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191. Syntheses de la Phe2-arginine-vasopressine et de la 
Phk2-argfnine-vasotocine et nouvelles syntheses de l’arginine- 

vasopressine et de l’arginine-vasotocine 
par R. L. Huguenin et R. A. Boissonnas 

(6 VI 62) 

Le remplacement de la tyrosine par la phknylalanine dans l’oxytocine, c’est-P- 
dire la suppression de l’hydroxyle phCnolique de cette hormone, conduit P la Ph& 
oxytocine (dksoxy-oxytocine), dont la synthhse a 6th rCalisCe indkpendamment par 
notre groupe1)2) et par celui de DU VIGNEAUD~). 

Lorsque cette mCme modification est effectuCe sur la lysine-vasopressine, on 
obtient la Phk2-lysine-vasopressine, dont la synthhse a aussi CtC accomplie par notre 
groupe4) et, peu aprks, par celui de DU VIGNEAUD5). 

Afin d’ktudier l’effet de la suppression de cet hydroxyle phCnolique chez la 
lysine-vasotocine ( Lyss-oxytocine) 6, 7 8, et l’oxypressine (Ph8-oxytocine) lo), ana- 
logues dont les structures sont intermkdiaires entre celles de l’oxytocine et de la 
lysine-vasopressine, nous avons synthktisk, il y a quelque temps, la Phk2-lysine- 
vasotocine (Phk2-Lys*-oxytocine) 11) et la PhC2-oxypressine ( Phk2-PhC3-oxytocine) Is). 

Le remplacement de la tyrosine par la phbnylalanine provoque dans tous ces 
cas une baisse apprkciable des activitks biologiques, certaines d’entre elles Ctant 
nCanmoins plus affectkes que d’autres. Ainsi, les actions sur la glande mammaire 
ou sur la pression sanguine sont chaque fois diminuCes dans des proportions moindres 
que celles sur l’utkrus ou, respectivement, sur la diurhse (voir tableau). 

Afin de pouvoir Ctendre P la famille de l’arginine-vasopressine les observations 
sur Ies conskquences de la suppression du groupe hydroxyle phknolique que nous 

1) P.-A. JAQUENOUD & R. A. BOISSONNAS, Helv. 42, 788 (1959). 
2) H. KONZETT & B. BERDE, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy 74, 333 (1959). 
3) M. BODANSZKY & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. SOC. 87, 1258, 6072 (1959). 
4, R. A. BOISSONNAS & ST. GUTTMANN, Helv. 43, 190 (1960). 
5 )  J. MEIENHOFER & V. DU VIGNEAUD, J.  Amer. chem. SOC. 82, 6336 (1960). 
6) R. A. BOISSONNAS & R. L. HUGUENIN, Helv. 43, 182 (1960). 
7 )  R. D. KIMBROUGH & V. DU VIGNEAUD, J. biol. Chemistry 236, 778 (1961). 
8 )  Une nouvelle synthbse de la lysine-vasotocine bas& sur la condensation du N-tosyl-S-benzyl- 

L-cystdinyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de p-nitrophknyle 9, avec le L-glutaminyl-L-asparaginyl-S- 
benzyl-L-cystCinyl-L-prolyl-N-&-tosyl-L-lysyl-glycinamide6) nous a donne un produit possd- 
dant des activitks plus elevkes que celles indiqukes dans notre travail pr6c6dente) e t  compa- 
rables k celles obtcnues par KIMBROUGH & DU VIGNEAUD~) pour un produit prepare par la 
methode rdcurrente. 

9) P.-A. JAQUENOUD & R. A. BOISSONNAS, Helv. 45, 1462 (1962). 
10) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD & J,-P. WALLER, Helv. 39,1421 (1956) ; 

B. BERDE, W. DOEPFNER & H. KONZETT, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy 12, 20cj 
(1957) : P. G. KATSOYANNIS, J. Amer. chem. SOC. 79, 109 (1957). 

11) P.-A. JAQUENOUD & R. A. BOISSONNAS, rdsultsts non publics, cites dans 12). 
12) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, B. BERDE & H. KONZETT, Experientia 7’7, 377 (1961). 
13) R. A. BOISSONNAS & ST. GUTTMANN, Helv. 43, 190 (1960). 
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avions faites dans la famille de l’oxytocine et celle de la lysine-vasopressine, nous 
avons maintenant prCparC la PhC2-arginine-vasopressine (XII) et la PhC2-arginine- 
vasotocine (PhC2-Arg*-oxytocine) (XV). Par la mCme occasion, nous avons rdalisC 
6galement deux nouvelles synthhses de l’arginine-vasopressine (XIX) ainsi qu’une 
nouvelle synth&se de l’arginine-vasotocine (XXI) . 

Les mkthodes de synthkse que  nous avons suivies sont indiqukes dans les schdmas 1 
B 5. Nous avons employ6 le groupe tosyle pour la protection du groupe guanido de 
l’arginine14), comme dans nos synthkses rCcentes de la brad~kininel~)  et de la kalli- 
cline16). 

Le N-CBO-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide (VI) a C t C  pr6parC soit par 
condensation au trichlorure de phosphore dans la pyridinel7) de la N-CBO-G-tosyl- 
~~-argininc 14) avec le glycinate d’Cthyle, scission du groupe CBO du dipeptide, 
condensation avec la N-CBO-L-proline18) par la mCthode i l’anhydride mixte19) et 
amidification de l’ester tripeptidique I11 obtenu, soit par condensation par la mCthode 
B l’anhydride mixtels) de la N-CBO-L-prolinels) avec le G-tosyl-L-arginate de p -  
nitrophknyle (prBparC partir du N-CBO-G-tosyl-I=arginate de pnitrophknyle 15) 

tIar scission du group:: CBO) et rkaction du dipeptide V obtenu avec le glycinamide. 
Aprks scission du groupe CRO, l’amide tripeptidique VII  obtenu a C t C  condens4 
avec le N-CRO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystCinyl-azide zo), de fason B 
livrer l’hexapeptide VIII qui, par scission du groupe CBO, a fourni le L-glutami- 
nyl-L-asparaginyl - S-benzyl-L-cystCinyl-L-prolyl- G -tosyl-L-arginyl-glycinamide (IX) . 

Pour rkaliser la synth&se de la Phi2-arginilze-vasopessine (XII), nous avons 
d‘abord condens6 la N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-phCnylalaninel) 3, 13) avec le 
L-phknylalaninate de 9-nitrophknyle 21) par la mCthode au dicyclohexyl-carbo- 
diimideZ2) en N-CBO-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-phCnylalanyl-~-phknylalaninate de p -  
nitrophknyle (X). Par reaction de celui-ci avec l’hexapeptide IX, nous avons ensuite 
obtenu le N-CBO-S-benzyl-~-cystCinyl-~-ph~nylalanyl-~-ph~nylalanyl-~-glutaminyl- 
~-asparaginyl-S-benzyl-~,-cystkinyl-~-prolyl-G-tosyl-~-arginyl-glycinamide (XI) qui, 
apr&s scission des groupes protecteurs par le sodium dans l’ammoniac liquidezs), 
oxydation A l’air e t  purification par distribution en contre-courant, a fourni la  PhC2- 
arginine-vasopressine (XII) dont les propriCtCs biologiques ”) sont indiquCes dans le 
tableau. Nous voyons que la suppression de l’hydroxyle phholique affecte plus 

14) E. SCHNABEL & C .  H.  LI, J. Xmer. chem. SOC. 82,4576 (1960). 
15) ST. GUTTMANN, J. PLESS & R. A. BOISSONNAS, Helv. 45, 170 (1962). 
16) J. PLESS, E. S T ~ R M E R ,  ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 45, 394 (1962). 
17) ST. GOLDSCHMIDT & H.  LAUTENSCHLAGER, Liebigs Ann. Chem. 580, 68 (1953). 
18) il. BERGER, J .  KURTZ & E. KATCHALSXI, J, Amer. chem. SOC 76, 5552 (1954); M. ZAORAL, 

Chem. Listy 48, 1583 (1954); W, GRASSMANN & E. WUNSCH, Chem. Ber, 97, 462 (1958). 
19) 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). 

