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202. Syntheése de I’Ala’-Ala-Arg®-vasopressine et de I’Ala’-Ala®-Lys®-
vasopressine, ainsi que de la (désamino-Ala)'-Ala®-Argd-vasopressine
et de la (désamino-Ala)'-Ala’-Lys®-vasopressine

par R. L. Huguenin et St. Guttmann
(28 TX 65)

Un grand nombre d’analogues de I'oxytocine et des vasopressines ont été synthé-
tisés jusqu’ici, en vue de déterminer quels éléments de structure étaient indispensables
al’activité biologique de ces hormones (revue: [1]}. L’importance du cycle 4 20 atomes,
fermé par un groupe disulfure, est démontrée par le fait que I’Alal-Alab-oxytocine,
obtenue par désulfuration de I'oxytocine au moyen de nickel de RaNEY [2], ou par
synthése totale [3], est dépourvue d’activité biologique. Il n’est méme pas nécessaire
de supprimer les atomes de soufre pour obtenir une disparition de l'activité. Déja la
simple ouverture du cycle de I'oxytocine par réduction du groupe disulfure en deux
fonctions thiol donne un produit inactif, 'oxytocéine [4]. Par contre, le remplacement
d'un des atomes de soufre par un groupe méthyléne dans la molécule biologiquement
trés active de la désamino-oxytocine conduit & un dérivé encore doué d’activités oxy-
tociques appréciables [5], ce qui montre que c’est la présence d’'un cycle et non celle
d’un pont disulfure qui est indispensable a 'action biologique et ce qui réfute en méme
temps 'hypothése selon laquelle I'oxytocine se fixerait sur des groupes thiol de ré-
cepteur [6].

Récemment, d’autre part, FonG et coll. [7] ont rapporté que 1’Alal-Ala‘-arginine-
vasopressine obtenue par désulfuration de I'arginine-vasopressine au moyen de nickel
RANEY, bien que dénuée d’activité antidiurétique, posséderait toutefois une activité
pressorique encore relativement importante. Comme ce résultat nous semblait en
contradiction avec les observations rapportées ci-dessus dans la série de I'oxytocine,
nous avons décidé de vérifier celui-ci par une méthode évitant tout risque de conta-
mination par de I’arginine-vasopressine non désulfurée. Nous avons synthétisé 1’ Alal-
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AlaS-Arg8-vasopressine a partir des acides aminés constituants. Par la méme occasion,
nous avons aussi préparé son dérivé a-désaminé, la (désamino-Ala)!-AlaS-Args-vaso-
pressine, car il est connu que le groupe a-amino N-terminal n’est pas indispensable a
l'activité biologique de I'oxytocine et des vasopressines [8]; nous avons également
synthétisé les deux dérivés correspondants dans la série de la lysine-vasopressine:
I’Alat-Ala8-Lys-vasopressine et la (désamino-Ala)!-Ala®-Lys8-vasopressine. Ces diffé-
rents corps ont été préparés pour mettre en évidence l'importance de la structure
cyclique pour la manifestation de I'activité biologique ou d'un effet inhibiteur éven-
tuel.

Les méthodes de condensation ont été choisies de maniére & éviter tout risque de
racémisation. La synthése de ces analogues a été effectuée selon un méme plan (sché-
mas 1 a 4), consistant & condenser, par la méthode 4 'azide, ’hexapeptide C-terminal

Schéma 1. Synthese de I’ Alal-Alad-Avg®-vasopressine
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Abréviations: CBO- = benzyloxycarbonyle; CTB- = t.-butyloxycarbonyle; Prop.- = propio-
nyle; -CP = trichloro-2,4, 5-phényle; -TB = #-butyle; AM = condensation par anhydride mixte;
DCCI = condensation par dicyclohexyl-carbodiimide; H, = hydrogénation catalytique; AcOH =
acide acétique; TFAcOH = acide trifluoracétique.
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{4-9) avec le tripeptide (resp. propionyl-dipeptide) N-terminal synthétisé par la mé-
thode récurrente a l'ester actif. L’hexapeptide C-terminal (4-9) a été lui-méme pré-
paré par condensation, par la méthode & l'ester actif, du tétrapeptide 4-7 au niveau
de la proline avec un dipeptide-amide 8-9, I’acide aminé en position 8 étant I’arginine
ou la lysine. L’absence de cystéine a permis d’utiliser, pour la protection du groupe
guanidino de I'arginine, le groupe nitro [9], éliminable en fin de synthése par hydro-
génation catalytique et permettant intermédiairement la scission sélective des
groupes benzyloxycarbonyle par le gaz bromhydrique dans l’acide acétique. Pour la
protection de la chaine latérale de la lysine, nous avons employé le groupe ¢-butyloxy-

Schéma 2. Synthése de I’ Alal-Alas-Lys®-vasopressine
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Schéma 3. Synthése de la (désamino-Ala)l-Alab- Argd-vasopressine
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Schéma 4. Synthése de la (désamino-Ala)t-AlaS-Lyst-vasopressine

2 3 4 5 6 7 8 9
Tyr Phe Glu Asp Ala Pro Lys Gly
NH, NH, ;TB
Frop VI NHENH H XX 2]
Azide ; 64% NH, NH, .
Pl't.r XXX ]
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2 3 4 5 § 7 8 ]

Abréviations: voir schéma 1.

carbonyle [10], permettant I'enlévement sélectif de groupes benzyloxycarbonyle par
hydrogénation catalytique au cours de la synthese, lui-méme étant éliminable par
traitement acide en fin de synthése. Aprés scission de tous les groupes protecteurs, les
nonapeptides (resp. propionyl-octapeptides) libres ont été soumis a une distribution
en contre-courant.

Les essais pharmacologiques (voir tableau) ont été effectués par les Drs B. BERDE
et E. STURMER de notre Département de recherches médico-biologiques (Dir. Dr
A. CERLETTI). Aucun des quatre analogues ne présente pratiquement d’activité bio-
logique, ni ne posséde d’effet inhibiteur envers 'oxytocine ou les vasopressines.

On peut supposer que le cycle a 20 atomes de 'oxytocine et des vasopressines,
limite le nombre de formes stériques que peuvent prendre ces molécules et facilite
ainsi leur fixation sur leurs récepteurs respectifs. S’il en est ainsi, ’absence de cycle
dans les quatre analogues décrits dans ce travail devrait leur conférer une telle liberté
de forme, que la probabilité qu’ils adoptent une configuration favorable a leur fixa-
tion sur leur récepteur serait fortement réduite. Ainsi pourrait s’expliquer l’absence
d’activité ou d’effet inhibiteur de ces quatre analogues.

Partie expérimentale?)

