
200 HELVETICA CHIMICA ACTA 

par contre-courant comme pour la Tyr3-oxytocine (XVIII) ci-dessus. On obtient un sommet 
principal de K = 0,43 et  un sommet secondaire de K = 0,16. Le contenu des tubes centraux du 
sommet principal est reuni et  &vapor6 au vide. Le produit obtenu represente environ la moitit: 
de l’azote peptidique de depart et  est homogene L la chromatographie (RfM = 0,69; RfA = 0,55; 
Rf, = 0,39) et  L l’dlectrophorkse (El,9 = 0,58 Try; E5,8 = 0,42 His), aprks rCvClation par la 
ninhydrine, le bleu de bromoph6no1, le FOLIN et le chlore-iodure-amidon. 

ActivitBs biologiq~esl~),  exprimkes en unites internationales par mg : baisse de la pression 
sanguine du coq, moins de 0,01; prcssion sanguine du rat, moins de 0,01; inhibition de la diurkse 
du rat, env. 0,001 ; contraction de l’utCrus is016 de rat, moins de 0,01. 

SUMMARY 

The following analogues of oxytocin and lysine-vasopressin have been synthe- 
sized : Tyr3-oxytocin, Phe2-Phe3-oxytocin, Phe2-Tyr3-oxytocin, Phe2-Lyss-vasopressin, 
Tyr3-Lyss-vasopressin, Phe2-Tyr3-Lyss-vasopressin. 

The method of synthesis is based on the condensation of the azides of tripeptides, 
formed by coupling N-CBO-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosine or N-CBO-S-benzyl-L- 
cysteinyl-L-phenylalanine with L-phenylalanine methylester or L-tyrosine methyl- 
ester, with ~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cysteinyl-~-prolyl-~-leucyl-glycin- 
amide or ~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cysteinyl-~-prolyl-E-N-tosyl-~-lysyl- 
glycinamide. Cleavage of the protecting groups of the resulting nonapeptides with 
sodium in liquid ammonia, oxidation with air in diluted aqueous solution and puri- 
fication by counter-current distribution, affords the desired cyclic nonapeptide amides. 

The relations between the constitutions and the biological activities of these new 
analogues are discussed. 

Laboratoires de Chimie pharmaceutique SANDOZ, B2le 

27. Synthhse de dix analogues de l’oxytocine et de la 
lysine-vasopressine, contenant de la shrine, de l’histidine 

ou du tryptophane en position 2 ou 3 
par St. Guttmann e t  R. A. Boissonnas 

(27 XI 59) 

Parmi les diffhrents analogues de l’oxytocine et de la vasopressine synthktishs 
jusqu’ici, la plupart de ceux prksentant des modifications en position 2 ou 31-11) 
posskdaient encore les activit6s caract6ristiques de ces hormones B. un degr6 impor- 

1) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD & J.-P.WALLER, Helv.39,1421 (1956). 
2) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD, J.-P. WALLER, H. KONZETT & R. 

3) J .  RUDINGER, J. HONZL & M. ZAORAL, Coll. czechoslov. chem. Commun. 21, 770 (1956). 
4) B. BERDE, W. DOEPFNER & H. KONZETT, Brit. J.Pharmacol.Chemotherapy 72,209 (1957). 
5 )  P. G. KATSOYANNIS, J .  Amer. chem. SOC. 79, 109 (1957). 
6 )  P. G. KATSOYANNIS & V. DU VIGNEAUD, J .  biol. Chem. 233, 1352 (1958). 
7)  P.-A. JAQUENOUD & K. A. NOISSONNAS, Helv. 42, 788 (1959). 
*) M. RODANSZKY & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 87, 1258, 6072 (1959). 
9) H. KONZETT & B. BERDE, Brit. J .  Pharmacol. Chemotherapy 74, 333 (1959). 
10) R. A. BOISSONNAS & R. L. HUGUENIN, Helv. 43, 182 (1960). 
11) R. A. BOISSONNAS & ST. GUTTMANN, Helv. 43, 190 (1960). 

BERDE, Nature 778, 260 (1956). 
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tant. Ces modifications se limitaient cependant 8. la suppression de l’hydroxyle de la 
tyrosine occupant la position 2 7)8)9)11), ou au remplacement de l’acide amin6 occupant la 
position 3 par un autre acide amin6 a l i p h a t i q ~ e l ) ~ ) ~ ) ~ )  ou a r ~ m a t i q u e l ) ~ ) ~ ) ~ ~ )  neutre l2). 

Nous avons donc voulu examiner l’influence de modifications plus importantes 
en introduisant dans ces deux positions des acides aminks portant des groupements 
que l’on ne trouve pas dans les molbcules de ces deux hormones. 

Dans le prCsent travail, nous dCcrivons la synthitse et les propri6tCs de nouveaux 
analogues de l’oxytocine (tab. I) et de la lysine-vasopressine (tab. 11) contenant, en 
position 2 ou 3,  de la sQine (fonction alcool), de l’histidine (groupement imidazole) 
ou du tryptophane (groupement indole). 

Les huit analogues contenant de la sCrine ou du tryptophane ont 6t6 pr6par6s 
selon le sch6ma de synthitse que nous avons d6ja employ6 prCcCdemment pour la 
synthitse de l ’o~y toc ine~~)  et de diffkrents analogue~l)~) lo) ll). La N-CBO-S-benzyl-L- 
cystkine est condenske avec l’ester de l’acide amin6 devant occuper la position 2, 
et l’ester dipeptidique ainsi obtenu est saponifik dans son groupe ester. L’ester de 
l’acide amin6 devant occuper la position 3 est alors reli6 au dipeptide par la mCthode 
B la dicyclohexyl-carbodiimide 14), et l’ester tripeptidique form6 est transform6 en 
hydrazide, puis en azide correspondant. Ce dernier est condens6 avec le L-glutaminyl- 
L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystCinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide 13) ou avec le L-glut- 
amin yl-L-asparaginyl- S-benzyl-L-cyst Cinyl-L-prolyl-E-N- t osyl-L-lysyl - glycinamide lo), 
de faCon B obtenir le nonapeptide correspondant. 

Une variante de ce schCma a C t C  utilisCe pour la synthitse des deux analogues 
contenant de la phhylalanine en position 2 et de l’histidine en position 3 :  la N-CBO- 
S-benzyl-L-cyst6ine a Ct6 condensCe avec le L-histidyl-L-phknylalaninate de mCthylel5). 
Aprits saponification de la fonction ester, le tripeptide obtenu a 6tC condens6 par la 
mCthode i la dicyclohexyl-carbodiimide 14) avec les hexapeptides ci-dessus. 

La puret6 de tous les peptides protCg6s intermkdiaires a 6t6 contr61Ce par chro- 
matographie sur papier et par 6lectrophoritse sur papier sous haut voltage, apr& 
scission du groupe CBO- du peptide protCgC 8. examiner, par le gaz bromhydrique 
dans l’acide ac6tique glacial. Tous les produits ainsi obtenus se sont montrCs homo- 
gitnes16) par r6vClation au moyen d’une s6rie de r6actifs diffCrentsl7). 

Les groupes protecteurs (N-CBO-, S-benzyl- et N-tosyl-) des nonapeptides pro- 
tCgCs ont Ct6 enlevCs par traitement au sodium dans l’ammoniac liquidel*). Apri.s 

12) Pour une revue sur l’influence de ces modifications sur les propriktks biologiques, voir les 
articles de H. KONZETT et  de R. -4. BOISSONNAS dans ((Symposium on polypeptides which affect 
smooth muscles and blood vesselsii (Londres, 23-24 mars 1959), Pergamon Press, Londres, sous 
presse . 

13) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD & J.-P. WALLER, Helv. 38, 1491 
(1955). 

14) J. C .  SHEEHAN & G. P. HESS, J .  Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
15) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, R. L. HUGUENIN, €’.-A. JAQUENOUD & ED. SANDRIN, 

Helv. 41, 1867 (1958). 
lo) Seuls les divers hydrazides ont montre une tache secondaire, dont la proportion croit 

avec le temps de sejour dans le melange de scission, e t  qui est probablement due ?I un produit de 
reaction secondaire entre le bromure de benzyle forme et  la fonction hydrazide. 

17) Voir la partie experimentale. 
18) V. DU VIGNEAUD, CH. RESSLER, J. M. SWAN, C. W. ROBERTS & P. G. KATSOYANNIS, 

J.  Amer. chem. SOC. 76, 3115 (1954). 
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oxydation B l’air en solution aqueuse diluke, les nonapeptides cycliques bruts obtenus 
ont CtC dkbarrassks par contre-courant de quelques impuretCs peptidiques mineureslg). 
Les coefficients de partage des analogues de l’oxytocine dans le syst6me sec-butanol- 
acide acktique 0,017 M sont donnks dans le tableau I ;  ceux des analogues de la lysine- 
vasopressine dans le systkme sec-butanol - acide p-toluhesulfonique 0,08 M, dans le 
tableau 11. 

La puretC de chacun des analogues obtenus a en outre CtC contr816e par chromato- 
graphie sur papier dans trois sytkmes de solvants et par klectrophorkse sur papier 
sous haut voltage B deux pH, la rkvdation &ant chaque fois effectuke par une skrie 
de rCactifs17). Chaque analogue s’est montrk homoghe sous ces diffkrentes conditions 
d’examen. 

Les analogues contenant de la skrine ou de l’histidine posskdent des Rf chromato- 
graphiques et des coefficients de partage nettement infhieurs B ceux des hormones 
dont ils sont dbrivks. L’introduction d’un groupe alcool ou imidazole dans des molk- 
cules aussi grosses augmente donc dCjA notablement la solubilitC dans l’eau au dCtri- 
ment des solvants organiques. Cette augmentation est plus marqude dans ce cas que 
lors de l’introduction d’un groupe phgnolique suppldmentaire ll). Par contre les deux 
analogues contenant du tryptophane en position 3 ont des Rf tr&s voisins et des 
coefficients de partage m&me tr&s 1Cgkrement supkrieurs 2 ceux des hormones dont 
ils sont dCrivCs. 

Les activitks oxytociques et vasopressiques de ces diffkrents analogues ont ktC 
dCterminkes par le Prof. H. KONZETT et le Dr B. BERDE de notre Dkpartement 
pharmacologique (Dir. : Dr A. CERLETTI) 20). 

Aucun des analogues de l’oxytocine contenant de la skrine ou de l’histidine n’a 
montre une activitk oxytocique apprkciable (tab. I). I1 est remarquable que la ty- 
rosine en position 2 puisse &re remplacde par la phknylalanine 7)s) avec formation 
d’un corps posskdant encore environ 30% de 1’activitC oxytocique de la molkcule 
originale, mais que le remplacement de cette tyrosine par la skrine conduise 8. un 
produit pratiquement dCnuC d’activitk. 

Le remplacement de l’isoleucine en position 3 de l’oxytocine par la ~ a l i n e l ) ~ ) ~ ) ~ ) ,  
la l e ~ c i n e l ) ~ ) ~ )  ou la ~hknylalaninel)~)~)  conduit B des analogues possCdant encore des 
activitks oxytociques importantes 12). Par contre le remplacement de cette isoleucine 
par le tryptophane (tab. I), comme son remplacement par la tyrosinell) d’ailleurs, 
diminue considkrablement l’activitk. 

