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27. Synth&se de la (N-m&hyl-Tyr)’-oxytocine 
par R , L , Huguenin e t  R .  A ,  Boissonnas 

(7 XI1 60) 

La concentration sanguine en enzymes capables d’inactiver l’oxytocine (oxytoci- 
nases) augmente fortement vers la fin de la grossese de la femnie et ne reprend son 
niveau normal qu’apr&s l’accouchement l). 

TCPPY & NEST’ADBA~) ont montrC clue cette inactivation est due i une scission 
peptidolytique de I’oxytocine entre les positions 1 et 2 de la molkcule: 

H-(‘y S-Tyr-llcu-Glu (NH2)--4sp(NH,) -CyS-Pro-Leu-Gly-NH2 
/ f 

* I oxytocinasc 

H-CyS-OH H-Tyr-lleu-C~lu(NH~)-Asp(NH,)-CyS-Pro-Leu-Gly-5H, 
/ / 

Une scission de cc type rappelle celle due i la leucine-amin~peptidase~), enzyme qui 
attaque les chaines peptidiques i partir de leur extrCmit6 amino-terminale, mais qui 
est sans action sur les liaisons peptidiques terminales auxquelles participe le groupe 
amino secondaire d’un acide amink comme la proline ou l’hydr~xyproline~). Cctte w e  
est Cgalement supportCe par le fait que le L-cystinyl-bis-(L-prolyl-Id-leucyl-glycin- 
amide) est un fort inhibiteur cornPCtitif dc l’attaque de l’oxytocine par l’oxytocinase 
sanguine4). 

Nous nous soinmes donc demand6 si l’introduction d’un acide amin6 portant un 
groupe amino sccondaire, en position 2 de la molkcule d’oxytocine, pourrait emp&cher 
l’attaquc par l’oxytocinase. Afin d‘obtenir un analogue qui soit aussi proche que 
possible de l’oxytocine elle-rnkme, nous nous sommes dkcidks A synthktiser la (N- 
mCthyl-Tyr)2-oxytocine (XXIX), qui ne se distingue de l’oxytocine (XXX) que par 
la presence d’un groupe mCthyle sur l’azote de la liaison peptidique 1-2. 

La synthbse de peptides contenant de la N-mdthyl-tyrosine s’est heurtbe a certaines 
difficult& inattendues. C’est pourquoi nous avons 6tudi6 la prkparation des produits 
intermddiaires et finals en utilisant plusieurs voies de synthbse (voir schkma) 

La N-mCthyl-L-tyrosine est un acide amink que l’on rencontre sous forme libre 
dans la nature5-*). Nous avons modifid sa prdparation synthCtique par rapport aux ___ ~ 

l) I<. I~EKETE, Endokrinol. 7, 1 (1930); 70, 16 (1932); E. WERLE et  coll., Biochem. 2. 309, 270 
(1941) ; Arch. Gynakol. 171, 286 (1941) ; 777, 211 (1950) ; 787, 106 (1955); E. W. PAGE, Amer. 
J .  Obstetr. Gynccol. 52, 1014 (1946); Science 105, 292 (1947); I<. SEMM, Klin. Wschr. 33, 817 
(1955); Naturwiss. 44, 424 (1957). 

2, H. TUPPY & H. NESVADBA, Mh. Chem. 88, 977 (1957). 
s, E. L. SMITH et coll., J. biol. Chemistry 799, 801 (1952); 272, 255, 271 (1955). 
4, Z. BERANKOVA, I. RYCHLIK & F. SORM, Experientia 15, 298 (1959); Collect. czechoslov. chcm. 

5, 0. HILLER-ROMBIEN, Arch. Pharniaz. 230, 513 (1892). 
8, H. BLAU, Z. physiol. Chem. 58, 154 (1908). 
’) G .  GOLDSCHNIDT, Mh. Chem. 33,1379 (1912). 

Commun. 25, 2575 (1960). 

E. WINTERSTEINER, 2. physiol. Chem. 105, 23 (1919). 



m6thodes de FISCHEK") et de BERG EL^^). T>cs diffCI-entcs mCthodes clue nous avons &ti- 

dikes, la plus simple e t  la plus satisfaisantc consiste ihydrogkner une solution m6thano- 
lique de tyrosinate de m6thyle cn prdsence d'un lkger exc&s de fornialddiyde et .k saponi- 
fier directement le m6lange de n'-m&hyl-r.-tyrosinate de mCthyle et  de N, N-dim6thyl- 
I<-tyrosinate de m6thyle obtcnu. AprPs neutralisation, la N,N-dimdthyl-~-tyrosiiic 
restc cn solution tandis que la N-mdtliyl-L-tyrosine cristallise sous formc pure. 
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A partir de la N-m6thyl-L-tyrosine, nous avons prbparh les nouveaux dCrivi.s 
suivants : N-methyl-L-tyrosinate de t-butyle (IT) 11), 0, N-di-CRO-K-nii.thyl-L-tyrosine 
(VI), 0, N-di.-CKO-N-mkthyl-L-tyrosinatc de p-nitrophknyle (VII) ,  0-tospl-N-m6thyl- 
r--tyrosine (VIII)12), C)-tosyl-hT-CRO-?J-mbth~l-r~-tyrosiiic (IX), 0-tosyl-N-C.130-S- 
methyl-L-tyrosinate de p-nitrophknyle (X). 

Nous avons d'abord tent6 de synth6tiser la (X-mi:tliyl-'Tyr)2-osytocine en utilisant 
la m6thode ri-currente employee rkemmcnt par ~ D A N S Z K Y  CY: DU \ 7 1 ~ ; x ~ ~ 1 ; 1 ) 1 3 ) ,  

Par condensation du 0, N-di-CBO-N-m6thyl-I--tyroc;inate, de p-nitrophhyle (VII) 
avec le ~~- i so l eucy l -~ -g lu t ami~ iy l -~ -aspa ra~ iny l -S -~~nzy l -~~-cys t~ in~ l -~~-p ro ly l -~~- l c~ ic~ l -  
glycinamide 13), nous avons obtenu le 0, N-di-CBO-N-mCthyl-r~-tyrosyl-r~-isoleucyl-i~- 
glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst6in~l-~-prolyl-~-leuc~~l-~lycinamide (XXIV) 
qui, par scission des groupes CBO au moyen d'une solution de gaz bromhydrique dans 
l'acide ad t ique  anhydre, a fourni le ~ - m ~ t h y l - ~ ~ - t ~ r o s y ~ - ~ - i s o l e ~ i c y l - ~ , - ~ l ~ i t ~ m i n ~ l - r , -  
asparaginyl- S-benzyl-~-cyst~inyl-~~-pro~yl-r~-leucyl-~l~~ci.namide (XXV) . Par rkaction 
avec le N-CBO-S-bcnzyl-J,-cyst~iriate dc p-xiitrophi.nyle13), cet octapeptide a. donne 
un produit donnant unc analyse ClCmentaire corrcspondant A celle du nonapeptidc 
dksir6, mais ne montrant pas le spectrc UV. caractkristique des peptides de la tyrosine 
possCdant un hydroxyle ph6nolique non substitub. Apres scission des groupes pro- 
s) E. PISCHEK & W. . h I ~ S C H l ' I Z ,  Blcr. deutsch. chcin. Ges. &', 360 (1915). 

lo) F. BERGEL. G. E. LEWIS, S. E'. U. ORR & J .  BUTLER, J .  chexn. Soc. 1S59, 1431. 
11) Prepare d'aprks la m6thode de R. W. ROESKE (C,hexnistry 8: Tnd. 19,5!1, 1121) pour I'obtcntion 

'2) En utilisant un  procedi analoguc & w l u i  cmpluyC par IS. C;. O\,EKI~LI.  I\. V.  I ' I X R ( I ~  ( J ,  ~ I I ( ~ I I I .  

la) 31. BODANSZKY & V. I)U \'IGHEAUI), J.  :\inor. chcni. Soc.  S I ,  5688 (19.59). 

d'csters t-butyliqucs d'acitles amincs. 

SOC. 7955, 232) pour la @paration dc la O-CRO-~-tyrosinc. 
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tectcurs par le sodium dans l’ammoniac liquide, suivie d’osydation 2 I’air ct  clc puri- 
fication par contre-courant, nous avons obtenu un peptide ayant un coefficient dt: 
rdpartition trQ diffkrent de celui dc l’oxytocine et  ne doiinnnt pas, a p r k  hydrolysc 
acide, la composition attendue en acides aminds. Nous en avons conch clue la faiblc! 
reactivitC14) du groupc amino secondaire de la ~-mCthyl-r~-tyrosine terminale dc 
l’octapeptidc XXV avait favoris6 une rdaction secondaire sur l’hydrosyle phholiquc, 
c,t nous avons dCcid6 dc protegcr cet liydroxyle itu moment dc la condensation avcc lr 
N-CHO-S-benzyl-L-cyst&inatc dc p-nitrophknyle. NOW avons choisi pour cctte pro- 
tection le groupe tosylc (-- p-toluhesulfonyle), car now avons v ~ i  que le groupe 
0-tosyle cst stable B l’action du gax bromhydrique dans l’acide aci:tiquc anhydre, tout 
cw cIttant facilement scindi: par le sodium dans l’ammoniac liq~iidc. 

Par condensation du O-tosyl-r\’-CKO-N-m6thyl-L-tyrosinate de p-iiitroplidnylc (S)  
avec le r ~ - ~ s o ~ e u c y ~ - ~ - g ~ u t a m ~ n y ~ - ~ ~ - a s p a r a g ~ n y ~ - ~ - b e n z y ~ - ~ - c y s ~ 6 ~ n y ~ - ~ - p r o ~ y ~ - ~ - ~ ~ u c y ~ -  
glycinamidel:]) , nous avons obtenule O-tosyl-N-CBO-N-m&hyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-~- 
glutaniinyl-r~-asparaginyl-S-benzyl-~-c~~stCinyl-~,-prolyl-r~-leucyl-glycinamide (XXVI) 
qui, par scission du groupe CBO au moyen du gaz bromhydrique dans l‘acide acktiquc 
anhydre, ;I fourni le O-tosyl-~-mCthyl-~~-tyrosyl-~~-isoleucyl-~-glutamin~l-~-aspar~~- 
ginyl-~-benzyl-i,-cyst~inyl-~-prolyl-~-l~ucyl-giycinamide (XXVII). hlis en prkscncc 
dc ~-CHO-S-bciizyl-r.-cyst&inate dc ~i-nitrophCnyle~~) pendant 1 G  h h 35”, cet octh- 
peptide n’a snbi aucune condensation apprkciahle et a pi1 etre r6cupcItrk inchangd p i i r  
la plus grande partic. 

Nous avons donc dkcidi: dc tenter la synthPse de la (N-Ini:tliyl-’~yr)2-osytociIie en 
utilisant le schkma dc synth6se 3 - + -  G clue nous avons employe pr&ci:demment pour la 
synthPse de nombreus analogues de l’oxytocine 15). 

La synthbsc du tripeptide protegk n6cessaire pour la realisation de ce type dc 
schCma a dt6 dtudide selon plusieurs voies. La condensation de la 0,s-di-CBO-N- 
mdthyl-L-tyrosine (VI) avcc le 1.-isoleucinate de m6thyle 16) a donn6 le 0, K-di-CRO- 
N-niCthyl-r,-tyrosyl-I*-isoleucinate de m6thyle (XIII) (p i ,  par traitement au gaz brom- 
liydrique dans 1’;~cide acdtique glacial, a livr6 le bromhydrate de K-methyl-L-tyrosyl- 
~~-isoleucin;ite de mCthyle (XIV). Par condensation de ce dcrnier avec la K-C130-S- 
l)enzyl-L-cystCine17), nous avons ohtenu le N-CRO-S-henzyl-L-cystdinyl-N-mCthyl- 
1.-tyrosyl-~-isoleucinatc de mkthyle (XXI a). Ides essais de conversion de cet ester tri- 
peptidique cn hydrazide correspondant ayant Ccliou6, nous l’avons saponifid en N- 
CRO-S-benzyl-L-cyst6inyl-N-nii:tliyl-L-tyrosyl-i,-isol~ucine (XXIII a). 

Afin d’dviter cette saponification, la synthPse de ce tripeptide a kgalcment 6th 
cffectuke solon une nutre voie. T,a condensation dc la 0, N-di-Crro-K-mCthyl-i,- 

14) Cf. I’.-A. JAQuENOIjl>,  Chiniia 14, 3i3 (1960). 
*’) t<. .A. 130ISSONNAS, ST. <;UTT;\ISNN, P:A. JAQVTENOUI~  & J.-1’. \ v A l , I X R ,  HC’l\.. ,$f), 1421 (19%); 

P . 4 .  JAQUENOUD & R. A. BOISSONXAS, Hclv. 42, 788 (1959); R. -4. BOISSONKAS & K. L. 
HUGUENIN, Helv. 43, 1.82 (1960); R. A. BOISSONNAS & ST. GUTTMANN, Helv. 43, 190 (1960); 
I>.-:\. JAQUENOUII & R.  A. BOISSONNAS, Helv. 44, 113 (1961). 