Les F. sont corrigés (précision o4 1°). Lcs séchages au vide ont été effectués sous 10-22 103
Torr (16 h & 60° pour les analyses). Les évaporations sous vide ont été conduites dans I'évaporateur
rotatif de Craic [11]. Les chromatographies ont &té effectudes seclon la méthode ascendante
(20-23 cm) sur papier « SCHLEICHER & SCHUELL 2040 lavé». Rfy dansle mélange méthyléthyl-
cétone/pyridine/eau (65:15:20); Rfp dans le mélange n-butanol/acide acétiquefean (70:10:20);
Ris dans le mélange alcool isoamylique/pyridine/ eau (35:35:30). Rf° sans scission préalable; Rf2
aprés scission des groupes benzyloxycarbonyle et #£-butyloxycarbonyle par séjour de 40 min a
20° dans une solution 4N de gaz bromhydrique dans 'acide acétique anhydre.

Les électrophoreses sur papier ont été effectuées dans I'appareil a électrophorése sous haute
tension de WitLaND & PFLEIDERER [12]: a pH 1,9 (E, ;) dans le mélange acide formique/acide
acétiquefeau (15:10:75); a pH 5,8 (E;4) dans le mélange pyridine/acide acétiquefeau (9:1:90).
E, s = 0,8 His indique qu’a pH 1,9, la substance migre 0,8 fois la distance que migre I'histidine.
Les exposants a et o ont la méme signification que pour les chromatogrammes.

Les réactifs utilisés pour la révélation des chromatogrammes et des phérogrammes ont été
décrits précédemment [13].

1) I.es microanalyses ont été effectuées dans notre laboratoire microanalytique (DT W. ScH6-
NIGER).
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I. Synthése de 1’Ala'-Ala®-Arg®-vasopressine. — N-Benzylovycarbonyl-t-alanyl-L-proli-
nate de t-butyle (I). On dissout 30,9 g (150 mmoles) de N-CBO-L-alanine [14] dans 200 ml d’acétate
d’éthyle, ajoute 21,0 ml (150 mmoles) de triéthylamine, refroidita —10°, ajoute sous forte agitation
14,5 ml (150 mmoles) de chloroformiate d’éthyle, agite 10 min, ajoute 36,0 g (200 mmoles) de
L-prolinate de #-butyle [15], agite encore 3 h 4 25° lave successivement par H,0, H,SO, 1n,
NH,OH 1N et évapore au vide. On obtient ainsi 44,6 g (79%) de N-CBO-L-alanyl-L-prolinate de
i-butyle sous forme d’une huile qui ne cristallise pas. [a]%“ = —90,5° (¢ = 1,0; méthanol); — 93,2°
{c = 1,0; acide acétique 95%); —58,4° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Rf;,[ = 0,2; Rf?, = 0,2;

Rfy = 0,3; Ejg = 1,2 Glu; El4 = 0,0 (révélation par ninhydrine et chlore).
CooHogO5N, (376,5)  Cale. €638 H 75 N749% Tr. C640 H78 N7,2%

N-Benzyloxycarbonyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolinate de t-butyle (III). A une solution de
44,6 g (119 mmoles) d’ester dipeptidique I dans un mélange de 630 ml de méthanol et 70 ml d’eau
on ajoute 10 g de catalyseur & 109, de palladium sur charbon actif et hydrogéne 4 pression ordi-
naire. On filtre, évapore a sec, dissout le résidu dans du méthanol et évapore 2 sec. On répéte
cette opération trois fois. On dissout le résidu dans I'éther et ajoute de I’éther de pétrole jusqu’a
début de cristallisation. Aprés 16 h a 0° on filtre, lave le précipité a I’éther de pétrole et séche.
On obtient ainsi 25,6 g (89%) de L-alanyl-L-prolinate de t-butyle (IT) [F. 79-81°; [a}}y = —92,3°
(¢ = 1,0; méthanol); —102,8° (¢ = 1,0; acide acétique 95%); —62,7° (¢ = 1,0; diméthylforma-
mide)] que l'on dissout immédiatement dans 100 ml de diméthylformamide. On ajoute 44,5 g
(100 mmoles) de N-CBO-L-asparaginate de trichloro-2,4, 5-phényle [16] dissous dans 100 ml de
dioxanne chaud et agite 16 h & 25°. Un dép6t cristallin se forme. On filtre, lave le précipité an

IS

dioxanne chaud, puis & I’éther, et seche. On obtient 29,0 g (60%) de N-CBO-L-asparaginyl-L-
alanyl-L-prolinate de ¢-butyle de F.178°. [oc]f)D = —82,0° (¢ = 1,0; méthanol). Rf;[ = (,03;
Rfp = 0,1; Rfy = 0,2; Ef g = 1,2 Try; E§ ¢ = 0 (révélation par ninhydrine et chlore).

CpqHpO,N, Calc. C588 H7,0 N11,4 02289
(490,6) Tr. ,, 586 ,, 71 , 11,6 , 226%

L-Asparaginyl-L-alanyl-L-prolinate de t-butyle (IV). On dissout 27,0 g (55 mmoles) d’ester
tripeptidique III dans 700 ml de méthanol contenant 12 ml d’acide acétique, ajoute 6,0 g de
catalyseur a 109, de palladium sur charbon actif et hydrogéne A pression ordinaire. On {filtre,
évapore a sec, redissout le résidu huileux dans 200 ml de dioxanne chaud et laisse cristalliser &
25°. Il se produit une prise en masse. Aprés filtration, lavage a I’éther et séchage, on obtient 15,5 g
(80%) de r-asparaginyl-L-alanyl-L-prolinate de #-butyle de F. 156°. [a]}) = —113,6° (¢ = 1,0;
acide acétique 95%). Rfyy = 0,6; Rip = 0,7; Rfy = 0,5; E7g = 0,9 Try; E§¢ = 0,8 His (révéla-
tion par ninhydrine et chlore).

CieHp 05N, Calc. C53,9 H79 N157 02249
(356,4) Tr. ,, 537 , 80 , 158 ,, 22,6%

N-Benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-asparvaginyl-L-alanyl-L-prolinate de t-butyle (V). On sus-
pend 14,5 g (40 mmoles) d’ester tripeptidique IV et 23,0 g (50 mmoles) de N-CBO-glutaminate de
trichloro-2,4, 5-phényle [17] dans 50 ml de diméthylformamide, agite jusqu’a dissolution totale
(env. 20 min) et laisse reposer 16 h a 25°. La masse cristalline formée est triturée dans V'acétate
d’éthyle, puis, aprés filtration, lavée par suspension dans l'acétate d’éthyle a ébullition. Aprés
filtration et séchage, on obtient 22,5 g (919%,) de N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-
prolinate de #-butyle de F.185° [o]2) = —83,0° (¢ = 1,0; acide acétique 95%); Rf;l = 0,02;
Rfp = 0,06; Rfy = 0,1; E]g = 0,9 Try; Ef g = 0 (révélation par ninhydrine et chlore).

