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27. Synthése de la (N-méthyl-Tyr)*-oxytocine
par R, L. Huguenin et R. A, Boissonnas
(7 X1I 60)

La concentration sanguine en enzymes capables d’inactiver I'oxytocine (oxytoci-
nases) augmente fortement vers la fin de la grossesse de la femme et ne reprend son
niveau normal qu’aprés I'accouchement?).

Turpy & NESvADBA?Z) ont montré que cette inactivation est due & une scission
peptidolytique de I'oxytocine entre les positions 1 et 2 de la molécule:

H—(ﬁy/S-'l'yr—llcu-Glu(N1—12)—Asp(NH2)-Cy/S-Pro-Leu-Gly-NH2

v oxytocinase

H-CyS-OH  H-Tyr-leu-Glu(NH,)-Asp(NH,)-CyS-Pro-Leu-Gly-NH,
/ /

Une scission de ce type rappelle celle due 4 la leucine-aminopeptidase3), enzyme qui
attaque les chaines peptidiques a partir de leur extrémité amino-terminale, mais qui
est sans action sur les liaisons peptidiques terminales auxquelles participe le groupe
amino secondaire d'un acide aminé comme la proline ou hydroxyproline3). Cette vue
est également supportée par le fait que le L-cystinyl-bis-(L-prolyl-L-leucyl-glycin-
amide) est un fort inhibiteur compétitif de 'attaque de 'oxytocine par I'oxytocinase
sanguine?).

Nous nous sommes donc demandé si 'introduction d’un acide aminé portant un
groupe amino secondaire, en position 2 de la molécule d’oxytocine, pourrait empécher
l'attaque par l'oxytocinase. Afin d’obtenir un analogue qui soit aussi proche que
possible de l'oxytocine elle-méme, nous nous sommes décidés & synthétiser la (N-
méthyl-Tyr)2-oxytocine (XXIX), qui ne se distingue de I'oxytocine (XXX) que par
la présence d'un groupe méthyle sur 'azote de la liaison peptidique 1-2.

La synthése de peptides contenant de la N-méthyltyrosine s’est heurtée a certaines
difficultés inattendues. C’est pourquoi nous avons étudié la préparation des produits
intermédiaires et finals en utilisant plusieurs voies de synthese (voir schéma).

La N-méthyl-1-tyrosine est un acide aminé que 'on rencontre sous forme libre
dans la nature$-83). Nous avons modifié sa préparation synthétique par rapport aux

1) K. FexeTE, Endokrinol. 7, 1 (1930); 70, 16 (1932); E. WERLE et coll,, Biochem. Z. 309, 270
(1941); Arch. Gynikol. 777, 286 (1941); 777, 211 (1950); 787, 106 (1955); E. W. PaGE, Amer.
J. Obstetr. Gynecol. 52, 1014 (1946); Science 705, 292 (1947); K. Semym, Klin. Wschr. 33, 817
(1955} ; Naturwiss. 44, 424 (1957).

2) H. Tuppy & H. NEsvapBa, Mh. Chem. 88, 977 (1957).

3) E. L. SMITH et coll,, J. biol. Chemistry 799, 801 (1952); 272, 255, 271 (1955).

4) Z. BERaNEKOVaA, L. RycHLIK & F. Sorm, Experientia 75, 298 (1959); Collect. czechoslov. chem.
Commun. 25, 2575 (1960).

) O. HILLER-BoMBIEN, Arch. Pharmaz. 230, 513 (1892).

) H. Brau, Z. physiol. Chem. 58, 154 (1908).

7} G. GoLpscaMIDT, Mh. Chem. 33, 1379 (1912).

) E. WINTERSTEINER, Z. physiol. Chem. 705, 23 (1919).




214 HELVETICA CHIMICA AUCTA

méthodes de FiscHER?) et de BERGEL). Des différentes méthodes que nous avons étu-
diées, la plus simple et la plus satisfaisante consiste A hydrogéner une solution méthano-
lique de tyrosinate de méthyle en présence d'un léger excés de formaldéhyde et & saponi-
fier directement le mélange de N-méthyl-L-tyrosinate de méthyle et de N, N-diméthyl-
L-tyrosinate de méthyle obtenu. Aprés neutralisation, la N,N-diméthyl-L-tyrosine
reste en solution tandis que la N-méthyl-L-tyrosine cristallise sous forme pure.

OH
|
BN
”/ ™ CH,
N L“H2
[ |
NH, CH, CH-CH,

[ \ !