16) k<. ;\. T ~ X S S O N N A S ,  ST. c;UTTMANN, i’.-.\. JAQUENOUD & .-P. W A l  R ,  IMv.  38. 1491 (3955). 
”) (-. R. HAHRINGTON & T. H. ME.\D, 13iochcm. J .  30, 1602 (1936); B. HEGEI~US, 1-lclv. 31, 742 

( 1  948) ; ST. GOLDSCHMIDT Sr CH. J U T Z ,  Chem. Ber. 86, 111 6 (1953) : B. I s u m ,  M. I ~ U H B X  & 
11. SCHWYZEH, Helv. .?S, 1508 (19.55). 
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tyrosinr (VI) ;ivcc Ic r.-isolcucin;itc. dc t-hutylcl*) In) a fouriii Ic. 0, N-di-CBO-N- 
~ntltiiyl-~.-tyrosyl-~.-i~leucinate de t-l>iitylv (X\:) ( p i ,  a i d s  scission sdlcctive drs 
jiroiipcs C130 par hydroghation catalytiquc, donne lc N-inCthyl-1.-tyrosyl-L- 
isolcuciiia te dc t -butyle (XYl) .  Par condensation avcc la N-CBO-S-bcnzyl-~-cys- 
t6inc17), cc*lui-ci a donn6 lc 1\’-CRO-S-bc1iz~l-1.-c~?;t~inyl-N-mdtliyl-i.-tyrosyl-~-iso- 
1cucin:itc de t-butylc ( X S I I  a ) .  I!n brcl traitcmont h I’acide chlorhydrique dans 
1’;icide acirtiquc i i  Iwrniis dc scindcr la fonctioii cstcr t-butylique sans touchcr le qoupe 
CI3OI1’) c.t a foiirni I(! m h c  acidc trilxq’tidiqiic ?<XI11 b clue ci-dessus. 

1711 cssiii pour parvciiir .i I’hydrazide correspondant par une voic dCtourn6c ii 

iiiontr6 clue la condensation du 0, n--di-C13O-N-m~thyl-i.-tyrosinatc de p-nitrophknyle 
(VII)  il vec lc ~-isoleiicyl-l -t-butosycarbonyI-2-h~drazidc (XII) conduit nornialement 
iiu 0, hi -di -C.RO- N -methyl- L - tyrosyl - T. -isohicy1 - 1 - t - butoxycarbonyl-2- h ydrazidc 
(XVII)  vt clii’apr$s scission sdcctivtf des poupes CBO, cc dcrnier sc condense avec Ie 
h’-C.I~O-S-bt:nz!.l-L-cystdinate de p-nitropiii.riy11~ l3) en tripeptidc correspondant, mais 
qtic 1;i scission du groupe t-butox:yciirt~oii!.lc dc. cc dcrnicbr nc lwmct pa.. tl’ohtcnir i i n  

liJdriizi(i(- c r i s t~~l l i s~ .  
La condensation dc la N-CHO-S-bciiz~l-i .-c~~t~iiic~ 17) avc‘c Ic N-mCthyl-L-tyro& 

nritc de mkthyle (111) ou avec le n’-metliyl-i.-t!irosinatc dc t-butylc (V) a conduit aus 
vstcrs dipeptidiques XVIII et XIX correspondants, qui ont Ctd Iacilemcnt trans- 
form& dans la m6mc N-CL3O-S-t~ei1i.~~l-~.-c~stkinyl-K-methyl-1,-tyrosin~ (XX a ou b). 
Ccl)t:11diint la condensation de cc‘ dipcptidc ii\‘cc IC ~.-isoleucinate tle mCthvlc16) 011 lc 
1.-isolcucinate de t-butylc11) 16) a conduit ;i dcs tripcptides qui, tcls quels ou aprEs 
transformation en acide correspondant, possbdaient dcs pouvoir. rotatoircs inf6ricurs 
i cciix dcs tripeptides semblables obtcniis ci-dcssus par la voic r6currmte 3 4- 2, la- 
~1iit.lle offrv toiitc garantic cc:ntrc. 1;. risquc dc I.ac6misation. 

C’cst done I’acide tripeptidiquc (XXll1;i ou b), obtenu par la voic rCciirrcntc., qui 
;I 6t6 coiidvnd ;IU moycn du dic~clolic.syl-ca~l~odiimide avec le i.-glutaininyl-i.- 
;is~~;~ra~in~l-S-bc~nz~l-~.-cyst~inyI-~,-prolyl-~.-lc~ric~~l-gl~ciniimidc~~) cn N-CHO-S-benzyl- 
~ . - c y s t C ~ ~ i ~ ~ - ~ - m C t h y ~ - ~ ~ - t y r o s y ~ - i ~ - ~ s o ~ e u c y ~ - ~ ~ - ~ l u t ~ i m ~ ~ ~ y l - ~ , - i i s p ~ i ~ ~ ~ ~ n ~ ~ l - ~ - b e n i . y ~ - i . -  
c~stitinyl-i.-~~rol~l-~.-loucyl-glycinarnidr~ (XX\’I I I). 

Lcs groupes protecteurs (K-C.HO et S-benzvle) de ce nonapeptidc protCg6 ont CtC 
cnIcvCs par traitement au sodium dans l’ammoniac liquidem). AprCs osydation h I’air 
(-II solution diluCe, Ic nonapeptide cyclique obtcnu a CtC soumis a un partage h contrc- 
courant pour Ic dirbarrasscr de qut-!Iqiics inipuretds pcptidiqiics mineures31). 1-e co- 
efficient de partage de ce nonayeptide est, dans le systPme sec-butanol/acidc acetiquc 
ilflu<!uX 0 , 0 1 7 ~  utilis6, le mgmc quc cc4ui de I’osytocinc, cc qui pcrmct de conclurc cluc 
1i1 c?;clisation s’est effcctube normaleinent. Cette dCduction est confirm& par les 
twiiiens Clcctrophor6tic~uca i\i1s pH 1 ,O ct 5,8, qiii inontrcnt q w  Ic nonapeptidc 
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ol)tcwu cst Iioniog2iie et qu’il niigrc conime l’oxytocinc22). J,’li\;.drolysc~ acid(, lourriit 
Ics acides amin& cornposants dam les rapports attendus. Nous concIuons tlc ces fai ts 
clue le produit obtenu poss6de bien In structure t clue noiis nous dtions proposd t lc  
synthdtiser. 

Les activiths biologiques dc la (h’-nic~tliyl-T~r)~--os~~tociiit~ ont i.tC ddtcrniind(:s p;ir 
le Di- €3. HER1)E et Ic Prof. H. K o s z ~ ~ r  de notre dkpartcment pharmacologiclue (Dir. : 
111. A. CEIILETH) zJ). Blles sont les suivantes, expi-imi.cs c’n unitbs internationalcs par 
mg: contraction de l’iitbl-us isolk dc Rat  1,2 0,4; ;~ugnirntation dc In prossion 
interne de 13 glande niarnmairc du Lapin 3,l & 0,7; h a k e  dc la pression sanguinc~ tln 
Coq 0,32 0,05 ; inhibition dc l a  diurlise du Rat cnv. 0,001. nails lcs trois prcniici-s 
tests ciths, aucun effet inhihiteur ou potentiatcur n’a p i  Ftrc ohscr\+ sur dcs doscs 
siimultankes 011 suivrtntes d’oxytocinc. 

1,’introductioii d’un groupe m@thylc sui- l’azotc dc la liaison pcpticlicluc, 1 - 2  cl(3 l i t  

inolbcule d’oxytocine provoque donc unc diminution trlis considbrable dc l’activiti. 
oxytocique, enlevant ainsi tout intkret A l’esamen de la rbsistancc de cr:t analogue A 
l’action dc l’oxytocinasc. 

I’artie experimentale 21) 

mnt corrigls (precision ii 1 0  ‘j  

h0“ pour les analyses), Izes dwnpo~utioias S O U S  v ide  ont  6td conduitcs clans l ’ C : v ; ~ p o r ; ~ t ~ ~  I_ 

entlantr. ( L O  23 “ni) ‘ t r i -  

1 ”). Les se’chagcs uu vide ont dt6 cxffectuds sous  10 

rotatil dc CRAIG E5). 

papier ( I  SCHLKICHEK k SCHUELL 2040h lavdn. Kfp d a m  I c  111Clangc~ ri-l~utanol/a(.idt~ acGtique/eari 
(70: 10: 20) ; Rfnl dans I(% melange methyleth~-lc~tonc/pyridinc/ea~i (05 : 15: LO) ; Ttf.1 clans Ic nl6- 
lange alcool isoaniylique/pyridine/cau (35 : 35 : 30).  Rfa aprks scission prdliminaire du  group(: (:no- 
par un sCjour de 40 Inin & 20” dans une solution & 20% de H B r  dans l’aciclc acitiqu 
poration au  vide c t  reprisc clans lo solvant de  chromatographic^ ou d’dlectrophork 
scission prdlirninaire du  groupc C M  1- par hydrogination i ;ital!.tiqur rt rtyi-isc c l r  ni 
traitcment prialablc. 

J,es chrowzutographirs S Z I Y  papier ont dtb faites par la mdthoclt: 

s chvowzatographies szir roziclzc wzincp26)  sont intliqiiCcs par I l fm.  I2’acIsorl)ant c.t le solvant  
sont indiqu$s clans chaqut: cas particulicr (hautvur  dc dd\-eloppcmc.tit. 1 0  k 1 L rm). 
osants a, 11 ct  0 ont la m&me signification clue pour les rliromatograinmes 

Ixs PlectvophovPses saw papier ont Ctd effcctukcs dans I’apparril 2 electrophor 
tc.nsion dc \\‘IELASL> & PFLEIDERER~~)  : au p i1  1 ,9 (El,@) d a m  I t s  melange acidc fr)rniiquc/acid(, 
acCtique/eau (1.5: 10: 75);  au  pH 5,8 (E5,8) dans le mdangc pyridint-/acitir ac$lique/cau (9: 1 :W) .  
El,9 : 0,8 His indique qu’& pH 1,9 la substance migrr 0,8 fois la distancr quc  lnigrc l’histidinv. 
1,r-s cxposants a, h ct  0 ont  la m&mc signification que pour les chromatograninit:~. 

Zn) I x s  produits dc cliindrisatioii c t  de polymh-isation de l’oxptocinc pcu\.t:nt lacilemcrit i.trt, 
s6parCs de cellc-ci par contre-courant ou par dlectroplior&sc dans ccs conditions. Cf. K. .I. 
I ~ O ~ S S ~ N N I S ,  dans : Polypepticlcs which affect smooth muscles and blood vcssck, p. 1 0 (I’erg:L- 
mon Press, 1960); CH. KESSLEK, Scicnce /ZS, 1281 (19.58). 

L’s) T,cs activitis sont cxprimkes par rapport au aTroisibmt3 standard international pc)ur la tl6tcr- 
mination dcs activitds oxytociques, vasoprcssiqucs e t  antidiurdtiq ues )) et ont  6te cldtcrininc%,s 
selon Ics rndthoilcs prCc6demment utilisCcs. Cf. R. HERIIE, \V. I h I Z I ’ F N E R  iy. H. KONZETT,  
13rit. J .  Pharniacol. Chemotherapy 12, 209 (1957); 1-1. l<oKzi;m- M T3. I ~ P ; R I ) I ~ ,  ibcd. / 1, 3.3.3 
(1959). 

2 k )  Les microanalyses ont C t C  cffectuCes dans notrr. lahoratoire microanalytiqne (I l l - .  \V. SCHiiNi-  

G E R ) .  Les spvctres UV. ont C t C  lncsures dans notre laboratoirc spcctroanalytiq LI(’ ( I  )I-. I I .  ( ;. 
LEEMANN).  

2 5 )  I*, C. CRAIG, J .  C. GRECOKY & \V. HALJSLI.\NN, -1nalyt. C:liomistr!, 22, 1402 (IO.50). 
26) E. STAHL, Pharniazie / I ,  633 (1956); Chrmiker-Ztg. 82, 323 (1958). 
27) TH. \VIICLANI) ‘9 C;. ~ ’ I ~ L B I I ~ I ~ K E K ,  .4ngew. Chcm. 67, 257 (1955). 



Izs  ri:u~,tz/s iiliZi,sPs p o i f v  la rivilactioiz clvs chroinatogrammc~s c x t  cles l)li6rogrammc.s ont 6td 

Les spectves C V .  ont  t t d  mesurds aprk  dissolutiiin clans un IiiClangc diinCtIiylfor~iia~iiidc/trin- 
tldrrits ~ ~ r d c d d c r n ~ ~ i c r i t ~ ~ ) .  

butyl-aminc (97 : 3) .  

A. Derives de la N-mbthyl-L-tyrosine 

- c l / i i / i l h ? , Z - i ~ - l ~ [ ~ ~ ~ ~ / ~ ~  ( I ) .  A\ une solution dc 40,O g (1 10 nin~olcs) ( 1 ~ ~  N-tus! 1-L- 

00 nil de XaOH IN on ajout(., sous forte agitation, 45,.5 ml (480 ~mnoles) dc. 
sulfate. tic. nidttiylc~'!'). . \ p i %  1 h d'agitation, la suspcmsion obtcnue est chauffCc k 70" pour 
dissoudre lc scl soclique. ayant prtcipitd, puis on acidific par 30 ml de  H C l  4 ~ .  L'huile jaunc sc 

rmc, par refroidissernent 2 0' sous agitation, cn un solidc hlanc q~i'cin essorcx, 
t stchc iinc nuit h 50" a u  vide po~issd. On ohtient ainsi 42,5 g (Y8"/") de N-tosyl- 
osine de F. 138" (1itt.O): 97":,; 1;. 141-142"). [MI:: = -26,7" i 1 "  (c : 5,4; 

Cthanol), - 10" + 1" (c = 2 ;  dimdthylforniaiiiid(.) (litt .  " ) :  -26,75" (c ~ 5 ,h ;  Cthanol)). 