En ce qui concerne les analogues de la lysine-vasopressine dCcrits dans ce travail 
(tab. 11), nous voyons qu’aucun d’eux ne posskde plus de l/looo de l’activitk vaso- 
pressique de l’hormone originale. 

19) Dans le cas des analogues de l’oxytocine, comme dans celui de l’oxytocine elle-m&me, la 
cyclisation oxpdative donne toujours naissance, B. cBtk du monomkre cyclique dksir6, B. de petites 
quantitCs de dimkre et  de polymkres (cf. N. H. RYDON et  coll., J. chem. SOC. 1956, 3157). Ces 
rCactions secondaires sont moins importantes dans le cas de la lysine-vasopressine et de ses ana- 
logues. 

20)  Les dkterminations des activit6s biologiques ont 6tC effectuees selon les mkthodes preckdem- 
ment utilisi.es4)g). Les activitks sont exprimkes par rapport au iiTroisikme standard international 
pour la dktermination des activitks oxytociques, vasopressiques et  antidiurktiques D. Une com- 
munication prkliminaire sur les activitks biologiques de ces analogues a 6tC donnke par B. BERDE, 
a. CERLETTI & H. KONZETT au oSymposium sur  l’oxytocines, 17-19 ao6t 1959, Montevideo. 
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Nous avons vu que le remplacement de la phhylalanine en position 3 de la lysine- 
vasopressine par l’isoleucinelO) conduit A un analogue ayant encore environ ‘Ilo de 
l’activitk vasopressique originale, et que son remplacement par la tyrosine 1l) laisse 
subsister encore environ lllo0 de cette activitk. Nous voyons dans le tableau I1 que 
son remplacement par le tryptophane n’en laisse subsister que moins de l/looo, et son 
remplacement par la sdrine, que moins de l/loooo. 

Partie experimentale 22) 23) 

Les F .  ont 6t6 determines sur banc KOFLER et  sont corriges (pr6cision & 2”). Les se’chages a u  
vide ont B t B  effectuds sous lop2 51 lop3 Torr (16 h B 60” pour les analyses). Les e’vaporations sous 
vide ont 6td conduites dans l’evaporateur rotatif de CRAIGz4). 

Les chromatographies sur papier ont 6t6 faites par la methode ascendante (20-23 cm) sur 
papier SCHLEICHER & SCHUELL 2040 b lave x. Rf, dans le melange methyl6thylcCtone/pyridine/ 
eau (65 : 15 : 20) ; Rf, dans le melange alcool isoamylique/pyridine/eau (35 : 35 : 30) ; Rf, dans le 
melange n-butanol/acide acetiqueleau (70 : 10 : 20). Rfa aprks scission prdliminaire du groupe 
CBO- par sejour de 1 h B 20” dans une solution B 20% de HBr dans l’acide ac6tique glacial, 
6vaporation au vide et reprise dans le solvant de chromatographie (ou d’dectrophortke). 

Les LlectrophorEses suv papier ont Ct6 effectukes dans l’appareil B Clectrophorkse sous haute 
tension et  refroidissement de WIELAND & PFLEIDERER~~) : au pH 1,9 (El$ dans le melange acide 
formique/acide acitiqne/ean (15 : 10 : 75) ; au pH 5,8 (E5,J dans le melange pyridine/acide acgtiquel 
eau (9:1:90). El,9 = 0,8 His, indique qu’& pH 1,9 la substance migre 0,8 fois la distance que 
migre l’histidine. L‘exposant a a la m&me signification que pour les chromatogrammes. 

Les re’vdlations des chromatogrammes et  des phirogrammes ont it6 effectuees par vaporisa- 
tion des rdactifs suivants : solution 0,4% de ninhydrine dans le m6lange sec-butanol/acide ace- 
tiqueleau (89: 1 : 10) (chauffage de 5 min & 100”; fixation par le nitrate de cuivre alcooliqueZ6)) ; 
re‘actif tyrosine-tryptophane de F O L I N ~ ~ ) ,  dilu6 par un volume d’eau (exposition ulterieure B des 
vapeurs de NH, sans sechage prialable); re‘actif de l’histidine de P A U L Y ~ ~ ) ,  prepare B partir de 
sulfanilamide ; re‘actif au chlore-iodure-amidon 29) modifik (exposition B des vapeurs de chlore 
pendant 5 min, s6jour de 20 min dans un dessiccateur au vide de la trompe 2 eau, vaporisation 
sur un cBt6 du chromatogramme d’une solution d’amidon B 1 yo et, aprks 1 min, vaporisation sur 
l’antre cBt6 d’une solution d’iodure de potassium B 1%) ; rkactif a u  bleu de b r o m ~ p h e ’ n o l ~ ~ ) .  

a) Synthbse de la SBr*-oxytocine 
N-CBO-S-Benzyl-L-Cyste‘inyl-L-se’rinate de me‘thyle ( I ) .  On dissout 11,O g (32 mmoles) de 

N-CBO-S-benzyl-L-cystdine e t  4,5 ml (32 mmoles) de triethylamine dans 110 ml de tetrahydrc- 
furanne anhydre. On refroidit B - 10” et sous forte agitation on ajoute, goutte B goutte, 3.1 g 
(34 mmoles) de chloroformiate d’6thyle. Aprk 10 min, on ajoute encore une solution de 4,65 g 
(30 mmoles) de chlorhydrate de L-sCrinate de m6thyle31) e t  de 4,5 ml (32 mmoles) de triithyl- 

z2) Les microanalyses ont B t B  effectuees dans notre Laboratoire microanalytique (Dr. W. 
SCHONIGER). Les spectres U V .  ont 6t6 pris dans notre Laboratoire spectroanalytique (Dr. H. G. 
LEEMANN). 

23) Nous remercions de leur collaboration experimentale dans la preparation des produits 
de depart e t  l’ex6cution des contre-courants, des chromatographies e t  des 6lectrophorkses : Mlle 
M. BUCHMANN et MM. E. FLUCKIGER et  J .  BORKO. 

24) L. C. CRAIG, J .  C. GREGORY & W. HAUSMANN, Anal. Chemistry 22, 1462 (1950). 

z6) TH. WIELAND & E. KAWERAU, Nature 168, 77 (1951). 
27) 0. FOLIN & V. CIOCALTEU, J.  biol. Chemistry 73, 629 (1927). 
2*) R. BLOCK, E.  L. DURRUM & G. ZWEIG, Paper Chromatography and Paper Electro- 

29) H. RYDON & P. SMITH, Nature 169, 922 (1952). 
,O) E. L. DURRUM, J.  Amer. chem. SOC. 72, 2943 (1950); H. G. KUNKEL, S. P. TAYLOR & V. 

31) S. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 41, 1852 (1958). 

TH. WIELAND & G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955). 

phoresis, p. 95, Academic Press, New York 1955. 

DU VIGNEAUD, J.  biol. Chemistry 200, 559 (1953). 
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amine dans 45 ml de chloroforme, e t  agite pendant 4 h 8. 20". On Cvapore 8. sec et redissout dam 
un melange de 200 ml d'acdtate d'Cthyle e t  de 50 ml d'eau. On lave la solution organique par 
H,O,HCl l~ ,NH,OHl~ etNaCl33%,la skche sur du sulfate de sodium,l'Cvapore B sec et redissont 
le rCsidu dans 100 ml d'Cther. Le dipeptide obtenu cristallise apres 12 h B 0'. On filtre, lave avec 
de 1'6ther froid et  de 1'Cther de petrole e t  sixhe sous vide pouss6. On obtient 8,4 g (63%) de 
N-CBO-S-benzylLL-cyst6inyl-L-sCrinate de mCthyle cristallin de F. 111". [a]: = - 29,2" & 0,s" 
(c = 2 ,O;  rnCthano1); - 31" 4 I" {c = 1,s; dimCthylformamide). Rfif = 0,95; Et,g = 1,l Try; 
Et,8 = 0,9 His (rdv6lation par ninhydrine, chlore ; homoghe). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 59,2 H 5,9 0 21,5 N 6,3 S 7,2% 
(4465) Tr. ,, 59,3 ,, 6,3 ,, 21,s ,, 6,O ,, 7,27; 

Par l'emploi de la methode B la dicyclohexyl-carbodiimide, on obtient un produit de m&rnes 
propriCtCs. Cependant le produit brut de synthkse est plus difficile 8. purifier et le rendement 
en produit pur n'atteint que 5796. 

N-CBO-S-Be.lzzyl-L-cysMinyl-L-s~~~~e (11). On dissout 1 0 , O  g (22.4 mmoles) de l'ester pep- 
tidique I dans 50 ml de methanol et 50 ml d'ac6tone et  ajoute 26 ml de NaOH 1~ et  13 ml d'eau. 
On garde la solution homogene 1 h 8. Z O O ,  amhne le pH B 2 par adjonction de 7 ml de H C ~ ~ N ,  
concentre au vide jusqu'h 50 ml, ajoute 20 ml d'eau, triture soigneusement le prdcipiti. qui s'est 
formd, filtre et seche a u  vide. On redissout les 8,76 g de produit brut obtenu dans 30 ml de 
methanol bouillant e t  laisse 12 h 8. - 20". Apr&s filtration et  sdchage, on obtient 7,10 g (74%) 
de N-CBO-S-benzyl-L-cystdinyl-L-sCrine cristalline de F. 178". [a12 = -23,7" 0,5" (c = 1,9; 
methanol); -28,9" & 0,5" (c = 1,s; dimCthylformamide). Rf; = 0,65; E;,g = 1,0 Try; Et,B = 
1,0 Try (re'vdlation par ninhydrine et chlore; homogbne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 58,3 H 5,6 0 22,2 N 6,5 S 7,4% 
(432,5) Tr. ,, 58,O ,, 5,6 ,, 22,3 ,, 6,2 ,, 7,4% 

On obtient Ie m$me produit, mais avec un rendement de 31 % seulement, 8. partir de N-CBO- 
S-benzyl-L-cystkine et  du sel de lithium de la L-sirine par la m6thode 8. l'anhydride mixte32). 