*”) R. A. BOISSONNAS, ST, GUTTMANN. €’.-A. JAQUENOUD & J.-P. WALLER, Helv. 38,1491 (1955). 
21) M. GOODMAN & K. C. STUEBEN. J. Amer. chem. SOC. 87, 3980 (1959). 
za) J. C. SHEEHAN & G. P. HESS, J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
23) V. DU VIGNEAUD, CH. RESSLER, J. M. SWAN, C. W. HOBEKTS & P. G. KATSOYANNIS, J. Amer. 

r4) Les dosages biologiques ont t t C  effectuCs par les Drs B. UERDE et E. STVRMER de notre DC- 
chem. SOC. 76, 3115 (1954). 

partement de  recherches midico-biologiques (Dir. : Dr A.  CERLETTI). 
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fortement l’activitk pressorique que l’activitk antidiurktique, alors qu’on observe 
le contraire dans le cas de la PhC2-lysine-vasopressine4) 5 ) ,  analogue correspondant 
de la famille de la lysine-vasopressine. 

La synthbse de la Plze’2-argilzi~e-vasotocirte (XV) a CtC effectuCe de manibre 
analogue. Nous avons condens6 la N-CBO-S-benzyl-~-cystCinyl-~-phCnylalanine1) 3) 18) 

avec le L-isoleucinate de p-nitrophknyle s, par la mbthode au dicyclohexyl-carbo- 
diimide22) en N-CRO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-phCnylalanyl-L-isoleucinate de +nitro- 
phCnyle (XIII). Par rbaction de celui-ci avec l’hexapeptide IX, nous avons obtenu 
le N-CBO-S-benz~l-~-cystCinyl-~-ph~nyl~ai~yl-~-~soleucyl-~-glutaminyl~-~-aspara~- 
n~l-S-benzyl-~-cystCinyl-~-prolyl-G-tosyl-~-arginyl-glycinamide (XIV) qui, aprks 
scission des groupes protecteurs par le sodium dans l’amrnoniac liquide 2s), oxydation 
B l’air et purification par distribution en contre-courant, a fourni la PhC2-arginine- 
vasotocine (XV) dont les propriCtCs biologiques 24) sont indiquCes dans le tableau. 
La suppression de l’hydroxyle phCnolique provoque, dans ce cas, une baisse parallde 
des activitks pressorique et antidiurktique, alors que chez l’analogue correspondant 
de la famille de la lysine-vasopressine, la PhC2-lysine-vasotocine 11), on observe, 
comme chez la PhC2-lysine-vasopre~sine~) 5, mentionnke ci-dessus, une baisse plus 
considkrable de l’activitC antidiurktique que de l’activitk pressorique. 

Nous avons Cgalement, selon le m&me principe, rCalisC deux nouvelles synthbses 
de l’arginine-vasofwessirte. Cette hormone avsit dCj i 6th synthCtisCe par le groupe 
de DU VIGNEAUD selon d’autres schCmas de synthbseZ5) dans lesquels le groupe 
guanido de l’arginine n’Ctait pas constamment protCgC par un groupe protecteur, 
mais simplement salifiCZ6). Dans les nouvelles synthbses que nous proposons, il est 
au contraire protCgC jusqu’au stade final par un groupe tosyle, ce qui facilite grande- 
ment l’isolement des produits intermkdiaires. Dans la premikre de nos synthbses, 
la N-CBO-S-benzyl-L-cyst6inyl-ra-tyrosine zo)  27) a 6tC condensbe avec le L-phCnyl- 
alaninate de p-nitrophknyle 21) par la mCthode au dicyclohexyl-carbodiimide 22) en 
N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-tyrosyl-L-phCnylalaninate de fi-nitrophCnyle (XVI) 
qui, par condensation avec l’hexapeptide IX, a fourni le N-CEO-S-benzyl-L-cystCinyl- 
L- tyr osyl- L- phhylalan yl-L- glutaminyl-L- asparaginyl-S-benzyl-L-cystkinyl-L- prolyl- 
G-tosyl-L-arginyl-glycinamide (XVII) . Dans la seconde de nos synthhses, nous avons 
condens6 le N-tosyl-S-benzyl-L-cystCinyl-r~-tyrosyl-L-phknylalanyl-azide2~) avec 
l’hexapeptide IX en N-tosyl-S-benzyl-~-cystCinyl-~-tyrosyl-~-phbnylalanyl-~-~luta- 
minyl-L-asparaginyl- S-benzyl-L-cystCinyl-L-prolyl- G - tosyl-L-arginyl-glycinamide 
(XVIII). Aprbs scission des groupes protecteurs des nonapeptides protCgCs XVII 
ou XVIII par traitement au sodium dans l’ammoniac l i q ~ i d e ~ ~ ) ,  oxydation A 
l’air et  distribution en contre-courant, nous avons obtenu dans les deux cas de 

25) p. G. KATSOYANNIS, D. T. GISH R: V. DU VIGNEAUD, J.  Amer. chem. SOC. 79, 4516 (1957) ; 
V. DU VIGNEAUD, D. T. GISH, P. G. KATSOYANNIS & G. P. HESS, ibid.  80, 3355 (1958); R .  0. 
STUDER Rr V. DU VIGNEAUD, ibid. 52, 1499 (1960). 

26) D. T. GISH & F. H. CARPENTER, J.  Amer. chem. SOC. 75, 5872 (1953); G. W. ANDERSON, ibid. 
75, 6081 (1953); R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, J.-P. WALLER & P.-A. JAQUENOUD, 
Experientia 72, 446 (1956). 

27) C. R. HARRINGTON & R. V. PITT RIVERS, Biochem. J. 38,417 (1944) ; C. W. ROBERTS, J .  Amcr. 
chem. SOC. 76, 6203 (1954). 

2s) I?. G.  KATSOYANNIS, D. T. GISH, G. P. HESS & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. SOC. 80, 
2558 (1958). 

_____ 
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l’arginine-vasopressine prksentant les propriCtCs biologiques de l’hormone naturelle 
pure 12) 29). 

Notre nouvelle synth6se de 1’argi.niute-vasotocine diffbre de celle rCalisCe ant& 
rieurement par KATSOYANNIS & DU VIGNEAUD~)  par le fait que nous avons utilisC, 
comme pour nos autres synthtses mentionnkes ci-dessus, le groupe tosyle pour la 
protection du groupe guanido de l‘arginine, alors que ces auteurs ont simplement 
salifiC z6) ce groupe guanido, comme ils l’avaient fait dans leurs synth$ses de l’arginine- 
vasopressine 26). Par condensation du N-tosyl- S-benzyl-L-cystCiny1-L-tyrosyl-L-iso- 
leucinate de +-nitrophhyle s, avec l’hexapeptide IX, nous avons obtenu le N-tosyl- 
S-benzyl-L- cystCiny1-L- tyrosyl-L- isoleucyl-L- glutaminyl - L- asparaginyl- S - benzyl- L- 

Schdma 1 .  Synthbses dzt L-prolyl-G-tosyl-L-arg~nyl-glycilzamide 
7 8 9 

Pro -4% GlY 

OEt 

OEt 

Tos 
CBO OEt 

I11 

Pro Arg GlY 
7 8 9 

Abrdviations: CBO- = carbobenzoxy-; Tos- = tosyl- = p-toluhe-sulfonyl-; -NP = p-ni t rophh 
ple; AM = condensation par la m6thode 8. l’anhydride mixte; TCP = condensation 
par la mithode au trichlorure de phosphore dans la pyridine. 