C,,H,,O,NS Calc. C 5 0 , 5  H S,8 1 )  22,O 1\; 3,O S 8,S", 
(363,4) Tr. ,, .50,2 ,, .5,8 ,, 21,9 ,, 4,0 ,, S,9?& 

~ ~ - d l i l / i j , l - ~ - & ~ ~ v o s i i ~ e  (IT). - a) '-1 puvtiv de A-&osvZ-O, .~-dinzr'r'h?iZ~L-tyvosine ( T). '1 line suspen- 
sion (I(. 0 2  g d(. phosphorc rouge dans 500 in1 cl'acidc iodhydriquc i 57 s; ~ir':alal)lc~mcnt chauifde 
1 11 B 7.5 ', on ajoutc 7X,O g (215 niniol I - (  1, N - d i ~ n ~ t l i y l - r ~ - t y r o s i n ( ~ ~ " ) .  .ZprPs 1 11 d'dhul- 
lition & reflux, la solution, tlClmrrass par filtration clu pliosphorc rcstant, est Cvaporte au vide 
B 50". T.c rtsidn est tlissous dans 100 ml cl'eau clinudc et presque compl&terncnt dtcolord par ad- 
dition dr 5 nil d ' u n c .  solution aqueuse k 400;, d'hydro~dnosulfite dr: Na.  1,'adjonction d'ammoniaqnr~ 
ronccmtrdc jusqn'h pH 7-X (cnviron 1 OIJ nil) fait prkipitcr la N-mdtIiyl-~-tyrosiric, qu'on essorc 
cxt lave a \ ~ c  IO(1 ml d'eau glacCc. l,a substancc c%s t  piirifidc, par dissolution dam 400 nil dc NaOlI 
2 ~ ,  filtration et prtcipitation par addition d'acide acdtiquc, 4~ jusqu'h pH 
\id(. pouss@, unt' nuit h 6O", d u  procluit cssord e t  lave i~ l ' c w i ,  on obtient 34,X g 
I>-tyrosine de 1;. 202-295" (dCc.) 31) (litt .5) 6 ,  ') : des I;. comprii entre 233" 
sont indiquds pour Ir produit naturel). [dc]?; = + I o , ~ "  0,s" (c = 3,s; 

" ( r  = 3,87; IICl Ilo/k); 7): +18 ,h"  ( 
E,8 -= (),t i ' r ry;  E:,!' = 0,70 ?rry32) (r 

2 ;  HC1 l l y { l ) ) .  Kfi, ~ 0,46; I<€:, = 0,43; Kf; = 

ation par ninliytlrine"~)), FOLIN). 
CL,,H130:3N Calr. C' 01 ,5 1 I f>,7 0 24)) N 7,27:, 

(19.5,2) ' l r .  ,, 61,7 ,, 0 , 7  ,, 24,5 ,, 7,3?/;, 

11) . I  j r r v f i i ,  dr L - f y o s i n u l e  tte tiztlhyle. A Ig,.? g (100 niinoles) dc L-tyrosinatc t l c  ~nd t l iy l c~ '~ ) ' "~ ) ,  
tlissous dans 75t) nil de tntthanol, on ajoute 11 ,I) nil:35) d'nnc solution aqueuse k 35% dc fornial- 
t l d h y d ( ~  ct  l'on hyclroghe i 25" en prtscnce dc 1.5 g clc catalyscur cl'hydrugtnation sclon K L W N ~ ~ ) .  

K.  -1. ~ ~ O I S S l > N N A S  & R. Id, H V G Y I ~ N ~ N ,  Hc31\. 13, 1x2 (l'X)O) ; ST. C;U'rrhl;jNK i'k K. :I. DOIS- 

SONSAS,  Helv. 4,?, 200 (19GO). 
I;ISCHP;K!~) c%ffcctuc la m6thyIation a u  moycn tl'iotlurc~ (I(, nidtliylc ct  dc  N a O H ,  ('11 lioutcill(. 
h prcwion. 
~ I S C H E R ! ' )  cffectue la scission au nio!'en tl'acitlt. iotlliydriqut. c.t tl'iodure de phosplioniuni, en 
t u l w  sct.lld, ?L 100". 
I'ar cliauffag(., & p r t i r  clc 2XO", k raison d r  3'' par niin. 
I.'sl)scncc dc L-tyrosinc ct  tlc N, N-dimdthyl-~- )sine peut &trc coiitrOldc par dIcctropliorPsc, 
k p H  1,'l (r6vdlation par FOLIN), ccs sul)stan presentant respcctivcrncnt des valeurs de 
inigraticni Clc, = 0,04 Try, c.t cle EY,!l = I Try. LJn 6chantillon tlt. N, N-dirnCtliy1-L- 
tyrosine a d t d  prdpard par saponification t ~ c  son c%ster mt~tIiyIiquc (IT') ; :ccj;; = + 73" 4- 1 
(c ~ 3,O; HCI lO%, e t  c = 2 , 2 ;  HzO). K. E. B o ~ v h i  \ N  M H. H. S r K o r r i )  [ J .  c l i ( ,~n.  Soc. 1050, 
1342) indiqnent : +74,3" (c = 2,07; H,C)). 

S-rn6thyl-L-tyrosinc rdagit plus faiblenient k la ninhydrinc q u e  la L-tyrosine. 
Z*.ISCHER, T3c.r. deutsch. clicni. Gc's. 41, 85.5, iiotc> 2 (1OOX) .  
tte quantit t  corrc-spond h u n  c~xci~s d'ciiviron 35:;,. En cniployant I ( 

ddhytl r ,  nous avons oh tmu  n n  prodnit rt-nfcrinant i i n i '  crrtainc quantit 
nable, tle la su1)stancc. clt. ddpart. 
t<. 1 C i . u ~  L! J .  l l . ~ . ~ s ,  .\ngc\n. Cliem. 67, 7S.5 (lOS.5). 
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L'absorption d'hydrogkne est termink aprks 5 B 7 h. Aprks Cloignetncnt du catalyseur, la solution 
cst CvaporCe au vidc L 25". Le rdsidu cst dissous dans 200 ml de mCthanol, additionn6 dc 200 ml 
dc NaOH 4N et  laissd 1 h L 40". Xprks addition dc 200 ml dc HC14x ct refroidissement B 0". on 
essore lc produit ayant precipitC, Ic lavc B I'cau glacCe (2 fois 200 ml). au methanol ct B l'ethrr, 
obtcnant ainsi, a p r k  skchage au vidc, 12,s g (64%) dt: N-mCthyI-L-tyrosine de F. 291-294' 
(dCc.)S1). Calf; = +20,0" 4: 0,s" (c = 3,6; HCI lo?"). Lrs caractCristiqucs SJnt cellrs du produit 
prdparC par la mithodc a).  

~~-Me't~yZ-L-13'rosinale de nzdlhyle (111). Dans un mClangc., prCparC B -lo", de 400 ml tlc. 
mCthanol ct de 48 ml (667 mmoles) de chlorure de thionylc, on dissout 19,5 g (100 mmolcs) tle 
N-nidtliyl-L-tyrosine (11) ct chauffe lcntement sous agitation. Apr& 6 h d'Cbullition et un repos 
d'unc nuit L tempdraturc ordinaire, la solution est Cvapordr au L-ide B 35". Ic rCsidu cst pulvCris6 
clans 1 1 d'Cther SCC, essor6. lavd A I'Cther e t  sdchC au vide sur KOH. Lcs 24.2 g de chlorhytlratc 
de N-mithyl-L-tyrosinate de mCthylc ainsi ohtrnus sont dissous dans 150 ml d'cau. On ajoutc 
250ml de chloroforme, 250 ml de Na,CO,lN, secoue et sipare; la phase aqueusc cst extraite encorc 
plusieurs fois a u  chloroforme (3 fois 125 ml). 1,es solutions chloroformiqucs rdunies sont s6chCcs 
sur MgSO,, CvaporCes au vide ct  sCchCes plusieurs hcures B 2.5" au vidc poussC, fournissant 19,5 g 
(03%) de N-mCthyl-L-tyrosinatc de methyle de F. 109-111", inchange par rccristallisation dans 
10 volumes d'acCtate d'Cthyle chaud (litt.@): F. 111-112"; ' ): 116-117°). [XI%,= +39,3" -f 1" 
(c = 1,9; mCthanol); +34.5" 1' (c = 1.6; Cthanol) (litt. l o ) :  +32" (c = 1,44; ethanol)). Kfy, - 
0,95; Rff, = 0,62; R f i  = 0,9; E:,9 = 1.36 Glu; E!,R = 1,10 His (rCvdlation par ninhylrinr, 
1 ~ 0 i . r ~ ) .  Spectre U V . :  A,,, : 280,5 m p  (log E = 3,31); 287,5 mp (log E = 3,22). 

CIIH,,O,N Calc. C 63,2 H 7.2 0 22,9 N 6,7 OCH3 14,S%, 
(200,Z) Tr. ,, 63,5 ,, 7.0 ,, 22,O ,, 6,s ,, 14,576 

N. N-dime'lhyZ-L-tyrosinale de me'fhyle ( I  V ) .  1,95 g (10.0 mmoles) de L-tyrosinate de n~dthyle16) 
3*) ct 1.70 ml dc solution aqucusc & 35% dc formaldehyde sont dissous dans 100 ml dc methanol 
ct hydrog6nCs B pression ordinaire, B 23". en presence de 2.0 g de catalyseur sclon I C U H N ~ ~ ) ,  con- 
tenant 48 mg de palladium par g. L'absorption d'hydrogkne est terminee en 4 h. Ida solution, 
ddbarrassCe par ccntrifugationdu catalyseur, est 6vaporCe au vide, puis sCchCeB25' au vide poussd. 
Lc produit obtenu (2,ZOg; I;. 125") cst recristallisd dans S ml d'acCtonitrilc t)ouillant. On obtient 
ainsi 1,58 g (71 74) de N,N-dimdthyl-L-tyrosinatc dc mithylc cristallin de I;. 128". Pour l'analpsc, 
un dchantillon est recristallisd encore unc fois dans le m&me solvant (1;. 130'). 1,'absencc de L- 

tyrosinate dc mCthyle ct de N-mCthyl-L-tvrosinate de mdthyle est vCrifiCe par &lcctrophor&sc L 
pH 5,8 (rCvClation par FOLIN). [a]% = +46,6" & 0,5" (c = 1.9; ethanol); +80° 4 1" (c = 1.3; 
acidc acktiquc h 95yo). Hf:, = 0,99; Rfy, = O,h3; R f i  = 0,9G; Ef.9 7 1,38 Glu; E!.s = 0,98 His 
(rCvdlation par FOLIN). 

C,,H,,O,N Calc. C 64,6 II 7,7 0 21,5 N 6,3 OCII, 13,0% 
(2233) Tr. ,, 64,7 ,, 7,4 ,, 2 1 3  ,. 6 2  ,. 13,6% 

M-iMe'thyl-L-tyrosinate de t-bzttyle ( V ) .  Dans un flacon en verre epais contenant 15 ml dc 
dim6thoxy-1,2-Cthane refroidi A O", on fait couler gouttc A goutte 2 , O O  ml de H,SO, cone. en 
agitant d'un mouvcmcnt circulairc; on ajoutc ensuitc 2.00 g (10.2 mmoles) de N-methyl-L-tvro- 
sine (11) dont la majeure partie se dissout, refroidit le mdlangc L - 30", introduit cnviron 15 ml 
d'isobutylknc liquCfiC, fcrme hermetiqucmcnt le rdcipicnt et S C C O U ~  20 h B tempCraturc ordinairr. 
11 nr subsisto pas d'insolublc. Aprks refroiclissemcnt B - 30" pour supprimer la surpression, I( ,  
flacon vst ouvcrt rt on fait coulcr son contcnu dans 100 ml de N+CO, 2 . 2 ~  prCalablement rr- 
froidi B + 5". La tempCraturc finale est dc + 14". On extrait L 1'Cthcr (3 fois 80 ml), skchcz siir 
T<,CO, les solutions CthCrCcs rCunies ct Cvapore an vidc L 25". On S C C O U ~  Ic sirop jaunt! pLlc obtcnu 
avec dc l'Cthcr de petrole pour le debarrassrr du solvant rctenu. cssore c t  skchc L 2.5' au vidc 
pousd, obtenant ainsi 1.80 g (70%) de produit cristallisd de F. 107-113". IJnc recristallisation 
clans 4,5 ml dc benzkne chaud, additionnC apres coup de 3 in1 d'6ther dc pdtrolc fournit, a p r h  
rcfroidissement, 1,20 g d'aiguillcs groupdes en houppcttes et  fondant A 117-118". Pour I'analyw, 
on  recristallisc cncorc 2 fois dans lc mkme systeme: F. 118-119". I &  protluit cst soluhlc dans I(. 
chloroformc, I'acetonitrilc, I'Cther, un peu w l ~ i b l v  dans l'eau chaudc, insolublc clans l'dthcr tlc 
pCtroIc, ~'c>nn froitlv. [a,:,2 =- + 39" . L  0,i" (c == 2 ;  acidr acfitiqiic); + 35,7" :: 0,s" (c - 2 ;  m &  
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thanol); +28" jI 0,s" (c = 2 ;  dimdthylformamide). RfR = 0,99; .Rf$ = 0,78; R f i  = 0,94; 
Ey.9 = 1,2 Glo; EE,* = 0,86 His (r6vClation par ninhydrine, FOLIN). 