CyoH O Ny, 1/, H,O  Cale. C55,5 H 6,8 N134 O 24,29,

27,7) Tr. ,, 556 ,, 69 , 13,3 , 23,89
N-Benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-proline (VI). On dissout 6,3 g (10
mmoles) d’ester tétrapeptidique V dans 63 ml d’acide trifluoracétique, laisse reposer 1 h a 25°,
évapore 2 sec, triture dans 'acétate d’éthyle jusqu’a pulvérisation compléte, filtre, redissout dans
20 ml de diméthylformamide en chauffant légérement, précipite & 'acétate d’éthyle, filtre et séche.
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On obtient ainsi 5,0 g (90%) de N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-proline de F. 172—

175°. [} = —68,4° (¢ = 1,0; acide acétique 95%). Rf? et E* comme pour V.
CpsHy Oy Ng, H,O  Cale. €C51,8 H6,2 N14,5 O 27,59
(580,6) Tr. ,, 519 ,, 65 , 149 , 27,19

N-Benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolinate de trichloro-2,4,5-phényle
{(VII). On dissout 4,80 g (8,5 mmoles) de tétrapeptide VI dans 20 ml de pyridine absolue en chauf-
fant & 50°, évapore 2 sec, redissout le résidu dans 20 ml de pyridine absolue, ajoute 5,00 g (8,1
mmoles) de tri-({trichloro-2, 4, 5-phényl)-phosphite [17] et agite 16 h & 25°. Aprés 2 h déja, il se
produit une prise en masse. On triture dans 1'acétate d’éthyle, filtre, lave successivement i 1’acé-
tone, 1'éther et I'éther de pétrole, puis séche. On obtient ainsi 4,60 g (73%,) de N-CBO-L-gluta-
minyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolinate de trichloro-2,4,5-phényle de F.191°. [a]}} = —71,8°
(¢ = 1,0; méthanol). Eig = 1,0 Try; E;B = 0 (révélation par ninhydrine et chlore).

CyHyOgNCl,  Calc. €50,2 H4,8 N11,3 Cl14,3%
(742,0) Tr. ,, 500 ,, 52 , 11,6 , 143%

N-Benzyloxycarbonyl-G-nitro-L-arginyl-glycinamide (VIII). A une solution de 15,7 g (44,5
mmoles) de N*-CBO-G-nitro-r-arginine [9] dans 50 ml de tétrahydrofuranne on ajoute 3,30 g
{44,5 mmoles) de glycinamide, dissous dans 40 ml d’acétonitrilefeau (4:1), refroidit & —10°,
ajoute 9,20 g (44,5 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide, agite 16 ha 0°, ajoute 100 ml de pyridine,
filtre et évapore a sec, reprend le résidu dans 200 ml du mélange »-butanol/acétate d’éthyle 1:1,
porte & ébullition, filtre, lave A1'acétate d’éthyle et séche. On obtient ainsi 13,2 g (73%) de N*-CBO-

G-nitro-L-arginyl-glycinamide de F. 151°. [a]}} = - 2,7° (¢ = 1,0; acide acétique 95%). Rf;l =
0,2; Rfp = 0,1; Rfj = 0,3; E{ g = 1,1 Glu; E} ¢ = 1,0 His (révélation par ninhydrine et chlore).

CHpOpN, Calc. C46,9 H 57 N 23,9 O 234%
(409,4) Tr. ,, 471 ,, 62 ,, 24,0 ,, 233%

N-Benzyloxycarbonyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl - L- prolyl-G-nitro - L-arginyl-glycina-
mide (X). On dissout 2,86 g (7,0 mmoles) d’ester dipeptidique VIII dans 30 ml d’une solution
4,5~ de gaz bromhydrique dans 'acide acétique, laisse reposer 1 h 4 25°, évapore A sec, triture 3
I’éther, filtre, lave a I'acétate d’éthyle, séche, redissout dans 100 ml de méthanol, traite par 20 ml
d’Amberlite IRA-410 (cycle basique) et évapore A sec. On obtient ainsi 1,89 g (6,8 mmoles) de
G-nitro-L-arginyl-glycinamide (I1X) qu’on dissout dans 20 ml de diméthylformamide. Aprés addi-
tion de 4,50 g (6,0 mmoles) d’ester tétrapeptidique VII, on laisse séjourner la solution 96 h 4 25°,
puis ajoute 200 ml d’acétate d’éthyle, filtre, lave le précipité a 'acétone, redissout dans 70 ml de
mélange dioxanne/eau 4:1, traite la solution ainsi obtenue par 15 g de DowEx 50W-X2 (cycle H+),
évapore a sec et lave le résidu & I'acétone bouillante, & plusieurs reprises. On obtient ainsi 2,32 g
(47%) de N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl-G-nitro-L-arginyl-glycinamide de
F.153-156°. [a]f) = —74,6° (¢ = 1,0; acide acétique 95%). Rfy = 0,05; Rfp = 0,04; Rf} =
0,2; E?,Q = 0,7 Try; E;B = 0,2 His (révélation par ninhydrine et chlore).

CyaHypOp5 N33, H, O Cale. C47,3 H 6,1 N 21,7 O 24,89,

(837,8) Tr. ,, 470 ,, 61 , 21,6 ,, 24,69
L-Glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl-G-nitro-L-arginyl-glycinamide (XI). On dissout
2,31 g (2,8 mmoles) d’amide hexapeptidique X dans 30 ml d’une solution 4,55 de gaz brom-
hydrique dans I'acide acétique, maintient 1 h & 25°, évapore a sec, triture dans I'éther, filtre, re-
dissout le précipité dans 60 ml de méthanol et traite la solution obtenue par 25 ml d’Amberlite
IRA-410 (cycle basique). Dés que le pH de la solution dépasse 7, le produit commence a cristalli-
ser. On ajoute 10 ml de diméthylformamide, filtre rapidement, lave la résine par 10 ml de diméthyl-
formamide et évapore & sec les filtrats réunis. On recristallise le résidu dans 10 ml d’éthanol. On
obtient ainsi 1,91 g (999%,) de rL-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl-G-nitro-L-arginyl-gly-
cinamide de F. 170° (avec ramollissement & 164°). [«]&) = —67,8° (c = 1,0; acide acétique 95%).

Eig = 0,7 Try (révélation par ninhydrine et chlore).