29) R. ACHER, A. LIGHT & V. DU VIGNEAUD, J. biol. Chemistry 233, 116 (1958). 
so) P. G. KATSOYANNIS & V. DU VIGNEAUD, J. biol. Chemistry 233, 1352 (1958). 



cq-  

CBO+ 

IBZ CBOm 

H. 1 

CYS Pro Arg Gly CYS Ph6 Ile Glu ASP 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Abrkviations: cf. sch6mas 1 et  2. 

cystiinyl-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide (XX) qui, apr&s rkduction au 
sodium dans l'ammoniac liquide 23), oxydation B l'air et distribution en contre- 
courant, a donne de l'arginine-vasotocine (XXI) analytiquement pure, dont les 
activitks biol~giques~~),  sont indiquees dans le tableau. I1 ressort de celles-ci que 
notre produit est sensiblem-nt plus actif que celui pr6par6 par KATSOYANNIS Br 
DU VIGNEAUD. Les valeurs infkrieures obtenues par ces auteurs peuvent vraisem- 
blablement Stre expliquCes par une stabilit6 limitbe de l'arginine-vasotocine sous 
certaines conditions31). 

/NHz /NH, Bz I Tos 
NHZ VII 

CBO. 'IN3 Ha 
zo) 

Tos 
OH HmmONP CBO.' NHz I N H 2  /Bz "H, 
(DCCI) al) VIII 

"H2 

"H2 

/NHZ /NH, /BZ 

INHZ /Rz 

(/NHz /NHa 

1ONP H 
X IX 

/TOS 

X I  - 

sl) Nous avons observe que, conserve B 1'6tat solide (sous iorme d'acbtate). un Cchantillon 
d'arginine-vasotocine n'a pas perdu d'activit6 a p r h  sCjour de deux mois A 4". 

CBO LBZ I/;:') "1 
CBOb 

Bz 
CBOJ 

H.1 
/--- 

OH H ONP I 
XI11 =ONP W-'-L--m I X  NHZ 

(DCCI) " 9 )  i 
,NH, NH, Bz Tos 

NHZ 
/NHz /NHz /Bz 

XIV 

-*H, 
/NHz /NHZ 7 1  

xv 



Ha NH, 
XIX 

Partie experimentales2) 
Les conditions generales dc travail sont d6jA indiquges dans un article pr6c6dents). Les r6ac- 

tifs utilises pour la revelation des chromatogrammes et  des pherogrammes ont Bgalement i t6  
decrits pr6c6demment6). En outre, la revelation du groupe guanido- par la reaction de SAKA- 

3%) Les microanalyses ont etd effectuees dans notre laboratoire microanalytique (Dr W. SCHOE- 
NIGER). 

IX 

FH, /Bz 

XH, NH, Rz 

XVI I 1 

Tos- 

Tos /Bz 

H v-- 
XIX 

NH2 

NH, 
Tos 

mNH, 

Tos- IFz 

H. // I 

9)  

/Bz Tos- 
-- 

Tos 
.ONP Hm 

IX 
,Tos 

.NH2 
/NH, 7% ,Bz 

xx - 
(/NH, /NH* / 

'.N% XXI 
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GUCHI a 6t6 effectuee selon BHATTACHARYA3'). Les chromatographies sur couche mince sont in- 
diqu6es par Rfm. L'adsorbant et le solvant sont indiquCs dans chaque cas particulier (hauteur 
de developpement: 10 B 12 cm). Les exposants ont la m&me signification que pour 1cs chromato- 
grammes sur papier. 

- lo",  dc 3,42 g 
(33,2 mmoles) de glycinate d'6thyle dans 100 ml de pyridine anhydre, on ajoute goutte B gouttc 
20,O ml (10 mmoles) d'une solution 0.5 M de PCl, dans la pyridine, laisse reposer 15 min B temp& 
raturc ordinaire, ajoute 13,4 g (29.0 mmoles) de N-u-CBO-G-tosyl-~-arginine~~), chauffe 4 h & loo", 
Cvapore au vide, dissout le rksidu dans un melange d'acCtate d'Cthyle e t  d'eau, lave la phase or- 
ganique par HCl l ~ ,  H,O, NH,OH 1 ~ .  sbche sur Na,S04 et  Bvapore au vide & 30". Le solide obtenu 
contient une impuretC se comportant, en chromatographie sur couche mince, comme l'anhydro- 
derive dicrit par SCHNABEL & LxL4), derive que nous avons prepare selon leurs indications: RfmOL 
0,9 (A1,0,, chloroforrne/mc?thanol 9:  1; rkvilation par chlore). Pour purifier le dipeptide, on lcs 
dissout dans 200 ml de benzene bouillant; l'huile se dCposant par refroidissement est sCpar6e par 
decantation et  soumise une seconde fois au m&me traitement. Aprbs sCchage au vide pouss6 B 
25", on obtient 9.7 g (61 yo) de N-or-CBO-G-tosyl-L-aginyl-glycinate d'dthyle sous forme d'un 
solide non cristallis6. [u ]g  = -5.6" & 1" (c = 1,7; acide acetique & 95%). Rfm" = 0.6 (A1,0,; 
chloroforme/methanol 9:l; rkv6lation par chlore); R f t  = 0.6; R f i  = 0,75; E:.s = 0,9 Try: 
Ea,8 = 0,65 His (rCvClation par ninhydrine et chlore). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 54,8 H 6,l 0 20,5 N 12,8 S 5,9% 
(547,6) Tr. ,, 54,9 ,, 6,3 ,, 20,1 ,, 123 ,, 6,0% 

N-CBO-L-Prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinate d'dthyle ( I I I ) .  Dans 25 ml d'acide acdtique glacial, 
on dissout 9.35 g (17,l mmoles) de dipeptide I, ajoute 50 ml d'une solution 4 N  de gaz brom- 
hydrique dans l'acide acitique anhydre, laisse reposer 1 h & 25" puis fait couler la solution dans 
0,s l.d'6ther sec sous vigoureuse agitation. Le pr6cipitQ est essor6, lav6 B 1'8ther et s6ch6 au vide. 
On obtient 9,33 g de produit scindk qu'on dissout dans 2,5 ml de dim6thylformamide et  30 ml dc 
tetrahydrofuranne, en chauffant ICgbrement. Aprbs refroidissement B Oo, on ajoute 4,54 ml clr 
triethylamine (32,4 mmoles; quantite correspondant aux ions Br' prisents, determinds par 
argentomktrie) et introduit aussitBt la solution ainsi obtenue dans celle, priparde a u  moment de 
l'emploi par dissolution, dans 40 ml de tetrahydrofuranne anhydre, de 3,71 g (14,9 mmoles) dc 
N-CBO-L.proline18) e t  de 2,06 ml (14,7 mmoles) de triethylamine, refroidissement 8. - loo, ad- 
jonction dc 1,47 ml (15,3 mmoles) de chloroformiate d'6thyle et s6jour de 10 min B -10'. On 
agite 1 nuit B 25", &pare le pr6cipit6 d'halogenure dc trigthylamine, Bvapore le filtrat au vide 
B 25", dissout le r6sidu dans l'acdtate d'6thyle e t  lave par HC1 l ~ ,  H,O, NH40H 1~ et H,O, sbchc 
sur Na,SO,, Cvapore au vide et  sbche au vide pousse B 25". On obtient 8,38 g (88%) de N-CEO-L- 
prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinate d'kthyle solide, commen5ant B fondrc vers 70". [u]g = 

-49" f 0,5 (c = 1,7; acide ac6tique 8. 95%). RffnO = 0,7 (A1,0,; chloroforme/mCthanol 9:l); 
0,9 (A1,0,; chloroforme/mCthanol 7: 3; rCvClation par, chlore); Rfk = 0,65; Rf$ = 0,65; R f i  = 

0,7; 

C,H4,08N,S Calc. C 55.9 H 6.3 0 19,9 N 13,O S 5,0y0 
(644,7) Tr. ,, 55,9 ,, 63 ,, 2 0 2  ,, 132 ,, 5.1% 

N-u-CBO-G-Tosyl-L-arginyl-glycinate d'dthyle ( I ) .  A une solution, refroidie 

= 0,9 Try; E5&,8 = 0,7 His (rCvClation par isatine, chlorc ct ninhydrine). 