C,,H,,O,N Calc. C 66,9 H 8,4 0 19,l  N 5,676 
(251,3) Tr. ,, 67,O ,, 8,3 ,, 18,9 ,, 5,970 

0, N-Di-CBO-N-me'thyl-L-t?/rosine (81). A une solution, maintenue dans un bain de glace et  
vigoureusement agitie, de 9,30 g (47,6 mmoles) de N-mdthyl-L-tyrosine (11) dans 45 ml de NaOH 
Z N ,  on ajoute goutte 3. goutte, en 1 h, 19 ml (134 mmoles) de chloroformiate de b e n ~ y l e ~ ~ )  et  si- 
multanement une solution de NaOH 4~ de maniPre 3. maintenir le pH entre 9 e t  10. nes  adjonc- 
tions d'eau (160 ml en tout) permettent de rendre la suspension fluide. On agite encore 2 h & 
temperature ordinaire, &pare par centrifugation le prCcipit6 de la phase aqueuse, lave l'un et  
l'autre avec dcux fois 100 ml d'dther, suspend 3. nouveau le prdcipitd dans la phase aqueuse et  aci- 
difie i pH 2 avec 9 ml de HCl conc.; le prCcipitd est extrait par 200 ml d'acdtate d'dthyle; la 
phase organique est lavCe par 30 ml de HC1 1~ puis par NaCl aqueux 2 10% ( 3  fois 120 ml), 
s6chCe sur Na,SO, ct CvaporCe au vide 3. 30". L'huile obtenue (17,3 g) est dissoute dans 100 ml 
rl'6ther; par adjonctions successives d'6ther de pdtrole (400 ml en tout), en attendant chaque fois 
que le trouble produit se r6solve en fines aiguilles, on obtient, aprbs essorage, lavage 3. 1'6ther - 
dther de pitrole (1 :4) et  sdchage au vide 3. 25", 17,2 g (78%) de 0, N-di-CBO-N-mdthyl-L-tyrosine 
de 17. 91-94", inchangd aprbs recristallisation dans 5 volumes de CC1, bouillant. Le produit ne 
donne pas de coloration avec le r6actif de FOLIN-CIOCALTEU. Soluble dans le mdthanol, l'acdtoni- 
trilc, insolublc dans l'dther de pCtrolc, l'eau. [a];; = -50" 1' (c : 2; dimdthplformamide) ; 
- 5.5" + 1 (c - 2 ;  mithanol). 

C,,H,,O,N Calc. C 67,4 H 5,4 0 24,1 S 3,0Oj, 
(463,5) Tr. ,, 67,4 ,, 5,3 ,, 24,3 ,, 3,0% 

0, N-Di-CBO-N-mdthyl-L-tyrosinate de 9-nitrophdnyle ( V I I ) .  Dans 14 ml de pyridine, on dis- 
sout, par chauffage 3. SO", 9,29 g (20,O mmoles) de 0, N-di-CBO-N-mdthyl-L-tyrosine (VI) et  6,OO g 
(13,s mmoles) de phosphite tri-p-nitroph6nylique38). Aprbs un rcpos d'une nuit 5 25", on sipare 
par filtration une petite quantitd d'insoluble, Cvapore le filtrat au vide 3. 45", dissout le rCsidu 
d'6vaporation dans un mdlange de 600 ml d'dther et  de 200 ml de HCl l ~ ,  extrait encore la phase 
organique par 200 ml de HCl l ~ ,  3 fois par 200 ml de NaHCO, 1~ et 200 ml d'eau alternativement, 
3 fois par 200 ml de NaCl 3. 2yo, sbche sur Na,SO,, Cvapore au vide 3. 25". La substance semi- 
solide obtenue est cristallisCe par dissolution dans 100 ml d'dther suivie d'additions d'6ther de 
pdtrole par petites quantit6s (200 ml en tout), en attendant chaque fois que le trouble form6 se 
transforme en cristaux. Apris 2 jours i - 15", on essore, lave avcc un m6lange d'6ther - Cther dr  
pCtrole (1 :2), sbche au vide 3. 25" et  obtient ainsi 9,64 g (82%) de O,N-di-CBO-N-m6thyl-~-tyro- 
sinate de p-nitrophdnylc sous forme de fines aiguilles jaune trbs pLle, de F. 84-86". Pour l'analyse, 
on' recristallise encore 2 fois dans 15 volumes d'6thanol bouillant : F. inchangd. Le produit est 
trbs peu soluble dans 1'Cthanol froid. [ a ] g  = - 72,5" & 1" (c = 2 ;  dimdthylformamide); - 87' 
& 1" (c = 2 ;  pyridine). Rf& = 0,45; Rfg = 0,43; R f i  = 0,57. E:,9 = 1,0 Glu (rdv6lation par 
ninhylrinc, VOLIN). 

C,,H,,0,N2 Calc. C 65,7 H 4,s 0 24,6 N 4,8% 
(584,6) Tr. ,, 65,7 ,, 5,l ,, 24,s ,, 4,8% 

0-Tosyl-N-me'thyl-~-tyrosine ( V I I I ) .  On dissout 5,86 g (30,O mmoles) de N-mdthyl-L-tyrosine 
(11) dans 60,O ml de NaOH 1 ~ ,  ajoute 3,75 g (15,O mmoles) de CuSO,, 5 H,O dissous dans 35 ml 
d'eau; la solution limpide, refroidie 3. + lo", est agit6e vigoureusement avec 6,O g (31,s mmoles) 
de chlorure de p-tolubnesulfonyle dissous dans 150 ml d'6ther. Le mClange rCactionnel s'Cpais- 
sissant, on le dilue avec 100 ml d'eau et  SO ml d'6ther. Aprtis 1 h l/, d'agitation B + lo", le pr6ci- 
pit6 form6 est sdparC par centrifugation, lave sur filtre par H,O (2 fois SO ml) et  soigneusement 
essor6. On ddcompose le complexe cuivrique par dissolution dans 300 ml de HCl 4N 3. 40". La 
solution vertc est filtrCe puis additionnde rapidement de 900 ml d'eau, ce qui provoque la &pa- 
ration rapide de fines aiguilles. Aprtis un sdjour de 16 h B la glacibre, essorage, lavage B l'eau, & 
l'acdtone, 3. l'dther, puis sdchage i 50" an vide pouss6, on obtient 7,89 g (75%) de 0-tospl-N- 

9 H. J. PANNEMIN, A. F. MARX & J. F. ARENS, Rec. Trav. chim. Pays-Rays 78, 487 (1959). 
3R) W. STRECKRK & CH. GROSSMANN, Her. deutsch. chem. Ges. 49,63 (1916) ; B. ISELIN, W. RITTEL, 

1' S I E R R R  if' R. SCHWYZRR. Ff?lV do, 373 (1957). 
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nii.thyl-~-tyrosine de F. 265" (ddc.). Solu1)lt- dans HC1 4N tie&, clans l'acidc. ;icL'-tique A 9.jyi1 
chaud. [.a$; = +30,6" 1" (c = 1,3; HCI 4N). RfR = 0,70; R f i  = 0,78; Hfi  = 0.72; Ey.9 - 
0.h T r y  (rCv6lation par ninhydrinr ; coloration extrPinemrnt fail)lc nu rhc t i f  tit. 1;oi . iN) .  

CI7kIl9U5NS Calc. (: 58.1 H 5,5 0 22,O N 1,0 S !),2O,, 

(340,4) l'r. ,, 5X,2 ,, 5,7 ,, 23, l  ,, 4,l ,, 9,3yo 
Soumis h I'action d'une solution 3 , 5 ~  do gaz bromhydrique dans I'acide ac6tique 1 h h 20", 

Ic produit est recouvrd inaltCr6. Scindb par Ic sodium clans I'ammoniac liquide, il sc transformt, 
cm N-mCthyl-L-tyrosine (11).  

O-~'osyZ- .V-CBO-N-m&thyl-L-t~s~~s~)fE ( fX). Ilans iin mdlangc dc 24.0 in1 dc NaOH 3 N ct  t l ~  
10 ml dr dioxanne, on dissout G,99 g ( 2 0 , O  mmolcs) dv O-tosyl-N-rnCthyl-L-tyr[)sint: (VJII) .  La 
solution obtenue cst diluie par 100 ml tl'un m6langc eau ~ tlioxannr: (88: 12), placCt: dans un  Imin 
c lc  glace ct ,  sous vigoureuse agitation, additionndc aussitOt dc 4,0 ml (28,2 rnmolcs) tlc cliloro- 
lormiate d r  l ~ c n z y l e ~ ~ ) .  I x  p H  cst maintcnu cntre 10,O et 10,) par addition progressive, contrOlk 
au pH-stat, d'une solution cle NaOH 1~ - dioxannc (88: 12).  Lorsquc la consommation tl'alcali 
c:cssc, on ajoute encorc 0,5 l r i ~  (3,5 mmoles) de chloroformiate de benzylc t:t continue d'agitcr 
jusqu'b cessation tle l'addition de solution alcalinr (volume total consomin(.: 47,s ml). J.e prfci- 
pit6 form6 rst  sipare par centrifugation, lavi  i l'eau puis soumis h trois rcpriscs h line agitation 
clans HC1 4 N (150 ml chayuc fois), suivie dc centrifugation. 11 cst ensuite lavd sur filtrt: jusqu'8 
nt:utralitC ct sCchC unc nuit B 40" ail vidc poussC. T x  produit obtenu (9.12 g) est dissous dans 45 in1 
tl'acidc acCtique chaud; par addition dc 4 in1 d'cau et reiroitlissement, de fincs aiguilles st' s6pa- 
rcmt. Aprbs un sCjour de 2 11 k la glacihrc, essorage, lavage par un  nidlange d'acide ac6tiquc rt 
d'cau (20:4) puis s6chagc B 40" au vitlc pouss6, on obticnt S , 2 3  g (S40,6) de (~)-tosyl-S-(:BO-S- 
mCthyl-L-tyrosine de F. 143-1 40", produit qui est soumis h I'analyse. IJn &:hantillon, rc.cristallis6 
clans 5 volumcs d'acidc acdtiquc chaud, voit son F. s'dlevcr B 146-14s' (F. inchang6 par rccris- 
tallisation supplCmentaire). Soluble dans lc m6thanol tihde, la dim~thylformamidc, faiblcnirnt 
soluble dans l'Cther, insoluble clans l'eau, l'kther de pCtrole. [a];; = -44" i I "  (c = 1,s; dim& 
thylformainide). E7,9 = 0,G Try (rCvClation par niphydrinc; coloration t r k  faiblc par FOLIN). 

Cz,H,,O,NS (483,5) Calc. C 62.1 €3 5,2 0 23.2 N 2,9 S 6,6% 
C,,H,,O,NS, 1 / 2 1 - t 2 0  (492.5) Calc. ,, 61,O ,, 5,3 ,, 24,4 ,, 2,X ,, G,5'?< 

Tr. ,, 00,9 ,, 5,s ,, 24.2 ,, 2.8 ,, 6,6"(, 
0- 7'osyZ-N-C1~0-N-nzkt /~~Z-L-t .~sosinale  d P  fi-nitrophtnvle (A'). .A une solution, rcfroitlic 5 O", 

dc 6,30 g (12,8 nimoles) d'hdmiliydratc tlr O-tosyl-N-CRO-N-inCth~l-r--tyrosinc (I?() t s t  dc 2,23 g 
( I 6 , O  mmolcs) de p-nitrophdnol dans un mClange dc 25 ml dc d i m d t h ~ l f o r n i a ~ n i ~ l ~ ~  ct dc 20 nil 
tl'ac:dtonitrilc, on ajoutc 2,S2 g (13,7 mmolcs) dt: dicyclolicx~l-carbodiimido, agitc: li i 0" puis 
uric. nuit h 20". .Aprhs rcfroidissement k - 15". sdparation par filtration tlc l a  clicyclohcxylur&* 
formdc (2,41 R; 84%). on triturc le rdsitlu k 1'Cther dc pdtrolc, le dissout tlans 200 ml cl'acdtat(. 
tl'tWiylc, extrait par Na,CO, 0,l  N jusqu'B tlCcoloration complete (7 fois 200 nil), stchc I;r phascb 
organique sur Na,SO, e t  I'Cvapore a11 vide h 25". i1pri.s sCchage au vide pousse, 1 h h 25', on 
tlissout le prod!iit clans 40 nil cle benzene, ajoute de 1'Cther dc petrole jusqu'i apparition d'un 
1Cgc.r trouble. ainorcv la solution c t  laisse rcposer une nuit la glaciere. On ohticnt ainsi. ;ip& 
cssorage ct  lavage par un mdlange de benzene - Cthcr de p6trole (1 : I), 6,07 g (70%) tlc cristaux 
tlv 1;. 51-54". Unc recristallisation suppl6mcntairr dans Ic memc systeinc pcrmct d'obtenir 
5,h.l g (64%) dc (-)-tosyl-N-CBO-N-mdth!l-L-tvrosinatc de p-nitrophCnyle de 1:. 67-68", rctenant 
1 molCculc dc h c n z h e .  1,5" (c = 0,9; acide acCtique h 95":;). Rf:, ~ 0,45; 
r<f:, : 0,s;  I<f: - O,7; E7,9 :. 0.0 Try ( r d d a t i o n  par ninhydrinc, faihlc coloration par t;o~.i?i). 