CpsHysOpoNy,  Cale. C43,8 H6,3 N 266 O 233%.
(685,7) Tr. ,, 437 ,, 67 , 265 , 235%
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O, N-Di-benzyloxycarbonyl-L-tyvosyl-L-phénylalaninate de méthyle (XII). A une solution, re-
froidie a 0°, de 44,3 g (205 mmoles) de chlorhydrate de L-phénylalaninate de méthyle dans 100 ml
d’eau on ajoute une solution, refroidie également, de 24 g de carbonate de potassium dans 100 ml
d’eau, extrait a I'acétate d’éthyle refroidi (3X 75 ml), séche rapidement sur sulfate de magnésium
puis évapore 'acétate d’éthyle au vide a +5°. Au résidu (34,2 g) on ajoute 250 ml de diméthyl-
formamide et 113,0 g (180 mmoles) de O, N-di-CBO-L-tyrosinate de trichloro-2, 4, 5-phényle [17] et
secoue a 20°. La solution devient rapidement trés épaisse. Aprés une nuit a 20°, on dilue la sus-
pension par 150 ml d’acétate d’éthyle, filtre et lave le précipité par 350 ml d’acétate d’éthyle (le
filtrat est placé a la glaciére), puis successivement par de I'éther, HCI 1~ et H,O. Aprés séchage
au vide poussé€ & 40°, on obtient 66,2 g de produit de F. 185-186°. De la liqueur-mére conservée
a la glaciére cristallisent encore 17,0 g de produit de méme F. Les deux fractions réunies sont sus-
pendues dans 1,25 1 d’acétonitrile bouillant, puis laissées 3 h a la glaciére. Aprés filtration, lavage
a l'acétonitrile et séchage au vide poussé a 50°, on obtient 76,2 g (69%,) de O, N-di-CBO-L-tyrosyl-

L-phénylalaninate de méthyle de F. 187-188°. [¢]% = —15,5° £+ 1° (¢ = 2,5; diméthylformamide).
CysHgyOgN, Calc. C688 H 37 N46 O 21,09
(610,7) Tr. ,, 688 , 55 , 48 , 20,7%

L-Tyrosyl-L-phénylalaninate de méthyle, HBy (XIII). On dissout 60,0 g (98 mmoles) d’ester
dipeptidique XII dans 600 ml d’une solution 4N de gaz bromhydrique dans ’acide acétique an-
hydre, laisse reposer 1 h & 20°, évapore a sec au vide & 30°, reprend & trois reprises dans du métha-
nol anhydre en évaporant chaque fois a sec, triture le résidu dans ’éther pour le rendre pulvéru-
lent, filtre, lave a 1’éther et séche au vide poussé a 20°. On obtient ainsi 40,9 g (98%,) de L-tyrosyl-

L-phénylalaninate de méthyle, HBr. [oc]]%z = + 4,5° + 0,5° (¢ = 2,1; méthanol). Rf;[ = 0,99;
Rip = 0,8; Rij = 0,9; Eig = 1,0 Try; Eg,s = 0,8 His (révélation par ninhydrine, chlore et
Forin).

CHpON,Br  Cale. €53, H 55 N66 Bri18,99%
(423,3) Tr. ,, 535 ,, 54 , 67 , 188Y%

N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalaninate de méthyle (XIV). A une solution,
refroidie & 0°, de 12,7 g (30,0 mmoles) de bromhydrate d’ester dipeptidique XIII dans 6 ml de
diméthylformamide et 60 ml d’acétonitrile, on ajoute 4,20 ml (30,0 mmoles) de triéthylamine,
12,1 g (30,0 mmoles) de N-CBO-L-alaninate de trichloro-2,4, 5-phényle [17] [18] et secouc une nuit
& 25°. Le précipité formé est séparé, lavé par HCl 1n, H,0, NaHCO,; 1N, H,O et séché au vide
a 30° (fraction 1). Le filtrat diméthylformamidefacétonitrile est évaporé a sec au vide poussé A
30°, lc résidn est dissous dans I'acétate d’éthyle, et la solution, lavée par HCl 1w, H,0, NaHCO,4
In, H,O, séchéc sur MgSO, et évaporée au vide (fraction 2). Les fractions 1 et 2 sont réunies,
lavées soigneusement a ’éther, puis recristallisées dans 1’acétonitrile. On obtient 10,5 g (64%,) de
N-CBO-r-alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalaninate de méthyle de F. 171°. [«)% = —18° 4 1° (c = 2,4;
diméthylformamide). Rfy = 0,98; Rf = 0,7; Rfy = 0,85; EJ 4 = 0,9 Try; E5 g — 0,8 His (révé-
lation par ninhydrine, FoLIN et chlore).

CyoHyO,N;  Cale. €658 H61 N7,7 0 20,5%
(547,6) Tr. ,, 659 ,, 62 , 81 , 20,6%

N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-hydvazide (XV). On dissout 10,0 g
(18,3 mmoles) d’ester tripeptidique XIV dans 100 ml de méthanol anhydre chaud, refroidit a 30°
environ, ajoute 10 ml d’hydrate d’hydrazine et laisse reposer une nuit & 25°. Le précipité formé
est lavé au méthanol (6 fois 40 ml) et séché au vide poussé a 60°. On obtient ainsi 9,7 g (979%) de
N-CBO-vr-alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-hydrazide de F. 262°. [cx]f—,a = —25° 4+ 1° {¢ = 1; di-
méthylformamide). E?,g = 0,4 Try (révélation par FoLIn et chlore).

CyH 30N Cale. C63,6 H61 N128 017,59
(547,6) Tr. ,, 635 , 62 , 126 , 17,7%

N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl- L -alanyl-L-
prolyl-G-nitro-L-arginyl-glycinamide (XVI). Dans § ml de diméthylformamide chaud on dissout
0,78 g (1,42 mmole) de N-CBO-r-alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-hydrazide (XV), refroidit a 20°,
ajoute 4,3 ml d'HCI aq. 1N, abaisse la température & 0° et introduit en 20 s, sous lente agitation,
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0,30 ml (1,50 mmole) de NaNO, aq. 5N. On continue de remuer lentement, 5 min 4 0°, la suspen-
sion épaisse obtenue, puis ajoute 7 ml d’acétate d’éthyle, ce qui provoque la dissolution du préci-
pité, 0,49 ml (3,5 mmoles) de triéthylamine et 10 ml de NaCl aq. & 309, secoue & 0°, sépare les
deux phases et réextrait la phase aqueuse par 10 ml d’acétate d’éthyle glacé. Les phases organiques
réunies sont rapidement séchées sur Na,SO,, puis ajoutées 4 une solution de 0,69 g (1,0 mmole)
d’hexapeptide XI dans 4,5 ml de diméthylformamide/H,0 2:1. L’acétate d’éthyle est évaporé
au vide, et la solution résiduelle, conservée une nuit a la glaciére. Au gel formé on ajoute 16 ml
d’acétone, triture soigneusement, filtre, lave une fois par le mélange diméthylformamide/acétone
1:5 puis trois fois & I'acétone seule et séche au vide. On traite le produit obtenu (0,62 g) 3 fois par
5 ml de méthanol bouillant, en filtrant & chaud chaque fois, et séche au vide poussé & 40°. On
obtient ainsi 0,46 g (37%) de N-CBO-L-alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparagi-
nyl-L-alanyl-L-prolyl-G-nitro-L-arginyl-glycinamide de F. 237° (déc.). [a]fy = —41° £+ 1° (c = 2;
diméthylformamide). Eig = 0,6 Try; Eg,g = 0,35 His (révélation par ninhydrine, FoLIN et
chlore).
CsaHpp 04N, 11/, H,O  Cale. C52,8 H 6,2 N 182 0 2289,
(1228,3) Tr. ,, 528 ,, 61 , 18,5 ,, 23,29

