
18.2 HELVETICA CHIMICA ACTA 

Diese Angabe hat auch S. I,. JENSEN gemacht3). In Wirklichkeit haben wir aber 
in unserer Arbeit z, gesagt : ccin dem Strukturbild I ist die Stellung der beiden Metho- 
xylgruppen allerdings zunachst willkurlich ; diese konnten eventuell an zwei anderen 
gesattigten C-Atomen der beiden Molekelenden (C-Atome 1-3 oder 30-32) stehen. H 

Formel I1 ist daher auch von uns als eines der moglichen Strukturbilder in 
Erwagung gezogen worden. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat 

..lcta chem. scand. 73, 381 (1959). 

25. Synthkse de la Lysx-oxytocine (lysine-vasotocine) 
et nouvelle synthkse de la lysine-vasopressine 

par R. A.  Boissonnas e t  R. L. Huguenin 

(27 XI S O )  

L’oxytocine et les vasopressines n’ont pas une spCcificitC absolue dans leurs 
actions physiologiques. Les vasopressines poss6dent en effet aussi une certaine acti- 
vitk oxytocique intrins&quel) et l’oxytocine est kgalement douCe d’une faible activitC 
vasopressique 2). 

Un premier analogue posskdant une structure intermCdiaire entre celles de ces 
deux types d’hormones, la PhC3-oxytocine 3) ,  avait dCjA kt6 synthCtisC indkpendam- 
ment par deux mdthodes diffkrentes par notre g r o ~ p e ~ ) ~ )  et par celui de DU VIGNEAUD~). 

Cet analogue possddait la m&me partie cyclique que les vasopressines et la m&me 
chaine latCrale que l’oxytocine. Ses activitCs biologiques Ctaient nettement plus 
faibles que les activitks principales de ces hormones et se rapprochaient plutBt des 
activitCs secondaires de celles-ci, c’est-&-dire qu’il Ctait environ aussi oxytocique que 
les vasopressines et aussi vasopressique que l’oxytocine. I1 reprksentait donc un 
intermbdiaire peu actif entre ces deux types d’hormones. 

Dans un travail plus rdcent, KATsOYANNIs  & DU VIGNEAIJD’)*) rapportent la 
synthkse d’un deuxihme analogue de structure intermkdiaire, l’Args-oxytocine (argi- 
nine-vasotocine), qui posskde cette fois la partie cyclique de l’oxytocine et la chaine 
latCrale de l’arginine-vasopressine. Son activitk vasopressique atteint environ un 

-~ 

l) E. A.  POPENOE, J .  C. PIERCE, V. DU VIGNEAUD & H. B. VAN DYKK, Proc. SOC. experim. 

2) V. uu  VIGNEAUD, Experientia, Suppl. 11, 14 (1955). 
3) Nous emplovons la mBme nomenclature que dans notre travail prCckdent: P - A .  JAQUE- 

Hiol. Med. 8 / ,  506 (1952); H. C. LAWLEK & V. DU VIGNEAUI), i b id .  84, 114 (1953). 

NOUD & R. .\. ROISSONNAS, Helv. 12, 758,  note 1 (19.59). 

(1056). 

(1957). 

‘) K .  A ,  BOISSONNAS, ST.  GUTTMANN, P.-A.-JAQUENOUD & J,-I’. W’ALLER, Helv. 39, 1421 

6 )  B. UERDE, M‘. I~OEPTNER & H. KONZETT, Brit. J .  Pharmacol. Chemotherapy 72, 209 

6) P. G. KATSOYANNIS, J .  -4mer. chcm. Soc. 79, 109 (1957). 
7) P. C;. KATSOYANNIS & V. DU VIGNEAUD, J .  biol. Chemistry 233, 13.52 (1958). 
8 )  Ues propriktds biologiques complkmentaires peuvent Btre tirkes du travail de €I. B. VAN 

DYKE, c,Vasopressins~), prksent6 au 21e Congrks intern. de physiologie L Huenos-Aires en aoat 1959. 
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tiers de celle des vasopressines et son activitC oxytocique, mesurke par diff4rentes 
mkthodes, est Cgalement voisine du tiers de celle de l’oxytocine. I1 s’agit donc de 
nouveau d’un analogue prksentant des propriktks biologiques intermkdiaires entre 
celle de ces deux types d’hormones, mais avec cette fois-ci un niveau d’activitk nette- 
ment supCrieur A celui de la Phk3-oxytocine mentionnke ci-dessus. 

Dans le prCsent travail, nous rapportons la synthkse de la Lys*-oxytocine (lysine- 
vasotocine), qui posshde aussi la partie cyclique de l’oxytocine, mais la chaine latkrale 
de la lysine-vasopressine. 

Sche‘ma de synthdse 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

cys TYr Ileu Glu Asp CyS Pro Lys GlY 
(PhC) 

La synthkse de cet analogue a CtC effectuee selon le schCma 3 + (3 + 3)  utilisk 
dans nos synthkses p r k c k d e n t e ~ ~ ) ~ ) ~ ~ ) ,  schkma qui a aussi ktk partiellement adopt6 
par RUDINGER et coll. dans leur synthke de l’oxytocinell) et de quelques analogues12), 
ainsi que par DU VIGNEAUD et coll. dans leurs synth6ses rkcentes de l’arginine-vaso- 
pressine13)14) et de l’Args-oxytocine7). 