C,,H,,O,N,S (h04,G) Chic. C 61,6 E l  4,7 0 23.8 N 4,h S S,3q:, 
('31H2s09NzS, ('6H0 (riS2,7) ( h l c .  ,, 05,l ,, 5,0 ,, 21,l ,, 4,l ,. 4.7", 

Ir. ,, 04,i ,, 1.9 ,, 20,') ,. .4.4 ,, 4,0";, 

- -60" 

.. 

B.  DBrivBs de la L-isoleucine 
S - C B O - ~ ~ - I s o Z e u c y Z - l - t - b u f ~ ) x y ~ a s ~ o n ~ ~ Z - Z - h ~ ~ ~ r a z i d e  ( X I ) .  -\ nnc solution, refroidie B - 3 0". 

tlc 2,65 g (10 ,O  mmoles) dc N-C.HO-~~isolaucinc~") et dc 1.40 in1 ( 1 0 , O  mmolcs) dr tri6thylaminr 
clans 80 ml tle t6trahydrofiirannr on ajoutc~, sous agitation, 1,00 ml ( 1  0.4 mmolcs) tic. c~hloto- 
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formiatc d'Cthylr, puis, 10 min plus tard,  1,375 g (10,4 mmoles) de carhazate de t-butyle4"). 
O n  agite i inc nuit  i tempdrature ordinairc, dvapore la solution au vide i 30", dissout Ic rdsidu 
clans 100 nil d'acdtatc d'ithyle, Cloigne le chlorhydrate de tridthylaminc insoluble, lave la solu- 
tion avcc lr,O (3  Iois 50 nil), NH,OH 1~ ( 3  fois SO ml), NaCl i 157; ( 3  fois 50 ml), skchc sur 
S;i,SO,, Cvaporc au vide e t  skche i 2.5" au vide poussd. La poudre blanchc obtenuc (3,50 g) est 
rcrristallisCe par dissolution clans 3-4 volumes de chloroformc bouillant e t  addition d'Cther dr 
pitrolc (2 fois la quantitd dc chloroformc employ&). -4pri.s UIK nuit k - lS", on ohtient 3,12 g 
(8Z0/ , ) )  d r :  fincs aiguillcs dc N-CBO-L-isolcucyl-l-t-butoxycarbonyl-2-hy~lrazidc dc F. 168-170". 
Solu1)lr dans I'acide acdtiquc, I'acdtonitrilc, insolul)lc dans l'caii, l'dthcr de pdtrolc. [crlg = - 17" 
-1 1" (c ~ 2 ;  diiiiCthplforrnarnidc); -43" -t l o  (c = 2 ;  mt!thanol). Rf;, =- 0,98; Rf:, 7 0,95; 

ClgH2905N3 Calr. c' 00,l I I  7 , i  ( 1  21,l N 11,l:;) 
(379,4) Tr.  ,, 00,3 ,, 7,G ,, 21,2 ,, l l ,O:i ,  

L- lsolei~~?~J-/-t-hL~to~ycuYboMyZ-2-JzydYu3ide (A'T7). Cnc  solution de 0,OO g (23,7 mmoles) de 
N - c ' l ~ O ~ ~ ~ i s o l e u c ~ 1 - 1  -t-butoxycarbonyl~Z-li!.drazide (XI) dans 120 ml de mCthanol est hydro- 
gthbc, k temptiraturc ct  prcssion ordinaires pendant 6 h ,  en prCsencc dc 4 g dc catalyscur selon 
K L J H N ~ ~ )  (contenant 48 mg de palladium par g de catalyseur). Aprks filtration sur charbon actif 
( ~ ~ E R c I ~ ,  p o w  analyse), la solution, contenant des ions C1 (provenant probablcmcnt du cataly- 

ur), vst passtie sur 80  in1 d'i\mberlitt, IRA 410 sous forme basique, CvaporCe au  vide puis sCchCe 
2.5'' au vide pusst!. La substance cristallise an contact dc l'dther. E l k  est rrcristallisCe par clis- 
lution clans 25 volurnes tl'Cther chaud, acljonction dc, 50 volumes d'Cther c k  pCtrole e t  r e p s  
la glacikrc. (:In isole ainsi, sous forme dc plaqucttes, 3,03 g (52%) de L-isoleucyl-l-t-l)utox!.- 

,-~~rhonyl-2-hydrazide de F. 07-100". De la liqueur-m&re conservCe i - 20", on obticnt tine secontle 
fraction; rccrii..tallisdc dans les m&mcs conditions, calle fournit 0,41 g (776) de produit tle €7. 96-99". 
l'our l'analpsc, un  Cchantillon est rccristallisd encore unc fois de la m6me manihre: F. 98-100". Lc 
produit cst soluble dans l'eau chaude, le chloroforme, l'acitonitrile, le mithanol, insoluble dans 
1'Cthcr tlcpCtrole. [a]: = + 24" & 1" (c = 1,7;  acidcacitique); -144" & 1" (c = 1,6; acideac6tiquei 
9.57;). HfK, : 0,%; KI?, = 0,iG; K f i  = 0,98; = 1,0 Glu;  E:,8 = 1,l His (rkvdlation par 
~ ~ O L I N ,  iiinhyclrinc, chlore) ; RfmO = 0,2 (silicagcl; chloroformr/mCthanol, 9:  1 ; rdvdlation par 
1 ~ 0 L I X ) .  

C,,H,,O,N, Calc. C 53,9 H 9,.5 0 19,6 N 17,17{, 
(215,3) Tr.  ,. 53,') ,, 9,s ,, 19,8 ,, 17,27(, 

C .  SBquence (N-Me)Tyr-Ileu 

0, ~ V . ~ ) i - C ~ O - N ~ n z P f ~ i y l - L - t ? r y o . ~ z ' l - L i u t e  de mhthyle (Xf f I ) .  A une solution, refroidie 
h - 1 O", tlc 927 mg ( 2 , O  inmolcs) dc 0, N-di-CBC)-N-mc(thq.l-L-tyrosine (VI) e t  de 0,300 ml (2,14 
inmol(1s) de triCthylaniinc dans 10 ml (k chloroforme, on ajoutc sons agitation 0,220 ml (2,29 
mmoles) de chloroformiatc d'dthyle. Dix minutes plus tard,  on ajoute unc solution de 436 mg 
(2,40 nimoles) de chlorhydrate de L-isoleucinate de mCthyle16) et  de 0,340 ml (2,43 mmoles) dc 
triethylamine dans G ml de chloroforme, agite encore 1 h i 1:empCrature ordinaire ct  laisse rc- 

une nuit. J2c mklange de rdaction, diluC d'un volume de chloroforme, est lave par HCl 1~ 
1 1 2 0 ,  XII,OH l ~ ,  c t  cnfin par NaCl k jusqu 'k  ncutralit6. Apr&s sCchage sur Na,SC),, 

r a t ion  clu filtrat au  vide e t  sCchage i 25" au  vide poussd, on obticnt, sous formc d'huilc 
Gpaisse, 1,160 g (9876) de 0, N-di-CDO-N-mBthj.1-L-tyrosyl-L-isolcucinatc dc mdthyle. Soluble 
clans I 'Ctht~,  l'acdtonitrile, insoluble dans I'dther dc pdtrole. [XI;; : - 18" 1" (c ~ 2 ;  mCtha- 

mamide). Rfi, = 0,08;  Rf:, -= 0,i.i; RfL = 0,93; 'L:,9 = 

r ninhydrinc., FoLm). 

7,l. TT6,S 0 2 1 , 7  N 4 , i  OClr3.5,30,;, 
(500,7) Tr.  ,, 67,l  ,, 6,s ,, 21,.5 ,, 4,9 ,, 5,0% 

C r x  tlipcptitle protCgC a C t C  dgalrmtmt prCpar6 par la m6tliode nu dicyclohexyl-carhdiimide 
+- 1 ' (c 1 2 ;  methanol) ; + 10 ' + I" thns l'acctonitrilc avcc un r r n t k m m t  tlta 76?;). [ X I ; ;  -~ - 21 

( C  ~~- 1 ,9; din i i~ t l i~ l lorn iami t l r~) .  

4") I , .  I .  ( ~ \ K I * I N O ,  5. .Ainvr. r,lic.ni. So(.. 7V, OX (10.57). 
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N-Mtthyl-L-tyrosyh-isoleucinate de mtthyle, HBr ( X I  V ) .  On dissout 4 , l O  g (6,94 mmoles) de 
l'ester dipeptidique XI11 dans 40 ml d'une solution 3 , 5 ~  de gaz bromhydrique dans l'acide ac6- 
tique. Aprbs un repos d'une heure 8. tempgrature ordinaire, on Bvapore au vide ii 35', triture le 
rCsidu B 1'6ther sec renouvel6 plusieurs fois, s6pare par filtration la poudre obtenue, la lave B l'dther 
et la skche 8. 25' au vide pouss6. On obtient 2,41 g (86%) de bromhydrate de N-mBthyl-L-tyrosyl- 
L-isoleucinate de mCthyle de F. 190" environ (instantank). Soluble dans l'eau, le methanol. 
[ G C ] ~  = - 18" & lo (c = 2 2 ;  dim6thylformamide); +6" f 1' (c = 1,9; methanol). Rfk = 0.98; 
Rf"p = 0,75; R f i  = 0,93; E:,9 = 1, l  Try; EZ,8 = 0,9 His (rBv6lation par ninhydrine, FOLIN). 

C1,H,,O,N,Br Calc. C 50,7 H 6,5 0 15,9 N 7,O Br 19,9 OCH, 7,7% 
(4023) Tr. ,, 50,4 ,. 7,1 ,, 1 6 3  ,, 7 , l  ,, 19,3 ,, 7,7% 

0, N-Di-CBO-N-rne'thyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de 2-butyle ( X  V) .  On dissout 1.17 g (2.00 
mmoles) de 0, N-di-CBO-N-mCthyl-L-tyrosinate de p-nitrophknyle (VII) et 0,52 g (2,78 mmoles) 
de L-isoleucinate de t-butyle41) dans 4 ml de t6trahydrofuranne. AprAs un repos de 48 h, on &a- 
pore au vide 2 30°, dissout le rCsidu dans 40 ml d'ac6tate d'kthyle, lave par H,PO, 1~ (6 fois 25 ml). 
H,O, Na,CO, 1~ (7 fois 25 ml), H,O, s6che sur Na,SO, et  Bvapore au vide 8. 30". Aprk sBchage 
B 45" au vide pousd, on obtient, 8. l'dtat non cristallis6, 0,97 g (77%) de 0, N-di-CBO-N-m6thyl- 
L-tyrosyl-L-isoleucinatc de t-butyle. Soluble dans le benzbne, insoluble dans 1'6ther de pitrole. 
[a]g  = +go  f- 1" (c = 1,4; dim6thylformamide); - 17,5" f 1' (c = 2, l ;  methanol). RfkI = 
0.99; Rfk = 0,80; R f i  = 0,95; E:,$ = 1,0 Try; Ek,B = 0.8 His (r6v6lation par ninhydrine, 
FOLIN). 

C,,H,,O,N, Calc. C 68.3 H 7,O 0 20,2 N 4,4% 
(632,7) Tr. ,, 68,4 ,, 7.0 ,, 20.3 ,, 4 2 %  

N-Me'thyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle ( X  V I ) .  Une solution de 5,07 g (8,Ol mmoles) de 
l'ester dipeptidique XV dans 100 ml de methanol est hydrog6nBe en pr6sence de 500 mg de cata- 
lyseur d'hydrog6nation selon KUHN,,). Lhydrogknation dure 1 h 'la. Le catalyseur est s6pard 
par centrifugation. La mousse hygroscopique obtenue par Bvaporation de la solution au vide, 2 25', 
est dissoute dans 50 ml d'6ther. Une petite quantitb d'insoluble est sBpar6e par centrifugation. 
Le produit (2,4 g) obtenu par 6vaporation au vide de la solution 6thBrCe contient une impuret6 
mise en Bvidence par chromatographie e t  Blectrophorkse. Une distribution B contre-courant 
(5 transferts seulement) dans le systbme sec-butanol/eau/acide ac6tique (500 : 700 : 0,6) permet de 
l'kliminer, car elle est plus soluble dans la phase infkrieure. Par Bvaporation au vide, B 25". du 
contenu des tubes ne contenant plus d'impuret6, on obtient 1,74 g (57%) de N-mBthyl-L-tyrosyl- 
L-isoleucinate de t-butyle, sous forme d'une mousse. [ G C ] ~  = - 14,4" & 1" (c = 1,5; m6thanol). 
Rf& = 0,99; Rf"p = 0,80; Rfi  = 0,95; E!,9 = 1,0 Try; E:,8 = 0,8 His; E:,g = 1,0 Glu; E:,8 = 
0,3 Try (r6vBlation par FOLIN, ninhydrine). 