N-CBO-S-BenzyZ-L-cystSinyl-L-sS~yZ-L-isoZeucinate de mdthyle (111). On dissout 4,32 g (10 
mmoles) de I1 et  1,60 g (11 mmoles) de L-isoleucinate de mCthylel3) dans 50 ml d'acdtonitrile, 
refroidit 8. -lo", ajoute 2,58 g (1,25 mmoIe) de dicyclohexyl-carbodiimide et  agite 16 h 8. 20". 
Apres quelques minutes ddj8. la dicyclohexyluree commence B cristalliser e t  le tripeptide form6 
cristallise aussi partiellement. On Bvapore le m6lange 8. sec, reprend dans 50ml de pyridine, agite 
quelques instants, puis filtre. On Cvapore 8. sec, triture avec de 1'6ther de pdtrole jusqu'k ob- 
tention d'un produit pulvgrulent, redissout dans un melange de 50 in1 de n-butanol et 200 ml 
d'ac6tate d'dthyle, lave par HCl 1 N H,O, P\TH,OH 1 N, s k h e  sur du sulfate de sodium ct dvapore 
B sec. On recristallise le r6sidu deux fois dans chaque fois 20 ml de n-butanol bouillant, qui est 
ensuite refroidi 8. 0". On obtient 3,15 g (56%) de N-CBO-S-benzyl-~-cystdinyl-~-s8ryl-~-isoleu- 
cinate de mdthylc cristallisC, de F. 134". [ x ] E  = - 25,2' & 0,s' (c = 1 , O ;  m6thanol); - 18,2" 
& 0,5" (c = 1 , O ;  dirnCthylformamide). Rf; = 0,95; Rf; = 0,90; Rf: T= 0,85; E;,* = 0,s His; 
E;,9 = 1,0 Try (rCvClation par ninhydrine et  chlore; homogkne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 60,l €3 6,7 0 20,O N 7,5 S 5,70/;, 
(559,7) Tr. ,, 59,9 ,, 7,O ,, 19,s ,, 7,5 ,, 5,9% 

N-CBO-S-Benzyl-L-cyste ' inyl-L-s~~yZ-L-isoleucylhyd~a~ide (I B) . On chauffe B reflux une solu- 
tion de 2,24 g (4,O mmoles) de l'ester 111 e t  de 2,s ml d'hydratc d'hydrazine dans 25 ml de rnd- 
thanol pendant 2 h. On laisse pendant 24 h B Z O O ,  filtre, lave par 10 nil de mdthanol, par trois 
fois 10 ml d'Cther e t  par 8 fois 10 ml d'eau. Aprks sechage au vide sur P,05 on obtient 1,46 g 
(65%) de N-CBO-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-se'ryl-~-isoleucylhydrazide cristallin de F. 234". [a]: = 

- 12,6" f 1" (c = 1,O; dirn6thylformamide). Rf& = 0,95; Rf; = 0,90; Rf: = 0,75; E:,9 = 
1,2 Try; E:,* = 0,s His (rdvdlation par ninhydrine, FOLIN et  chlore; cf. 16)). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 57,9 H 6,7 0 17,l N 12,5 S 5,70/, 6qu. 560 
(559,7) Tr. ,, 56,9 ,, 6,8 ,, 17,l ,, 12,7 ,, 5,50,b ,, 556 

32) R. A. BOISSONNAS, Helv. 34, 874 (1951); TH. WIELAND & H. BERNHARD, Liebigs Ann. 
Chem. 572, 190 (1951); J. R. VAUGHAN & R. L. OSATO, J. Amer. chem. SOC. 73,3547, 5553 (1951); 
74, 676 (1952). 
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N-CBO -S - Benzyl  - L- cyste'inyl -L- se'ryl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-uspa~a~inyl-S-benzyl-L-cyst~- 
inyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide ( V ) .  On dissout 672 mg (1,2 mmole) de l'hydrazide IV dans 
10 ml de dim6thylformamide, refroidit k - i", ajoute 1,5 ml de HC14 N, puis 5,O ml de dim6thyl- 
formamide additionnks de 0,26 ml de NaNO, 5 N aqueux refroidis & - 5". On agite 5 min puis 
ajoute 0,84 ml (6,O mmoles) de triCthylamine et 35 ml d'acdtate d'6thyle B - 5". Le chlorhydrate 
de tri6thylamine cristallise. On skche rapidement sur  sulfate de sodium, filtre e t  ajoute 864 mg 
(1,2 mmole) de L-glutaminyl-L-asparaginyl- S-benzyl-~-cystCinyl-~-prolyl-~-leucyl-glycinamide 13). 

On Bvapore l'acdtate d'6thyle au vide & 20" e t  continue B agiter encore 16 h k 20". On concentre 8. 
environ 3 ml & 60" sous vide, ajoute 50 ml d'acCtate d'kthyle, filtre et sbche. On suspend le pro- 
duit brut obtenu (1,41 g) dans 10 ml de mkthanol bouillant, agite 5 min, filtre & chaud, r6pbte 
l'op6ration encore une fois, puis skche au vide. On obtient 563 mg (38%) de N-CBO-S-benzyl- 
~-cystCinyl-~-s6ryl-~-isoleucyl-~-glutaminyl-~-asparaginyl- S-benzyl-L-cystdinyl-L-prolyl-L-leucyl- 
glycinamide de F. 235". [ u ] E  = - 38,2" & 1" (c = 1,O; dim6thylformamide). Rf; = 0,65; R f i  = 
0,60; E:,s = 0,5 Try (r6vBlation par ninhydrine et  chlore; homogkne). 

C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 56,s H 6,6 0 18,O N 13,s S 5,1% 
(1 247,s) Tr. ,, 5 5 3  ,, 6 5  ,, 1 7 3  ,, 13,7 ,, 5 9 %  

Se'vz-oxytocine ( V I ) .  On dissout 125 mg (0,l mmole) de l'amide V dans 100 ml d'ammoniac 
liquide redistill6 sur sodium et, sous agitation, ajoute lentement du sodium jusqu'& apparition 
d'une teinte bleue. Aprbs adjonction de 60 mg de NH,Cl, on 6vapore L sec au vide, reprend par 
100 ml d'acide acdtique 0,02 M, ajuste au pH 7,5 et fait passer un courant d'air jusqu'k r6action 
negative au nitroprussiate. On acidifie 8. pH 4,5, concentre au vide 8. 25 ml, Bquilibre avec du 
sec-butanol et place dans le premier tube d'un appareil & contre-courant. Aprbs 250 transferts 
dans le systbme sec-butanol - acide ac6tique 0,017 M, on determine la courbe de r6partition sur  
des aliquotes33). On obtient un sommet principal de K = 0.21 et  un sommet secondaire de K = 
0,15. Les tubes centraux du sommet principal sont rassembl6s et  leur contenu, concentre au vide. 
Le produit obtenu, qui repr6sente environ la moiti6 de l'azote peptidique mis dans l'appareil, 
est homogbne & la chromatographie (Rf, = 0,48; Rf, = 0,50; Rf, = 0,34) et 8. 1'6lectropho- 
rbse (El,s = 0,89 Try; E,,, = 0,47 His) ,par r6v6lation & la ninhydrine, au bleu de bromoph6nol 
e t  au chlor-iodure-amidon. 

Activit6s biologiques, exprimCes en unit& internationalesZ0) par mg : moins de 0,Ol sur 
l'ut6rus de rat isol6, la pression sanguine du poulet, la pression interne de la glande mammaire 
du lapin, la pression sanguine du rat e t  l'inhibition de la diurhse du rat. 

b) Synthese de la SCr2-His3-oxytocine 
N-CBO-S-Benzyl-L-cyste'inyl-L-se'ryl-L-histidinate de me'thyle ( V I I ) .  A une solution de 4,32 g 

(10 mmoles) de N-CBO-S-benzylLL-cyst&nyl-L-s6rine (11) dans 10 ml de dim6thylformamide on 
ajoute une solution de 1,86 g (11 mmoles) de L-histidinate de m6thyle (fraichement p r B ~ a r 6 ~ ~ )  
& partir de son dichlorhydrate) dans 50 ml d'ac6tonitrile. La solution homogbne est refroidie B 
- 5 O ,  additionnCe de 2,58 g (12,5 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et agit6e 12 h & 20". On 
filtre de la dicyclohexylur6e formCe, Bvapore le filtrat sous vide, e t  triture le r6sidu avec de 
1'8ther de petrole jusqu'k obtention d'un produit pulv6rulent. On filtre, redissout le pr6cipitC 
dans 400 ml d'ac6tate d'6thyle et 100 ml d'eau, s6pare la couche aqueuse, lave par H,O, NH,OH 1 N 

et  NaCl30%, sbche sur sulfate de sodium et  Bvapore k sec. On redissout le rCsidu dans un melange 
de 50 ml d'ac6tate d'6thyle e t  de 20 ml de dioxanne & Cbullition. Aprbs 6 h L 0", 4,94 g de tri- 
peptide cristallisent. Aprbs une seconde recristallisation dans le m&me mBlange, on obtient 
4,40 g (75%) de N-CBO-S-benzyl-L-cyst6inyl-L-s6ryl-L-histidinate de m6thyle cristallin de F. 130". 
[ K ] E  = -8,3" & 0,5" (c = 2,O; dim6thylformamide); -14,5" & 0,5" (c = 2,2; mdthanol). 
Rf& = 0,95; R f i  = 0,85; Rf; = 0,25 (r6v6lation par ninhydrine, PAULY, chlore; homogbne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 57,6 H 5,7 0 19,2 N 12.0 S 5,5% 
(583,6) Tr. ,, 566 ,. 5,s ,, 1 9 5  ,, 12,O ,, 5,4% 

33) 0. H. LOWRY, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR & R. J. RANDALL, J. biol. Chemistry 193, 
265 (1951). 

34) Par dissolution h 0" dans 2 6quivalents de NaOH 1,5 N, saturation par K,C03 anhydre, 
extraction au chloroforme, s6chage de la solution sur Na,S04, Cvaporation au vide et  s6chage 
final au vide. Rendement 95%. 
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iV-CRO-S-Benzyl-L-cyste'inyl-L-sd~yl-L-h~st~dylhydrazide ( V I I I ) .  A une solution de 1,75 g 
(3,O mmoles) de l'ester VII dans 17,5 ml de mithanol, on ajoute 0,50 ml d'hydrate d'hydrazine 
et garde le tout P 20" pendant 3 jours. On filtre e t  lave le pricipitC par 5 ml de mkthanol, 5 ml de 
mdthanol-ither (1:l) et  10 ml d'Cther. Apr&s sCchage sur  P,O, au  vide poussC, on obtient 1,54 g 
(88%) de N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-siryl-L-histidylhydrazide cristallin de F. 229". [or]$ = 

- 7,6" & 0,5" (c = 2,O; dimCthylformamide). Rffi = 0,80; El,9 =1,3 Try, 0,6 His; E5,s = 0,9 His 
(rCvClation par ninhydrine, PAULY, FOLIN, chlore; cf. lG)). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 55,6 H 5,7 0 16,s N 16,s S 5,5% 
(583,7) Tr. ,, 55,8 ,, 6,O ,, 16,9 ,, 16,7 ,, 5.6"/0 

N - C  BO-S- Benzyl-L-cystdin yl-L-sdryl-L-histidyl-L-glutuminyl-L-aspurag~ny~-S-benzyl-~-cystdinyl 
L-pvolyl-L-leucyl-glycinum~de ( I X ) .  On suspend 292 mg (0,5 mmole) de l'hydrazide VIII dans 
2,5 ml de dimCthylformamide, refroidit P - 5", ajoute 0,625 ml de HC1 4 N et agite vigoureuse- 
ment. Aprks dissolution de l'hydrazide, on ajoute en 1 min 2,5 ml de dimithylformamide addi- 
tionnCs de 0,11 ml de NaNO, 5 N ,  Cgalement refroidis P - 5". On agite 5 min P - 5", ajoate 
0.35 ml (2,5 mmoles) de triithylamine, puis 360 mg (0,5 mmole) de L-glutaminyl-L-asparaginyl- 
S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-leucyl-glycinamide~~). Aprhs 2 jours d'agitation P 20" et Cva- 
poration i sec au vide, on triture le rCsidu dans 1'acCtate d'ithyle, puis dans NH,OH 0,2 N, 

filtre, shche sur P,O, au vide et obtient 434 mg de nonapeptide brut. On suspend pendant 10 min 
sous agitation dans 5 ml de methanol bouillant, filtre P chaud, rephte ce lavage P chaud avec 
encore 5 ml de mithanol, filtre, skche au vide et  obtient 247 mg (39%) de N-CEO-S-benzyl-L- 
cystCinyl-L-sCryl-L-histidyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl- S-benzyl - L- cystiinyl- L- prolyl - L- leucyl- 
glycinamide de F. 200". Rf& = 0,65 ; EY,Q = 1,0 Glu (revilation par ninhydrine, PAULY et  chlore ; 
homogkne). 