Le N-CBO-~-glutaminyl-~-asparag~nyl-S-benzyl-~-cystkinylazide9) est condens6 
avec le L-prolyl-E-N-tosyl-L-lysyl-glycinamide (IV) en N-CRO-L-glutaminyl-L-aspara- 
ginyl-S-benzyl-r~-cyst~inyl-~-prolyl-s-N-tosyl-~-lysyl-glycinamide (V). Aprks doigne- 

’) R. -4. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, I’.-r\. JAQUENOUI) & J:r. W A L L E R ,  Helv. 38, 1491 
(1955). 

lo) P.-A. JAQUENOUD & R. A. BOISSONXAS, Helv. 42, 788 (1959). 
11) J .  RUDINGER, J .  HONZL & M. ZAOKAL, Coll. czechosl. chem. Commun. 21, 202 (1056). 
12) J. RUDINGER, J .  HONZL & M. ZAOKAL,  Coll. czechosl. chem. Commun. 21. 770 (1956). 
13) P. G. KATSOYANNIS, D. T. GISH, G. P. HESS & V. DU VIGNEAUD, J .  Amer. chem. SOC. 80, 

I*) V. DU VIGNEAUD, D. T. GISH, P. G. KATSOYANNIS & G. P. HESS, J .  Amer. chem. Soc. 80, 
2558 (1958). 

3355 (1958). 
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ment du groupe CBO- par le gaz bromhydrique dans l’acide acktique, l’hexapeptide 
obtenu est condensk avec le N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl- 
azideg) en N-CBO-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-~-glutaminyl-~-aspara- 
ginyl-S-benzyl-~-cyst4inyl-~-prolyl-~-N-tosyl-~-lysyl-glycinamide (VIIa). La puretk 
de chacun de ces peptides protCgCs intermkdiaires a CtP. contrblke, aprits scission du 
groupe CBO-, par chromatographie sur papier et par klectrophoritse sur papier sous 
haut voltage15). 

Par scission des groupes S-benzyl-, N-CBO- et N-tosyl- B l’aide du sodium dans 
l’ammoniac liquide selon DU VIGNEAUD et c011.l~) et oxydation A l’air en solution 
aqueuse diluke, il a 4tC obtenu une solution brute du nonapeptide cyclique. Celle-ci a 
C t C  soumise B un contre-courant dans le systkme butanol secondaire - acide p-toluitne- 
sulfonique 0,08 M, qui a permis d’kloigner quelques impuretks peptidiques mineures. 
Le contenu du sommet principal (K = 0,61) s’est montrk homogilne B la chromato- 
graphie sur papier dans trois systkmes de solvants et B 1’Clectrophorkse sur papier sous 
haut voltage B deux pH, la rCv6lation &ant chaque fois effectuke par une sP.rie de 
rCactifP). 

Les activitks biologiquesl7) de la Lyss-oxytocine, exprimkes en unitks internatio- 
nales par mg de produit purifi4, sont rassemblkes dans un tableau qui contient 
Cgalement, A titre de comparaison, les valeurs correspondantes de l’oxytocine, de la 
lysine-vasopressine et de l’arginine-vasopres>ine, ainsi que celles de la PhC3-oxytocine 
et de l’Args-oxytocine. On voit que, dans l’ensemble, les activitks biologiques de la 
Lyss-oxytocine sont parallitles B celles de l’Args-oxytocine, mais qu’elles n’atteignent 
que le tiers de celles-ci, bien que la lysine-vasopressine ait dans la plupart des tests 
les deux tiers des activitks de l’arginine-vasopressine. 

Nous avons utilisC le m&me schCma de synthilse 3 + 6 que ci-dessus pour effectuer 
une nouvelle synthitse de la lysine-vasopressine, qui avait dCjA ktC prCparke selon le 
schkma 5 + 4 par DU VIGNEAUD et c011.l~). 

Par condensation du N-CBO-S-benzyl-~-cystCinyl-~-tyrosyl-~-phCnylalanylazide*) 
avec le ~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cystCinyl-~-prolyl-~-N-tosyl-~-lysyl- 
glycinamide (VI) nous avons obtenu le N-CBO-S-benzyl-L-cyst4inyl-L-tyrosyl-L-phk- 
nylalanyl-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-s-N-tosyl-~-lysyl- 
glycinamide (VIIb). Aprks scission des groupes protecteurs par le sodium dans 
l’ammoniac liquide16) et oxydation B l’air en solution aqueuse diluke, nous avons 
obtenu avec un rendement en activitC d’environ 60% une solution brute de lysine- 

15) Voir la partie expkrimentale. 
16) V. DU VIGNEAUD, CH. RESSLER, J .  M. SWAN, C. W. ROBERTS & P. G. KATSOYANNIS, 

J. Amer. chem. Soc. 76, 3115 (1954). 
17) Les dkterminations d’activitd biologique ont C t C  effectukes selon les mkthodes prkcddem- 

ment utiliskes5) par le Prof. H. KONZETT e t  le Dr B. BERDE de notre Dkpartement pharmacolo- 
gique (Dir. : Dr A.  CERLETTI). Les activitds sont exprimkes par rapport au (ITroisiBme standard 
international pour la dktermination des activitds oxytociques, vasopressiques et  antidiurktiques 1). 