.V-CBO-L-PvoZyZ-G-tosyZ-L-avginyl-gzycinamide (BI). - a) On dissout 8,O g . (12,4 mmoles) 
d'ester tripeptidique 111 dans 180 ml d'ethanol absolu, refroidit B O O  et sature la solution de NH,. 
On laisse reposer 2 jours & temperature ordinaire, Bvaporc au vide & 30' et sbche au vide poussd. 
En chromatographie sur couche mince (A1,0,; chloroforme/mCthanol 7 : 3; r6vClation par chlore), 
la substance prdsente deux impuretds, Climinables par le traitement suivant: le produit est dis- 
sous dans 100 ml de chloroforme et  la solution est lavCe 3 fois par 20 ml d'acide acdtique B 50%, 
1 fois par 60 ml d'eau, puis par NaHCO, 1~ pour 6liminer l'acide ac6tique. enfin par dc l'eau. 
On shche sur Na,S04, concentre B 25 ml au vide & 30" puis fait couler la solution dans 100 ml 
d'acdtate d'6thyle sous vigoureuse agitation. On lave le pr6cipitC & l'acdtate d'Cthyle e t  sbche au 
vide pouss6 2 30°. On obtient ainsi 4,78 g (63%) de N-CBO-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide 
commenFant 2 fondre vers 100". [a]g  = -45' & 1,5" (c = 1,l; acide acetique 8. 95%). Rfm" = 

*,) K. R. BHATTACHARYA, J. DATTA & D. K. ROY, Arch. Biochemistry Biophysics 77,297 (1958). 
- 
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0,6 (silicagel; chloroforme/m6thanol 7 : 3) ; RfmO = 0,4 (A1,0,; chloroforme/m6thanol 7 : 3 ; rev& 
lation par chlore). 

C28H3707N,S Calc. C 54,6 H 6,l 0 1 8 2  N 15,9 S 5,2% 
(6157) Tr. ,, 54,9 ,, 6 2  ,, 1 8 , O  ,, 1 5 3  ,, 5,4% 

b) A une solution de 3,25 g (5,56 mmoles) de N-rx-CBO-G-tosyl-L-arginate de p-nitroph6nylel6) 
dans 15 ml d'acide acetique, on ajoute 30 ml d'une solution 4N de gaz bromhydrique dans l'acide 
acCtique anhydre, laisse reposer 1 h B 20" puis fait couler la solution dans 400 ml d'ither vivement 
agit6. Le prCcipit6 est recueilli, lave B I'Cther, &he au vide B ZOO, sur KOH. Les 3.09 g de produit 
obtenus sont dissous dans 20 ml d'acgtone, additionnks, a p r k  refroidissement B 0". de 1,30 ml 
de triethylamine (9,3 mmoles ; quantite correspondant aux ions Br' prdsents, determines par argen- 
tometrie) et ajout6s aussit8t B une solution, prepar6e au moment de l'emploi par dissolution, dans 
12 ml d'ac6tone anhydre, de 1,30 g (5,20 mmoles) de N-CBO-L-prolinel*) et de 0,71 ml 
(5,07 mmoles) de trikthylamine, refroidissement it - 5', adjonction de 0,50 ml (5,21 mmoles) de 
chloroformiate d'6thyle e t  s6jour de 5 min Q - 5'. On agite la solution 3 h B 3. lo", Cloigne le pr6- 
cipit6 de chlorhydrate de triethylamine et  Bvapore le filtrat au vide B 20". Le rCsidu est repris dans 
100 ml de chloroforme et  lave successivement par HCl l ~ ,  H,O, NaHCO, l ~ ,  H,O, sCch6 sur 
Na$O, e t  6vapor6 au vide B 25". Au rksidu d'6vaporation. on ajoute une solution de 378 mg 
(5,lO mmoles) de glycinamide dans 8 ml de dim6thylformamide et laisse reposer 20 h B 20". 
L'addition de 120 ml d'6ther fait precipiter un produit huileux qu'on &pare, dissout dans 100 ml 
de chloroforme et lave successivement par HCI IN, Na,CO, l ~ ,  NaOH 0,2N et H,O jusqu'h neu- 
tralite; par sechage sur Na,SO, de la solution chloroformique, 6vaporation au vide puis s6chage 
au vide poussC 8. 30'. on obtient 1,63 g (52%) de N-CBO-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide 
presentant les m&mes caractbristiques que le produit obtenu sous a). 

L-Pvolyl-G-tosyl-L-arganyl-glycinamide ( V I I ) .  On dissout 4.44 g (7,21 mmoles) d'amide tripep- 
tidique VI dans 10 ml d'acide acetique, ajoute 20 ml d'une solution 4ii de gaz bromhydrique dans 
l'acide ac6tique anhydre, laisse reposer 1 h A Z O O ,  puis fait couler la solution dans 500 ml d'6ther 
sec sous vigoureuse agitation. Le prCcipit6 essor6, lave B 1'8ther e t  sCch6 au vide 8. 20" est dissous 
dans 70 ml d'eau; une petite quantite de produit non dissous est separde par filtration. Au filtrat, 
on ajoute 70 ml de methanol et la solution est passee sur 60 ml d'Amberlite IRA-410 (forme 
basique); on lave la resine par 100 ml de methanol B 50%, Cvapore Ies filtrats r6unis au vide B 
30", reprend plusieurs fois le r6sidu par un melange d'6thanol e t  de benzene absolus, en Bvaporant 
chaque fois au vide. A p r h  skchage au vide pousse B 40°, on obtient 3.35 g (96%) de L-prolyl-G- 
tosyl-L-arginyl-glycinamide commensant B fondre vers 72". [ m ] g  = -23' f 1.5" (c = 1,5; acide 
acCtique B 95%). Rfk = 0,58; Rff, = 0,36; Rf i  = 0,54 (en presence d'un equivalent de HBr); 

C,,H,,O,N,S (481,6) Calc. C 49,9 H 6,s 0 16,6 N 20,4 S 6.776 
C,H3,0,N7S,1/,H,0 Calc. ,, 49,O ,, 6,6 ,, 17,9 ,, 20,O ,, 6.5% 

(490,6) Tr. ,. 4 8 3  .. 6,7 ., 17,7 ,, 19,4 ,. 6.1% 

= 0,9 Try; ES,8 = 0,7 His (r6v6lation par isatine, chlore et ninhydrine). 

C BO-L-Glutaminyl-L-asp~~aganyl-S-benzyl-L-cystdinyl-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycana~~de 
( V I I I ) .  Dans 28 ml de dim6thylformamide, on dissout successivement 2,86 g (5,94 mmoles) de 
tripeptide VII et 3,57 g (5,83 mmoles) de CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cyst6inyl- 
azideeO). La solution cst secouee 22 h k Z O O ,  sous lente concentration au vide, puis additionnee 
de 180 ml d'acdtone. Le gel form6 est essor6, lave deux fois par 20 ml de mdlange dimkthylform- 
amide/ac&one 1 : 8, deux fois par 20 ml d'ac6tone puis skch6 au vide pouss6 A 40". On obtient 
3.98 g (65 %) de CBO-~-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystCinyl-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl- 
glycinamide de F. 184-186". [ m ] g  = -47" + 1' (c = 1.7; acide acktique B 95%). RfmO = 0,s 
(Al,O, : acide acetique B 95 yo ; r6vt9ation par chlore) . 