L-Alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl-L-arginyl-glyci-
namide (= Alal-Alab-Avgd-vasopressine) (X V1I1I). On hydrogéne, 20 h & 25° et sous pression ordi-
naire, 360 mg (0,29 mmole) de nonapeptide protégé XVI en solution dans 10 ml d’acide acétique
a 809, en présence de 0,20 g de catalyseur & 109, de palladium sur charbon actif. Aprés éloigne-
ment du catalyseur et évaporation du filtrat au vide a 30°, le résidu est soumis & une distribution
en contre-courant dans le systéme sec-butanol/eaufacide trifluoracétique 120:160:1. Aprés 207
transferts, on détermine sur des aliquotes [19] la position du sommet principal (K = 0,285), réunit
le contenu des tubes centraux de celui-ci, évapore le sec-butanol au vide a 30°, secoue la solution
aqueuse résiduelle avec 100 ml d’ Amberlite IRA-410 (cycle acétate) pour éliminer I'acide trifluor-
acétique, fait passer le filtrat & travers une colonne contenant 100 ml de la méme résine, lave
par 500 ml d’acide acétique 0,01~ et concentre 4 environ 20 m] au vide a 30°. La solution, légére-
ment trouble, est filtrée sur verre fritté (G5) ct lyophilisée. On obtient ainsi 195 mg de poudre
contenant 26,5 mg d’azote peptidique, ce qui correspond a 129 mg (439%,) de base libre de L-alanyl-
L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl-L-arginyl-L-glycinamide.
[} = —79,5° + 2° (¢ = 1,0 (base libre!); acide acétique 0,1x). E‘l”g = 1,05 Try; E‘;’s = 0,73 His
(révélation par ninhydrine, FoLIN, chlore et SakagucHI). Un témoin d’arginine-vasopressine a
donné les valeurs suivantes: E(l),9 = 0,90 Try; Eg)s = 0,60 His. L’hydrolyse acide (HC1 6N, 16 h
2 110°) fournit les proportions attendues des acides aminés constituants. Les activités biologiques
sont indiquées dans le tableau p. 1890. Pour I’analyse, un échantillon est séché au vide poussé
16 h a 60°.

C,Hg;04,Ny;, 31/,CH,COOH, 31/, H,0 Calc. C49,1 H6,8 N16,2 O 27,89
(1295,4) Tr. ,,488 ,, 74 ., 163 ,, 27,7%

I1. Synthése de I’Alat- Ala®-Lys®-vasopressine. — N%-Benzyloxycarbonyl-Ne-t-butyloxycar-
bonyl-L-lysinate de trichlovo-2,4,5-phényle (XVIII). A une solution, refroidie & —10° de 19,0 g
(50 mmoles) de N*-CBO-Né-CTB-L-lysine [20] et de 12,8 g (65 mmoles) de trichloro-2, 4, 5-phénol
dans 160 ml de chloroforme et 16 ml d’acétonitrile, on ajoute 10,3 g (50 mmoles) de dicyclohexyl-
carbodiimide, secoue 2 h a température ordinaire puis sépare le précipité de dicyclohexylurée et
évapore le filtrat au vide. Le résidu est dissous dans l'éthanol, précipité & 1'éther de pétrole,
filtré et séché. Apreés recristallisation dans le mélange alcool/eau, on obtient 25,6 g (91%) de N%-

CBO-N*-CTB-L-lysinate de trichloro-2,4,5-phényle de F.99°. [a]} = —11,3° £ 1° (¢ =1; di-
méthylformamide).
CasHypOgN,Cl,  Cale. C53,6 H52 N50 017,10 Cl119,0%
(559,9) Tr. ,,53,8 , 54 , 52 , 17,3 ,, 185%

N%-Benzyloxycarbonyl-Ne-t-butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycinamide (XI1X). On dissout 16,8 g
(30 mmoles) de N*-CBO-N*-CTB-lysinate de trichloro-2,4, 5-phényle (XVIII) et 2,7 g (36 mmoles)
de glycinamide dans 50 ml de diméthylformamide, laisse séjourner la solution obtenue 16 h a
25°, ajoute 300 ml d’acétate d’éthyle, lave a 1’eau, séche et évapore a sec. On redissout le résidu
dans 20 ml d’acétate d’éthyle chaud et laisse cristalliser & 0°. La solution se prend en une masse



1894 HELVETICA CHIMICA ACTA

cristalline. On cssore, lave a 'acétate d’éthyle, refroidit a 0°, lave encore a 1'éther et séche. On
obtient ainsi 10,3 g {79%) de N®-CBO-N&-CTB-L-lysyl-glycinamide de F. 121-123°. [o]} = - 3,2°
(¢ = 1,0; méthanol); —6,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%); - 5,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide).
Rfy = 0,1; Rfp = 0,1; Rfy = 0,2; Efg = 1,1 His; E§g = 2,5 His (révélation par ninhydrine et
chlore).
CyHyO¢N, Calc. C57,5 H7,8 N128 0 21,9%
(438,5) Tr. ,, 57,3 , 7,5 , 132 ,, 2219,

Ne-t- Butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycinamide (X X). On dissout 10,1 g {23 mmoles) d’amide dipep-
tidique XIX dans 200 ml de méthanol et hydrogéne a pression normale en présence de 3,0 g de
catalyseur a 109, de Pd sur charbon actif. On filtre, évapore a sec, reprend par du méthanol,
évapore a sec, triture le résidu huileux dans l'acétate d’éthyle jusqu’a cristallisation, filtre, lave
a l'acétate d’éthyle, puis a I’éther, et séche. On obticent ainsi 6,0 g (87%,) de N&-CTB-r-lysyl-glyci-
namide de F. 118°, [oc]f)“ = +12,8° (¢ = 1,0; méthanol); +40,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%);
—10,8° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Rfy; = 0,5; Rfp = 0,6; Rfy = 0,5, E] g = 1,1 Try; E§ =
0,9 His (révélation par ninhydrine et chlore).

