutamyl)-L-glutamate de diethyle: 

C3,H~zN.Oi.. C,eH,.N.G,.. 
talc. % C 56.47 H 7.95 N 7~12 
TrouYc 5fi.11 7.93 7.21 

(b) Par le mime procede ont ttt acylts: le tri-y+x-methyl-L-glutamy&L-glutamate de dimtthyle obteou 
par hydrogenation catalytique du derive N-benzyloxycarbonyle correspondant. aimablcmcnt fourni par 
le Dr. RaJtar (Institute of Organic Chemistry. L Eotvos University. Budapest): Ic glycyl-L.-prolyl-t.-tryp 
tophyl+leucinate de mithyle qui a itt aimablement mis a notre disposition par le Professcur G. W. Kenncr 
(Department of Organic Chemistry, University of Liverpool). ainsi que le L-alanyl-L-valyl-glycyl+leuci- 
aatc de mtthyle synthetist dans notre laboratoire et le ~-alanyl-tryptophanate de mtthyle qui nous a 
et& aimablcment envoy& par le Dr. J. S. Morley (ICI Pharmaceutical Ltd.,Alderley Park, Angletcrre) sous 
forme de derive t-butyloxy~rboayle. 

De m&ne un pro&de analogue a celui d&it pour It cas de peptides libres a itf utilis& pour l’acylation et 
l’esttrification de deux dipeptides esters: I’~-~-aspartyl-L-ph~nylalaninate de mtthyle, ~~blement 
foumi par Ic Dr. J. S. Morley et le (t-t.-asparryl-t_-phenylalaninate de mtthyle. synthttisC par G. Stelakatos 
a partir du N-benzyloxycarbonyl-t-aspartate de a-benzyle et le phtnylalaninate de mtthylc et hydrogtna- 
tion catalytique du produit obtenu. 

IV. AcPtylation de feptides par un MPlange I?quimolPculaire d’Anhydride Acdtiqw et #Anhydride AcPtique 

Hexadeut&ie 
1. a-t-glucurnyl-n-ala&rate de diethyle 

Le chlorhydratc d*a-~nzyl-L-glutamyl-~-alaninate de benzyle, I9 homog& par chromatographie sur 
papier et sur couehe mince de gel de silice, dissous darts de la pyridine. a itC acttylt par un melange tqui- 
mol&ulaire d’anhyd~de adtique et d’anhydride ac&ique hexadeut&i&20 Apr&s une heurc d’agitation. tc 
melange rCaetionnel est evapore a sec. Le r&du obtenu est hydrogtnofys& en presence de Pd/C a 10% 
et aprts elimination du catalyseur, la N-ac~tyl-a-L-8lutamyl-D-alanine est cstCrifrk par le diazom&hane. 

2. y-L-glUtUmyI-D-afaniMt4 de dinrdthyle 
Le mtme pro&t a ttC utilist pour a&yler Ic p-toluenesulfonate du a-benzyl-glutamyl-u-alanhtate de 

benzyle synthetist darts notre laboratoire par P. Lefrancier. Aprts hydrogenation catalytique du derive 
acetylt on prepare le diester mtthylique par I’action du diazomethanc. 

V. Acylarion par un MPIange ~qiquimoikufaire des Acides Heptaddca- et OcmdPcarwiques 
Cc pro&It que nous avons d&it dans un memoire precedent’ a tte utilist ici pour acyler Ic valyl-glycyl- 

tyrosinate de methyl prepare dans notre laboratoire par bydrog~nation catalytique du derive N-benzyl- 
oxycarbonyle correspondant, lui-mime synthttisi par couplage du N-~nzyloxy~r~nyle valinate de 
paranitroph~nyle avec le ~ycyl-tyrosinate de mtthylc: p.C 98-102 [a]F + 2,8”(c = 2.. methanols homo- 
gtne par chromatographie sur papier et sur couche mince de silice aprb revelation au nitroso-I-uaphtol-2 
et a la marine. 

Analyse du N-benzyloxycarbonyl-t-valyl-glycyI+tyrosinale de methyle: 

C,,H,,N,O,. 
Calc. % C61.84 H 644 N 866 
Trouvt 61.45 630 8.41 

‘* P. Schellenberg, Anger. Ckem 74, 118 (1962). 
i9 P. Lefrantier et E B&as, Bull. Sac. Chim, 3648 (IWS). 

15 Provenance: %EDA, Rehovotb, Istall; puretc isotopique 983 %. 
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Lc N-heptad&a- et octadtcanoylpcptidc ester a ttt rccristallist darts un mtlang a&ate d’tthyle- 
6thcr de p&role; F. 147-148”; il cst homogtne par chromatographie sur papier et couchc mince de gel de 
silice, apr& rtvtlation a la morinc et au nitroso-I naphtol-2. 

A?Ullyse 

C,.H;sN,Ge + C,,H,,N,G,. 
Calc. % C 67.83 H 9.57 N 6.88 
Trouvt 67.82 9.41 70 

L’cstcr mtthylique de cc tripcptide N-heptad&a- et octadccanoylt a Ctt par la suite trait6 par un exc& 
de diazomtthanc darts I’tther. Le produit cliromatographiquemcnt pur at obtenu par siparation sur plaque 
de gel de silia: r&action ntgativc au nitroso-I naphtol-2, positive a la morinc. Lc produit rccristallise dans 
Ic mtthanol fond P 153”. 

C,,H,,N,O, + ‘-U%,N,Oc 
Calc. % C 68.23 H 9.68 N 6.62 
Trouvt 67.7 I 9.71 686 

Lc mCme proc&lt a ttt utilisC pour acylcr Ic valyl-~-tyrosyI-~-valyl-~-histidyl-~-prolyl-~-phCnylalaninate 
de mtthyle. ainsi que I’ester mtthyliquc du tttrapcptidc stryl-tyrosyl-3ryl-mtthioninatc de mtthylc. 
aimabkmmt mis B notrc disposition par le Dr. W. Rittcl du Laboratoirc dc Rcchcrchca dc la Ciba (Bale). 

Ccc pcptidcs esters N-acylb ant CtC par la suite traitis par le diazomtthane pour donncr Ic dtrivt 
0-mtthyl6 sur I’hydroxyle phtnolique. 

VI. Purification des Esters des Peptides N-acyk% 
L purification de pctites quantitb d’cstcrs mcthyliqucs da digtrents pcptidcs N-acyks destines a la 

rpcctromttrie de masse a Ctt elkctuce, darts un certain nombn de cas, par chromatographic preparative 
sur plaque de gel de silia de 20 x 20 cm dans un mtlange de solvants approprics, prtkvcrnent de la bande 
dc silicc corrcspondante et extraction du produit par un solvant adcquat. 

VII. Specfromitrie de Masse 
Tous la spcctrcs de masse ont ttt dtterminb dam un spcctromtttc de masse A.E.I. MS9 P 70 eV. La 

substance cst plac& a I’extrtmitt en ct5ramique du systtme d’introduction dircctz lcqucl at alors introduit 
par I’intcnn&liairc d’un sas dans la soura d’iona puts chaufft a une tcmptrature approprite. 
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