C5QH78014N14S2 Calc. C 55,7 H 6,2 0 17,6 N 15,4 S 5,0% 
(1271,5) Tr. ,, 55J  ,, 6,4 ,, 173 ,, 153 ,, 5 2 %  

SdrZ-His3-oxytocine ( X ) .  On dissout 127 mg (0,l mmole) de l'amide I X  dans 100 ml d'am- 
moniac liquide redistill6. On traite au sodium, oxyde 8. l'air e t  purifie par contre-courant comme 
pour la SCr2-oxytocine (VI) ci-dessus. 

On obtient un sommet principal de K = 0,05. Ides tubes centraux de ce sommet sont rCunis 
et leur contenu, concentrC au vide. Le produit obtenu reprdsente environ la moiti6 de l'azote 
peptidique de dipart et est homogene P la chromatographie (Rf, = 0,22; RfA = 0,33;  Rf, = 
0 , O j )  et P l'ilectrophorkse (El,g = 1,17 Try; E5,8 = 0,70 His), par rkvilation P la ninhydrine, 
au PAULY, au bleu de bromophCno1 et au chlore-iodure-amidon. 

Activitis biologiques, exprimies en unit& internationaleszO) par mg: moins de 0,Ol sur 
1'utCrus de rat is016 et la pression sanguine du chat; environ 0,03 sur la pression sanguine d u  poulet. 

c) Synthhse de la Hi~~-Ph6~-oxytocine 

N-CBO-S-Benzyl-L-cyst~inyl-L-histidyl-L-phe'nylulan~nate de mdthyle ( X I ) .  A une solution re- 
froidie P - 10" de 3,46 g (10 mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystCine et de 1,40 ml (10 mmoles) 
de triithylamine dans 50 ml de tgtrahydrofuranne anhydre, on ajoute goutte P goutte sous forte 
agitation 0,96 ml (10 mmoles) de chloroformiate d'Cthyle. Aprks 10 min, on ajoute une solution 
de 4,78 g (10 mmoles) de dibromhydrate de L-histidyl-L-phinylalaninate de mCthyle15) e t  de 
3,36 ml (24 mmoles) de triithylamine dans 50 ml de chloroforme et agite 4 h 8. 20". On evapore 
P sec, redissout le rCsidu dans un melange de 200 ml d'acetate d'Cthyle e t  de 50 ml d'eau, lave 
par H,O, NH,OH 1 N, CH,COOH 0, l  N,  NH,OH 1 N, skche et  Cvapore P sec. On recristallise le 
rCsidu dans un melange de 15 ml de mCthano1, 150 ml d'Cther e t  150 ml d'Cther de pCtrole. On 
obtient 4,36 g (68%) de N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-histidyl-L-phCnylalaninate de mCthyle 
cristallisd, ayant, sans prichauffage, un F. 140", suivi de resolidification en un produit de F. 172". 
Si le produit est pr6chanffC en dessous de 140", il fond directement P 172". [a]$ = - 28,6" & 0,5" 
(c = 2,O; mCthanol); [ a ] g  = - 31,8" 0,5" (c = 1,9; dimethylformamide). RftI = 0,80; E";g = 
0,8 His; E;,8 = 0,9 His (rCvClation par ninhydrine, PAULY, chlore; homoghe). 

C,,H,,O,X,S Calc. C 63,4 H 5,s N 10,9 S 5,0% 
(6433) Tr. ,, 63.1 ,, 5,9 ,, 1 1 , O  ,, 4,9% 
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.V-Ct?O-S-Bcnzyl-L-cyste'inyl-L-histidyl-L-phe'nylalanine ( X I I )  . A une solution de 1,29 g 
(2,O mmoles) de l'ester XI dans 20 ml de mCthano1, on ajoute 1,0 ml de NaOH 4 N et  l a k e  1 h 
& 20". On ajoute 1,0 ml de HC14 N et  hapore  i sec 2 35" sous vide, en contrblant qne le pH soit 
2 6-6,5. Le residu est repris dans 10 ml d'acide acetique 0,1 N, tritur6 jusqu'h obtention d'un 
produit cristallin, lavC par l'eau glacBe et  sBch6 au vide snr P,O,. On obtient 990 mg (79%) de 
S-CBO-S-benzyl-L-cystBinyl-L-histidyl-L-phBnylalanine cristalline, de F. 188". [a]$ = - 2,7" 
& 0,5" (c = 1,8: mCthano1); - 20,O" & 0,5" (c = 1,7 :  pyridine). Rf& = 0,55; E';,9 = 0,7 His, 
1.1 Glu; E;,s = 0,6 His (rCv6lation par ninhydrine, PAULY et  chlore; homoghe). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 63,O H 5,6 0 15,3 N 11,l S 5,1% Bqu. 630 
(629,7) Tr. ,, 63,O ,, 6,0 ,, 15,7 ,, 10,7 ,, 5,3% ,, 630 

N-CBO-S-Bcnzyl-L-cyste'inyl-L-histzdyl-L-phe'nylalanylhydrazide ( X I I Z ) .  On chauffe i reflux 
une solution de 1,61 g (2 ,5  mmoles) de l'ester XI dans 20 ml de methanol contenant 2 ml d'hy- 
drate d'hydrazine pendant 4 h. Aprk  12 h i 0" on filtre, lave h l'eau jusqu'i reaction neutre e t  
sbche au vide sur P,O, . On obtient 924 mg (57Oj,) de N-CBO-S-benzyl-L-cyst6inyl-L-histidyl-L- 
phenylalanylhydrazide cristallin de F. 219". [ m ] g  = - 38,5" 0,5" (c = 2,O;  dimdthylforma- 
mide). Rf& = 0,70; E';,9 = 0,8 His; E& = 1,0 His (rBvClation par ninhydrine, PAULY, FOLIN 
et chlore; cf. 1 6 ) ) .  

C,,H,,O,N,S Calc. C 61,6 H 5,s 0 12.4 N l5,2 S 5,0% 
(643,7) Tr. ,, 61.5 ,, 5 , s  ,, 12,2 ,, 14,9 ,, 5,1% 

N -  C BO -S - Benzyl-~-cyst~inyl-~-histidyl-L-phe'nylulunyl-~-~lutominyl-L-asparaginyZ-S-benzyl-L- 
cyste'inyl-L-prolyZ-L-Zeucyl-glycinamide ( X I  V). On dissout 386 mg (0,6 mmole) du tripeptide 
XI1 et  432 mg (0,G mmole) de L-glutaminyl-L-asparaginyl- S-benzyl-L-cystkinyl-L-prolyl-L-leucyl- 
glycinamidel,) dans 2 ml de dimBthylformamide, ajoute une solution de 206 mg (1,O mmole) 
de dicyclohexyl-carbodiimide dissoute dans un melange de 2 ml de pyridine et  de 5 ml d'acC- 
tonitrile, e t  agite 24 h i 20". Aprks 30 min dBj i ,  on obtient nn prCcipitC abondant. Aprks 24 h, 
on ajoute 6 ml de dimCthylformamide, Bvapore la pyridine et  1'acCtonitrile au vide et  obtient 
ainsi une solution du nonapeptide, alors que la dicyclohexylurde reste insoluble. Aprk  8 h 2 
- 20" on filtre, lave le prBcipitB par 2 ml de py-ridine et  concentre le filtrat i 2 ml sous vide h 
60". Par adjonction de 40 ml d'acetate d'ethyle, on prBcipite 578 mg (72%) de nonapeptide brut, 
qui est suspendu sous agitation dans 4 ml de methanol bouillant pendant 10 min. Apres filtration 
on suspend encore une fois dans les m h e s  conditions dans 4 ml de mCthanol bouillant, filtre, 
s k h e  et  obtient 249 mg (31 yo) de IrT-CBO-S-benzyl-L-cyst~inyl-L-histidyl-L-phCnylalany1-L- 
glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-leucyl-glycinam~de de F. 225". [ m ] g  = 

- 51 ,O  5 1" (c = 1 , O ;  dimBthylformamide). Rf$ = 0,70: R f i  = 0,70; E;,g = 1,0 Try; E";s = 

0,5 His (rBv6lation par ninhydrine, PAULY, chlore ; homoghne). 
C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 58,7 H 6,2 0 15,6 N 14,7 S 4.876 

(1331,6) Tr. ,, 57,7 ,, 6, l  ,, 15.6 ,, 14,9 ,, 5,0% 
His2-Phd3-oxytocine ( X V ) .  On dissout 133 mg (0,l mmole) de l'amide XIV dans 100 ml 

d'ammoniac liquide redistill6. On traite au sodium, oxyde h l'air e t  purifie par contre-courant 
comme pour la SCr2-oxytocine (VI) ci-dessus. On obtient un sommet principal de K = 0,16 et  
un sommet secondaire de K = 0,02. Les tubes centraux du  sommet principal sont rCunis e t  leur 
contenu, concentre au vide. Le produit obtenu reprCsente environ la moitie de l'azote pepti- 
dique de dCpart et  est homogene la chromatographie (Rf, = 0,43; Rf, = 0,50; Rfp = 0,32) 
et  8. 1'6lectrophori.se (El,g = 1,03 Try; E6,s = 0,65 His), par rCvClation i la ninhydrine, au 
PAULY, au bleu de bromophCnol et  au chlore-iodure-amidon. 