S-CHy-CH- CO-NR-CH-CO-NH -CH-CO
| |
I v

S-CH,-~-CH-NH-CO-CH-NH-CO- CH-NH

¢o CH, (CHY,
N lonn,  CONH,
CH, CH-CO-NH-CH-CO NH CH,-CONH,
CHy-CH, CH,

I
CH(CHy),

(N-méthyl-Tyr)2-oxytocine  (XXIX): R — CH,
oxytocine (XXX): R=H

A partir de la N-méthyl-L-tyrosine, nous avons préparé les nouveaux dérivés
suivants: N-méthyl-L-tyrosinate de t-butyle (V)11), O, N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosine
(VL), O,N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosinate de p-nitrophényle (VII), O-tosyl-N-méthyl-
L-tyrosine (VII1)1?), O-tosyl-N-CBO-N-méthyl-L-tyrosine (IX), O-tosyl-N-CBO-X-
méthyl-L-tyrosinate de p-nitrophényle (X).

Nous avons d’abord tenté de synthétiser Ja (N-méthyl-Tyr)2-oxytocine en utilisant
la méthode récurrente employée récemment par BopaNszKy & DU VIGNEAUD ),

Par condensation du O,N-di-CBO-N-mc¢thyl-L-tyrosinate de p-nitrophényle (V1I)
avec le L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-
glycinamide'?), nous avons obtenu le O, N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-1.-
glutaminyl-1-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (XXIV)
qui, par scission des groupes CBO au moyen d’une solution de gaz bromhydrique dans
I’acide acétique anhydre, a fourni le N-méthyl-1-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-
asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (XXV). Par réaction
avec le N-CBO-S-benzyl-L.-cystéinate de p-nitrophényle!’), cet octapeptide a donné
un produit donnant une analyse élémentaire correspondant a celle du nonapeptide
désiré, mais ne montrant pas le spectre UV. caractéristique des peptides de la tyrosine
possédant un hydroxyle phénolique non substitué. Aprés scission des groupes pro-
9 E. Fiscuer & W. Lirscuitz, Ber. deutsch. chem. Ges. 48, 360 (1915).
10y F. BErGeL, G. E. Lewis, S. ¥. D. Orr & J. BUTLER, J. chem. Soc. 7959, 1431.

11} Préparé d’apres la méthode de R. W. RoEskE (Chemistry & Ind. 7959, 1121) pour 'obtention
d’esters t-butyliques d’acides aminds.
12) En utilisant un procédé analogue a cclui employé par B. G. OvireLL & V. Perrow (f. chem.

Soc. 1955, 232) pour la préparation de la O-CBO-L-tyrosine.

13) M. Bopanszky & V. DU VIGNEACUD, J. Amer. chem. Soc. 87, 5683 (1959).
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tecteurs par le sodium dans 'ammoniac liquide, suivie d’oxydation a V'air ¢t de puri-
fication par contre-courant, nous avons obtenu un peptide ayant un cocfficient de
répartition trés différent de celui de Poxytocine et ne donnant pas, aprés hydrolyse
acide, la composition attenduc en acides aminés. Nous en avons conclu que la faible
réactivité!®) du groupe amino secondaire de la N-méthyl-1-tyrosine terminale de
Poctapeptide XXV avait favorisé une réaction secondaire sur I'hydroxyle phénolique,
et nous avons décidé de protéger cet hydroxyle au moment dc la condensation avec le
N-CBO-S-benzyl-L-cystéinate de p-nitrophényle. Nous avons choisi pour cette pro-
tection le groupe tosyle (== p-toluénesulfonyle), car nous avons vu que le groupe
O-tosyle est stable a 'action du gaz bromhydrique dans I'acide acétique anhydre, tout
en ¢tant facilement scindé par le sodium dans I'ammoniac liquide.

Par condensation du O-tosyl-N-CBO-N-méthyl-L-tyrosinate de p-nitrophényle (X)
avec le L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-1L-cystéinyl-L-prolyl-L-lcucyl-
glycinamide®®), nous avonsobtenule O-tosyl-N-CBO-N-méthyl-1-tyrosyl-L-isoleucyl-L-
glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (XX VI)
qui, par scission du groupe CBO au moyen du gaz bromhydrique dans 'acide acétique
anhydre, a fourni le O-tosyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-aspara-
ginyl-S-benzyl-1.-cystéinyl-L-prolyl-L-lencyl-glycinamide (XXVII). Mis en présence
de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinate de p-nitrophénylel®) pendant 16 h a 35°, cet octa-
peptide n’a subi aucune condensation appréciable et a pu étre récupéré inchangé pour
la plus grande partie.

Nous avons donc décidé de tenter la synthése de la (N-méthyl-Tyr)2-oxytocine en
utilisant le schéma de synthése 3 - 6 que nous avons employé précédemment pour la
synthése de nombreux analogues de I'oxytocine!9).