C,,H,,O,,N1,S, Calc. C 53.7 H 5,9 0 18.3 N 16,O S 6,1% 
(1 051,Z) Tr. ,, 53,9 ,, 6,4 ,, 18,1 ,, 16,3 ,, 6,0% 

~-Glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-L-cystCinyl-L.prolyl-G-tosyl-L-arganyl-glycinamide (IX) , On 
dissout 3,87 g (3,68 mmoles) d'hexapeptide protege VIII dans 20 ml d'acide acetique anhydre en 
chauffant legerement, refroidit B 20". ajoute 100 ml d'une solution 4N de gaz bromhydrique dans 
l'acide ac6tique anhydre, laisse reposer 1 h B 20" puis fait couler la solution dans 500 ml d'6ther 
sec vigoureusement agite. Le pr6cipit6 est lave it l'Bthcr, seche au vide B 20" puis dissous dam 
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20 ml de mCthano1; la solution est pass& sur 40 ml d'Amberlite IR-45 (forme basique) qu'on 
lave encore par 60 ml de mdthanol. Les filtrats r6unis sont Bvapor6s au vide puis sBch6s au vide 
pOuss6 B 40". On obtient ainsi 2,94 g (87 %) de L-glutaminyl-L-asp~aginyl-S-benzyl-L-cystBiny1-L- 
prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide de F. 125' (d6c.). [a]: = -40" f 1" (c = 1.5; acide ac6- 
tique A 95%). RfL = 0,5; R f i  = 0,25; R f i  = 0,55; EtQ = 0.6 Try; E& = 0,4 His (r6vBlation 
par ninhydrine et chlore). 

C,,H5,OIONl,S, Calc. C 51.1 H 6,2 N 18,3 S 7,0% 
(917,l) Tr. ,, 51,O ,, 6,7 ,, 18,6 ,, 6,7% 

N-CBO-S-Benzyl-L-cyst~inyl-L-phe'nylaCanyE-L-ph~nyCalan~nate de p-nitrophhyle ( X ) .  Dans 
10 ml de dim6thylformamide, on dissout 2,46 g (4,99 mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystBiny1- 
~-ph6nylalaninel*~* 13), 1,84 g (5.01 mmoles) de bromhydrate de L-phknylalaninate de p-nitrophd- 
nyleal), refroidit B Oo, introduit 0,70 ml (5,O mmoles) de triCthylamine puis, aussit6t aprhs, une 
solution de 1 , l O  g (5,33 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide dans 10 ml d'acCtonitrile. On agite 
1 h B 0" et  4 h 8. Z O O ,  Cloigne le prCcipit6, Blimine l'acitonitrile du filtrat par Cvaporation au vide 
B 30", ajoute 200 ml d'acBtate d'Cthyle, lave la solution obtenue successivement par H,O, HCl l N ,  
H,O, NaHCO, l ~ ,  H,O, shche brikvement sur Na,SO, et Cvapore au vide A 30". Le solide jaune 
obtenu (7,4 g) est recristallisd A partir de 150 ml d'6thanol bouillant. La solution est immddiate- 
ment refroidie e t  laissee quelques heures B la glacihre; aprhs essorage, lavage B 1'6thanol puis 
l'dther, on obtient 1.85 g (49%) de N-CBO-S-benzyl-L-cystBinyl-L-ph6nylalanyl-L-ph6nylal~inate 
de @-nitroph6nyle de F. 169-172". [a]g = -30" & 1" (c = 1.9; acide acBtique A 95%). Rfm' = 
0,9 (A1,0,; chloroforme/mBthanol 9:  1 ; rCv6lation par chlore). 

C,,H4,08N,S Calc. C 66,3 H 5,3 0 16,s N 7,4 S 4,2% 
(760,9) Tr. ,, 66,3 ,, 5,4 ,, 1 6 4  ,, 7,3 ,, 4,1y0 

N-G BO-S-Benzyl-L-cyst~inyl-L-phe'nyCalanyl-L-phe'nylaCanyl-~-gl~tam~nyl-~-asparag~ny~-S-ben- 
zyE-L-cyst~inyl-L-proCyC-G-tosyZ-~-avginyl-glyc~namide ( X I ) .  On agite, pendant 60 h A Z O O ,  une solu- 
tion de 0,55 g (0.60 mmole) d'hexapeptide IX et  de 0.46 g (0,60 mmole) d'ester tripeptidique X 
dans 1,8 ml de dim6thylformamide. ajoute 8 ml d'acCtone, essore, lave le prBcipit6 B l'acdtone 
puis shche au vide poussB ?t 25". On suspend trois fois le prBcipit6 (0,65 g) dans 3 ml de methanol 
bouillant, en filtrant chaque fois, e t  skche au vide pouss6 B 40'. On obtient ainsi 0,52 g (56%) de 
N-CBO- S-benzyl-~-cystBinyl-~-phCnylalanyl-~-phBnylalanyl-~-glutaminyl-~-asparaginyl- S-benzyl- 
L-cystBinyl-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide, F. 218-219". [ a ] g  = - 46" 5 0,5' (c = 0,9; 
acide acBtique B 95%); -38,5" f1,5" (c = 1;  dimCthylformamide). Rfb = 0,9; Rf&A = 0,75, 
Et.g = 0,5 Try (r6v6lation par ninhydrine et  chlore). 

C,,H,,O,,N,S, Calc. C 58,5 H 6,O 0 15.6 N 13,7 S 6,3% 
(1538,9) Tr. ,, 5 8 2  ,, 6 2  ,, 15.8 ,, 13.4 ,, 6.1% 

Pke',-Ar$-vasopressine ( X I I ) .  On dissout 1,038 g (0,675 mmole) de nonapeptide prot6gC XI 
dans 200 ml d'ammoniac liquide redistill6 sur sodium et, sous agitation, ajoute lentement du 
sodium jusqu'k persistance de la coloration bleue apparaissant en fin de rgduction. Aprhs adjonc- 
tion de 700 mg de NH,Cl, on Bvapore B sec au vide, dissout le r6sidu dans 500 ml d'acide ac6tique 
0 , 0 1 ~ ,  ajuste le pH B8,2 et  fa i t  passer un courant d'air jusqu'8. rCaction negative au nitroprussiate. 
On acidifie ?I pH 4,4, concentre B 300 ml au vide B 30", adsorbe le peptide sur 65 ml d'Amberlite 
IRC-50 (XE-64) (cycle acide) et. aprhs lavage de la r6sine par 500 ml d'acide ac6tique 8- 5% pour 
Bliminer les sels pr6sentss4), Blue la substance par 300 ml d'acide ac6tique 2 50%. L'Bluat est 
Cvapor6 au vide & 30° e t  le rBsidu est soumis B une distribution en contre-courant dans le systhme 
sec-butanolleaulacide ac6tique 130: 182 : 1. Aprhs 196 transferts, on determine sur des aliquotesa5) 
la position du sommet principal ( K  = 0,10), reunit le contenu des tubes centraux de celui-ci, 
Bvapore au vide le sec-butanol et lyophilise la solution aqueuse. Le rCsidu contient 30,8 mg d'azote 
peptidique, ce qui correspond B 156 mg de base libre de Ph?-Are-vasopressine. EY,Q = 0,95 Try; 
E& = 0,7 His (rCv6lation par chlore, ninhydrine et SAKAGUCHI). L'hydrolyse acide (HC1 6N, 

54) H. B. F. DIXON, Biochim. biophys. Acta 34, 251 (1959). 
90) 0. H. LOWRY. N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR & R. J.  RANDALL, J. biol. Chemistry 793, 265 

(1951) 
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16 h B l l O o ) ,  aprbs oxydation B l'acide performique, fournit les acides amin6s constituants dans 
les rapports attendus. Pour l'analyse, une prise est sCch6e 8 h B 100". 

C46H85011N15S2 (106823) Calc. C 51,7 H 6, l  0 16,5 N 19,7 S 6,0% 
C46H,,011Nl,S, l/,CH,COOH ,, ,, 51,4 ,, 6,1 ,, 17,5 ,, 19,1 ,, 5,8% 

(1098,3) Tr. ,, 512 ,. 6 5  ,, 17J ,, 19.4 ,, 5,7% 
Activitds biologiques, exprimBes en unites internationales par mg de base libre : uterus isold 

de Rat environ 0,2; baisse de la preesion sanguine du Coq < 1 ; pression interne de la glande 
mammaire du Lapin 3 (* 0.4); pression sanguine du Rat  122 (* 13); inhibition de la diuriisc 
du Rat environ 350. 