Activiths biologiques, exprimCes en unites internationalesZ0) par mg: moins de 0,Ol snr la 
pression sanguine du poulet, la pression sanguine du chat e t  dn rat, e t  l'ut6rus de lapin isolC. 

d) Synth6se d e  la Try3-oxy toc ine  
N-CBO-S-Bcnzyl-L-cyste'inyl-L-tyrosyl-L-try~~o~hanate de me'thyle ( X  V I )  . On dissout 5,07 g 

(10,O mmoles) de N-CBO-S-benzyl-~-cysti.inyl-~-tyrosine 13) et 2,40 g (1 1,0 mmoles) de L-trypto- 
phanate de mCthyle3,) (pr6parB partir de son ~hlorhydra te l~)~ , )  selon HILLM.4NN3,) dans un 

35) E. ABDERHALDEN & M. KEMPE, 2. physiol. Chem. 52, 207 (1907) 
G. HILLMANN, Z. Naturforsch. 7, 682 (1946). 
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mdange de 40 ml de pyridine et  de 60 ml d'acktonitrile, refroidit 2 - 5', ajoute 2,58 g (12,s 
mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et  agite 24 h & 20". On filtre, Bvapore & sec, triture le rCsidu 
avec de 1'6ther de petrole jusqu'& obtention d'un produit pulvirulent, redissout dans 200 ml 
d'acitate d'ithyle, lave par HClI N, H,O, NH,OH 1 N, skche et  Cvapore B sec. On obtient 6,94 g 
de tripeptide brut. Celui-ci, aprbs deux recristallisations consCcutives par dissolution dans un  
melange de 25 ml d'acdtate d'ethyle et  de 2 ml de methanol et  adjonction de 50 ml d'Cther, 
donne 5,53 g (78%) de N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-tyrosyl-L-tryptophanate dc mCthyle 
cristallin de F. 110". [ c c ] : ~  = - 20,O" & 0,5" (c = 2,O; mithanol) ; [m]g = - 16,8" f 0,5' (c = 

-2,2; dimkthylformamide). Spectre UV.: lmax 282 mp (log F = 3,88), 274 mp (log E = 3,83), 
290 mplogs = 3,79),dans dimCthylformamide-tributylamine (97: 3). Rf& = 0.95; E:,9 = 0,7 Try; 
E;,* = 1,0 Try (rCvdlation par ninhydrine, FOLIN, PAULY, chlore; homogkne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 66,l H 5,7 0 15,s N 7,9 S 4,53/, 
( 7 0 8 3 )  Tr. ,, 66,O 6,O ,, 1 5 2  ,, 7 5  ,, 4 5 %  

N-CBO-S-Benzyl-L-cyst~~nyl-L-tyvosyl-L-tvyptophane ( X  1111). A une solution de 708 mg 
( 1 , O  mmole) de l'ester XVI dans 2 ml de mCthano1, on ajoute 0,5 ml de NaOH 4 N aqueux et  
garde la solution limpide pendant 1 h & 20". On ajoute 10 ml d'eau, extrait par un peu d'acktate 
d'Cthyle e t  acidifie la phase aqueuse par HC11 N On agite 2 h 2~ O", filtre, essore, dissout le prCci- 
pit6 dans 2 ml de mCthanol et  prCcipite par adjonction de 15 ml d'eau. On filtre, lave i l'ea.u, 
skche au vide snr P,O, e t  KOH et  obtient 481 mg (69%) de N-CBO-S-benzyl-L-cpstCin~-l-L- 
tyrosyl-L-tryptophane cristallin de F. 155". [m]% = - 16,l" 3 1" (c = 1,l; methanol) : - 16,s" 
+ 1" (c = 1 , l ;  dim6thylformamide). Rf& = 0,95; E:,9 = 0,s Try: Et,8 = 1,0 Try (rCv6lation 
par ninhydrine, FOLIN, PAULY et chlore ; hnmogkne) . 

C,sH,,O,N,S Calc. C 65,7 H 5 5  0 16,l N 8,l S 4,60/;, 
(694,8) Tr. ,, 65,7 ,, 5.6 ,, l5,9 ,, 7,9 ,, 4,6?; 

N-CBO-S-Benzyl-L-cyste'inyl-L-tyrosyl-L-tvyptophanylhyd~ai~de (X V I I I )  . On chauffe k reflux, 
sous agitation, 2,82 g (4,O mmoles) de l'ester XVI dans 60 ml de methanol contenant 3,OO In1 
d'hydrate d'hydrazine. L'hydrazide form6 cristallise ddj& aprks quelques minutes. On continue 
le chauffage encore pendant 4 h et  garde le melange encore 12 h & 20". On filtre, lave le prCcipitC 
& l'eau jusqu'& rCaction neutre de l'eau de lavage et  skche au vide sur P,O,. On obtient 2,53 g 
(go"/") de N-CRO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-tyrosyl-L-tr~~ptophanylhydrazide cristallin de F. 232". 
[a]:," = - 22,9" 0,s" (c = 1,7; dim6thylformamide). Spectre UV.: Amax 281 mp (log F = 3.90) 
285 mp (log s = 3,89), dans dimCthylformamide-tributylamine (97: 3). Rf& = 0,95; E:,9 = 1.1 
Try; Ez,, L 1,0 Try (rCvClation par ninhydrine, FOLIN, PAULY, chlore, cf. '"). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 64,4 H 5.7 0 13,5 p\T 11,9 S 431; 
(708,8) Tr. ,, 64,s ,, 5,2 ,, 13,7 ,, 11,7 ,, 4,90,; 

iV- C B O  -S - Benzy l -L-cys tBiny l -L- tyvosy l -L- t~yp~ophanyl -~-~l~tana~nyl -L-aspa~a~~nyl  -S - beniyl-L- 
cyste'inyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide ( X I X )  On dissout 1,42 g (2,O mmoles) de l'hydrazide XVII  I 
dans un  m6lange de 8 ml de dim6thylformamide. 8 ml d'isopropanol et  1,3 ml de HC1 6 N ,  re- 
froidi & - 5". Sous forte agitation, on introduit encore 0,88 ml de NaNO, 2,s M, agite encore 5 min 
& - 5", puis ajoute 10 ml dc NaHCO, 1 M et  32 ml d'eau 5 0". L'azide forme pricipite sous la. 
forme d'une huile trks visqueuse que l'on extrait par trois portions de 25 ml d'acCtate d'6thyle 
i 0". On lave la solution organique par H,O et  NaCl 30y/, , skche rapidement sur Xa,SO,, filtre 
et  ajoute 1,44 g (2,O mmoles) de L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystCinyl~L-proly1-L- 
leucyl-glycinamide13) dissous dans 26 ml de dimithylformamide. On Cvapore l'acCtate d'dthyle 
a u  vide & 15", agite la solution restante 36 h & 20", concentre i 3 ml et  precipite par l'acbtate 
d'kthyle. On lave 10 min par suspension dans 20 ml de methanol bouillant, filtre & chaud, lave 
une seconde fois dans les m&mes conditions, filtre et  si.che au vide. On obtient 1,46 g (5276) de 
N-CBO-S - benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosyl-L-tryptophanyl- L-glutaminyl - L- asparaginyl - S - benzyl-L- 
cystCiny1-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 220". [XI: = - 42,O" 1" (c = 1 , O ;  dimethyl- 
formamide). Rf; = 0,95; R f i  = 0,75; Rf: = 0,80; = 0,4 Try (rCvClation par ninhydrine, 
FOLIN, PAULY, chlore; homogkne). Spectre UV.: 1.,,,, 283 mp (log F = 3,91), 291 mp (logs = 

3,81), dans dimCthylformamide-tributylamine (97 : 3). 

C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 60,2 H 6.1 0 16,0 X 12.8 S 4,6% 
(1 396,6) Tr. ,, 58,9 ,, 6,2 ,, 16.3 ,, 12,8 ,, 4,5% 
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Tvy3-oxytocine ( X X ) .  On dissout 140 mg (0,l mmole) de l’amide XIX dans 100 ml d’am- 
moniac redistill6. On traite au sodium, oxyde B l’air et  pnrifie par contre-courant comme pour 
la SCr2-oxytocine (VI) ci-dessus. On obtient un sommet principal de K = 0,54 et  un sommct 
secondaire de K = 0,19. Le contenu des tubes centraux dv. sommet principal est rCuni et  con- 
centre au vide. I,e produit obtenu contient environ la moiti6 de l’azote peptidique de dCpart e t  
est homogene L la chromatographie (Rf, = 0,62; RfA = 0.62; Rf, = 0,24) et  B 1’6lectrophori.sc 
(El,Q = 0,63 Try; E5,s = 0,42 His), par rCv6lation & la ninhydrine, au FOLIN, au PAULY, au hleu 
de bromophinol et  au chlore-iodure-amidon. 

ActivitCs biologiques, exprim6es en unites internationalesZ0) par mg: utCrus isolC de rat 
0,04 & 0,01; pression sanguine du poulet, env. 0 , l ;  pression interne de la glande mammaire 
du lapin 0.10 0,06; ICger effet depressorique sur la pression sanguine du rat et  du chat. 

e) Synthese de la S6r2-Lyss-oxytocine (SCr2-11eu3-Lyss-vasopressine) 
AT- CBO-S - Benzyl-L-cystiinyl-L-se‘ryl- L- isoleucyl -L- glutanzinyl-L-asparaginyl-S-benzyl-~-c~ ;ti- 

inyl-L-p~olyl-&-N-tosyl-L-lysyl-glycinunz~de ( X X I ) .  On dissout 672 mg (1,2 mmole) de N-CBO-S- 
benzyl-L-cyst6inyl-L-s6ryl-L-isoleucylhydrazide (11‘) dans 10 ml de dim6thylformamide, refroidit 
B - 5”, ajoute 1,5 ml de HC1 4 N, puis 6,0 ml de dim6thylformamide additionnkes de 0,26 ml de 
NaNO, 5 M aqueux et  Bgalement refroidis & - 5”. On agite 5 min puis ajoute 0,84 ml (6,O mmoles) 
de triithylamine et  35 ml d’acetate d’dthyle B - 5”. Le chlorhydrate de tri6thylamine cristallise. 
On s k h e  rapidement sur du sulfate de sodium, filtre e t  ajoute 1,07 g (1,2 mmole) de L-glut- 
aminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-prolyl-~-~-tosyl-~-lysyl-glycinamide1o). On met la 
solution obtenue sur un Cvaporateur rotatif pendant 6 h B 20” pour Cvaporer l’acktate d’itliyle, 
e t  on agite encore 48 h & 20’. On concentre au vide jusqu’k 3 ml et  prCcipite le nonapeptide brat  
par adjonction de 50 ml d’acCtate d’6thyle. On obtient 1,68 g (99%) de produit brut, que l’on 
suspend avec agitation dans 10 ml de methanol bouillant, filtre k chaud; on r6pkte le lavage dans 
les m&mes conditions, e t  s k h e  an vide pousse. On obtient 531 mg (31%) de N-CBO-S-benzj-1-L- 
cystdinyl-L-sCryl-L-isoleuc yl- L-glu taminyl-L-asparaginyl - S - benzyl-L-cys teinyl-L-prolyl-E-N-tos yl- 
L-lysyl-glycinamide de F. 214”. [or]: = -35” & 2” (c = 1,l; dimCthylformamide). Rffi = 0.65; 
Rf, = 0,60; E:,Q = 0,5 Try (rCv6lation par ninhydrine, chlore; homogene). 

C,,HsQOl,N1,S, Calc. C 56,O H 6,3 0 18,l N 12,8 S 6,8% 
(1416,7) Tr. ,, 542 ,, 6,4 ,, 18,4 ,, 12,5 ,, 6,876 

Siv2-Lyss-oxytocine (S i~2-I leu3-Lyss-vaso~vess ine)  ( X X I I ) .  On dissout 142 mg (0,l mmolc) 
de l’amide XXI  dans 100 ml d’ammoniac redistill6 sur sodium et, sous agitation, ajoute lente- 
ment du sodium jusqu’k apparition d’une teinte bleue. Aprks adjonction de 70 mg de NH,Cl, 
on Cvapore B sec au vide, reprend par 100 ml d’acide ac6tique 0,02 M, ajuste au pH 8,0 et fait 
passer un courant d’air jusqu’k rCaction negative au nitroprussiate. On acidifie au pH 4,5, con- 
centre au vide & 25 ml, ajoute 400 mg d’acide p-toluhesulfonique, Cquilibre avec du sec-bntanol 
e t  place dans le premier tube d’un appareil B contre-courant. Aprks 250 transferts dans le systkme 
sec-butanol- acide p-toluhesulfonique 0,08 M, on determine la courbe de rCpartition sur  des 
a l i q ~ o t e s ~ ~ ) .  On obtient un sommet principal de K = 0,49. Le contenu des tubes centraux de 
ce sommet est rCuni, pass6 sur rCsine I R A - ~ ? I ~ ~ )  et  concentre au vide. Le produit obtenu, q u i  
reprCsente plus de la moiti6 de l’azote peptidique de depart, est homogene & la chromatographie 
(RfM = 0,05; RfA = 0,25; Rfp = 0,07) et &l’Clectrophorkse (El,9 = 1,14 Try: E5,8 = 0,93 His), par 
r6vClation B la ninhydrine, au bleu de bromophenol et  au chlore-iodure-amidon. 