La synthésc du tripeptide protégé nécessaire pour la réalisation de ce type de
schéma a été étudiée selon plusieurs voies. La condensation de la O,N-di-CBO-N-
méthyl-L-tyrosine (VI) avee le L-isoleucinate de méthyle%) a donné le O, N-di-CBO-
N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de méthyle (XIII) qui, par traitement au gaz brom-
hydrique dans I’acide acétique glacial, a livré le bromhydrate de N-méthyl-L-tyrosyl-
L-isoleucinate de méthyle (X1V). Par condensation de ce dernier avec la N-CBO-S-
benzyl-L-cystéinel?), nous avons obtenu le N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-
L-tyrosyl-L-isoleucinate de méthyle (XXTIa). Les essais de conversion de cet ester tri-
peptidique en hydrazide correspondant ayant échoué, nous 'avons saponifié en N-
CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucine (XXIIIa).

Afin d’éviter cette saponification, la synthése de ce tripeptide a également ¢été
cffectuée selon une autre voie. La condensation de la O,N-di-CBO-N-méthyl-L-

14) Cf. P.-A. JaQUENoUD, Chimia /4, 373 (1960).

15) R. A. BoissoNNas, ST. GurTMANN, P.-A. JAQUENOUD & J.-P. WaLLEg, Helv. 39, 1421 (1950);
P.-A. JagueNoup & R. A. Boissonwas, Helv. 42, 788 (1959); R. A. Boissonnas & R. L.
HucuEeniN, Helv. 43, 182 (1960); R. A. Boissonnas & St. GurTMANN, Helv. 43, 190 (1960);
P.-A. Jaguenoun & R. A. Boissonnas, Helv. 44, 113 (1961).

16} R. A. BoissoNNAs, ST. GurTMANN, P.-A. JAQUENOUD & ].-P. WALLER, Helv. 38, 1491 (1955).

17) C. R. HarrINGTON & T. H. Meap, Biochem. J. 30, 1602 {(1936); B. HecEDpUS, Helv. 37, 742
(1948); St. GoLpscHMIDT & CH. Jutz, Chem. Ber. 86, 1116 (1953); B. IseLiN, M. FEURER &
R. ScawvzEeR, Helv. 38, 1508 (1955).
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Schéma de synthése des octapeptides et du nonapeptide

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cys (N-Me)Tyr Ileu Glu Asp CyS Pro Leu Gly
CBO
CBO-!-OH
VI
CBO NH, NH, Bz
CBO-lOPhN H 4 L 4 NH,
VII )
CBO NH, NH, Bz
cBo o L {2 4 N H,
XXIV
NH, NH, Bz
H L L 4 NH,
XXV
Tos
CRO==0OH
1X
Tos NH, NH, Bz
CBO-"{OPhN H 4 /4 13), NH,
X
Tos NH, NH, Bz
CBO L U 4 (4 NH,
XXV
Tos NH, NH, Bz
H AN A NH
T XXVIL b
Bz NH, NH, Bz
CBO 14 OH H L L L NH,
XXIIIa | oub 1€)
Bz NH, NH, Bz
CBO L4 4 /4 L NH,
XXVIH
/ NH, NH, |/
al Vi / / NH,
XXIX
CyS (N-Me)Tyr lleu Glu AAsp CyS Pro leu Gly
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abréviations: CBO = carbobenzoxy DBz = benzyle PhN = p-nitrophényle
Tos == tosyle = p-toluénesulfonyle
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Schéma de synthése du tripeptide

1 2 3
CyS (N-Me)Tyr llcu
H==OH
11
'CBO
CBO==0OH H==OMe
3! %)
CBO
CBO =OMe
XIIiI
,BL
CBO=m=0OH H OMe
17 X1V
Bz
V4
CBO OMe
XXla
Bz
cBoL OH
XXIIIa
,(3150
CI3Om=OH He==OTB
VI 11)18)
CBO
CBO OTB
XV
le
CBO==0OH H OB
17) XVI1
Bz
. / T
CBO OTB
XXlila
Bz
cBoL OH
XXIIIb
Cy$S (N-Me) Tyr leu
1 2 3
Abréviations: CBO = carbobenzoxy

Bz = benzyle
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1 2 3
CyS (N-Me) Tyr Ileu
,BZ
CBO=-=0OH He=OMe
) 111
Bz
CBO L OMe
XVIll
Bz
CBBO 4 OH He=(OMe
XXa 16
Bz
. l4
CBO OMe
XXIb
Bz
CBO 4 OH
XXIlle
13z
(‘BOJ§OH HE=(OTB
17) v
Bz
. T4 .
CBO OB
X1X
'Bz )
CBO OH H==0OTHB
XXb 11)18)
Bz
CBO /4 OB
XXI1Ib
Bz
CBO L OH
XXIIId
CySs (N-Mc)Tyr [leu
1 2 3