N-CBO-S-Benzyl-L-cyste'inyl-L-ph~nyCala~yC-L-~sole~~c~nate de p-nitrophe'nyle ( X I I  I ) .  A une 
solution de 9,85 g (20,O mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystBinyl-L-phBnylalanine1,5.1,) dans 40 ml 
de dimGthylformamide, on ajoute 6,66 g (20,O mmoles) de bromhydrate d'isoleucinate de p-nitro- 
phenyleD), refroidit k O", ajoute 2,80 ml (20,O mmoles) de triethylamine et aussit8t apr&s 40 ml 
d'acCtonitrile et 4,33 g (21,O mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Aprk 1 h d'agitation B 0" 
et 4 h B Z O O ,  le precipitd de dicyclohexylurie est essore, et l'ac&onitrile, dloignd au vide B 25'. La 
solution est additionnde de 400 ml d'acdtate d'dthyle et l a d e  successivement par H,O, HCl 1 N, 

NaCl5%, NaHCO, 1~ et  H,O. sBch6e brihvement sur Na,SO,, Bvapor6e au vide et s6chCe au vide 
poussB A Z O O .  Le produit obtenu (14,2 g) est secou6 l/a h dans 100 ml d'6thanol absolu, s6par6 par 
centrifugation, lave B l'Qthano1, A Yether, puis s6ch6 au vide B 20'. On obtient ainsi 9,5 g (65%) 
de produit de F. 167-169", qu'on cristallise en l'introduisant, finement pulv6ris6, dans 400 ml 
d'6thanol absolu bouillant ; on maintient 1'6bullition 30 s puis filtre aussitijt, le filtrat Ctant imm6- 
diatement refroidi dans de la glace. La fraction non dissoute demeuree sur le filtre est traitBe de 
m&me manihre par 150 ml d'6thanol bouillant, dans lequel elle se dissout presque complhtement. 
Ides filtrats r6unis sont conservCs quelques heures k - 15". On essore le produit s'6tant &pard, lc 
lave successivement par de l'ethanol et de 1'6ther; on obtient ainsi, aprhs sechage au vide poussC 
A 25", 6,81 g (47 %) de N-CBO-S-benzyl-L-cystdinyl-L-ph8nylalanyl-L-isoleucinate de p-nitro- 
ph6nyle de F. 172-175'. demeurant inchange par recristallisation. [E]: = -29" f 1" (c = 1.7; 
acide acBtique B 95%); -38" f 1' (c = 1,6; dim6thylformamide). Rfm" = 0.9 (A1,0,; chloro- 
forme/m&hanol 7:3; r6vClation par chlore). Rf$ = 0.95; E:,9 = 0,67 Try (r6vClation par nin- 
hydrine ct chlore). 

C,H,,O,N,S Calc. C 64,4 H 5 3  0 17,6 N 7,7 S 4,4% 
(726,9) Tr. ,, 64,8 ,, 5 3  ,, 17,5 ,, 7,7 ,, 4,5% 

N-C BO-S- Benzyl- L-cystkinyl- L-phdnylalanyl- L-isoleucyl- L-glzltaminyl-L-asparaginyl-S-benzy C-L- 
cystkin~Z)l-L-~roCy1-G-tosyl-L-arg~nyl-glycilzam~de ( X I B ) .  On dissout 1,37 g (1,49 mmole) d'hexa- 
peptide I X  dans 3 ml de dim6thylformamide en chauffant legbremcnt, ajoute, aprks refroidisse- 
ment, 1,09 g (1,50 mmole) d'ester tripeptidique XI11 et laisse reposer une nuit B 25". On triturc 
la masse durcie dans 12 ml d'acdtone, essore le pr6cipite' e t  le lave au moyen du melange dimethyl- 
formamide/acetone 1 : 4 puis B racetone. Le solide obtenu (1,70 g) est suspendu pendant 30 s dans 
8 ml dc methanol bouillant, essord, puis soumis encore 2 fois au meme traitement. On obtient 
ainsi 1,48 g (66%) de N-CBO-S-benzyl-~-cystCinyl-~-ph6nylalanyl-~-isoleucyl-~-glutaminyl-~- 
asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-G-tosyl-~-arginyl-glycinamide, F. 238-240'. [XI: = 

-49" 1' (c = 1,6; acide ac6tique A 9.5%); -39" 6 l n  (c = 1,8; dimdthylformamide). R f i  = 

0,72; EY,9 = 0,45 Try; E:,8 = 0,5 Try (r6vBlation par ninhydrine et  chlore). 

7-- 

C,211,,01,N,,S3 Calc. C 57.5 H 6,2 0 15,9 N 14,O S 6,4% 
(1 504,9) Tr. ,, 57,4 ,, 6,6 ,, 16,3 ,, 14,l ., 6.5% 

Phe'2-Ile3-Ar~s-vasopressine ( X V ) .  On dissout 1,25 g (0,83 mmole) de nonapeptide protCg6 
S I V  dans 200 ml d'ammoniac liquide redistill6 sur sodium et, sous agitation, ajoute lentemcnt 
du sodium jusqu'k persistance de la teinte bleue. Aprk adjonction de 900 mg de NH,Cl, on 6va- 
pore B sec au vide, dissout le r6sidu dans 850 ml d'acide acdtique 0,Ol N, ajuste le pH B 8,0 et  fait 
passer un courant d'air jusqu'h reaction negative au nitroprussiate. On acidifie B pH 4,5, concentrc 
B 200 ml au vide k 30", adsorbe le peptide sur 65 ml d'Amberlite IRC-50 (XE-64) (forme acidc), 
dlimine les sels presents3*) par lavage de la rCsine avec 400 ml d'acide acdtique B 5% puis Blue la 
substance au moyen de 250 ml d'acide acetique k 50%. L'Bluat est concentre au vide B 25" et le 
rCsidu sirupeux est soumis B unc distribution en contre-coiirant dans le systiime sec-butanol/eau/ 
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acide trifluoracetique 120: 160: 1. Aprb 201 transferts, on determine sur des a l i q u ~ t e s ~ ~ )  la posi- 
tion du sommet principal (K = 0,49), rgunit le contenu des tubes centraux de celui-ci, Bvapore le 
sec-butanol au vide 8. 25", fait passer la solution risiduelle sur 50 ml d'Amberlite IR 45 (cycle 
acetate) pour 6liminer l'acide trifluoracktique, dvapore au vide 8. 25" et reprend le residu dans 
200 ml d'acide acBtique 0,Ol N. Cette solution contient 41,6 mg d'azote peptique, ce qui correspond 
k 205 mg de base libre de Ph62-Ile3-Args-vasopressine. E:,g = 0,95 Try; E!,8 = 0,7 His (rkvdla- 
tion par chlore, SAKAGUCHI et ninhydrine). L'hydrolyse acide (HC16N. 16 h & 110"). aprbs oxyda- 
tion 8. l'acide performique, fournit les acides aminBs constituants dans les rapports attendus. Pour 
l'analyse. on lyophilise une partie de la solution et  skche le residu 8 h 8. 100'. 

C,H,,OIlNl,S2 (103493) Calc. C 49,9 H 6,5 N 20.3 S 62% 
C,,H67011N,,S,,11/,CH,COOH ,, ,, 49,1 ,, 6 3  ,, 18,7 ,, 5,7% 

(1 124,3) Tr. ,, 49,3 ,, 6.7 ,, 18,8 ., 5.4% 
Activitks biologiques, exprimdes en unites internationales par mg de base libre: utBrus is016 de 

Rat 2 (& 0,4) ; baisse de la pression sanguine du Coq environ 10; pression interne de la glandc 
mammaire du Lapin environ 10; pression sanguine du Rat  125 (f 15) ; inhibition de la diurkse du 
Rat 109 (A 13). 