Des communications prkliminaires sur les activitds de cet analogue ont C t C  donnkes par H. KON- 
ZETT au (1 Symposium on polypeptides which affect smooth muscles and blood vessels11 (Londres, 
23-24 mars 1959) et  par B. BERDE, A. CERLETTI & H. KONZETT au   symposium on oxytocinn 
(Montevideo, 17-19 aodt 1959). 

18) V. DU VIGNEAUD, M. F. BAKTLETT & A. JOHL, J .  Amer. chem. Soc. 79, 5572 (1957); 
cf. aussi: M. F. BARTLETT, A. JOHL, R. ROESKE, R. J. STEDMAN, F. H. C. STEWART, D. N. WARD 
& V. DU VIGNEAUD, ibid.  78, 2905 (1956). 
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vasopressine que nous avons purifiCe par contre-courant dans le systPme butanol 
secondaire - acide p-tolukesulfonique 0,08 M. Le contenu du sommet principal 
(K = 0,73) s’est montrk homoghne B la chromatographie sur papier dans trois syst&mes 
de solvants et B l’klectrophor6se sur papier sous haut voltage B pH 1,9 et B pH 5,8, 
la rCvClation &ant chaque fois effectuCe par unc sCrie de rkactifs15). 

Les activitks biologiq~esl~) de notre lysine-vasopressine synthktique, exprimCes 
en unit& interriationales par mg de produit purifik, sont rassemblkes dans le tableau, 
qui contient Cgalement les valeurs les plus rkcentes indiqukes par DU VIGNEAUD et 
~ 0 1 1 . ~ ~ )  pour la lysine-vasopressine naturelle et leur produit synthktique. Les activitks 
que nous avons obtenues correspondent, dam les limites d’erreur des dosages biolo- 
giques, aux valeurs jndiqukes par ces auteurs. 

Partie exPCrimentale 19) 

Les F .  ont d t d  ddterminds sur banc KOFLER e t  sont corrigCs (pr6cision + 2”).  Les sdchages au 
vide ont d t d  effectuds sous k lop3 Torr (16 h & 60” pour les analyses). Les dvapovations sous 
oide ont d td  condoites dans l’dvaporateur rotatif de C R A I G ~ ~ ) .  

Les chromatopaph ies  suv papiev  ont d t d  faites par la mdthode ascendante (20-23 cni) sur 
papier i( SCHLEICIIER & SCHUELL 2040 b lavd 11. Rf,, clans le mClange mdthyl6thylcCtone/pyridine/ 
eau (65 : 15 : 20) ; ,Rf.% dans le mdlange alcool isoamylique/pyridine/eau (35 : 35 : 30) ; Rf, dans le 
mdlange n-butanol/acide acitiqueleau (70: 10: 20). Kfa aprks scission prdliminaire dn groupe 
CBO- par sdjour de 1 h & 20” dans une solution 2OO,i, de HBr dans l’acide acktique glacial, dvapora- 
tion au vide et  reprise dans le solvant de chromatographie (ou d’6lectrophorAse). 

Ides dlectvophovdses SUY pajhiev ont d t d  cffectudes dam l’appareil & Clectrophorkse sous haute 
tension et  refroidissement de WIELAND & PFLEIDERER~~)  : aii pH 1,9 (El,9) dans le mdlange 
acide formique/acide acdtiqueleau (15: 10:75) ; au pH 5,s dans le mClange ppridinejacide 
acCtique/eau (9: I :go). El,9 = 0,8 His indique qu’k pH 1.9 la substance migre 0,8 fois la distance 
que migre l’histidine. L’exposant a a la meme signification que pour les chromatogrammes. 

Les vdvdlatzons des chromatogrammes e t  des phdrogrammes ont d td  effectudes par vaporisa- 
tion cles rCactifs suivants : solution 0,474 de nznhydvine  dans le mdlange sec-butanol/acide acd- 
tique/eau (89: 1 : 10) (chauffage de 5 min & 100” et  fixation par le nitrate de cuivre a l c o ~ l i q u e ~ ~ ) )  ; 
vdactif tyvosine-tvyptophane de FOLIN 23) dilnC par un volume d’eau (exposition iiltCrienre des 
vapeurs de NH, sans sdchage prdalable) ; vdactif au chlove”) modifiC (exposition k des vapeurs de 
clilore pendant 5 min, sdjour de 20 min dans un dessiccateur ail vide de la trompe A eau, vaporisa- 
tion sur un  cBtC d u  papier d’une solution & 1 % d’amidon et aprks 1 min vaporisation sur l’autre 
cBtd d’une solution & 1% d’iodure de potassium); vdactif au bleu de b r o n ~ o p h e ‘ n o l ~ ~ ) .  