TB — t-butyle
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tyrosine (V1) avee le p-isoleucinate de t-butyle!)'®) a fourni le O,N-di-CBO-N-
méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-Dutyle (XV) qui, aprés scission sélective des
groupes CBO par hydrogénation catalytique, a donné le N-méthyl-1.-tyrosyl-L-
isoleucinate de t-butyle (XVI1). Par condensation avee la N-CBO-S-benzyl-L-cys-
téine"), celui-ci a donné le N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-iso-
leucinate de t-butyle (XXIIa)., Un brefl traitement 4 l'acide chlorhydrique dans
Pacide acétique a permis de scinder la fonction ester t-butylique sans toucher le groupe
CBO) ¢t a fourni le méme acide tripeptidique XXITIb que ci-dessus.

Un essai pour parvenir & I'’hydrazide correspondant par une voie détournée a
montré (ue la condensation du O, N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosinate de p-nitrophényle
(VII) avee le L-isoleucyl-1-t-butoxycarbonyl-2-hvdrazide (XI1) conduit normalement
au (O, N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isolencyl-1-t-butoxycarbonyl-2-hydrazide
(XVII) et quaprés scission sélective des groupes C30), ce dernier se condense avee le
N-CBO-S-benzyl-L-cystéinate de p-nitrophényle 13) en tripeptide correspondant, mais
que la scission du groupe t-butoxycarbonvle de ce dernier ne permet pas d’obtenir un
hydrazide cristallisé.

La condensation de la N-CBO-S-benzyl-L-cvstéine!?) avee le N-méthyl-L-tyrosi-
nate de méthyle (I11) ou avec le N-méthyl-.-tyrosinate de t-butyle (V) a conduit aux
osters dipeptidiques XVII et XIX correspondants, qui ont été facilement trans-
formés dans la méme N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosine (XX a ou b).
Cependant la condensation de ce dipeptide avece le 1-isoleucinate de méthyle8) ou le
1-isoleucinate de t-butyle)18) a conduit & des tripeptides qui, tels quels ou aprés
transformation en acide correspondant, possédaient des pouvoir: rotatoires inféricurs
& ceux des tripeptides semblables obtenus ci-dessus par la voic récurrente 14- 2, la-
quelle offre toute garantie centre L risque de racémisation.

C’est donce 1'acide tripeptidique (XX1H1a ou b), obtenu par la voie récurrente, qui
a ¢té condensé au moyen du dicvclohexyl-carbodiimide avec le L-glutaminyl-1.-
asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-lcucvi-glycinamide 3¢) en N-CBO-S-benzyl-
i-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-1.-
cystéinyl-L-prolvl-r-leucyl-glycinamide (XXVIII).

Les groupes protecteurs (N-CBO et S-benzyle) de ce nonapeptide protégé ont été
cnlevés par traitement au sodium dans I'ammoniac liquide 2). Aprés oxydation a l'air
en solution diluée, le nonapeptide cyclique obtenu a été soumis 4 un partage 4 contre-
courant pour le débarrasser de quelques impuretés peptidiques mineures®). Le co-
cfficient de partage de ce nonapeptide est, dans le systéme sec-butanol/acide acétique
aqueux 0,017x utilisé, le méme que celui de Poxytocine, ce qui permet de conclure que
la cvclisation s'est effectuée normalement. Cette déduction est confirmée par les
examens électrophorétiques aux pH 1,9 ¢t 5,8, qui montrent que le nonapeptide

) G W ANDERSON & .M. CaLLaday, ). \mer. chem. Soc. 82, 3339 (1960).

1) Cf. R. A. BoissonNas & G. PREITNER, Hclv, 36, 875 (1953).

20 V.ng ViesEarn, CH. RESSLER, J. M. Sway, G, W, ROBERTS & I’. G. IKATSOYANNIS, J. Amer.
chem. Soc. 76, 3115 (1954).

Y Dans le cas des analogues de Poxytocine, comme dans celui de Poxytocine elle-méme, la eyeli-
sation oxydative donne toujours naissance, i cot¢ du monomére cyclique désiré, i de petites
quantitds de dimére et de polymeéres (ef. N. H. Rypon & coll,, J. chem. Soc. 1956, 3157).
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obtenu est homogene et qu’il migre comme l'oxytocine ). hydrolyse acide fournit
les acides aminés composants dans les rapports attendus. Nous concluons de ces faits
que le produit obtenu posséde bien la structure I que nous nous ¢tions proposé de
synthétiser.