C,rJH,2O,N, ( 3 6 4 3  Calc. C 65,9 H 8,9 0 17,6 N 7,7% 
C,,H,,O,N,, 1H,O (382,5) Calc. ,, 6 2 3  ,, 9,0 ,, 20,9 ,, 7,3% 

Tr. ,, 62,s ,, 8,7 ,, 21,4 ,, 6 9 %  
Stock6 B - Z O O ,  le produit non utilisB prCsente, a p r h  quelques semaines, un changement dans 

son comportement BlectrophorCtique: en particulier 8. pH 5,8, le produit se comporte comme une 
substance neutre. E;,, = 0.3 Try (rBv6lation par ninhydrine et  FOLIN). 

(0, N-Di-CBO-N-mtthyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-l)-t-butoxycarbonyl-2-hydrazade ( X  V I I ) .  On laisse 
r6agir pendant 16 h 8. 25" une solution de 1,20 g (2,05 mmoles) de 0,N-di-CBO-N-m6thyl-L- 
tyrosinate de p-nitroph6nyle (VII) e t  de 676 mg (2,75 mmoles) de L-isoleucyl-l-t-butoxycarbonyl- 
2-hydrazide (XII) dans 1,5 ml de tBtrahydrofuranne. AprAs Cvaporation au vide 8. 25O, le rCsidu 
est dissous dans 45 ml d'ac6tate d'dthyle e t  lavd par H,PO, 8. 10% (6 fois 25 ml), Na,CO, 1~ 

41) PrCparC selon R O E S K E ~ ~ ) ,  en isolant intermediairement l'ester sous la forme de son phosphitr : 

C,,H,,O,N.H,PO, Calc. C 44,6 H 9,0 N 5,2 P 11,5% 
(269,3) Tr. ,, 44,8 ,, 8,9 ,, 5,4 ,, 11,4% 

F. 178-180" (d6c.): [a]g = +25,5' f 1" (c = 1,7; mBthano1). 

On libere l'estcr 8. partir de la solution m6thanolique de son sel au moyen dhmberlite IRA410 
(forme basique). [ G C ] ~  = +24,8' (G = 100). ANDERSON & CALL AH AN^^) indiquent [a@ = 
+26,7" (C = 100). 

15 
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(8 fois 25 ml) puis sCcht5 sur Na,SO,. Apres Evaporation au vide et  sechage B 25' au vide pouss6, 
on obtient 1,lO g (78%) d'une mousse qu'on cristallise par dissolution dans 7,5 ml de benzene 
et adjonction d'Cther de petrole jusqu'i apparition d'un liger trouble. Le lendemain les aiguilles 
s6par6es sont essorkes, lavies par un melange de benzene - Bther de petrole 1:l et  s6ch6es au 
vide h 25". On obtient ainsi 640 mg de (0, N-di-CBO-N-m6thyl-I,-tyrosyl-L-isoleucyl-l)-t-butoxy- 
carbonyl-2-hydrazide de F. 97" (instantad). Par adjonction progressive d'6ther de petrole B la 
liqueur-mere, une deuxieme fraction (311 mg) de m&me purete esf: obtenue (rendement total 67%). 
[a]g  = -40" & 1" (c = 1,4; acide acetique B 95o/b). EP,s = 0,s Try; E:.s = 1,OS Glu; E$,* = 
0,7 His; E;,* = 0,9 His (revdation par ninhydrine, FOLIN, chlore) ; RfmO = 0.8 (silicagel; chloro- 
forme/mEthanol, 9 : 1 ; rEv6lation par FOLIN) . 

C37H,,0sN4 Calc. C 64,3 H 6.7 0 20.8 N S,lyo 
(690,8) Tr. ,, 64.2 .. 6,s ,, 203 .. 8.1% 

Ayant dlimine les groupes CBO par hydroghation catalytique puis condens6 le produit 
resultant avec la N-CBO-S-benzyl-~-cystBine~') dans l'ac6tonitrile au moyen du dicyclohexyl- 
carbodiimide, on obtient, aprbs les lavages habituels, un produit non cristallisable, mais homo- 
gene en chromatographie sur couche mince (silicagel; chloroforme/mCthanol, 9 : 1 ; r idlat ion par 
FOLIN et chlore) ; la seission du groupe t-butoxycarbonyle n'a pas conduit a un hydrazide cris- 
tallis6. 

D. Sequence CyS-(N-Me)Tyr 
N-CBO-S-Benzyl-L-cystiinyl-N-mithyl-L-tyrosinate de mithyle ( X V I I I ) .  Dans 40 ml de tetra- 

hydrofuranne, d6barrassE de peroxydes par passage sur une colonne de 100 ml d'alumine, on 
dissout, sous atmosphere d'azote, 3.45 g (10,O mmoles) de N-CB0-S-benzyl-L-cyst6ine1'), 2,30 g 
(11,O mmoles) de N-methyl-L-tyrosinate de methyle (111), refroidit 5 - S o ,  ajoute 2,30 g (11,l 
mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide dissous dans 17 ml de tetrahydrofuranne depourvu dc 
peroxydes, agite 3 h B 0" puis une nuit B 25". AprBs refroidissement B - lo", separation par filtra- 
tion de la dicyclohexylurie (2,12 g, 94%), evaporation du filtrat au vide B 25", on Blimine l'exces 
de dicyclohexyl-carbodiimide en dissolvant l'huile obtenue dans le chloroforme et en la repr6cipi- 
tant B l'dther de pdtrole. On ddcante, dissout le r6sidu huileur dans 100 ml d'ac6tate d'ethyle, 
lave avec H,S04 IN glace, H,O, NH40H l ~ ,  H,O, seche sur Na,SO,, Cvapore au vide puis seche 
B 25" au vide pouss6. On obtient 4,80 g (89%) de N-CBO-S-benzyl-L-cysteinyl-N-methyl-L-tyro- 
sinate de mBthyle sous forme d'une huile Epakse qu'on n'a pas pu faire cristalliser. [a]g = 
-104" f 1" (c = 2; methanol); -97" f lo (c = 2 2 ;  dimdthylformamide). Rf&= 0,98; Rf; = 
0,80; R f i  = 0,93; EZ9 = 1,0 Try (r6vElation par FOLIN, chlore; le produit scindB r6agit tres 
faiblement B la. ninhydrine) ; RfmO = 0,s (silicagel; chloroforme/mCthanol, 9: 1; redlation par 
FOLIN) . 

C,,H,,O,N,S Calc. C 64,9 H 6,0 O 17,9 N 5,;; S 6,0 OCH, 5,8% 
(536,6) Tr. ,, 64,6 ,, 5 3  ,, 18,1 ,, 5,O ,, 6,O ,, 5,9% 

N-CBO-S-Renzyl-L-cystdinyl-N-mgthyZ-L-tyros~nate de t-butyle ( X I X ) .  A une solution, re- 
froidie B -10". de 675 mg (1.95 mmole) de N-CBO-S-benzyl-~-cystCine17) e t  de 503 mg (2 ,OO 
mmoles) de N-methyl-L-tyrosinate de t-butyle (V) dam 8 ml d'acktonitrile, on ajoute 450 mg 
(2,18 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide dissous dans 2 ml du m&me solvant, agite 1 h B 0" 
puis 5 h B 25". Aprbs refroidissement B - 5" et  separation de la dicyclohexylurEe (428 mg; 98oj,), 
le filtrat est hapore au vide B 25" jusqu'B consistance sirupeuse, tritur6 plusieurs fois dans 1'6ther 
de petrole puis dissous dans 30 ml d'ac6tate d'6thyle. La solution est lav6c par H,P04 1~ (5 fois 
10 ml), H,O, NH,OH 1~ (3 fois 10 ml), H,O jusqu'h neutralit6, s6ch6e sur Na,SOd et Bvapordc 
au vide B 25". On purifie encore le produit par dissolution dans 10 ml de m6thanol suivie de pr6- 
cipitation par 30 ml d'acide acdtique 0 , 5 ~ .  On centrifuge, lave le culot & l'eau, sbche B 25" au 
vide poussE. On obtient ainsi, sous forme d'une mousse hygroscopique, O,88 g (78%) de N-CBO- 
S-benzyl-L-cysteinyl-N-mdthyl-L-tyrosinatc de t-butyle. Soluble dans 1'Cther. [tt]g = - 83" & 1" 
(c = 1; dimethylformamide); -81" f 1" (c = 1.3; mdthanol). RfmO = 0,s (silicagel; chloro- 
formc/m6thanol, 9: l ;  rGv6lation par FOLIN). E;,9 = 0,75 Try; E;,8 = 0, j  Try (rEvElation par 
ninhydrine, FOLIN) . 

C,H,,O,N,S Calc. C 66.4 H 6.6 0 16,6 N 4,s S 5,5% 
(578,7) Tr. ,, 66,7 ,, 6,7 ,, 16,6 ,, 4,7 ,, 5,4% 
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Un essai de condensation du N-CBO-S-benzyl-L-cystkinate de p-ni t r~phCnyle~~) avec le N- 
mdthyl-L-tyrosinate de t-butyle (V) dans le dimdthylformamide a conduit, aprBs les lavages 
habituels, B un produit hCtCrogkne presentant 8. l’Clectrophorhse, B cBtB de la tache attendue, 
une importante tache basirpe (E:,9 = 1.2 Glu; E;,s = 1,2 His) rkagissant positivement B la 
ninhydrine et faiblement au reactif de FOLIN. 

N-CBO-S-Benzyl-L-cyst~anyl-~~-mithyl-L-tysine ( X X ) .  - a) A partir de N-CBO-S-benzyl-L- 
cystbinyl-N-mbthyl-L-tyrosinate de mbthyle ( X V I I I ) .  A une solution de 3,231 g (7,lO mmoles) de 
l’ester dipeptidique XVIII dans 20 ml de mdthanol, on ajoute 7,l ml de NaOH aqueux 4 ~ ,  laisse 
reposer 1 h B 25’, acidifie par H c 1 4 ~  (7,s ml), precipite par adjonction de 10 B 15 volumes d’eau, 
centrifuge, dissout le culot dans 30 ml d’acdtate d’kthyle, extrait par NaHCO, 0 , 2 5 ~  (3 fois 110ml), 
acidifie par HC1 4N (23 ml) les solutions hydrogBnocarbonat6es, rCextrait par de l’ac6tate d’dthyle 
(3 fois 70 ml), lave la phase organique 8. l’eau jusqu’h neutralitC, sgche sur N+SO,, Bvapore au 
vide puis sBche une nuit B 25” au vide pouss6, obtenant ainsi 3,50 g (94%) de N-CBO-S-benzyl-L- 
cystiinyl-N-mdthyl-L-tyrosine sous forme d’une mousse blanche fondant B partir de 70”. Soluble 
dans NH,OH, un peu soluble dans l’Cther, insoluble dans l’eau, 1’6ther de pCtrole. [a]g = - 82” f 
1’ (c = 1,s; acide acdtique B 95 %). Ei,* = 0,28 Glu (r6vClation par FOLIN). Ef,9 = 0,75 Try; 
Et,, = 0,5 Try (rCv6lation par ninhydrine, FOLIN). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 64,3 H 5,s 0 18,4 N 5,4 S 6,1% Equiv. 523 
(522,6) Tr. ,, 63,9 ,, 5,9 ,, 18,4 ,, 5,2 ,, 6,1% ,, 520 

b) A partir de N-CBO-S-benzyl-L-cystiinyl-N-m8tltyl-L-tyrosanate de t-butyle ( X I X ) .  On fait 
barboter un  courant de gaz chlorhydrique sec, pendant 20 min B +15”,  dans une solution de 
321 mg (0,555 mmole) de l’ester dipeptidique XIX dans 5 ml d’acide acdtique. On Bvapore 8. 
sec au vide B 25’, reprend dam 25 ml d’ac6tate d’dthyle, lave la solution obtenue par HCI 1~ 
(2 fois 10 ml), H,O, puis extrait par Na,CO, @,5N (3 fois 10 ml). Les solutions carbonatdes r6unies 
sont acidifibes par H,S04 4~ puis extraites par de l’ac6tate d’6thyle (3 fois 10 ml). La solution 
organique est lav6e par H,SO, 1~ (5 ml) puis par H,O jusqu’i neutralit6, s6ch6e sur Na$O,, 
Bvaporde au vide, sCch6e enfin au vide pouss6 une nuit B 2 5 O ,  livrant 221 mg (76%) de N-CBO-S- 
benzyl-L-cyst&nyl-N-m6thyl-L-tyrosine se comportant B I’BlectrophorBse comme le produit pr6- 
par6 par la m6thode a). [a]g = -83’ rfI 2” (c = 1 , l ;  acide acCtique B 95%). 