CsHyO N, Cale. C51,6 H87 N18,5 021,29
(302,4) Tr. , 514 , 88 , 188 , 21,59%

N-Benzyloxycarbonyl-L-glulaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl - L-prolyl-N&-t-butyloxycarbonyl-L-ly-
syl-glycinamide (XX I). A une solution de 3,90 g (13 mmoles) d’amide dipeptidique XX dans 30 ml
de diméthylformamide, on ajoute 7,50 g (10 mmoles) d’ester tétrapeptidique VII, agite jusqu’a
dissolution compléte puis laisse reposer & 25°. Au bout de deux heures, le mélange se solidifie.
Apres 16 h, on triture dans l'acétate d’éthyle, filtre, puis lave successivement par le mélange
dioxanne/eau 2:1, puis au méthanol bouillant, a I'éther et séche. On obtient ainsi 5,31 g (65%)
de N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl-Né-CTB-L-lysyl-glycinamide de F. 236°.
[e]fy = —72,0° (¢ = 1,0; acide acétique 95%). Riyy = 0,05; Rip = 0,04; Rfy = 0,1; Ejg = 1,1
Glu; E;S = 1,2 His (révélation par ninhydrine et chlore).

CyeHgO,N;,  Cale. €539 H 6,9 N 16,5 O 22,79%
(846,9) Tr. ,, 530 , 69 , 164 ,, 22,9%

L-Glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl- Né-t-butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycinamide (X XII).
On dissout 5,00 g (5,9 mmoles) d’amide hexapeptidique XXI dans 125 ml d’acide acétiquefeau
(4:1), ajoute 1,0 g de catalyseur a 109, de Pd sur charbon actif et hydrogéne a pression ordinaire.
Aprés I'absorption de 60 ml d’hydrogéne (théorie: 136 ml) on ajoute encore 0,5 g de catalyseur
et poursuit '’hydrogénation jusqu’a arrét de I'absorption d’hydrogene (145 ml au total). On filtre,
évapore & sec au vide poussé & 20°, reprend dans du dioxanne et évapore a scc. Aprés recristalli-
sation dans le méthanol, on obtient 4,22 g {92%,) de L-glutaminyli-r-asparaginyl-r-alanyl-L-prolyl-
Ne-CTB-r-lysyl-glycinamide de F.229-233° [a}}) = —77,8° (¢ = 1,0; acide acétique 95%).
Etl],‘) = 0,72 Try (révélation par ninhydrine et chlore).

CyoHgu0p0Nyy  Cale. €506 H7,4 N19,6 O 224%
(712,8) Tr. ,, 502 , 7,4 ,, 195 , 22,49

N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyl-L-tyvosyl-L-phénylalanyl - L -glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-
prolyl-Ne-t-butyloxycarbonyl-L-lysyl-glycinamide (XXIII). A 1,93 g (2,71 mmoles) d’hexapeptide
XXII, dissous dans 45 ml de diméthylformamide/H,0 2:1, on ajoute une solution de N-CBO-
L-alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-azide dans 50 ml d’acétate d'éthyle, préparée a partir de 1,96 g
(3,58 mmoles) d’hydrazide XV comme cela a été décrit sous XVI. I.’acétate d’éthyle est évaporé
au vide et la solution résiduclle est conservée une nuit a la glaciére. On triture le gel formé dans
120 ml d’acétone, filtre, lave au moyen du mélange diméthylformamide/acétone 1:5, puis trois
fois & I'acétone seule, ct séche au vide. On traite le produit obtenu (2,59 g) cinq fois par 15 ml de
méthanol bouillant, en filtrant & chaud chaque fois, et séche au vide poussé a 40°. On obtient
ainsi 1,74 g (529%,) de N-CBO-L-alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-r-
alanyl-L-prolyl-N&-CTB-L-lysyl-glycinamide de F. 235° (déc.). (]} = —43,5° 4+ 1° (c = 1,9; di-
méthylformamide). E?,Q = 1,05 Try; Eg‘s = 0,75 His (révélation par ninhydrine, FoLIN et chlore).

CooHgOygNyg (1228,4)  Cale. €577 H6,6 N148% Tr. C57,6 H71 N14,.89%
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L-Alanyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl-L-lysyl-glycina-
mide (= Alal-Alas-Lys8-vasopressine) (XXIV). On dissout 1,50 g (1,22 mmole) de nonapeptide
protégé XXIII dans 20 ml d’acide trifluoracétique, sature la solution de gaz bromhydrique en
8/, h, en maintenant la température & 10°, puis laisse encore séjourner 20 min 4 température ordi-
naire. La solution est concentrée au vide, 15 min & 20°, et le produit est précipité par addition
d’un grand volume d’éther. On filtre, lave a 1'éther, séche au vide puis dissout dans 20 ml de dimé-
thylformamide additionné de 5 ml d’acide acétique aq. 1N, agite 1/, h avec 20 ml d’Amberlite
IRA-410 (cycle acétate) pour éliminer l'acide trifluoracétique, fait passer la solution & travers
une colonne contenant 10 ml de la méme résine, qu’on lave encore par 40 ml de mélange diméthyl-
formamide/acide acétique 1n 4:1; on évapore le filtrat au vide poussé & 30°. Aprés lavage du
produit pulvérulent & I'éther et séchage au vide & 25°, on obtient 1,50 g de produit retenant de
I'cau et de I’acide acétique et renfermant 1,16 g (96%,) de base libre de L-alanyl-L-tyrosyl-L-phényl-
alanyl-L-glutaminyl-i-asparaginyl-r-alanyl-L-prolyl-i-lysyl-glycinamide. [o]% = —87° 4 2° (¢ =
1,5 (base libre; calculé sur la base de I’azote peptidique présent); acide acétique 0,1N). Ecl”g = 1,05
Try; E‘;,S = 0,77 His (révélation par ninhydrine, chlore et ForLiN). Un témoin d’arginine-vaso-
pressine a donné les valeurs suivantes: E(l),g = 0,90 Try; E?,s = 0,60 His. L’hydrolyse acide
(HC16w, 16 h 4 60°) a fourni les proportions attendues des acides aminés constituants. [Pour ’ana-
lyse, un échantillon est séché au vide poussé 16 h & 60° (perte de poids 5,9%).]

CyeHgyO1,Ny5, 2CH,COOH, 31,0 Cale. C51,4 7,0 N156 O 26,09
(1168,3) Tr. ,,5L7 ,, 71 ,, 159 ,, 262%

L’homogénéité de la substance est confirmée au moyen d’une distribution en contre-courant
(207 transferts) dans le systéme sec-butanol/ eau/acide trifluoracétique 120:160:1 (sommet unique,
I{ = 0,20). Les activités biologiques sont indiquées dans le tableau p. 1890.