Les activités biologiques de la (N-méthyl-Tyr)%-oxytocine ont été déterminées par
le Dr B. BERDE et le Prof. H. KoNzETT de notre département pharmacologique (Dir.:
Dr A. CErRLETTI) %), Elles sont les suivantes, exprimées en unités internationales par
mg: contraction de Vutérus isolé dec Rat 1,2 - 0,4; augmentation de la pression
interne de la glande mammaire du Lapin 3,1 4- 0,7; baisse de la pression sanguine du
Coq 0,32 4 0,05; inhibition de la diurése du Rat env. 0,001, Dans les trois premiers
tests cités, aucun effet inhibiteur ou potentiateur n’a pu étre observé sur des doses
simultanées ou suivantes d’oxytocine.

Iintroduction d’'un groupe méthyle sur 'azote de la liaison peptidique 1-2 de fa
molécule d’oxytocine provoque donc une diminution trés considérable de l'activité
oxytocique, enlevant ainsi tout intérét & 'examen de la résistance de cet analoguc a
I'action de I'oxytocinase.

Partie expérimentale?})

T.es £, sont corrigés (précision 4 1°). Les séchages au vide ont été effectuds sous 1072 4 103
Porr (16 h & 60° pour les analyses). Les évaporations sous vide ont ¢té conduites dans I'¢vaporateur
rotatif de Cra1g25).

Tes chromatographies sur papier ont été faites par la mdéthode ascendante (200 23 ¢m) sur
papier « SCHLEICHER & SCHUELL 2040b lavé». Rfp dans le mélange n-butanol/acide acétique/eau
(70:10:20); Rifm dans le mélange méthyléthylcétone/pyridinefeau (65:15:20); Rfy dans e mé-
lange alcool isoamylique/pyridine/can (35:35:30). Rf2 aprés scission préliminaire du groupc CBO-
par un séjour de 40 min a 20° dans une solution & 209, de HBr dans 'acide acétique glacial, éva-
poration au vide et reprisc dans le solvant de chromatographic ou d’¢lectrophoreése; RIP apres
scission préliminaire du groupe CBO- par hydrogénation catalytique et reprise de méme; Ri® sans
traitement préalable.

Les chvomatographics suv couche mince®) sont indiquées par Rfm. L’adsorbant ¢t le solvant
utilisés sont indiqués dans chaque cas particulicr (hanteur de développement: 10 & 12 cm).
Les exposants a, h et 0 ont la méme signification que pour les chromatogrammes sur papier.

Les électrophoréses sur papier ont été effectuées dans Iapparcil 4 électrophoreése sous haute
tension de WIELAND & PFLEIDERER?): au pIl 1,9 (E, ) dans le mélange acide formiquefacide
acétiquefean (15:10:75); au pH 5,8 (E; 4) dans le mélange pyridine/acide acétiquefeau (9:1:90).
E; 4 = 0,8 His indique qu’a pH 1,9 la substance migre 0,8 fois la distance que migre 'histidine.
Les exposants a, h et 0 ont la méme signification que pour les chromatogrammes.

Les produits de dimérisation et de polymérisation de Voxytocine peuvent facilement étre
séparés de celle-ci par contre-courant ou par dlectrophorése dans ces conditions. Cf. R. AL
Boissonnas, dans: Polypeptides which affect smooth muscles and blood vessels, p. 10 (Perga-
mon Press, 1960); Cu. RESSLER, Science 728, 1281 (1958).

T.es activités sont cxprimées par rapport au «Troisiéme standard international pour la déter-
mination des activités oxytociques, vasopressiques et antidiurétiquess et ont été détermindes
selon les méthodes précédemment utilisées. Cf. B. BErpE, W. DorpFNER & H. KonzeTT,
Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy 72, 209 (1957); H. Koxzrrr & B. Brrpz, ibid. /4, 333
(1959).

Les microanalyses ont été cffectuées dans notre laboratoire microanalytique (Dr. W. ScHONL-
GER). Les spectres UV. ont été mesurés dans notre laboratoire spectroanalytique (Dr. II. G,
LEEMANN). :

25y .. C. Cra1g, J. C. GREGOrRY & W. Hausmaxny, Analyt. Chemistry 22, 1462 (1950).

26) E. StauL, Pharmazie /7, 633 (1956); Chemiker-Ztg. 82, 323 (1958).

2y Ta. WirLann & G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955).
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Les véactifs wlilisés pour la vévélation des chromatogrammes ct des phérogrammes ont ¢té
déerits précédemment2®).

Les spectres UV . ont été mesurés aprés dissolution dans un mélange diméthylformamide/tri-n-
butyl-amine (97:3).