N-CBO-S-Benzyl-L-cystdinyl-L-ty~osyl-L-phtnylalan~nate de p-nitrophdnyle ( X  V I )  . On dissout 
5,09 g (10.0 mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystginyl-L-tyrosine20) 27) dans 30 ml de dim6thylforma- 
mide, ajoute 100 ml d'acktonitrile, 3,67 g (10.0 mmoles) de bromhydrate de L-phdnylalaninatt? de 9- 
nitrophBnyle21). refroidit 0". introduit encore 1,40 ml (10,O mmoles) de trigthylamine et  aussit6t 
sprhs 2,30 g (11,1 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Aprhs 1 h d'agitation & 0' et 4 h 8. 20", 
on essore la dicyclohexylurke formke, Bvapore I'acCtonitrile au vide & 35", reprend dans 250 ml 
d'acdtate d'dthyle, lave 4 fois par H,O etNaHCOs 1~ alternativement. puis par HCI l ~ ,  NaCl3Oo/b. 
skche sur Na2S0, et Bvapore au vide 8. 30". Le rBsidu cristallin est recristallis6 dans 300 ml de 
methanol bouillant. Aprks un s6jour de 4 h 8. 0", essorage e t  lavage au m6thanol puis 8. l'kther. 
on obtient 3,79 g de N-CBO-S-benzyl-L-cystBinyl-L-tyrosyl-L-ph6nylalaninate de p-nitrophknyle 
de  F. 169". Du filtrat concentre au vide 8. 100 ml et laissd 1 nuit 8. Oo,  on recueille une seconde 
fraction (0,81 g, F. 169"; rendement total 59%). Sans scission prBalable, le produit est homoghne 
en chromatographie sur couche mince de silicagel dans le systtme chloroforme/methanol 9: 1, 
aprks r6vBlation au chlore et 8. l'ammoniac. [ I X ] ~  = - 38" & 1" (c = 2 ;  dim6thylformamide) ; 
-26' f 1" (c = 2; acide acBtique 8. 95%). 

C4BH,oOgN,S Calc. C 64,9 H 5,Z 0 18,5 S 7,2 S 4,1% 
(776,9) Tr. ,, 64,6 ,, 5,3 ,, 18.5 ,, 7,l ,, 4,10/6 

N-C BO-S- Benzyl-~-cystt inyl-~-ty~osyl-  L-phdnylalanyl-L-gluta~inyE-L-aspava~inyl-S-benzyl-~- 
cystdinyl-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide (X V I I ) .  Dans 3,5 ml de dimkthylformamidc, on 
dissout 1 3 3  g (2.00 mmoles) d'hexapeptide IX et  1,55 g (2 ,OO mmoles) d'ester tripeptidique XVI. 
Aprbs un s6jour de 60 h 8. 20". le gel obtenu est triture dais  14 ml d'acktone, essork, l a d  8. I'acb- 
tone puis sBch6 au vide poussB k 40". Le produit (2.53 g) est purifie par triple suspension dans 
chaque fois 10 ml de mBthanol bouillant, avec essorages intermediaires. Aprhs sBchage au vidc 
poussd 8.40", on obtient 1,86 g (60%) de N-CBO-S-benzyl-L-cysteinyl-L-tyrosyl-L-ph~nylalany1-L- 
glutaminyl-L-asparaginyl- S-benzyl-~-cystkinyl-~-prolyl-G-tosyl-~-arginyl-glycinamide de F. 188" 
(ddc.). [a]g = -42,j0 f 0,5" (c = 1,5; acide acktique & 95%); -37O f 1" (c = 1,5; dimkthyl- 
formamide). Rf,i1 = 0,9; R f i  = 0,75; Ef,e = 0,5 Try (rCvClation par ninhydrine et chlore). 

C,SHe1016NlSSB Calc. C 57.9 H 5,9 0 16.5 N 13.5 S G,2?{, 
(1554,9) Tr. ,, 57,6 ,, 6,0 ,, 16,s ,, 13,2 ,. 6,30, 

N -  Tosyl-S-benzyl-~-cystginyE-~-t3,vosyl-~-phdnylalanyl-~-glutamanyl-~-as~a~ag~ny~-S-benzy~-~- 
cystdinyl-L-pvolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide ( X  V I  I I). Dans 5 ml de dimkthylformamide, on 
dissout 825 mg (0,90 mmole) d'hexapeptide IX et 630 mg (0,90 mmole) dc N-tosyl-S-benzyl-L- 
cyst~inyl-~-tyrosyl-L-phBnylala~yl-azide2*) et agite 22 h 8. 20" sous lente concentration au vide. 
L'adjonction de 35 ml d'acdtate d'Bthyle fait precipiter le produit qu'on sipare par centrifugation, 
lave trois fois 8. l'acgtate d'dthyle, sbche au vide 8. 20" et purific en le suspendant 3 fois dans 10 ml 

36) R. A.  BOISSONNAS & G .  PREITNER, Helv. 36, 875 (1953): K. SATAKE & J.  M. LUCK, Hull. Sor. 
chim. biol. 40, 1743 (1958). 



1642 HELVETlCA CHlMlCA ACTA 

de methanol bouillant, en essorant chaque fois. AprAs sechage au vide pouss6 B 40". on obtient 
533 mg (37 yo) de N-tosyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-tyrosyl-~-ph~nylalanyl-~-glutaminyl-~-asparag~- 
nyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-G-tosyl-~-arginyl-glycinamide de F. 198-199' (dic.). [a]g  = 
- 18,5' f 1" (c = 1.0; dimethylformamide); -47" f 1" (c = 1.2; acide acetique B 95%). Rfm" = 
0,8 (A1,0,; acide acetique B 95%: revelation par chlore). 

C~4H9101BN1~ '4 (1574.9) Calc. C 56,4 H 5,8 0 16,3 N 13,3 S 8,1% 

Tr. .. 55,5 .. 6,1 ,. 1 7 2  .. 13,O ., 8.3% 
C,,Hg,O,,N1,S4,1H@ (1592,g) ,* 3 ,  55,8 ,. 5,9 ,, 17,1 ,, 1 3 2  ,, 8,1% 

Ar@-uasofiressine ( X I X ) .  On dissout 271 mg (0,170 mmole) de nonapeptide protege XVIII 
dans 80 ml d'ammoniac liquide redistill6 sur sodium et, sous agitation, ajoute lentement du sodium 
jusqu'B persistance de la coloration bleue. Aprk  adjonction de 0.26 ml d'acide acetique anhydre, 
on Cvapore B sec au vide, dissout le residu dans 180 ml d'acide acetique 0 , 0 1 ~ ,  ajuste le pH k 7,6 
et fait passer un courant d'air jusqu'i reaction negative au nitroprussiate. On acidifie B pH 4,5, 
concentre B 50 ml au vide B 30°, ajoute 0,31 ml d'acide trifluoracetique, Cquilibre avec du sec- 
butanol et introduit le melange dans les 2 premiers tubes d'un appareil de distribution en contre- 
courant. Aprhs 198 transferts dans le systAme sec-butanol/eau/acide trifluoracetique 120 : 160 : 1, 
on determine sur des aliquotes36) la courbe de repartition. Le contenu des tubes centraux du som- 
met principal (K = 0,46) est reuni e t  Cvapor6 B sec au vide B 20'. Le residu contient 18,5 mg 
d'azote peptidique, ce qui correspond B 95 mg de base libre d'Arg*-vasopressine. E:,8 = 0,95 Try; 
EZ,* = 0,7 His; R f i  = 0,5 (rdvelation par ninhydrine, chlore et Folin). L'hydrolyse totale (HCl 
6 ~ .  16 h B 110'). avec ou sans oxydation prhalable B l'acide performique. fournit les acides amin& 
constituants dans les rapports attendus. 

Activites biologiques, exprimdes en unites internationales par mg de base libre : uterus de Rat 
isold 16 (f 4) ; baisse de la pression sanguine du Coq 57 (& 6) ; pression interne de la glande 
mammaire du Lapin 64 (-j= 8) ; pression sanguine du Rat  380 (f 38) ; inhibition de la diur6se du 
Rat 420 (+ 42). 