II1. Synthése de la (désamino-Ala)'-Ala®-Arg8-vasopressine. — Propionate de tvi-
chlovo-2,4,5-phényle XX V). A une solution, refroidie a — 5°,de 22,0g (297 mmoles) d’acide propioni-
que et de 64,6 g (327 mmoles) de trichloro-2,4, 5-phénol dans 180 ml d’acétate d’éthyle et 20 ml
d’acétonitrile, on ajoute 61,3 g (297 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et secoue une nuit a
température ordinaire. Le précipité de dicyclohexylurée est séparé (60,7 g; rdt. 919%,), le filtrat est
évaporé a sec au vide et le résidu est dissous dans 300 ml d’éthanol en présence de 0,1 ml d’acide
propionique. Aprés un séjour de quelques heures a —15°, on essore les cristaux formés et séche
au vide. On obtient ainsi 45,8 g (619%,) de propionate de trichloro-2,4, 5-phényle de F. 40°, conte-
nant encorec un peu de trichlorophénol mais utilisable pour la suite de la synthése. Pour I’analyse,
on recristallise un échantillon dans 1’éthanol; F. 44—45°. .

CgH,0,C1l; Cale. C42,6 H 2,8 0126 Cl142,09%
(253,5) Tr. ,, 429 ,, 26 ,, 12,7 ,, 41,7%

N-Propionyl-L-tyvosyl-L-phénylalaninate de méthyle (XX VI). On suspend 8,50 g (20 mmoles)
de bromhydrate d’ester dipeptidique XIII dans 5 ml de diméthylformamide et ajoute 20 ml d’acé-
tonitrile. La solution ainsi obtenue est refroidie a4 10°, additionnée de 2,80 ml (20 mmoles) de tri-
éthylamine et aussitdét de 5,10 g (20 mmoles) de propionate de trichloro-2,4-5-phényle (XXV),
puis agitée une nuit & 25°. Aprés refroidissement a 0°, un petit précipité est séparé, lavé par de
l'acétonitrile, HCl 1IN et H,O, puis séché au vide poussé. Aprés dissolution du produit (0,50 g)
dans 50 ml d’acide acétique bouillant, addition de 50 ml d’cau, séjour d’une nuit a la glaciére,
filtration et séchage au vide poussé a 50° des cristaux formés, on obtient 0,26 g de benzyl-3-(p-
hydvoxybenzyl)-6-pipérazinedione-2,5 de F. 318-320°, (Litt. [21]: T°. 300°).

CisH 505N, 1/yH,0  Cale. C69,0 H 59 N89 016,2%
(313,4) Tr. ,, 691 ,, 62 , 86 , 16.2%

Le filtrat diméthylformamide/acétonitrile contenant le produit attendu est évaporé au vide
a 30°. Le résidu, repris dans 100 ml d’acétate d’éthyle, est lavé successivement par HCI 1w,
H,0, NaHCO,; 1n, H,0, et séché sur MgSO,. Aprés évaporation du solvant, lavages répétés du
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résidu & I’éther pour enlever le trichlorophénol, et séchage au vide, on obtient 5,11 g (64%) de
N-propionyl-L-tyrosyl-L-phénylalaninate de méthyle de F.153-154°. Pour I'analyse, on recris-
tallise 0,56 g dans 3 ml d’acétonitrile: 0,40 g, F. 156°. [l = —14,5° + 1° (¢ = 1,7; diméthyl-
formamide). Riy = 0,99; Rfp = 0,97; Riy = 0,97; E5; = 0,5 Try (révélation par FoLIN et
chlore).
CppHgO;N, Cale. C66,3 H6,6 N7,0 020,1%
(398.5) Tr. ,, 659 , 63 ,, 73 ,, 20,3%

N-Propionyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-hydvazide (XXVII). On dissout 4,00 g (10 mmoles)
d’ester dipeptidique XX VI dans 30 ml de méthanol anhydre, ajoute 4,0 ml d’hydrate d’hydrazine
et laisse séjourner une nuit & 25°. Le précipité d’aiguilles est essoré, lavé abondamment au métha-
nol et séché au vide poussé & 60°. On obtient ainsi 3,91 g (989,) de N-propionyl-L-tyrosyl-rL-
phénylalanyl-hydrazide de F. 268-269° (inchangé par recristallisation dans le mélange diméthyl-
formamide/méthanol). [¢] = —22° + 1° (¢ = 2; diméthylformamide). RfOM = 0,99; Rf[f) = 0,97;
RfZ = 0,97; E(l”g = 0,65 Try; Eg,s = 0,5 Try (révélation par FoLIN et chlore).

C,H,0,N, Calc. C63,3 H66 NI141 O16,1%
(398,5) Tr. ,, 634 ,, 64 , 142 , 16,2%

N Propionyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-aspavaginyl-L-alanyl - L-prolyl-G-nitvo-L-
arginyl-glycinamide (XX VIII). On suspend 0,57 g (1,43 mmole) d’hydrazide XXVII dans 7 ml
de diméthylformamide, ajoute 4,3 ml A’HCl aq. 1N et secoue jusqu’a dissolution. La solution est
ensuite refroidie a 0° et additionnée, cn 20 s, de 0,30 ml (1,50 mmole} de NaNO, ag. 5N, sous
lente agitation. Aprés 5 min on ajoute 7 ml d’acétate d’éthyle glacé, 0,49 ml (3,5 mmoles) de tri-
éthylamine et 5 ml de NaCl aq. a 309, secoue, sépare, extrait encore une fois par 7 ml d’acétate
d’éthyle. Les deux phases organiques sont réunies et rapidement séchées sur Na,SO,, puis ajou-
tées a4 unc solution de 0,69 g (1,0 mmole) d’hexapeptide XI dans 4 ml de diméthylformamide et
2 ml d’eau. L’acétate d’éthyle est évaporé au vide et la solution résiduelle, conservée une nuit a
la glaciére. Le gel obtenu est soigneusement trituré dans 16 ml d’acétone, puis lavé une fois par
le mélange diméthylformamide/acétone 1:5 et trois fois & l'acétone seule. On séche le produit
au vide (0,03 g), puis le traite & trois reprises par 5 ml de méthanol bouillant, en filtrant a chaud
chaque fois. Aprés séchage au vide poussé a 40°, on obtient 0,53 g (50%,) de N*-propionyl-L-tyro-
syl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl-G-nitro-L-arginyvl-glycinamide de
F. 235-237° (déc.). [0]B = —43° + 1° (¢ = 2,2; diméthylformamide). Le produit ne migre pas
a I’électrophorese.