A, Dérivés de la N-méthyl-L-tyrosine

N-Tosvi-O, N-diméthyl-i-tyvosine (I). A une solution de 40,0 g (119 mmoles) de N-tosyl-L-
tyrosine?) dans 600 ml de NaOH 1x on ajoute, sous forte agitation, 45,5 ml (480 mmoles) de
sulfate de méthyle®). Aprés 1 h 1/, d’agitation, la suspension obtenue est chauffée & 70° pour
dissoudre le scl sodique ayant précipité, puis on acidifie par 30 ml de HCI 4~. L’huile jaune sc
séparant se transforme, par refroidissement & 0° sous agitation, en un solide blanc qu’on essore,
lave a Peau glacée et séche une nuit & 50° au vide poussé. On obtient ainsi 42,5 g (989%,) de N-tosyl-
O, N-diméthyl-L-tyrosine de F. 138° (litt.?): 979%; F. 141-142°). [a]} = —26,7° + 1° (¢ = 5,4;
dthanol), —19° 4 1° (¢ = 2; diméthylformamide) (litt. %): —26,75° (¢ = 5,6; éthanol)).

CyHy O;NS  Cale. €595 HS58 0220 N39 5889

(363,4) Tr. ,,592 , 358 ,, 219 ,, 40 ,, 89%
N-Méthyl-v-tyvosine (I'T). —a) A partiv de N-tosvi-O, N-diméthyl-L-tyrosine (I). A une suspen-
sion de 92 g de phosphore rouge dans 500 ml d’acide iodhvdrique & 579, préalablement chauffée
11 a75% onajoute 78,0 g (215 mmoles) de N-tosyl-0), N-diméthyl-L-tyrosine3?). Apres 1 h d’ébul-
lition & reflux, la solution, débarrassée par filtration du phosphore restant, est dvaporée au vide
a 50° ITe résidu est dissous dans 100 ml d’eau chaude et presque complétement décoloré par ad-
dition de 5ml d’une solution aqueuse a 40%, d’hydrogénosulfite de Na. L’adjonction d’ammoniaque
concentrée jusqu'a pH 7-8 (environ 100 ml) fait précipiter la N-méthyl-L-tyrosine, qu’on essore
et lave avee 100 ml d’caun glacée. T.a substance est purifiée par dissolution dans 400 ml de NaOlF1
2N, filtration et précipitation par addition d’acide acétique 4N jusqu’a pH 6. Aprés séchage au
vide poussé, une nuit a 60°, du produit essoré et lavé a I'cau, on obtient 34,8 g (83%,) de N-méthyl-
L-tyrosine de I, 292-295° (déc.)31) (1itt.5)8)7)8): des F. compris entre 233° (déc.) et 280° (déc.)
sont indiqués pour le produit naturel). [a]}} = +19,6° + 0,5° (¢ = 3,8; HCl 10%) (litt.%):
+19,75° (¢ = 3,87; HC1 11%); 7): +18,6° (¢ = 2; HCI 11%)). RiY — 0,46; Rf}, = 0,43; Rf} =

0,53; B2 g = 0,5 Try; EY y = 0,79 Try??) (révélation par ninhydrine??), FoLIN).

CoHO4,N  Cale. C61,5 1167 0246 N7,29%
(195,2) Tr. 61,7 ,, 6,7 ,, 245 ,, 7,39%

L) o partiv de L-tyrosinale de méthyle. A 19,5 g (100 munoles) de L-tyrosinate de méthyle8)34),
dissous dans 750 ml de méthanol, on ajoute 11,0 mi??) d’'unc solution aqueuse & 359, dc formal-
déhyde ct I'on hydrogeéne a 25° en présence de 15 g de catalyscur d’hydrogénation sclon Kunx36).

2% R. A. Boissonyas & R. L. Hucuenin, Helv. 43, 182 (1960); St. GurrmaNxy & R. A. Bois-
soNNas, Helv. 43, 200 (1960).

) I1scHERY) effectue la mdéthylation au moyen d'iodure de méthyle et de NaOH, en bouteille

a pression.

FiscHeERY) effectue la scission au moyen d'acide iodhydrique et d’iodure de phosphonium, en

tube scellé, & 100°.

31 Par chauffage, & partir de 280°, 4 raison de 3° par min.

32) L'absence de L-tyrosine et de N, N-diméthyl-L-tyrosine peut étre controlée par électrophorése
a pH 1,9 (révélation par FoLIN), ces substances présentant respectivement des valeurs de
migration de Ef 4 = 0,94 Try, et de EY, = 0,62 Try. Un échantillon de N,N-diméthyl-1-
tyrosine a été préparé par saponification de son ester méthylique (IV); {a)l = +73° 4 1°
(¢ = 3,6; HCL 10%, et ¢ = 2,2; Hy0). R. E. Bowman & H. H. StrouD (]. chem. Soc. 7950,
1342) indiquent [2]} = +74,3° (¢ = 2,07; H,0).

33} I.a N-mdthyl-L-tyrosine réagit plus faiblement a la ninhydrine que la L-tvrosine.

3) E. FiscHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 4/, 855, note 2 (1908).