,~-CRO-L-PvolyZ-~--\~\’-tos).l-L-lysyl-glycinate d’dthyle ( I ) .  A line solution refroidie k - 10” de 
5,0 g (20 mmoles) de N-CBO-L-proline et  de 2,s ml (20 mmoles) de triCthylamine dans 24 ml de 
chloroforme anhydre, on ajoute en 30 min sous agitation 2,02 ml (21 mmoles) de chloroformiate 
d’dthyle, agite encore 10 min et  ajoute en 10 min line soliltion de 9,33 g (20 mmoles) de brom- 
hydrate de ~-N-tosyl-L-lyspl-glycinate d’dthyle 2e) et de 2,8 ml (20 mmoles) de tri6thylamirie. 
La solution est agitde encore 1 h B 20”, additionnde de 25 ml de chloroforme e t  lavCe par HC1 1 N. 

19) Les micvoanalyses ont Ctd effectudes clans notre Laboratoire microanalytique (Dr. \V. 

20)  L. C. CRAIG, J. C. GREGORY & W. HAUSMANN, Anal. Chemistry 22, 1462 (1950). 
21) TH. WIELAND & Cr. PFLB:IDERER, Angew. Cheni. 67, 257 (1955). 
22) TH. WIELAND & E. KAWERAU, Xature 768, 77 (1951). 
23) 0. I~OLIN & V. CIOCALTEU, J .  biol. Chemistry 73, 629 (1927). 
24) H. RYDON & P. SMITH, Nature 169, 922 (1952). 
25) E. L. DURRUM, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 (1950); H .  G. KUNKEL, S.  P. TAYLOR & V. 

26) R. ROESKE, F. H. C. STEWART, R. J. STEDMAN & V. D U  VIGNEAUD, J .  Amer. chem. 

SCHONIGER). 

DU VIGNEAUU, J .  biol. Chemistry 200, 559 (1953). 

Soc. 78, 5883 (1956). 
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1120, NH,OH 1 N ,  H,O, sdchee sur Xa,SO,, filtree e t  evaporde au vide. Le r6sidu est recristallis6 
une premiere fois de 35 ml et  une seconde fois de 50 ml d'dthanol absolu bouillant. Les cristaux 
sont chaque fois lavCs par 5 ml d'dthanol absolu et  par 50 ml d'dther. Aprhs sechage on obtient 
9,86 g (800/,) de N-CBO-L-prolyl-&-N-tosyl-L-lysyl-glycinate d'Cthyle sous forme de fines aiguilles 
de F. 152" (Litt. 151-151,5" 2 G )  ; 151-152" 2 7 ) ) .  [a]:; = - 57,O" & 0,5" (c = 2 , O ;  acide acdtique 
glacial) (Litt. : - 55 ,6"2G) ,  - 56,8",') ( c  = 1; acide acdtique glacial)). [ a ] g  = - 29,s" & 0,5" 
( c  = 2 , l ;  dimithylformamide); -48,O" 5 1" (c = 1,9; mgthanol). Rf& = 0,83;  Rf: = 0,71; 
R f i  = 0,85; E",g = 1,0 Try; E5,8 = 0,9 His (revelation par isatine et  chlore; homogkne). Soluble 
dans le chloroforme, la pyridine et  le dimkthylformamide. Peu soluble dans les alcools, l'acetate 
d'Cthyle et  l'az de acetique. Insoluble dans le benzene, 1'Cther et  l'eau. 

C,,H,,O,N,S Calc. C 58,4 H 6,s 0 20,s N 9,l  S 5,2% 
(616,7) Tr. ,, 58,4 ,, 6,3 ,, 20,5 ,, 9,l  ,, 5,4% 

A-CBO-L- Prolyl-&-N-tosyl-L-lysyl-glycinamide (II). L'amidification a 6tC effectude, avec un 
rendement de 800/6 en produit purifid, selon DU VIGNEAUD et ~ 0 1 1 . ~ ~ ) .  F. 183" (Litt. 181-183"). 
L C L ] ~  = - 3U,7" & 1" (c = 1,9; dimethylformamide) ; - 39,O" 2 1 ' ( c  = 2 , l ;  mdthanol). Rf$I = 

0,67; Rf: = 0,40; Kft  = 0,58; ET,9 = 0,89 Try; Et,8 = 0,83 His (rdvdatioti par isatine et  chlore; 
homogene). Soluble dans dim6thylformamide et  pyridine. l'eu soluble dans mCthanol, Cthanol, 
chloroforme ct acide acetique. Insoluble dans acetate d'ethyle, benzene et  dther. 