E. SBquence CyS-(N-Me)Tyr-Ileu 
,Ir-CBO-S-Benzyl-L-cyste‘inyl-W-nzdthyl-L-tyrosyl-L-~soleucinate de mbthyle ( X X I ) .  - a) Par 

condensation de la N-CBO-S-benzyl-L-cystiine avec le dipeptideXI V .  On dissout 2.45 g (6,09 mmoles) 
de bromhydrate de N-m6thyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de m6thyle (XIV) dans 40 ml d’eau, ajoute 
9 ml de Na,CO, l ~ ,  extrait au chloroforme (3 fois 10 ml), skche rapidement les solutions chloro- 
formiques sur Na,SO,, ajoute, aprks Cloignement de l’agent dessCchant, 1,90 g (5,50 mmoles) de 
N-CBO-S-benzyl-L-cystCine 17) puis, aprBs refroidissement & - 5”, 1,26 g (6,lO mmoles) de dicyclo- 
hexyl-carbodiimide et 30 ml d’acdtonitrile. Aprks 20 h d’agitation B temperature ordinaire, on 
refroidit B 0”, &pare par filtration la dicyclohexylur6e (1,16 g, 94%), Bvapore le filtrat au vide 
B 25O, triture plusicurs fois B 1’6ther de pCtrole le r6sidu huileux, le dissout dans 120 ml d‘ac6tate 
d’6thyle, lave avec HCl 1~ glac6, NH,OH l ~ ,  H,O jusqu’i neutralit& puis skche sur MgSO,. 
Sprks Cvaporation au vide et  s6chage d’une nuit 8. 25” au vide pouss6, on obtient 3,40g (95%) de 
N-CBO-S-benz)rl-~-cyst6inyl-N-mCthyl-~-tyrosyl-~-isoleucinate de m6thyle non cristallis6. Non 
scindd, le produit ne comporte pas d’impuret6 r6agissant & la ninhydrine. AprBs scission du groupe 
CBO par une solution de gaz bromhydrique 3 , 5 ~  dans l’acide ac6tique 1 h B Z O O ,  on observe B 
1’6lectrophorkse, B pH 5,s ct 1,9, quelques faibles tachcs accessoires migrant vers la cathode. 
davantage que la tache principale et rkagissant 2t la ninhydrine mais non au FOLIN. [a]g = 
- 80” 1’ (c = 2,2; acide acetique B 95%). Rfg1 = 0,97; Rf$ = 0,87; R f i  = 0,95; E:,9 = 0,755 
Try; E:,s = 0,45 His (r6vClation par ninhydrine, chlore, FOLIN). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 64,7 H 6,7 0 17,2 N 6,5 S 4,9 OCH, 4,8% 
(649,s) Tr. ,, 64,4 ,, 6,6 ,. 17,O ,, 6 3  ,, 5,1 ,, 5,0% 

b) Par condensation d u  d i p e p i d e  X X a  auec le L-isoleucinate de  nzbthyle. tJne solution de 455 mg 
(2,50 mmoles) de chlorhydrate de L-isoleucinate de m6thyle dans 10 ml de m6thanol est passCe 
sur 10 ml d’Amberlite IRA 410 (forme basique) puis 6vapor6e au vide & 20’. Au r6sidu on ajoute, 
10 in1 d’acetonitrile, et 1,045 g (2,OO mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystCiny1-N-m6thyl-L-tyrosine. 
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(XXa), refroidit B - 10" e t  ajoute 454 mg (2.20 mmoles) dc dicyclohcxyl-carbodimide. Aprk  
agitation pendant une nuit, le me'lange de reaction est soumis a.u mdme traitement que le produit 
prCparC par la mCthode a). On obtient 1,22 g (94%) de N-CBO-S-benzyl-L-cystiinyl-N-methyl-L- 
tyrosyl-L-isoleucinate de m6thyle se comportant chromatographiquement et ClectrophorCtique- 
ment comme la substance obtenue sous a). [a]g = -61" f 2" (c = 1.6; acide acCtique i 95%). 

N-CBO-S- Benzyl-L-cyste'inyl-N-mgthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle ( X X Z I )  . - a) Par 
condensation de la N-CBO-S-benzyl-L-cyste'ine avec le dipeptide X V I .  h une solution, refroidie & 
- 5", de 426 mg (1,23 mmole) de N-CBO-S-benzyl-~-cysteine17) et de 502 mg (1,31 mmole) de 
N-mCthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle (XVI) dans 5 ml de te'trahydrofuranne, on ajoute 
320 mg (1,55 mmole) de dicyclohexyl-carbodiimide et  agite 20 h B temperature ordinaire. Aprk  
refroidissement & - 15O, le pr6cipitB de dicyclohexylurCe form6 (262 mg, 95%) est se'part! par 
filtration. On Cvapore le filtrat au vide & 25", dissout le r6sidu dans 15 ml d'acCtate d'Cthyle, 
cxtrait par H,PO,1 N (3 fois 8 ml), H,O, NH,OH 1~ (3 fois 8 ml), H,O jusqu'k neutralit&, skchc 
sur Na,SO,, Cvapore au vide et s k h e  B 25" au vide pousse'. On obtient 850 mg (100%) de N-CBO- 
S-benzyl-L-cystCinyl-N-mCthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle non cristallid. Soluble dans 
1e benzkne, insoluble dans l'e'ther de pCtrole. Rfb = 0.98; Rf$ = 0,82; R f i  = 0,88; E:,8 = 0.9 
Try; E;,* = 0,5 Try (rCv6lation par ninhydrine, FOLIN). Non scinde', Ie produit ne comporte pas 
d'impuret6 rdagissant B la ninhydrine. Aprk scission du groupe CBO par une solution de gaz 
bromhydrique 3,5 N dans l'acide acdtique, on observe & 1'6lectrophor&se, i pH 5,8 et  1,9, quelques 
taches secondaires re'agissant B la ninhydrine mais non au FOLIN et  migrant vers la cathode 
davantage que la tache principale. 

C,,H,,O,N,S C,alc. C 66,O H 7.1 N 6,l S 4,6% 
(691,g) Tr. ,, 662 ,, 7 2  ,, 6,3 ,, 4,4% 

b) Par condensation du dipeptide X X a  avec le L-isoleucinate de me'thyle. Voir sous la pr6para- 
tion du tripeptide XXIII  sous d. 

N-CBO-S-Renzyl-L-cyste'inyl-N-mdthyl-L-tyros~~l-L-~soleuc~ne (XXZZI) .  - a) A partir de I'ester 
mhthylique X X I a .  Une solution de 1,29 g (1,99 mmole) de N-CBO-S-benzyl-~-cystCinyl-N-mCthy- 
L-tyrosyl-L-isoleucinato dc mdthyle (XXIa) dans 20 ml d'acetone et  10 ml de methanol est addi- 
tionnke de 4,OO ml de NaOH 4N. Aprks un repos de 1 h ?L 25", on ajoute 4,lO ml de HC14N. puis 
150 ml d'eau. On centrifuge, dissout le culot dans 7 ml de methanol c t  le prCcipite B nouveau par 
150 ml d'eau. hpr6s centrifugation ct sEchage au vide pouss6, le solide blanc (1,13 g) ne contenant 
plus de groupe mCthoxyle est dissous dans 35 ml d'ac6tate d'Cthyle puis extrait par Na,CO, 0,5 N 

(3 fois 10 ml). Les solutions carbonatees rCunies sont acidifides par H,S04 4N et reextraites par 
de I'acCtate d'Cthyle. Aprks lavage B l'eau, jusqu'k neutralit& des solutions organiques reunies, 
s6chage sur Na,SO,, Bvaporation au vide puis s6chage B 25" au vide poussC, on obtient 0,79 g 
(62%) de N-CBO-S-benzyl-L-cyst6inyl-N-methyl-L-tyrosyl-L-isoleucine de F. 185-190° (le pro- 
duit suinte dbs 70"). [a$ = - 75,5' & 1" (c = 0,6; acide acCtique & 95%). Rf$ = 0,98; Rf$ = 

0,82; R f i  = 0,88; EZs = 0,9 Try; EP,, = 0,5 Try (rCv6lation par ninhydrine, FOLIN). 

CUH4,O7N,S Chlc. C 64,2 H 6.5 0 17.6 N 6,6 S 5,0% Equiv. 636 
(635,8) Tr. ,, 64,6 ,, 6.7 ,, 1 7 2  ,, 6,6 ,, 4,9% ,, 640 

h) A partir de l'zster t-butylique X X I I .  On dissout 175 mg (0,253 mmole) de N-CBO-S-benzyl- 
N-mCthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinatc dc t-butyle (XXII) dam 3 ml d'acide acktique, p fait barboter 
un courant dc gaz chlorhydrique sec pendant 30 min 8. + 15", Cvapore au vide B 25", dissout le 
r6sidu dans 15 ml d'acCtatc d'e'thyle, lave avec HC1 1x (2 fois 10 ml), H,O, puis extrait par 
Na,CO, 0 , 5 ~  (3 fois 5 ml). Les solutions carhonatees reunies sont acidifi6es par H,SO, 4N puis 
rkextraites par de l'ac6tatc d'Cthyle (3 fois 10 ml). Aprk  lavage 8. l'eau, jusqu'i neutralit6, des 
solutions organiques rdunies, sCchage sur Na,SO,, Cvaporation au vide ct sCchage A 25' au vide 
pouss6, on obtient 128 mg (79%) dc N-CUO-S-benzyl-~-cystCinyl-N-m6thyl-~-tyrosyl-~-isoleu- 
cine. [a]$' = - 72.6" f 0,5' (c = 1.3; acide acCtique & 95%). Le produit se comporte chromato- 
graphiquement e t  CIcctrophor6tiquement, apres scission du groupe CRO, comme le produit 

Equiv. Calc. 636 Tr. 638 obtenu sous a). 

c)  A partir de l'ester me'thylique X X I b .  Dans les mdmcs conditions dc saponification et  d'isole- 
ment que celles indiquCes sous a), l'ester mCthylique XXIb donne avec un rendement de 53:; 
un acide tripeptidique dc [a-lg = -60" f 2" (c = 1,s; acidc acktique & 950/,). 
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d) A partir du difiepide X X a  et du L-isoleucinate de mtthyle. A une solution, refroidie & - loo,  
de 1,045 g (2,OO mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cyst6inyl-N-mCthyl-L-tyrosine (XXa) et  de 
450 mg (2,40 mmoles) de L-isoleucinate de t-butyle41) dans 12 ml de tetrahydrofuranne, on ajoute 
494 mg (2,39 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et  agite une nuit B 20". Aprks refroidissement 
B - loo, separation par filtration de la dicyclohexylur6e formCe (381 mg, 85%), 6vaporation du 
filtrat au vide i 30°, trituration du residu B 1'6ther de p6trole puis dissolution dans 50 ml d'ac6tate 
d'Cthyle, lavages par H,PO, l ~ ,  H,O, Na,COs l ~ ,  H,O, sichage sur Na,SO,, Cvaporation au vide 
puis sechage B 25' au vide pouss6, on obtient 1.29 g (93%) dester t-butylique tripeptidique. - 
-1pri.s acidolyse de la fonction ester dans les conditions indiqu6es sous b). on obtient 610 mg 
(48%) d'acide tripeptidiquc de [a13 = -38,5" f 1" (c = 1,4; acide acetique B 95%). 

F. Octapeptides 

0, N-Di-CBO-N-mtthyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-~-gl~taminyl-~-asparag~nyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~- 
prolyl-L-leucyl-glycilzamide ( X X I V ) .  Dans 100 ml de dim6thylformamide on dissout, B 50", 6 3 0  g 
(8,16 mmoles) de ~-isoleucyl-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-prolyl-~-leucy~- 
glycinamiderd). Aprks rapide refroidissement B 30" on ajoute 5,75 g (9,83 mmoles) de 0,N-di- 
CBO-N-mCthyl-L-tyrosinate de p-nitrophhyla (VII). La solution jaune, limpide, est agitee 
une nuit B 20". L'adjonction de 1,5 1 d'ac6tate d'6thyle fa i t  prkcipiter la substance sous forme 
gdatineuse. Apri.s centrifugation, le culot est lav8 4 fois par suspension dans 750 ml d 'adtate  
d'6thyle suivic de centrifugation, puis sCch6 B 30" au vide pouss6. Le produit pulv6rulent obtenu 
est trait6 par 60 ml d'6thanol B 80% bouillant. Le gel obtenu par refroidissement est abandonne 
1 h, dilu6 par 40 ml d'Cthanol B SOYo, essor6, lave 4 fois avec lc mbme solvant (40 ml cn tout) 
puis sBch8 au vide pouss6 une nuit B 45". On obtient 7.58 g (73%) de 0,N-di-CBO-N-mCthyl-L- 
tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl- S-benzyl-L-cystBinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide 
dc F. 211-214". [ a ] g  = - 28' & 1' (c = 2,2; dimkthylformamide). Spectre UV.: Amax = 268 my 
(log E = 2,83). Rf& = 0,66; Rf; = 0,6; R f i  = 0,65; E;,8 = 0,6 Try (r6vClation par ninhydrine, 
FOLIN, chlore). 