3 Cette quantité correspond & un excés d’environ 35%,. En employvant 1 équivalent de formal-
déhyde, nous avons obtenu un produit renfermant une certaine quantité, difficilement élimi-
nable, de la substance de départ.

) R. Kvoy & J. Haas, Angew. Chem. 67, 785 (1955).
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L’absorption d’hydrogéne est terminée apres 5 a 7 h. Aprés éloignement du catalyseur, la solution
cst évaporée au vide a 25°. Le résidu est dissous dans 200 ml de méthanol, additionné de 200 ml
de NaOH 4 et laissé 1 h 4 40°. Aprés addition de 200 ml de HCl 4~ ot refroidissement & 0°, on
essore le produit ayant précipité, le lave a 'cau glacée (2 fois 200 ml), au méthanol et & 1'éther,
obtenant ainsi, aprés séchage au vide, 12,5 g (649%) de N-méthyl-L-tyrosine de F.291-294"
(déc.)3y). [l = +20,0° -£- 0,5° (¢ = 3,6; HC1 109%,). Les caractéristiques sont celles du produit
préparé par la méthode a).

N-Méthyl-L-tyrosinate de méthyle (11I). Dans un mélange, préparé A —10°, de 400 ml de¢
méthanol ct de 48 ml (667 mmoles) de chlorure de thionyle, on dissout 19,5 g (100 mmoles) de
N-méthyl-L-tyrosine (II) et chauffe lentement sous agitation. Aprés 6 h d’ébullition et un repos
d’unec nuit & température ordinaire, la solution est évaporée au vide 4 35°, le résidu est pulvérisé
dans 1 1 d’éther scc, essoré, lavé A I’éther et séché au vide sur KOH. Les 24,2 g de chlorhydrate
de N-méthyl-L-tyrosinate de méthyle ainsi obtenus sont dissous dans 150 ml d’cau. On ajoute
250ml de chloroforme, 250 ml de Na,CO,1N,secoue et sépare; la phase aqueuse est extraite encore
plusieurs fois au chloroforme (3 fois 125 ml). Les solutions chloroformiques réunies sont séchées
sur MgSQ,, €évaporées au vide ct séchées plusieurs heures a 25° au vide poussé, fournissant 19,5 g
(93%) de N-méthyl-L-tyrosinate de méthyle de F. 109-111°, inchangé par recristallisation dans
10 volumes d’acétate d’éthyle chaud (litt.?): F.111-112°; 7): 116-117°). [x)¥ = +39,3” + 17
(¢ = 1,9; méthanol); +34,5° + 1° (¢ = 1,6; éthanol) (litt. 19): +32° (¢ = 1,44; éthanol)). RfY; =
0,95; Rf'{, = 0,62; RfY =0,9; EJy = 1,36 Glu; EJ; = 1,10 His (révélation par ninhydrine,
ForiN), Spectre UV.: Amax = 280,5 mu (log ¢ == 3,31); 287,5 mu (log ¢ = 3,22).

C HEON Cale. 632 H7,2 0229 N67 OCH,14,8%
(209,2) Tr. ,, 635 , 70 ,229 , 68 , 1459

N, N-diméthyl-L-lyrosinate de méthyle (1 V). 1,95 g (10,0 mmoles) de L-tyrosinate de méthyle18)
34) et 1,70 ml de solution aqueuse & 35%, de formaldéhyde sont dissous dans 100 ml de méthanol
ct hydrogénés a pression ordinaire, & 23°, en présence de 2,0 g de catalyseur selon KunN3), con-
tenant 48 mg de palladium par g. L’absorption d’hydrogeéne est terminée en 4 h. La solution,
débarrassée par centrifugation du catalyseur, est évaporée au vide, puis séchée225° au vide poussé.
Le produit obtenu (2,20g; I.125°) cst recristallisé dans 5 ml d’acétonitrile bouillant. On obtient
ainsi 1,58 g (719%,) de N, N-dimdéthyl-L-tyrosinate de méthyle cristallin de F. 128°, Pour ’analyse,
un échantillon est recristallisé encore unc fois dans le méme solvant (F. 130°). I.’absence de L-
tyrosinate de méthyle et de N-méthyl-L-tvrosinate de méthyle est vérifiée par électrophorése &
pH 5,8 (révélation par FoLIN). [a]lz)a = +46,6° -1- 0,5° (¢ = 1,9; éthanol); +80° + 1° (¢ = 1,3;
acide acétique & 95%). RiY; = 0,99; Rf), = 0,63; Rf?\ = 0,96; E?; = 1,38 Glu; E? ; = 0,98 His
(révélation par FoLin). -

CuHpON  Cale. C646 H7,7 021,5 N63 OCH,13,9%
(223,3)  Tr. , 647 , 74 , 21,5 ,62 ., 136%