C,,H,,O,N,S Calc. C 57,2 H 6,3 0 19,l N 11,O S 5,590 
(587,7) Tr. ,, 57,5 ,, 6,2 ,, 1 8 , O  ,, 11,8 ,, 5,5O& 

~-P~oZyl-~-N-tosyl-L-ZysyZ-~Zycinurvzide, H B r  (111). On dissout 5,O g ( 8 , s  mmoles) de N-CI-30- 
L-prolyl-&-N-tosyl-r.-lysyl-glycinamide (11) dans 25 ml d'une solution 3 N de gaz bromhydrique 
dans l'acide acetique. AprBs 1 h 5 ZO", on dvapore ail vide, triture plusieurs fois le residu avec de 
1'8ther anhydre jusqu'5 obtention d'im produit pulverulent. Apres filtration et  lavage 2I l'ether, 
ce produit est dissous dans 20 ml de methanol anhydre. Cette solution est introduite en un  mince 
Met dans 250 ml d'Cther anhydre sous agitation. AprBs filtration du precipite, celui-ci est dissous 
de nouveau dans le methanol et  prBcipit6 1'Bther comme ci-dessus. Aprhs filtration, lavage 5 
1'Cther et sdchage a u  vide pousse, on obtient avec un rendement quantitatif 4,s g de bromhydrate 
de ~-prolyl-~-N-tosyl-~-lysyl-glycinamide de F. 118" (ddc.). [ a l g  = - 20,8" + 1" (c = 2,3; md- 
thanol) ; - 11,8" 1" ( c  = 2,O; dimCthylformamide). Kf,, = 0,67; Rf, = 0,40; KfA = 0 3 ;  
El,9 = 0,89 Try; E5,8 = 0,83 His (revdlation par isatine et  chlore; homogene). Soluble dans l'eau, 
le mCthanol e t  le dimdthylformamide. Insoluble dans le chloroforme et  l'dther. 

C,,H,,O,N,S Br Calc. C 44,9 H 6,0 0 15,O N 13,2 S 6,0 Br lS,O"/, 
(534,s) Tr. ,, 44,7 ,, 6,6 ,, 14,9 ,, 13,4 ,, 5,5 ,, 15,606 

L - P ~ o / ~ l - ~ - ~ - t o s ~ E - L - l y s y l - g l y c i n a ~ ~ d e  (I V) . Les 4,5 g de bromhydrate de L-proly-1-F-tosyl-L- 
lysy-glycinamide (111) ci-dessus sont dissous dans 30 ml de mCthanol et  passis sur une colonne 
contenant 20 ml d'nmberlite IRA-410 sous forme de base libre28). On lave la colonne par 40 in1 de 
mdthanol, Bvapore le filtrat au vide et  seche le rdsidu au vide pousse. On dissout ce residu dans 
25 ml de chloroforme, lave pa. trois fois 8 nil d'ean, sBche stir Na,SO,, verse dans 300 ml d'6ther 
anhydre et  filtre. Apres lavag. 21 l'dther du prCcipitB et  sBchage au vide poussd, on obtient 3,4 g 
(85%) de L-prolyl-&-N-tosyl-L- ysyl-glycinamide de I?. 90" ( i n s t a n t a d .  [a]: = - 30,2" & 0,5" 
(c = 2 , O ;  acideacktique). Rf, = 0,63; Rf, = 0,45; Rf, = 0,57; El,9 = 0,89Try; E5,8 = 0,83 His 
(revdlation par isatine, ninhydrine et  chlore; homoghe). Soluble dans le mCthanol, I'Bthanol, 
le chloroforme, l'acide acdtique, le dimdthylformamide et  la pyridine. 

C,,H,,O,N,S Calc. C 53,O H 6,9 0 17,6 N l 5 ,4  S 7,lq; 
(453,6) Calc.+lH,O ,, 50,9 ,, 7,l ,, 20,4 ,, 14,9 ,, 6,80/, 

Tr. ,, 51,3 ,, 7,3 ,, 20,6 ,, 14,7 ,, 7,1oj, 
Par hydrogenation catalytique du N-CBO-L-prolyl-s-P\T-tosyl-i~-lysyl-glycinamide (11) dans 

du methanol contenant 5% d'acide acetique en prdscnce du catalyseur dc K u H N ~ ~ )  on obtient, 
aprBs purification dans les mBmes conditions que ci-dessus, le m&me tripeptide avec un rendement 
cle 78%. 

27) H. J. PANNEMAN, A. F. MARX & J.  F. ARENS, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 78, 487 (1959). 
28) ROHM & HAAS, Philadelphia. 
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N - C B O - ~ - G l u t a n z i n y l - ~ - a s p a r a g i n y l - S - b e n ~ y l - ~ - c y s t ~ a n y l - ~ - p ~ o l y l - ~ - ~ ~ - t o s y l - ~ - l y s y l -  glycinamide 
( V ) .  Une solution de 1,44 g (3,05 mmoles) de L-prolyl-c-N-tosyl-L-lysyl-glycinamide (IV) et  de 
1,77 g (2,89 mmoles) de N-CB0-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cystCinylazide~) dans 
15 ml de dimethylformarnide est agitee pendant 16 h 8. temperature ordinaire. A p r h  concentration 
au  vide B 5 ml, on ajoute 8. la solution encore chaude (60”) 10 ml d’ac6tone. Aprk  30 min, le 
pr6cipitB gelatineux obtenu est filtr6, l a d  par 8 ml du  melange dimethylformamide - acetone 
(1 : 3), redissous dans 4 ml de dimethylformarnide et  reprCcipit6 par 12 ml d’ac6tone. ilprks lavage 
8. l’acitone du  precipite et  sechage au vide, on obtient 1,75 g (59%) de N-CBO-L-glutaminyl-r- 
asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-~-tosyl-~-lysyl-glycinamide de F. (instantank) 155” 
e t  F. (avec prdchauffage) 140” (d6c.). [a]% = - 36.3” & 1” (c = 2,O; dimethylformamide). Rfh = 

0 ,M;  Rf: = 0,27; R f i  = 0,43; E:,g = 0,57 Try; E”;8 = 0,4 His (revelation par ninhydrine et  
chlore ; homoghe).  Soluble dans le dimithylformamide, la pyridine et  l’acide acCtique. Insoluble 
dans l’eau, l’acetone, le chloroforme, 1’Cther. le methanol, 1’8thanol et  l’acktate d’ethyle. 