CyeHes01aNys 1H,0 (1070,2)  Cale. C 51,6 H6,3 N196% Tr. C51,5 H62 N19,8%

N Propionyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-L-alanyl-L-prolyl - L -arginyl-
glycinamide [ = (désamino-Ala)t-AlaB-Avgd-vasopressine] (XXI1X). On hydrogéne, 20 h a 25° et
sous pression ordinaire, 405 mg (0,38 mmole) d’'octapeptide protégé X XVIII en solution dans 10 ml
d’acide acétique a 809%,, en présence de 0,2 g de catalyseur a 109, de palladium sur charbon actif.
Apres éloignement du catalyseur et évaporation du filtrat au vide & 30°, le résidu est soumis a
une distribution en contre-courant dans le systéme sec-butanolfeaufacide acétique 120:160:1.
Aprés 200 transferts, on détermine sur des aliquotes [19] la position du sommet principal (K =
0,22), réunit le contenu des tubes centraux de celui-ci, concentre au vide a 30°, filtre et lyophilise.
On obtient ainsi 201 mg de poudre contenant 31,7 mg d’azote peptidique, ce qui correspond a
163 mg (439%,) de base libre de N®-propionyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-arginyl-glycinamide. [o]3 = —89° 4 2° (¢ = 0,5 (base libre); acide acétique
0,1xN). E(17,9 = 0,50 Try; E?,S = 0,30 His (révélation par FoLIN, SakaGUCcHI et chlore). Un témoin
d’oxytocine a donné les valeurs suivantes: E(l’,9 = 0,55 Try; E(s),s = 0,35 His. L’hydrolyse acide
(HC1 6w, 16 h a 110°) fournit les proportions attendues des acides aminés constituants. Les
activités biologiques sont indiquées dans le tableau p. 1890. Pour ’analyse, un échantillon est
séché au vide poussé 16 h a 60°.

CaeHggO1aN14, 1ICH,COOH, 3H,0  Cale. C 51,4 H 6,8 N 17,5 O 24,3%
(1121,2) Tr. , 51,2 , 68 , 174 , 245%
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1V, Synthese de la (désamino-Ala)l-Ala®-Lys®-vasopressine. — N¥- Propionyl-L-tyrosyl-
L-phénylalanyl -L- glutaminyl- L- asparvaginyl - L-alanyl-L - prolyl-N&-t-butyloxycarbonyl-L-lysyl-glyci-
namide (XXX). A 1,93 g (2,71 mmoles) d’hexapeptide XXII, dissous dans 20 ml de diméthylfor-
mamide/H,0 2:1, on ajoute une solution de N-propionyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-azide dans 50 ml
d’acétate d’éthyle, préparée (comme cela a été décrit sous XX VIII) & partir de 1,42 g (3,56 mmoles)
d’hydrazide XXVII. L’acétate d’éthyle est évaporé an vide et la solution résiduelle est conservée
une nuit a la glaciére. Le gel formé est trituré soigneusement dans 90 ml d’acétone, puis lavé une
fois par le mélange diméthylformamide/acétone 1:5 et trois fois a I’acétone seule. On séche le
produit au vide (2,21 g), puis le traite & quatre reprises par 15 ml de méthanol bouillant, en filtrant
a chaud chaque fois. Aprés séchage au vide poussé a 40°, on obtient 1,90 g (64%,) de N*-propionyl-
L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl- L-asparaginyl- L-alanyl-L-prolyl-N¢-CTB-L-lysyl-glycin-
amide de F. 237-238° (déc.). [0)} = —-45° + 1° (¢ = 1,9; diméthylformamide). Eig = 0,5 Try;
E;s = 0,4 His (révélation par ninhydrine, chlore et FoLIN).

Cs1H,4014 Ny, 1H,0 (1097,3)  Cale. €558 H 7,0 N153% Tr. €555 H72 N156%

N=-Propionyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl- L -aspavaginyl- L -alanyl-L-prolyl- L-lysyl-
glycinamide [=(désamino-Ala)l-Alad-Lyst-vasopressine] (XX XI). On dissout 1,62 g (1,48 mmole)
d’octapeptide protégé XXX dans 10 ml d’acide trifluoracétique, secone 1 h a 25°, filtre (quelques
particules sont demeurées insolubles) et évapore le filtrat au vide a 30°. Le sirop obtenu est tri-
turé dans I'éther jusqu’a obtention d’un produit pulvérulent qu’on dissout dans 32 ml de diméthyl-
formamide et 8 ml d’acide acétique aq. 1N. Pour éliminer l'acide trifluoracétique, on fait passer
cette solution a travers une colonne contenant 10 ml d’Amberlite IRA-410 (cycle acétate), qu'on
lave ensuite par 25 ml de méme solvant. Le filtrat est évaporé au vide a 30° et le résidu est soumis
a une distribution en contre-courant dans le systéme sec-butanol/eaufacide acétique 120:160:1.
Aprés 200 transferts, on détermine sur des aliquotes [19] la position du sommet principal (K =
0,25), réunit le contenu des tubes centraux de celui-ci, concentre au vide a 30°, filtre et lyophilise.
On obtient ainsi 1,12 g de poudre contenant 167 mg d’azote peptidique, ce qui correspond a
971 mg (67%,) de base libre de N*-propionyl-L-tyrosyl-L-phénylalanyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-
L-alanyl-L-prolyl-L-lysyl-glycinamide. [o] = —93° 4- 2° (¢ = 1,6 (base libre!); acide acétique
0,1n). Eig = 0,52 Try; E‘;,S = 0,42 His (révélation par ninhydrine, chlore et Forin). Un échan-
tillon d’oxytocine a donné les valeurs E?B = 0,55 Try; Eg’g = 0,35 His. L’hydrolyse acide (HC1
6N, 16 h 4 110°) fournit les proportions attendues des acides aminés constituants. Les activités
biologiques sont indiquées dans le tableau p. 1890. Pour l'analyse, un échantillon est séché au
vide poussé 16 h a 60°.

CyeHggO1p Ny 1ICH,COOH, 21/,H,0  Calc. € 53,2 H 7,0 N 15,5%
(1084,2) Tr. ,, 534 , 69 , 158%

SUMMARY

Alal-Ala®-Arg®-vasopressin, Ala'-Alas-Lys8-vasopressin, (Deamino-Ala)'-Ala®-Arg®-
vasopressin and (Deamino-Ala)l-Ala8-Lys8-vasopressin were prepared by condensa-
tion of a tripeptide azide or, respectively, a propionyl-dipeptide azide with a hexa-
peptide amide, both fragments having been synthesized by methods excluding
racemization. These peptides represent analogues of arginine-vasopressin, lysine-
vasopressin and of their deamino derivatives, in which the ring is open and the
sulphur atoms are replaced by hydrogen atoms. The new peptides were found to be
devoid of any biological activity and did not inhibit the corresponding natural hor-
mones. The significance of this observation is discussed.

Laboratoires de chimie pharmaceutique
Sanpoz S.A., Bale
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