Activitds biologiques, cxprim6es en unites internationalesZ0) par mg : utCrus de rat  isold, 
pression sanguine du poulet, moins de 0,01; pression interne de la glande mammaire du lapin, 
env. 0.01; inhibition de la diurese du rat, env. 0,06; pression sanguine dn rat, env. 0,l. 

f) Synthese de la SCrz-His3-Lyss-oxytocine (S~r2-His3-Lys~-vasopressine) 
N- CBO -S -3enzyl -L-cystiinyl- L- sl‘vyl-L-histidyl- L-glutarninyl-L-aspavaginyl -S- beuuyl-L-cystr‘- 

inyl-L-prolyl-&-iL’-tosyl-L-lysyl-glycanurn~de ( X X I I I ) .  A une suspension cle 846 mg (1,45 mmole) de 
N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-sCryl-L-histidylhydrazide (VIII) dam 7,25 ml de dimkthylform- 
amide rcfroidi i - 5”, on ajoute 1,81 ml de HC1 4 N, agite jusqu’k dissolution totale e t  ajoute 

37) ROHM & HAAS Co., Philadelphia, USA. 
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encore 7,251 ml de dimCthylformamide additionnes de 0,32 ml de NaTSO, 5 M, Cgalement refroidis 
k - 5". Aprbs 5 min d'agitation, on ajoute 1,01 ml (7,25 mmoles) de triethylamine, puis 1,29 g 
(1 ,45 mmole) de ~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benz~~l-~-cystCinyl-~-prolyl-~-N-tosyl-~-lysyl-gly- 
cinamidelO), Cvapore sous vide pendant 5 h 8. 0" pour enlever l'eau et  garde 48 h 8. 0". On con- 
centre 8. environ 3 ml au vide k 60", triture avec de 1'acCtate d'Cthyle, puis avec du NH,OH 
0,2 N, centrifuge et  s k h e  le prdcipitd au vide. Le nonapeptide brut (1,75 g) est suspendu pendant 
5 min dans 15 ml de methanol bouillant. On filtrc 8. chaud, suspend dans 15 ml de mCthanol 
bouillant, filtre e t  shche au vide. On obtient 1.00 g (48 ) de N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L- 
sCryl - L-histidyl -L-glutaminyl-L-asparaginyl - S - benzyl-L-c tCinyl-L-prolyl-c-N- tosyl-L-lysyl-gly- 
cinamitle de F. 190". [ct]g = -36,9" 1" (c = 1 , O ;  dimCthylformamide). Rf& = O,75; E:,, = 
1,0 His; E";8 = 0,6 Try (rCv6lation par ninhydrine, PAULY, chlore; homoghne). 

C,,H8,01,N,,S, Calc. C 55,O H 5,9 0 17,9 N 14,6 S 6,70/6 
(1440,7) Tr. ,, 55,4 ,, 6 2  ,, 1 8 3  ,, 1 4 2  ,, 6 7 %  

Se'r2-His3-Lyss-oxytocine (Se'v2-Hzs3-Lyss-vaso;hressine) ( X X I V ) .  On dissout 144 mg (0,l 
mmole) de l'amide XXIII dans 100 ml d'ammoniac liquide redistillk. On traite au sodium, oxyde 
& l'air, purifie par contre-courant et  passe sur resine comme pour la Sdr2-Lysa-oxytocine (XXII) 
ci-dcssus. Le produit obtenu 8. partir du  sommet principal (K = 0.34) reprksente plus de la moitiC 
de i'azote peptidique de depart et  est homoghe 8. la chromatographie (Rf, = 0,02; RfA = 0,07; 
Rf, = 0,Ol) et  8. 1'Clectrophorhse sur papier (El,9 = 1,55 Try; E5,8 = 1 , O O  His), par r6vClation 
k la ninhydrine, au PAULY, au blen de bromophknol e t  au chlore-iodure-amidon. 

XctivitCs biologiques, exprimCes en unitds internationales20) par mg: pression sanguine du  
chat 0,04; pression sanguine du rat  e t  pression sanguine du poulet, moins de 0,02; utCrus de rat  
isole, moins de 0,01. 

g) Synthbse de la His2-SCr3-Lys8-oxytocine (His2-SCr3-Lyss-vasopressine) 
9-CBO-S-Benzyl-L-cyste'inyl-L-histidinate de me'thyle ( X X V ) .  A une solution de 17,25 g 

(50 mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystkine et  de 7,OO ml (50 mmoles) de triethylamine dans 
250 ml de tetrahydrofuranne, on ajoute goutte k goutte 8. - 10" 4,9 ml (SO mmoles) de chloro- 
formiate d'Cthyle. On agite 10 min, puis ajoute une solution de 12,2 g (50 mmoles) de dichlor- 
hydrate d'histidinate de mdthyle e t  de 14,O ml (100 mmoles) de trikthylamine dans 250 ml de 
chloroforme. On agite 4 h 8. Z O O ,  Cvapore k sec au vide, redissout le risidu dans 1000 ml d'acitate 
d'bthyle, lave cette solution par H,O, XH,OH 1 N et  NaC1 30%, shche sur sulfate de sodium, 
filtre et  Cvapore 8. sec au vide. On dissout le rCsidu dans 150 ml de mdthanol chaud, ajoute 
500 ml d'6ther et garde pendant 16 h k - 20". On filtre, shche le prbcipitd au vide et  obtient ainsi 
10,77 g d'ester dipeptidique cristallin de F. 144". Le filtrat est Cvapor6 8. sec et  le rdsidu, cristallise 
dans leinithanol par addition d'dthercomme ci-dessus. On obtient une deuxihme fractionde 5,20 g de 
F. 144" Cgalement, soit un total de 15,97 g (64%) de ~-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-histidinate 
de m6thyle. [a]:: = - 32,2" 0,s" (c = 1.9; methanol) ; - 36,s" & 0,s" (c = 2,O; dimethyl- 
formamide). Rf,$ = 0,80; ET,g = 0,8 His; E& = 1,2 His (rivblation par ninhydrine, PAULY, 
chlore ; homoghne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 60,s H 5,7 0 l h , l  N 11,3 S 6,4Y0 
(496,6) Tr. ,, 60,7 ,, 6.0 ,, 162 ,, 11,O ,, 6,776 

N-CBO-S-Benzyl-L-cyste'inyl-L-Aistidine ( X X  V I ) .  A une solution refroidie k - 5" de 13.8 g 
(40 mmoles) de N-CKO-S-benzyl-L-cystCine e t  de 5,60 ml (40 mmoles) de tridthylamine dans 
200 ml de tCtrahydrofuranne, on ajoute 3,84 ml (40 mmoles) de chloroformiate d'Cthyle sous 
forte agitation. Aprk  10 min, on ajoute 10,s g (50 mmoles) de L-histidine, HCl,H,O dissous dans 
06,O ml de NaOH 1 N .  On agite 1 h k pH 7, ajoute 48,O ml de HC1 1 N, concentre sous vide jusqu'8. 
100 ml e t  extrait par trois portions de 100 ml de n-hutanol. Le n-butanol est lave par 100 ml 
d'eau e t  Cvapord 8. sec. On triture le rCsidu avec de 1'Cther e t  le cristallise par dissolution dans 
30 ml de methanol bouillant, puis refroidissement. On obtient ainsi 9 2 4  g (480/:) de N-CRO-S- 
t)enzyl-L-cystCinyl-L-histidine cristalline, de F. 152". [z]E = - 29,8" & 0,s" (c = 2 , l ;  dimethyl- 
formamide) ; - 27,2" & 0,s" (c = 2,3; HC12 N - methanol (1 : 1)) ; - 27,s & 0,5" (c = 2 , O ;  pyri- 
dine). Rf; = 0,35; E"ig = 0,7 His; = 0,7 His (rCvClation par ninhydrine, PAULY e t  chlore; 

ho1nog6ne). C,,H,,O,S,S Calc. C 59,X H 5,4 0 16,6 N 11,6 S 6,6% 
(482,5) Tr. ,, S9,3 ,, 5,3 ,, 1 6 5  ,, 113 ,, 6,8q/, 
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Par saponification du  N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-histidinate de mdthyle (XXV) on ob- 
tient le mCme produit. Cependant, le rendement est 1Cgi.rement plus faible e t  la purification plus 
difficile. 

N-CBO-S-Benzyl-L-cyste‘znyl-L-h~stidyl-L-sCy~nate de nze‘thyle ( X X  V I I ) .  A une solution cle 
965 mg (2,O mmoles) du dipeptide XXVI, de 342 mg (2,2 mmoles) de chlorhydrate de 
L-sdrinate de mCthyle3l) et de 0,294 ml (2,l mmoles) de triCthylamine dans 5 ml de pyridine re- 
froidie % - 5”, on ajoute une solution, Cgalement refroidie & - 5”, de 515 mg (2,5 mmoles) de 
dicyclohexyl-carbodiimide dans 10 ml d’acktonitrile. On agite la solution obtenue pendant 12 h 
& Z O O ,  filtre e t  Cvapore le filtrat ii sec sous vide. Le rdsidu huileux est triturC avec de l’dther de 
petrole jusqu’8. obtention d’un produit pulverulent. On filtre, redissout le solide dans un mClange 
de 60 ml d’acCtate d’Cthyle et de 10 ml de n-butanol, lave par H,O, NaCl 30:6, NH,OH~N. 
H,O, et skche sur sulfate de sodium. Aprk Cvaporation 8. sec, le residu huileux est redissous dans 
5 ml de n-butanol et additionnC de 30 nil d’dther. La solution se trouble e t  un prCcipitd huileux 
se forme, qui cristallise aprBs 12 h B. 20”. On filtre, lave B. l’Cther, pnis & 1’Cther de pCtrole, e t  
skche sous vide poussC. On obtient 812 mg (71 76) de N-CRO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-histidyl-i-- 
sCrinate de methyle cristallin de F. 97”. Rfit = 0,70; E;,g = 0,8 His (rdvilation par ninhydrine, 
PAULY, chlore ; homogkne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 57,6 H 5,7 0 19,2 X 12,O S 5,5% 
(583,6) Tr. ,, 57,6 ,, 6,O ,, 18,4 ,, 12,O ,, 5,4% 

~ ~ ‘ - C ~ O - . S - B e n z y l - L - c y s t e ‘ i n y l - ~ - h ~ s t i d ~ ~ l - ~ - s ~ ~ y l l ~ y ~ ~ a ~ ~ ~ e  ( X X V I I I ) .  On dissout 760 mg 
(1.3 mmole) de l’ester XXVII dans 7,5 ml de methanol bouillant, ajoute 0,22 ml d’hydrate 
d’hydrazine et  garde 4 jours 20”. On filtre e t  lave le prCcipitC par 5 ml de methanol, 5 ml de 
m6thanol-8ther (1 : 1) et  15 ml d’Cther. Aprks sCchage au  vide sur P,O,, on obtient 415 mg (55%)  
de N-CBO-S-benzyl-L-cystdinyl-i.-histidyl-L-sCrylhydrazide cristallin de 1‘. 180”. Rfk = 0.80 ; 
E::9 = 0,9 His (rCv6lation par ninhydrine, FOLIN, PAULY, chlore; cf. 16)). 