N -  Tosyl-S-benzyl-L-cyst~~nyl-L-tyrosyl-L-~soleucy~-~-glutam~nyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cys~$~- 
nyl-L-fivolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide (XX). Dans 4 ml de dim6thylformamide. on dissout suc- 
cessivement I ,83 g (2,OO mmoles) d'hexapeptide IX et 1,53 g (2,OO mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-L- 
cysteinyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de p-nitrophenyle v, et laisse sejourner 16 h B 20". On triture 
le gel obtenu dans 16 ml d'acetone, centrifuge, decante. suspend le culot dans un melange da 
dimethylformamide/act?tone 1 : 6, puis 3 fois dans l'acetone, en centrifugeant et decantant chaque 
fois. On seche au vide poussd B 30" et purifie la substance en la suspendant 4 fois dans 10 ml de 
methanol bouillant, en filtrant chaque fois. Aprhs sechage au vide poussC i 60°, on obtient 1,64 g 
(53 yo) de N-tosyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-tyosyl-~-isoleucyl-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl- 
L-cyst8inyl-L-prolyl-G-tosyl-L-arginyl-glycinamide (XX) de F. 236-8". [a18 = - 56' & 1" (c = 
1,3; acide acetique 95%); -20" & 1" (c = 1 , l ;  dim6thylformaniide). 

Z,,H,,O,,N,,S, Calc. C 55.3 H 6,l 0 16,6 N 13,6 S 8,3% 
(1540,Q) Tr. ,, 55.1 ,, 6 3  ,, 17,O ., 13,4 I .  8,4% 

Arg8-uusotocine ( X X I ) .  On dissout 919 mg (0,596 mmole) de nonapeptide protege XX dans 
environ 200 ml d'ammoniac liquide redistill6 sur sodium et, sous agitation, ajoute lentement du 
sodium jusqu'8 persistance de la coloration bleue. Aprb  adjonction de 0,60 g de NH4C1, on Bva- 
pore B sec au vide, dissout le residu dans 600 ml d'acide acetique 0,Ol N, ajuste le pH B 8,2 et fait 
passer un courant d'air jusqu'i reaction negative au nitroprussiate. On acidifie ?i pH 4,5, cancentre 
au vide L 30' puis, B plusieurs reprises, reprend par de petites quantites d'eau e t  concentre B 
nouveau, pour &miner la majeure partie de l'acide acgtique. AprBs lyophilisation, le residu est 
introduit dans les trois premiers tubes d'un appareil de distribution en contre-courant. Aprks 200 
transferts dans le systeme sec-butanol/eau/acide trifluoracetique 120 : 160 : 1, on determine sur 
des aliquotesss) la courbe de rgpartition. Le contenu des tubes centraux du sommet principal ( K  = 
0,39) est concentre au vide pour chasser le sec-butanol, puis on fait passer la solution aqueuse 
sur 130 ml d'Amberlite IRA-410 (forme acetate) et lave encore par 400 ml d'acide acetique 0 , O l ~ .  
L'analyse indiquant la presence de sels d'ammonium, on fait passer la solution sur 35 ml d'Amber- 
lite IRC-50 (XE-64)34), Blue les sels par 250 ml d'acide acetique O , ~ N  puis la substance par 125 ml 
d'acide acetique i 50%. Aprks conccntration au vide B 30°, plusieurs reprises par de petites quan- 
tit& d'eau suivies de concentrations et, finalement, lyophilisation, on obtient 248 mg de poudre 
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blanche contenant 39 mg d'azote peptidique, ce qui correspond h 195 mg de base libre d'Args- 
vasotocine. Un Cchantillon de cette poudre, sdchd au vide 8 h 100' (perte de poids: 12%), 
donne l'analyse d u n  diacCtate. Le produit est homogkne h l'dlectrophorese: E& = 0,7 His; 
E:,9 = 0,95 Try (rdvilation par ninhydrine, FOLIN, chlore e t  SAKAGUCHI). La ditermination selon 
MOORE &  STEIN^') des acides a m i d s  prisents, effectuee a p r b  hydrolyse totale (HCI 6 ~ .  24 h h 
l l O o ,  en l'absence d'oxyghe), a fourni les rCsultats suivants3*) exprimes en rapports moldculaires 
(entre parentheses les rCsultats calculCs) : cystine 0,94 ( 1 , O O ) ;  Tyr 0,94 (1,OO) ; Ile 1,04 (1,OO) ; 
Glu 1,09 (1,OO) ; Asp 1,11 (1,OO) ; Pro 1,05 (1,OO) ; Arg 0,96 (1,OO); Gly 1,02 (1,OO) ; NH, 3.34 (3.00). 

C&yH67012Ni6S2 (lo50,3) Calc. C 49,2 H 6,4 0 18,3 N 20,O S 6,1% 

(1170,4) Tr. ,, 48,5 ,, 7,4 # ,  2 2 2  ,, 1 7 3  ,, 5,7% 
049H~,012N15Sa,2CH,COOH ,, ,, 48,2 ,, 6 5  21,9 ,, 18.0 ,, 535% 

Activitis biologiques, exprimCes en unit& internationales par mg de base libre : uterus isold 
de Rat 115 (& 15) ; baisse de la pression sanguine du Coq 285 (* 40) ; pression interne de la glande 
mammaire du Lapin environ 210; pression sanguine du Rat  245 (-+. 15); inhibition de la diurhse 
du Rat 250 (& 35). 

SUMMARY 

Syntheses of arginine-vasopressin, arginine-vasotocin, and of their deoxy ana- 
logues, Phe2-arginine-vasopressin and Phe2-arginine-vasotocin, are described, in 
which a tosyl group is used for the transitory protection of the guanido group of the 
arginine residue. Absence of the phenolic hydroxyl group decreases the main bio- 
logical activities, but in a lower extent than in the corresponding families of oxytocin 
and lysine-vasopressin. Laboratoires de chimie phannaceutique, 

SANDOZ SA.. BLle 

37) ST. MOORE & W. H. STEIN, J.  biol. Chemistry 792, 663 (1951); 211, 893 (1954). 
Cette analyse a CtC effectude par le Dr R. WEBER, de l'lnstitut de Chimie organique de 
1'UniversitC. BPle. 

192. Pyridinderivate als Komplexbildner 111. Komplexbildung des 
dreiwertigen Eisen-Ions mit 1,lO-Phenanthrolin und a, a'-Dipyridyl l) 

von G. Anderegg 
(6. VI. 62) 

BLAU 2), der Entdecker von 1,lO-Phenanthrolin, bemerkte schon vor ca. 60 Jahren, 
dass man zwei ganz verschieden gefarbte Verbindungen aus Phenanthrolin und drei- 
wertigem Eisen-Ion erhalten kann. Eine blaue Verbindung entsteht durch Oxydation 

In der zweiten Publikation dieser Reihe (G. ANDEREGG, Helv. 43, 1530 (1960)) wurde irrtum- 
licherweise fur die Stabilitatskonstante des zweiwertigen Eisen-Ions mit Dipicclinat PI,' der 
Wert von 1010286 anstatt der richtige von 1010936 bcniitzt. Vgl. G. ANDEREGG, Helv. 43, 414 
(1960). Das durch diesen Wert berechnete @Imuss entsprechend korrigiert werden, d. h. 1016~6s 
anstatt 10i7J3. Zusatzlich sind in derselben Arbeit folgende Korrekturen zu beriicksichtigen : 
a) in G1. 4: 2 s statt 2 Y b) in G1. 10: E,  statt E', 

~ 

I, s, t r, s, 1 

c) in G1. (12): slog __-- - statt slog 
(Ox/c)l" C l l T  (OXl'')/C C1'T 
(1 - OX/C) c 1 - ox/c  c 

d) in Tab. 1 : r = bo statt r = 4 
F. BLAU, Mh. Chem. 79, 666 (1898). 