C64H8301,Nl,S Calc. C 60,l H 6,5 0 1 8 3  N 12,l S 2.5% 
(1278,5) Tr. ., 60,5 ,, 6,6 ,, 19J  ,, 12,O .. 2 2 %  

N-Mtthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutam~nyl-~-as~ara~inyl-S-benzyl-L-cystkinyl-L-prolyl-~-leucyl- 
glycinanzide ( X X V ) .  Dans 100 ml d'une solution 4 , 4 ~  de gaz bromhydriquc dans l'acide acCtique, 
on introduit 7.35 g (5,75 mmoles) d'octapeptide protege XXIV finement pulvCris6. La dissolution 
est totale aprhs h. On laisse reposer encore 45 min, puis fait couler la solution dans 1,2 1 d'6ther 
sec vigoureusement agit6. Le pr6cipitC est &pard par filtration, lave abondamment par de 1'Cthcr 
anhydre et sCch6 au vide sur KOH. La substance (7,8 g) cst dissoute dans 100 ml de mkthanol 
8. 95%, port6e 8. 35" et pass6e rapidement B travers une colonne contenant 100 ml d'Amberlite 
IRA 410 (forme basique) maintenue B la m&me temperature. Aprk  lavage par 500 ml de m6- 
thanol B 95% et evaporation au vide 8.25' des fillrats rdunis, on obtient 4.96 g (84%) de N-mB- 
thy1 - L - tyrosyl- L- isoleucyl-r.- glutaminyl - L- asparaginyl- S - benzyl- L-cyst6inyl-r--prolyl-L-leucyl- 
glycinamide de F. 238-241" (ddc.), utilis6 pour l'essai de condcnsation avec le N-CBO-S-benzyl- 
L-cystdinate de p-nitrophknyle. Pour l'analyse, on recristallise 2 fois dans 100 volumes de me- 
thanol B 95% bouillant (le rendement de chaque recristallisation est de 50-60y0), ce qui Clkve le 
F. ?L 255-257" (d6c.). Soluble dans l'acide acktique, peu soluble dans le dim6thylformamide 
froid. [a]g = -66" 1" (c = 1,9; acide acktique). Spectre UV.: Amax = 280 mp (log E = 
3,29); 287 mp (log E = 3,20). Rf& = 0,66; Rf; = 0,6; R f i  = 0,65; = 0,6 Try (rkvklation 
par ninhydrine, FOLIN, chlore), 

C48H?lO11NllS (1010,2) Calc. C 57,l H 7, l  0 17,4 N 1 5 3  S 3,2% 
C,,H,lOllNl,S, 1H,O (10282) Calc. ,, 56,l ,, 7,2 ,, 18,7 ,, 15.0 ,, 3,1% 

Tr. ,, 5 6 3  ,, 7,3 ,, 18,6 ,. 15,O 3,3% 

RLactiox de l'octafieptide X X  V auec le N-CBO-S-benzyl-L-cystiinate de p-nitrofihtnyle. Dans 
50 ml de c5mCthylformamide on dissout, 2 50" environ, 4,34 g (4.23 mmoles) d'octapeptide XXV 
et, aprh refroidissement B 30°, 2,36 g (5,06 mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystCinate de p-nitro- 
ph8nyle13). Apr& 20 h d'agitztion 8. temperature ordinaire on ajoute B la solution, filtr8c d'un 
lCger trouble, 400 ml d'acktatz d'ithyle, s6pare par centrifugation le gel form6 puis le lave plu- 
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sieurs fois par suspension dans l'ac6tate d'dthyle suivie de centrifugation. Le culot est s6ch6 3 
40" au vide pouss6, puis dissous dans 15 ml d'acide acCtique et  additionn6 de 30 ml d'eau, ce qui 
provoque la lente prise en gel de la solution. Aprh 2 h A 25" on essore, lave avec 25 m! de melange 
acide acbtiqueleau (1 : 2) et  shche B 40" au vide pouss6. On obtient ainsi 2,70 g d'un produit de 
F. 211-214". [a]F = -44' f 1' (c = 2;  dim6thylformamide). Spectre UV.: A,,, = 269 r n ~  
(log E = 3,21). Rf& = 0,7; Rf; = 0,43; RfX = 0,7; E;,9 = 0,94 Try (r6vClation par FOLIW, 
ninhydrine). 

C,,H,,O,,N,,S,, 3H,O Calc. C 57.0 H 6 3  0 19,s N 12,l S 4,6% 
(1391,6) Tr. 57,5 ,, 6,7 ., 1 9 s  ,, 12.4 ,. 4,8% 

Lors d'un autre essai, le produit pr6par6 comme indiqu6 ci-dessus a 6t6 purifi6 par dissolu- 
tion dans le dim6thylformamid.e suivie de prCcipitation par addition de 10 volumes d'acide 
ac6tique 1~ (au lieu de dissolutioii dans l'acide acgtique - prgcipitation par 2 volumes d'eau). 
Le produit, de F. 203-209O a donn6 l'analyse suivante: 

C6,H,,Ol4N1,S, Calc. C 59,3 H 6,7 0 16,7 N 12,6 S 4 8% 
(1337,6) Tr. ,, 59,l  ,, 6.9 ., 17.2 ,, 1 2 3  ,, 4,9% 

0- Tosyl-~~-CBO-N-m6thyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-~-glutaminyl-~-asparag~nyl-S-benzyl-~-cyst6~nyl- 
L-prolyl-L-leuzyl-glycinamide ( X X V I ) .  Dans 2 ml de dim6thylformamide on dissout successive- 
ment 208 mg (0,25 mmole) de L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cyst6inyl-L-pro- 
lyl-L-lcucyl-glycinamide") e t  309 mg (0,45 mmole) de 0-tosyl-N-CBO-N-mkthyl-L-tyrosinate de 
p-nitrophinyle (X), e t  laisse reposer 2 jours B 25'. La solution limpide est ensuite additionn6e 
d'un grand volume d'ac6tate d'6thyle. On sCpare par centrifugation le pr6cipit6 form6 e t  le lave 
B l'acgtate d'6thyle plusieurs fois (par suspensions suivies de centrifugations). Aprhs s6chage B 
l'air, le produit (217 mg) est dissous dans 2 ml d'kthanol 8. SOT, bouiilant, filtr6 B chaud et  laiss6 
une nuit hlaglacikre. Lepr6cipit6est essor6, l a d  avec peu d'kthanolh 80% glacC, et sCch6 au vide 
pou~s6  1 h 8. 50". On obtient ainsi 180 mg (55 "/b) de O-to?>-l-N-CBO-N-mBthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl- 
~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cystCinyl-~-prolyl-~-lee~:yl-glycinamide de F. 190-200". 
[ m ] E  = -63" f 2" (c = 1,8; acide ac6tique 2 95%). Rfff = 0,537; Rf$ = 0,9; Rfl  = 0,83; 
ET,s = 0,5 Try (r6v6lation par chlore, ninhydrine). 

C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 58,3 H 6,4 N 11,9 S 4,9% 
(1298,5) Tr. ,, 58J ,, 6,4 ,, 1L7 ,, 4,976 

0- ?'osyl-N-mdthyl-L-tyrosyl-~-isoleucyl-L-glutami~iyl-L-aspuraginyl-S-benzyl-L-cyste'inyl-L-pro- 
lyl-L-leucyl-glycinamide ( X X V  II). On dissout dans 0,5 ml d'acide acCtique 92 mg (0,071 mmole) 
d'actapeptide prot6g6 XXVI, ajoute 0,5 ml d'une solution ~ , S N  de gaz bromhydrique dans I'acide 
ac6tique et  laisse reposer 3/4 h temperature ordinaire. Aprk une brBve concentration au vide 
8. 25", on precipite le produit par addition de 20 volumes d'6ther sec, centrifuge, lave plusieurs 
fois h 1'Cther par suspensions suivies de centrifugations, dissout le culot dans 3 ml de methanol 
e t  passe la solution sur une colonne contenant 7 ml d'ilmberlite IRA 410 (forme basique) main- 
tenue 8.35". lave aver: 30 ml de mkthanol, 6vapore le filtrat au vide puis siiche 8. 25" au vide pouss6. 
On obtient 83 mg (100%) de O-tosyl-T\T-m6thyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-~-gluta~yl-~-asparaginyl- 
S-benzyl-L-cystBinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 204-210". Pour l'analyse, un khantillon 
est sCch6 au vide poussd 2 h B 80". [a]g  = - 50" f- 1" (c = 0.96; acide ac6tique & 95%). RfgI = 
0,87; Rfg = 0.9; RfX = 0,83; 

C,,H,,O,,N,,S, (1164,4) Calc. 0 17,9 N 13,2 S 5,574 Tr. 0 17,9 N 13.1 S 5,6o/b 
= 0,5 Try (r6vBlation par chlore, ninhydrine). 

Ayant mis B r6agir cet octapeptide XXVII avec un fort exciis dc N-CBO-S-benzyl-L-cyst&- 
nate de p-nitroph6nyle, 16 h B 35" dans le dim6thylformamide, on a rCcupCr6, la majeure 
partie du produit de d6part. 

G .  Nonapeptides 
N-C BO-S- Benzyl-L-cyst6inyl-N-mgthyl-L-tyrosyl-L-~soleucyl-~-glutaminy~-~-as~arag~nyl-S-ben- 

zyLL-cyst6inyEL-prolyl-L-le~cyl-glycinamide ( X X  V I I  I ) .  Dans un melange de 0.30 ml d'eau et  de 
2.70 ml de Wrahydrofuranne d6bnrrass6 de peroxydes par passage sur de l'alumine, on dissout 
successivement, sous courant d'azote, 430 mg (0,60 mmole) de L-glutaminyl-L-asparaginyl-S- 
benzyl-L-cyst6inyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide*~) e t  382 mg (0,60 mmole) de N-CBO-S-benzyi- 
L-cystiinyl-N-methyl-L-tyrosyl-L-isoleucine (XXIIIa), puis, apriis refroidissement A 0". 234 mg 
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(1,13 mmolc) de dicyclohexyl-carbodimide. Apr&s un repos de 5 h B. On, tout est pris en masse. 
On secoue encore une nuit B 20°, suspend le melange de rdaction dans 30 ml d'acgtate d'dthyle, 
&pare I'insoluble par centrifugation et  le dissout pour la plus grande partie en le secouant dans 
un mdlange, 4 fois renouvele, de chloroforme et  de HC1 1 N. Lcs solutions chloroformiques rBunies 
(100 ml environ) sont lavdes par HCI l ~ ,  NaHCO, l ~ ,  sCch6es rapidement sur Na,S04 puis 
Cvaporges au vide 5. 30", laissant 0,46 g d'un solide blanc qu'on dissout partiellement dans 2 ml 
de pyridine. Aprks une nuit B - 15", l'insoluble, constitu6 par de la dicyclohexylur6e (69 mg, 
F. 232-233"), est sCparC par filtration et  le filtrat est Bvapori au vidc B. 30". Le rCsidu est extrait 
7 fois par 4 ml de benzene bouillant. L'insoluble est seche au vide poussC, fournissant 0 2 1  g 
(25%) de N-CBO-S-benzyl-~-cyst~inyl-N-m6thyl-~-tyrosyl-~-isoleucy~-~-glutaminyl-~-asparagi- 
nyl-S-benzyl-L-cyst~inyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 140" environ (la substance suinte 
d&s 120'). Soluble dans le mCthanol, le dimdthylformamide, I'acide adtique. [a!$ = - 64" f 1" 
(c = 1,7; dimBthylformamide); -83' & 1" (c = 1,6; mBthano1). Rf& = 0,98; Rf; = 0,s: Rf% = 
0,88; E;,9 = 0,5 Try (revklation par ninhydrine. FOLIN, chlore). Spectre UV.: Lms, = 280 m,u 
(log E = 3,29); 287 mp (log E = 3,20). 

C,,H8*Ol4NlZ% (1337.6) Calc. C 59.3 H 6.7 0 16,7 N 12.6 S 4,8% 
C,,H,80,,Nl,Sz, 3H,O (1391,6) Calc. ,, 57,O ,, 6,8 ,, 19,5 ,, 1 2 , l  ,, 4,6% 

Tr. ,, 57,O ,, 6,7 ,, 19,4 ,, 11,4 ,, 4 3 %  
(N-Mdthyl-Tyr),-Qxytocine ( X X I X ) .  On dissout 46 mg (0,033 mmole) du nonapeptide protdg6 

XXVIII dans 50 ml d'ammoniac liquide redistill6 sur sodium et, sous agitation, on ajoute lente- 
ment du sodium jusqu'h apparition d'une coloration bleue. Aprhs adjonction de 0,05 ml d'acide 
acBtique, on Bvapore B sec au vide, dissout le rksidu dans 40 ml d'acide acetique 0.01 N, ajuste le 
pH it 8.2 e t  fait passer un courant d'air jusqu'h rkaction negative au nitroprussiate. On acidifie 
k pH 43, concentre h 20 ml au vide it 25", Bquilibre la solution avec du see-butanol e t  introduit 
le melange dans le premier tube d'un appareil de distribution B contre-courant. Apr&s 260 trans- 
ferts dans le systkme sec-butanol/acide acetique 0,017 N, on determine la courbe de repartition 
sur des a l i q u o t e ~ ~ ~ ) .  On obtient un sommet principal K = 0,41 et  un sommet secondaire K = 
0,19. Le contenu des tubes centraux du sommet principal est rduni et concentre au vide h 25". 
Le produit obtenu, qui reprksente les 3/4 de la quantit6 introduite dans l'appareil, est homog&ne 
B l'6lectrophorAse (EY,9 = 0,5 Try; E:48 = 0,4 His; revelation par ninhydrine, FOLIN, chlore). 
L'hydrolyse acide (HC1 6 ~ ;  16 h A 110") donne les acides aminks constituants dans les rapports 
attendus. 

SUMMARY 

Different methods have been investigated for the preparation of N-CBO-S-benzyl- 
L-cysteinyl-N-methyl-L-tyrosyl-L-isoleucine. Condensation of this proteted tri- 
peptide with ~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cysteinyl-~-prolyl-~-~eucyl-gly- 
cinamide affords N-CBO- S -benzyl-L-cysteinyl-N -methyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L- 
glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cysteinyl-~-prolyl-~-leucyl-glycinamide. Cleavage 
of the protecting groups of the resulting nonapeptide with sodium in liquid ammonia, 
oxidation with air in dilute aqueous solution and purification by counter-current 
distribution gives the desired cyclic nonapeptide amide : (N-methyl-Tyr)2-oxytocin. 
This exhibits less than one per cent of the oxytocic potency of oxytocin. 
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