C,iH330,P\TiS Calc. C 55,6 H 5,7 0 16,5 N 16,8 S 5,57b 
(583,7) ,, +‘/,H,O ,, 54,s 5,s ,, 17,5 ,, 16,6 ,, 5,4yn 

Tr. 55,O , I  5,7 ,, 17,1 ,, 1 6 3  ,, 5,40/, 
N-C B O - . S - B e n z y l - ~ . - c ~ s t e ‘ ~ ~ y l - ~ - h i s t ~ d y l - ~ ~ - s ~ ~ ~ l - ~ - ~ l u t u ~ ~ i ~ ~ ~ ~ l - ~ - u s p ~ ~ ~ u ~ ~ n ~ ~ - . S - b e ~ ~ z y l - ~ - c y s t ~ i ~ a ~ ~ l -  

L-proly l -~-N- tosy l -L- lysy l -~ lyc~nu~zde  ( X X I X ) .  On suspend 362 mg (0,62 mmole) de I’hydrazide 
XXVIIl dans 3,l ml de dimCthylformamide, refroidit % - 5’ ,  ajoute sous agitation 0,775 ml de 
HC14 N et, aprBs dissolution de l’hydrazide, 3 , l  ml de dimCthylformamide additionnds de 0,14 ml 
cle NaNO, 5 M aqueux et  refroidis % - 5”. AprBs avoir agitC 5 min & - 5’, on ajoute 0,434 ml 
(3.1 mmoles) de triCthylamine, puis 551 mg (0,62 mmole) de L-glutaminyl-L-asparaginyl-S- 
benzyl-~-cystCinyl-~-prolyl-&-~-tosyl-~-lysyl-glycii~amide1~) , On Climine l’eau par dvaporation 
de 5 h au vide 8. O”, laisse reposer encore 48 h & O’, pnis concentre 8. 2 ml au vide & 60” et  prC- 
cipite & l’acCtate d’Cthyle. On triture le prtcipit6 avec de I’acCtate d’Cthyle et avec NH,OH 0,2 i ~ ,  

centrifuge et sitche le prdcipitd. On obtient 655 mg de nonapeptide brut, que l’on suspend 5 min 
dans 5 ml de mCthanol bouillant. On filtre % chaud, suspend ii nouveau dans 5 ml de mdthanol 
bouillant, filtre et seche au vide poussd. On obtient 252 mg (280/”) de N-CRO-S-benzyl-L-cj.std- 
inyl-L-histidyl-L-sCryl-L-glutaminyl-r-asparaginyl- S-benz~l-L-cystCinq1-L-prolyl-e-N- tosyl-L-lysyl 
glycinamide de F. 184”. Rfs = 0,65; E;,g = 1.0 Try; Eg,s = 0 , 5  His (r6vClation par ninhydrine, 
PAIJLY, chlore; homogkne). 

C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 55,O H 5,9 0 17,9 N 14,G S 6,70/, 
(1440,7) Tr. ,, 55,O ,, 6,0 ,, 18,h ,, 14,5 ,, 6,7% 

His2-SCv3-Lysa-oxytocilze (HisZ-SCr3-Lyss-vasopress~ne) ( X X X ) .  On dissout 144 mg (0,l 
mmole) de l’amide XXIX dans 100 ml d’ammoniac liquide redistillC. On traite au sodium, oxyde 
% l’air, purifie par contre-courant e t  passe sur resine comme pour la S6r2-Lyss-oxytocine (XXII) 
ci-dessus. Le produit obtenu % partir du sommet principal (K = 0,33) reprksente plus de la moitii 
de l’azote peptidique de ddpart et est homogene B la chromatographie (Rf,, = 0,Ol; RfA = 0.07 ; 
Rf - 0 , O l )  e t  & 1’ClectrophorBse (El,9 = 1,58 Try; E5,* = 1,OO His), par rivelation % la nin- 
hydrine, au PAULY, a u  bleu de bromophenol et au chlore-iodure-amidon. 

Activites biologiques, exprimees en unites internationales20) par mg: moins de 0,Ol sur la 
pression sanguine du  chat, l’uterus de rat isold et la pression interne de la glande mammaire du 
lapin. 

p r  
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h) Synthkse de la HisZ-PhC3-Lyss-oxytocine (His2-LysE-vasopressine) 
AJ- C B O  -S - R e n z y l - ~ - c y s t d i n y l - r - h i s t ~ d y l - ~ - ~ h 8 n , v l u l a n ~ l - ~ - ~ l u t a m i n ~ l - ~ - u s p u ~ u ~ i ~ a y l - . S - ~ e n z y l - ~ -  

cyst8i~zyZ-~-prolyl-E-R'- tosy2-~-Zysyl-~Zycina~~ide ( X X X I ) .  On dissout 378 mg (0,60 mmole) de N- 
CBO-S-benzyl-L-cyst6inyl-L-histidyl-L-plienylalanine (XII) e t  533 mg (0,60 mmole) de L-glut- 
amiayl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-prolyl-~-T-tosyl-~-lysyl-glycinamide'~) dans 2 ml de 
dim@thylformamide. On ajoute 206 mg ( 1 , O  mmole) de dicyclohexyl-carbodiimide dissous dans 
5 ml d'ac6tonitrde et  2 ml de pyridine et  agite 24 h S. 20". La dicyclohexylurCe commence ?i prB- 
cipiter a p r b  quelques minutes et  le nonapeptide formd, aprbs une heure environ. On ajoute encore 
8 ml de dimi.thylformamide, agite quelques heures, &mine la pyridine et  l'acetonitrile au vide, 
garde 8 h B. - 20", filtre, lave le prCcipitC par 2 ml de pyridine, concentre le filtrat & 2 ml au vide 
& 60" et  ajoute 40 ml d'ac6tatc d'6thyle. Aprhs filtration et  sCchage, on obtient 754 mg de nona- 
peptide brut. On suspend dans 5 ml de methanol bouillant pendant 5 min, filtre S. chaud, suspend 
dans encore 5 ml de mCthanol bouillant pendant 5 min, filtre S. chaud et  shche ail vide. On ohtient 
306 nig (340,;) de N-CRO-S-benzyl-~-cystCinyl-~-histidyl-~-phCnylalanyl-~-glutaminyl-~-aspara- 
gin~~l-S-benzyl-~-cystBinyl-~-proly1-~-P\'-tosyl-~-lysyl-glycinamide de F. 200'. [ ~ ] b 9  = - 42,O" f 1' 
(c = 1 , O ;  dimCthylformamide). R f i  = 0,70; Rft  := 0,75; = 1,0 Try; E:,8 = 1,5 Try (rBvdla- 
tion par ninhydrine, PAULY, chlore; homoghe). 

C,,H8,0,,N1,S, Calc. C 57,5 H 6 , O  0 16,O ;"r 14,O S 6,40,:, 
(1500,B) Tr. ,, 57,O ,. 6,2 ,, 1 6 , O  ,, 13,7 ,, 6,574;, 

H i ~ ~ - I - ' h t ~ - L y s - ~ - o x y t o c i n e  (His2-Lys8-vusopressine) ( X X X I I ) .  On dissout 150 mg (0,l mmole) 
de l'amide XXXI dans 100 ml d'ammoniac liquide redistillC. On traite a u  sodium, oxyde B l'air, 
purifie par contre-courant et  passe sur resine conime pour la SBr2-Lyss-oxytocine (XXII) ci- 
dessus. Le produit obtenu S. partir du sommet principal (K = 0,53) repr6sente plus de la moitiB 
de l'azote peptidique de depart et  est homogbne S. la chromatographie (l<fhl = 0,16; KfA = 0,25; 
Rf, = 0,05) e t  S. l'ilectrophorhse (Et,9 = 1,51 Try; E";s = 1 , O O  His), par r6v6lation S. la nin- 
hydrine, au PAULY, au bleu de bromophhol e t  a u  chlore-iodure-amidon. 

XctivitCs biologiques, exprim6es en unit6s internationalesZ0) par mg : ut6rus isold de lapin, 
pression interne de la glande mammaire du lapin, pression sanguine du coq et  pression sanguine 
du rat, moins de 0,01: pression sanguine du chat, env. 0,08. 

i) SynthBse de la SCr3-Lyss-oxytocine (SCr3-Lyss-vasopressine) 
~~-CBO-S-Benzyl-L-cystdinyl-L-tyuosyl-L-st~~n(~te  de mdthyle ( X X X I I I ) .  On dissout 5,08 g 

( 1 0 , O  mmoles) de K-CBO-S-benzyl-~-cystCinyl-~-tyrosine'~) et  1,19 g (10,O mmoles) de L-sCrinate 
de mBthyle (pr6parB f r a i ~ h e m e n t ~ ~ )  & partir de son ~hlorhydrate~l))  dans 20 ml de pyridine, 
refroidit B - 5" et  ajoute une solution Bgalement refroidie ?i - 5" de 2,52 g (12,5 mmoles) de 
dicyclohexyl-carbodiimide dans 60 ml d'acCtonitrile, agite 1 2  h B. Z O O ,  filtre e t  6vapore le filtrat 
S. sec. Aprfis trituration rdpdtCe avec de 1'6ther de pCtrole, on dissout le rBsidu dans 200 ml d'acC- 
tate d'Cthyle, lave par HCl  1 N, H,O, NH,OH 1 N, shche sur du sulfate de sodium et Bvapore S. 
sec. On rcprend le rCsidu dans 100 ml d'acCtate d'Cthyle bouillant (dissolution incomplkte !), 
refroidit B 0" et  filtre. On obtient 2,30 g de N-C BO-S-benzyl-L-cystCiny1-L-tyrosyl-L-s6rinate de 
mBtliyle cristallin de F. 186". Le filtrat est concentre B 30 ml et  g a d 6  1 2  h B 0'. Par filtration, 
on obtient 2,13 g de produit impur de I;. 130-150" qui, aprbs suspension dans 8 ml d'acetate 
d'dthyle bouillant et  repos de 12 h 5 0-, donnent encore 1,57 g de tripeptide cristallin de F. 186", 
soit nn total de 3,87 g (64%). [m]; = - 26,9" & 0,5" (c = 1,s; m6thanol) : - 24,O" + 0,5" (c = 

1,s; dimCthy1formamide). Kfg = 0,95; Et,9 = 0,9 Try; E;,* = 0,7 His (rBvClation par ninhydrine, 
FOLIN, PAGLY, chlore; homogbne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 61,l H 5,8 0 21,O N 6,9 S .5,2'j;, 
(609,7) Tr. ,, 6 1 3  ,, 5 3  ,, 20,8 ,, 7 2  ,, 5,29,, 