C47H6z012N10S2 Cdc. C 55,2 H 6, l  0 18,7 N 13,7 S 6,39’, 
(1023,Z) Calc.+’/, H,O ,, 54,7 ,, 6 2  ,, 19,4 ,, 13,6 ,, 6.2% 

Tr. ,, 54,7 ,, 6 4  ,, 1 9 2  ,, 1 3 5  ,, 6 2 %  

~ - G l u t a m i n y l - ~ - a s p a v a g i n y l - S - b e n ~ y l - ~ - c y s t ~ i n y l - ~ - ~ ~ o l y l - ~ - N - t o s y l - ~ - l ~ ~ s y l - g l y c ~ n ~ n z ~ d e  ( V I )  . On 
fait barboter du  gaz bromhydrique dans 16 ml d’acide acCtique jusqu’B saturation, ajoute 1,l g 
(1,07 mmole) de T\T-CRO-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-prolyl-~-N-tos~~l-~- 
lysyl-glycinamide (V) e t  continue B faire passer le courant de gaz bromhydrique pendant 75 min 
?A 20”. Le produit passe peu B peu en solution. La solution obtenue est BvaporCe au vide e t  16 
rCsidu est triture avec de 1’Bther jusqu’k obtention d’un produit pulvkrulent. Celui-ci est dissous 
dans 5 ml de methanol et  pr6cipitC par introduction de cette solution, sous agitation, dans 60 ml 
d’ether anhydre. Le prkcipite est lave B 1’Cther et  dissous dans 15 ml de m6thanol. On fait passer 
la solution sur une colonne contenant 10 ml d’Amberlite IRA-410 libreZ8), lave la colonne par 
25 ml de methanol et  6vapore les filtrats 8. sec au vide. Le r6sidu (730 mg) est purifid par contre- 
courant entre le n-butanol et  l’eau. Les tubes contenant le produit le plus soluble dans la phase 
organique sont rCunis. Par evaporation au vide et  lavage 8. 1’6ther du residu, on obtient 587 mg 
(62 yo) de ~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-s-N-tosyl-~-lysyl-glycinamide 
de F. 95-100“ (dic.) .  [ a ] g  = -45.0” 5 1” (c = 2,2; acide acetique). Rf, = 0,58; Rf, = 0,38; 
Rf, = 0,51; El,g = 0,57 Try; E5,* = 0,38 His (rkv6lation par ninhydrine et  chlore; homoghe).  
Soluble dans le methanol, l’acide acetique et  le dim6thylformamide. Insoluble dans le chloro- 
forme, l’acktate d’Cthyle et  1’Cther. 

C,,H,,O1,Nl,S, Calc. C 52,7 H 6,3 N 15,7 S 7,2% 
(889,1) Tr. ,, 52,6 ,, 6,8 ,, 15,9 ,, 7,0% 

N - C B O  -S -Benzy l -~ -cys t e ‘ iny l -~ - t yvosy l -L - i so l eucy l -~ -g lu tam~ny l -~ -aspa~~agzny l -S -ben~y l -~ -cys t~ -  
inyl-L-p~olyl-&-N-tosyl-L-lysyl-glyc~nanzide ( V l I a )  . On dissout 666 mg (0,75 mmole) de L-glntami- 
nyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-N-tosyl-~-lysyl-gl~~cinamide (VI) e t  595 mg 
(0,92 mmole) de N-CBO-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-tyrosyl-~-isoleucylazide~) dans 10 ml de dime- 
thylformamide. Aprh 16 h d’agitation, on ajoute 50 ml d’acitate d’ethyle, filtre, centrifuge 
lave le culot par l’acktate d’6thyle et  le skche au vide. Le produit est purifik par deux suspensions 
de 5 min dans chaque fois 4 ml de mCthanol bouillant, suivies de filtration et  lavage par 2 ml de 
methanol bouillant chaque fois. Aprks sCchage au vide on obtient 600 mg (53%) de N-CBO-S- 
benzyl-L- cystkinyl-L- tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl - S - benzyl-L-cystkinyl-L-pro- 
lyl-&-N-tosyl-L-lysyl-glycinamide de F. i n s t an tad  230”. [ c c ] ~  = - 3 2 , 2 O  f 1” (c = 0,s; dime- 
thylformamide). Rf& = 0,96; Rf; = 0,58; Rfg = 0,81: E;,g = 0,77 Try; E:,* = 0,65 His (rdv6- 
lation par FOLIN, ninhydrine et  chlore ; homogkne) , Legkrement soluble dans le dimethylforma- 
mide e t  l’acide acktique. Insoluble dans les autres solvants usuels. 

C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 57,9 H 6.3 0 17,l h’ 12,2 S 6,4%, 
(1492,8) Calc.+lH,O , , [57,2 ,, 6,3 ,, 18,O ,, 12,1 ,, 6,476 

Tr. ,, 57,O ,, 6 4  ,, 17.7 ,, -L1,8 ,, 6 2 %  

29) R. KUHN & J .  HAAS, Angew. Chem. 67, 785 (1955). 
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Lys8-oxytocine (~leu3-Lyss-vasopressine)  ( V I I I a ) .  On dissout 302 mg (0,2 mmole) de 
N - CBO - S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosyl-r-isoleLicyl-L-glu taminyl-L-asparaginyl - S-benzyl-L-cystd- 
inyl-L-prolyl-E-N-tosyl-L-lysyl-glycinamide (VII a) dans 200 ml d’ammoniac redistill6 snr sodium 
et, sous agitation, ajoute lentement du sodium jusqu’B apparition d’une teinte bleue. h p r k  
adjonction de 100 rng de NH,Cl, on Cvapore B sec au vide, reprend par 200 ml d’acide acetique 
0,02 M ,  ajuste au pH 8,0 et fait passer un courant d’air jusqu’B reaction ndgative au nitroprus- 
siate. On acidifie au pH 4,5, concentre au vide B 50 ml, ajoute 800 mg d’acide p-tolubnesulfonique, 
Cquilibre avec du butanol secondaire et place dans les deux premiers tubes d’un appareil B contre- 
courant. Apr&s 250 transferts dans le systkme butanol secondaire - acide p-tolubnesulfonique 
0,08 M, on determine la courbe de repartition sur des a l i q ~ o t e s ~ ~ ) .  On obtient un sommet prin- 
cipal de K = 0,61. Le contenu des tubes centraux de ce sommet est rduni, pass6 sur Amberlite 
IRA-4528) et concentre au vide. Le produit obtenu reprdsente plus de la moitii. de l’azote pepti- 
dique de depart et est homogbne B la chromatographie (Rf, = 0,31; Rf, = 0,35; Rf, = 0,14) 
e t  B l’dlectrophorbse (El,9 = 1 , l O  Try; E6,8 = 0,75 His), par rCvClation B la ninhydrine, au bleu 
de bromophinol, au FOLIN et  au chlore. 

Activitds biologiques, exprimCes en unites internationales”) par mg: baisse pression sanguine 
du poulet 54 2 , l ;  pression in- 
terne glande mammaire du lapin 55,O & 5,O; pression sanguine du rat 39,2 & 4 , O ;  pression san- 
guine d u  chat 38,3 + 4,5; inhibition de la diurkse du rat, env. 13. 

4 ;  uterus de rat isole 20,O & 2,5; utdrus de chat in situ 33,5 

N - C R O  -S - Benzyl-L-cyste‘inyl-L-tyrosyl-L-phe’nylulunyl-~-glutaminyl-~-aspa~aginyl -S-benzyl-L- 
cyste‘inyl-~-prolyl-E-N-tosyl-L-lysyl-glyc~namide ( V I I  b)  . On dissout 374 mg (0,55 mmole) de S- 
CBO-S-benzyl-~-cystdinyl-~-tyrosyl-~-ph6nylalanylazide~) et 375 mg (0,42 mmole) de L-glutami- 
nyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-N-tosyl-~-lysyl-glycinamide (VI) dans 2,5 ml 
de dimCthylformamide, agite 30 h B Z O O ,  concentre au vide, ajoute 12,5 ml d’acetate d’ithyle, 
laisse 2 h B O”,  filtre, lave par 6 ml d’acitate d’kthyle et 6 ml d’ither et sbche au vide poussC. 
Le produit pulverulent obtenu est purifie par deux suspensions dans 3 ml de mCthanol bouillant 
pendant 10 min, suivies chaque fois de filtration et lavage par 3 ml de methanol bouillant. Aprbs 
sdchage, on obtient 347 mg (54%) de N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-tyrosyl-L-phdnylalany1-L- 
glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-~-cystCinyl-~-prolyl-~-N-tosyl-~-lysyl-glycinamide de F. 205”. 
[a]$’ = - 33” & 1” (c = 2,2; dim6thylformamide). Rf; = 0,95 ; Rf; = 0,70 ; Rfi  = 0,85 ; E:,9 = 

0,4 Try (r6v6lation par ninhydrine, FOLIN et chlore ; homogbne), 

C,,H,,016N,,S, Calc. C 59.0 H 6 , l  O 16,s ?r 11,9 S 6,376 
(1526,8) Tr. ,, 592 ,, 6 2  ,, 16,4 ,, 11,9 ,, 6.1% 

Lyss-vasopresszne (Phe’3-Lys8-oxytocine) ( V I I I b ) .  On dissout 305 mg (0,Z mmole) de N-CBO- 
S-benzyl-~-cystCinyl-~-tyrosyl-~-ph~nylalanyl-~-gl~itaminyl-~-asparaginyl- S -benzyl - L- cystdinyl- 
L-prolyl-e-N-tosyl-L-lysyl-glycinamide (VII b) dans 200 ml d’ammoniac liquide. On traite au 
sodium, oxyde B l’air, purifie par contre-courant et passe sur rCsine comme pour la Lyss-oxytocine 
(VIIIa) ci-dessus. Le produit obtenu B partir du  sommet principal (K = 0,73) contient la 
totalitd de l’activitd vasopressique de d6part e t  plus de la moitiC de l’azote peptidique. 11 est 
homoghe B la chromatographie ( R f ,  = 0.34; Rf, = 0,42; Rf, = 0, l l )  e t  B 1’6lectrophori.se 
El,9 = 1,02 Try; E6,8 = 0,75 His), par rdvelation B la ninhydrine, au FOLIN, au bleu de bromo- 
phenol et au chlore. 