N-CI~O-S-Henzy l -L-cys td~~ayl -L- ty~osy l -L-s~~ylhyd~~az~de  ( X X X I  V ) .  On porte & tbullition une 
solution de 1,83 g (3.0 mmoles) de l'ester X X S I I I  dans 18 ml de methanol contenant 1,s ml 

38) Une solution du chlorhydrate dans le chloroformc est additionnee d'un Cquivalent de 
tri6thylamine. Le chlorhydrate de triethylamine est pr6cipit6 par addition d'6ther e t  le filtrat 
est Cvapork S. sec sous pression r6duite. L'huile restante contient la totalit6 de l'ester sous forme 
libre, avec encore des traces de cblorhydrate de triethylamine 
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d'hydrate d'hydrazine, puis laisse refroidir B 20". Aprits 3 jours on filtre, la\-e le prCcipit6 i l'eau 
jusqu'k rCaction neutre du filtrat et  skche sur P,O,. On obtient l ,56 g (85%) de N-CBO-S-benzyl- 
L-cystkinyl-L-tyrosyl-L-skrylhydrazide cristallin de E'. 270" en\-. [ c c ] ~  = - 28.4" 4 0,5" (c = 1,7; 
dimCthylformamide). Rf,$ = 0,95; Rf? = 0 ,80 ;  E;,g = 0,7 His; E& = 0,7 His (r6v6lation par 
ninhydrine, PAULY, FOLIN, chlore; cf.l"). Insoluble dans les solvants organiques sauf la dime'thyl- 

formamide. C,,H,,O,N,S Calc. C 59,l H 5'8 0 18,4 S l1,5 S 5,3% 
(609,7) Tr. ,, 59,3 ,, 5,7 ,, 18,4 ,, 11J ,, 5,5% 

N - C  B O - S -  Benzyl-L-cystdinyl-L-tyYosyl-L-sdvyl-L-glutaminyl-L-aspu~a~~nyl -S- benzyl-L-cystdinyl- 
~-prolyl-e-~~-tosyl-L-lysyl-glycinamide ( X X X V )  . On dissout 1,22 g (2,O mmoles) de l'hydrazide 
XXXIV dans 10 ml de dimCthylformamide, refroidit & - 5", ajoute 2,5 ml de HC1 4 N, puis 
10 ml de dim6thylformamide additionn6s de 0,50 ml de NaNO, 5 M aqueux et  6galement re- 
froidis & - 5". On agite 5 min et  ajoute 1,4 ml (10 mmoles) de trikthylamine et  20 ml d'acdtate 
d'Cthyle refroidis & - 5". La majeure partie du chlorhydrate de trikthylamine cristallise, mais 
l'azide tripeptidique reste en solution. On skche rapidement sur sulfate de sodium, filtre, ajoute 
1,78 g (2,O mmoles) de L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-c~stCinyl-L-prol~~l-e-~-tosyl-L- 
l~syl-glycinamidelO), Cvapore l'acdtate d'dthyle sous vide & 0". agite 36 h B 20" et  concentre i 
5 ml sous vide B 60". On prkcipite le nonapeptide brut par adjonction de 100 ml d'Cther sec, 
filtre, triture le prCcipit6 dans NH,OH 0,2 N,  filtre, lave, essore, tritiire dans 10 ml de mCthanol, 
filtre et  sbche. Le produit n'6tant pas encore assez pur, on l'agite 5 min dans 10 ml de m6thanol 
bouillant, filtre & chaud, r6pPte ce traitement encore une fois e t  sPche sous vide poussC. On ob- 
tient 937 mg (32 yo) de K-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-tyrosyl-L-sdryl-L-glutaminyl-L-aspara- 
ginyl-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-prolyl-~-~-tosyl-~-lysyl-glycinamide de F. 196". [a:: = - 35,7" f 
1 ' (c = 1 , O ;  dim6thylformamide). Kf$ = 0,85; R f j  = 0,75; Rfg = 0,60; E;,9 = 0,5 Try (r6v6- 
lation par ninhydrine, FOLIN, PAULY, chlore; homogkne). 

C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 56,5 H 6,0 0 18,s K 12,4 S 6,60, 
(1466,7) Tr. ,, 55,6 ,, 6,2 ,, 18,5 ,, 12,2 ,, 6,776 

Sdr3-Lys8-oxytocine (Sd~~-Lys*-z~asopvessine)  ( X X X V I ) .  On dissout 147 mg (0,1 mmole) de 
l'amide XXXV dans 100 ml d'arnmoniac redistilld. On traite au sodium, oxyde k l'air, purifie 
par contre-courant et  passe sur rCsine comme pour la S6r2-Lys8-oxytocine (XXII) ci-dessus. 
Le produit obtenu & partir du sommet principal (K = 0,4.5) reprCsente plus de la moiti6 de 
l'azote peptidique de dCpart e t  est homogkne par chromatographie (€Ifhl = 0,15; RfAk = 0,25; 
Kf, = 0,05) e t  par ClectrophorAse (El,g = 1,07 Try; = 0,81 His), par rCrClation 2 la nin- 
hydrine, au bleu de bromoph6no1, au FOLIN, et au chlore-iodure-amidon. 

Activit6s biologiques, exprimees en unites internationales 20) par mg : ut6rus de rat  isolC, 
pression sanguine du poulet, pression sanguine du rat, moins de 0,01; ut6rus de chat in situ 
env. 0,04; pression interne de la glande mammaire dn lapin, env. 0,04; inhibition de la diurkse du 
rat, env. 0,02. 

j) Synthese de la Try3-Lys8-oxytocine (Try3-Lys8-vasopressine) 
N - C R O  - S - B e n z y l - ~ - c y s t e ' i n y l - L - t y ~ o s y l - L - t ~ y p t o p h u n ~ ~ l - ~ - g l u t u ~ ~ ~ i y l - ~ - a s p u ~ u ~ i n y l - . S - b e n ~ y l - ~ -  

cyste'inyl-L-pvolyl-e-~~-tosyl-L-lysyl-glycinamide ( X X X  V I I ) .  On dissout 1,42 g (2,O mmoles) de 
N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-tyrosyl-L-tryptoplianylhydrazidc (XVIII) clans un melange re- 
froidi & - 5 ' de 8 ml de dim6thplformamide, 8 ml d'isopropanol e t  1,3 ml de HC1 6 N. Sous forte 
agitation on introduit 0,88 ml de XaSO, 2,5 M, agite encore 5 min B - 5'', puis ajoute 10 ml de 
NaHCO, 1 M et 32 ml d'eau B 0'. L'azide form6 pr6cipite sous la forme cl'une huile trks visqueuse, 
que l'on extrait par trois portions de 25 ml d'ac6tate d'6thy-le B 0 . On lave la solution organique 
par l'eau, puis par NaCl 3004, skche rapidement sur sulfate de sodium, filtre et  ajoute 1,78 g 
(2,O mmoles) de ~-glutamin~~l-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst6in~-l-~-prolyl-e-?rT-tosyl-~-lysyl-gly- 
cinamide'") dissous dans 26 ml de dimithylformamide. On dvapore l'acdtate d'dthyle au vide 2 
15O, agite la solution restante 36 h k 20", concentre & 3 ml au vide et  precipite le nonapeptide 
brut par l'acdtate d'kthyle. Le prCcipitC est suspendu 5 min dans 20 ml de m6thanol bouillant. 
On filtre k chaud, r6pkte le lavage au mCthano1, filtre e t  s2che. On obtient 2,05 g (657;) de W- 
CBO -S-benzyl-L-cystCinpl-L-tyrosyl-L-tr~ptophanyl-L-glutaminyl-L-asparagin~~l -S - benzyl-L-cys- 
tCinyl-L-prolyl-e-N-tosyl-L-lysyl-glycinamide de F. 214". [a]% = - 39,9" 5 1" (c = 1,O; di- 
mkthylforniamide). Rfg = 0,95; Rf-t = 0,85; Rf$ = 0,80; Et.g = 0,4 Try (rCvklation par nin- 
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hydrine, FOLIN et  chlore; homoghe).  Spectre UV.: I,,,, 282 m y  (log E = 3,92), 292 mp (loge = 

3,79), clans dimCthylformamide-tributylamine (97 : 3 ) .  

C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 59.1 H 5,9 0 16,3 N 12,G S 6,10,{, 
(1565,8) Calc.+2H,O ,, 57,7 ,, 6.0 ,, 18,O ,, 12,2 ,, 6,Oq;  

Tr. ,, 57.7 ,, 6 0  ,, 1W ,, 1 2 2  ,, 6,371 

Tvy3-Lyss-oxytocine ( Tvy3-LysR-vasopvessine) ( X X X V I I I ) .  On dissout 157 mg (0,l nimole) de 
l’amide XXXVII dans 100 ml d’ammoniac redistillC. On traite au sodium, oxyde & l’air, purifie 
par contre-courant et  passe sur rCsine comme pour la SCr2-Lyss-oxytocine (XXII) ci-dessus. Le 
produit obtenu i partir du sommet principal ( K  = 0,77) reprCsente plus de la moiti6 de l’azote 
peptidique de depart e t  est homoghe par chromatographie (Rf,, = 0,2S; RfA = 0,35; Rf, = 

0,lO) et  par dlectrophorhse (El,9 = 0,99 Try; E5,8 = 0,723 His), par rPvClation k la ninhydrine, 
an FOLIN, au PAULY, au bleu de bromophknol, e t  au  chlore-iodure-amidon. 

ActivitCs biologiques, exprimCes en unit& internationales2O) par mg : pression sanguine dii 
poulet 0.08 ; pression sanguine du rat  0,07 ; pression sanguine dii chat 0,3 ; utCrus de rat  isolC et  
pression interne de la glande mammaire du lapin, moins de 0,Ol. 

SUMMARY 

The following analogues of oxytocin and lysine-vasopressin have been synthesized : 
Ser2-oxytocin, Ser2-Hisa-oxytocin, His2-Phe3-oxytocin, Try3-oxytocin, Ser2-Ileu3- 
Lys*-vasopressin, Ser2-His3-Lyss-vasopressin, His2-Ser3-Lys*-vasopressin, His2-Lys*- 
vasopressin, Ser3-LysS-vasopressin, Try3-Lyss-vasopressin. 

The method of synthesis is based on the condensation of tripeptides, formed by 
coupling N-CBO-S-benzyl-L-cysteine with the amino-acids occupying the positions 2 
and 3,  with L-glut aminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~~-cystcinyl-~-prolyl-~-leucyl-glyci~- 
arnide or r~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cystcinyl-~-prolyl-~-N-tosyl-~-lysyl- 
glycinamide. Cleavage of the protecting groups of the resulting nonapeptides with 
sodium in liquid ammonia, oxidation with air in diluted aqueous solution and puri- 
fication by counter-current distribution affords the desired cyclic nonapeptide amides, 
which are shown to be homogeneous by paper chromatography and paper electro- 
phoresis under different conditions. 

The oxytocic or vasopressic activities of all these new analogues arc lower than 
l/looo to l/loooo of the corresponding activities of thc parent normal hormones. 
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