Activitds biologiques, exprimees en unitis internationales 17) par mg : uterus de rat isold 
5,2 & 0,5; baisse de la pression sanguine du coq, env. 40; pression sanguine du rat 208 19; 
pression sanguine dii chat 306 & 13; inhibition de la diurkse du rat, env. 250. 

SUMMARY 

N-CBO-L-Glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-azide has been conden- 
sed with L-prolyl-E-N-tosyl-L-lysyl-glycinamide, giving N-CBO-L-glut aminyl L-aspara- 
ginyl-S-benzyl-~-cysteinyl-~-prolyl-F-N-tosyl-~-lysyl-glycinamide, which after split- 

30) 0. H. LOWRY, N. J .  ROSEBROUGH, A .  L. FAKR & R. J .  RANDALL, J .  biol. Chemistry 193, 
265 (1951). 
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ting of the CBO- protecting group ha; been condensed with N-CBO-S-benzyl-I<- 
cysteinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-azide. Cleavage of the protecting groups of the resul- 
ting nonapeptide with sodium in liquid ammonia, oxidation with air in dilute aqueous 
solution and purification by counter-current distribution afforded Lys8-oxytocin, 
which represents a structural intermediate between oxytocin and lysine-vasopressin 
and which exhibits the biological properties of both these natural hormones. 

By using N-CBO-S-benzyl-r~-cysteinyl-L-tyrosyl-L-phenylalanyl-azide instead of 
N-CBO-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosyl-~~-isoleucyl-azide, pure synthetic lysine-vaso- 
pressin, possessing the same properties as the natural hormone, has been obtained by 
a new route. 

Laboratoires de chimie pharmaceutique SANDOZ, B2le 

26. Synthcse d’analogues de I’oxytocine et de la lysine-vasopressine 
contenant de la phhylalanine ou de la tyrosine en positions 2 et 3 

par R.  A. Boissonnas tt S t .  Guttmann 

(27 XI  .59) 

I1 a &tit montrk rkcemment que l’hydroxyle phholiquc de l’oxytocine n’ktait pas 
complktement indispensable k l’activitk biologique de cette hormone. En effet la 
PhP-oxytocine posskdait encore environ un tiers des propriktks oxytociques de 
l’oxytocine l)z). 

Dans le prksent travail nous avons ktendu k la lysine-vasopressine cette h d e  
du  r61e de l’hydroxyle phholique, ce qui nous a conduits B prCparer les nouveaux 
analogues de la lysine-vasopressinc et de I’oxytocine qui sont rassemblks en t&e des 
tableaux I et  I1 : Tyr3-Lys~-vasoprcssinc, Ph&Lys8-vasopressine, PhC2-Tyr3-I,yss- 
vasopressinc, Tyr3-oxytocine, €’hi.2-Phd3-oxytocinc, Ph62-Tyr3-oxytocine. 

Les mirthodes de synthkse que nous avons utilisbes sont basCes sur le sch6ma 3 + G 
quc nous avons employe prCcCdemment l )  3, 4, 5 ) .  

La N-CBO-S-benzyl-~-cystCinyl-~-tyrosine 3, ou la N-CBO-S-benzyl-L-cysteinyl-L- 
phhylalanine (VI) l) sont condensees par la mgthode B la dicyclohexyl-carbodiimide 6, 
avec le i--ph&nylalaninate de mbthyle4) ou le L-tyrosinate de mkthyle3). Les esters 
des tripeptides obtenus sont transform& en hydrazides, puis en azides. Ceux-ci sont 
condensks avec le ~.-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cyst~inyl-L-prolyl-&-hT- 

I )  H. KONZETT & 13. BERUE, Brit. J .  Pharmacol. Chemotherapy 14, 333 (1959); €’-A. 

2) M. BODANSZKY & V. DU VIGNEAun, J .  Amer. chem. Soc. 87, 1258 (1959). 

~~~ ~~~~ 

JAQCENOUD & I<. A.  BOISSONNAS, Ilelv. 42, 788 (1959). 

3, R. I\. ROISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-h .  JAQTJENOUD & J:P. \TALLER, Helv. 38, 1491 
(1955). 

(1956). 
4) It. X. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, I>.-A. JAQCJENOUD & J . -P .  WALLER, Helv. 39, 1421 

. ROISSONNAS & R. L. HUGUENIN, Helv. 43, 182 (1960). 
S H E E H ~ N  & G. F’. HESS, J .  Amei-. chem. Soc. 77, 1067 (1955). 