N-Méthyl-L-tyrosinate de t-butyle (V). Dans un flacon en verre épais contenant 15 ml de
diméthoxy-1, 2-éthane refroidi & 0°, on fait couler goutte & goutte 2,00 ml de H,SO, conc. en
agitant d'un mouvement circulaire; on ajoute ensuite 2,00 g (10,2 mmoles) de N-méthyl-L-tyro-
sine (II) dont la majeure partie se dissout, refroidit le mélange 2 — 30°, introduit environ 15 ml
d’isobutyléne liquéfié, ferme hermétiquement le récipient et secoue 20 h & température ordinaire.
Tl nc subsiste pas d’insoluble. Aprés refroidissement & — 30° pour supprimer la surpression, le
flacon est ouvert et on fait couler son contenu dans 100 ml de Na,CO4 2,2N préalablement re-
froidi & +5° La température finale est de +14°. On extrait & 'éther (3 fois 80 ml), seche sur
K,CO, les solutions éthérées réunies et évapore an vide a 25°. On secoue le sirop jaune péale obtenu
avec de 'éther de pétrole pour le débarrasser du solvant retenu, essore ct séche 4 25° au vide
poussé, obtenant ainsi 1,80 g (70%) de produit cristallisé de F. 107-113°. Une recristallisation
dans 4,5 ml dc benzéne chaud, additionné aprés coup de 3 ml d’éther de pétrole fournit, apres
refroidissement, 1,20 g d’aiguilles groupées en houppettes et fondant a 117-118°. Pour 'analysec,
on recristallise encore 2 fois dans le méme systéme: F. 118-119°. Le produit est soluble dans le
chloroforme, Uacédtonitrile, Udther, un peu soluble dans l'eau chaude, insoluble dans Udéther de
pétrole, I'eaun froide. [ozjlz)e = 439" 4 0,5° (¢ = 2; acide acétique); +35,7° - 0,5° (¢ = 2; m¢-



222 HELVETICA CHIMICA ACTA

thanol); +28° 4 0,5° (¢ = 2; diméthylformamide). Rffj = 0,99; Rf} = 0,78; Rf} = 0,94;
E}, = 1,2 Glu; EJ ; = 0,86 His (révélation par ninhydrine, FoLin).
CHyOyN  Cale. C66,9 H 84 0191 N 569
(251,3) Tr. ,, 67,0 ,, 83 , 189 ,, 59%

0, N-D{-CBO-N-méthyl-L-tyrosine (VI). A une solution, maintenue dans un bain de glace et
vigoureusement agitée, de 9,30 g (47,6 mmoles) de N-méthyl-L-tyrosine (1T} dans 45 ml de NaOH
2N, on ajoute goutte & goutte, en 1 h, 19 ml (134 mmoles) de chloroformiate de benzyle??) et si-
multanément une solution de NaOH 4~ de maniére 4 maintenir le pH entre 9 et 10. Des adjonc-
tions d’eau (160 ml en tout) permettent de rendre la suspension fluide. On agite encore 2 h a
température ordinaire, sépare par centrifugation le précipité de la phase aqueuse, lave l'un et
P’autre avec deux fois 100 ml d’éther, suspend a nouveau le précipité dans la phase aqueuse ct aci-
dific & pH 2 avec 9 ml de HCI conc.; le précipité est extrait par 200 ml d’acétate d’éthyle; la
phase organique est lavée par 30 ml de HCl 1n puis par NaCl aqueux a 109, (3 fois 120 ml),
séchée sur Na,S0, et évaporée au vide a 30°. L’huile obtenue (17,3 g) est dissoute dans 100 ml
d’éther; par adjonctions successives d’éther de pétrole (400 ml en tout), en attendant chaque fois
que le trouble produit se résolve en fines aiguilles, on obtient, aprés essorage, lavage a I'éther —
éther de pétrole (1:4) et séchage au vide a 25°, 17,2 g (78%) de O, N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosine
de F.91-94°, inchangé aprés recristallisation dans 5 volumes de CCl, bouillant. Le produit ne
donne pas de coloration avec le réactif de FoLiN-CiocALTEU. Soluble dans le méthanol, 1'acétoni-
trile, insoluble dans I’éther de pétrole, I'eau. [w]} = —50° 4 1° (¢ = 2; diméthvlformamide);
—55° 4- 1° (¢ = 2; méthanol).

CoeHy;0,N  Cale. C674 H54 0241 N 3,09
(463,5) Tr. ,, 0674 , 53 , 243 , 3,0%

0, N-Di-CBO-N-méthyl-L-tyrosinate de p-nitrophényle (VII). Dans 14 ml de pyridine, on dis-
sout, par chauffage & 80°, 9,29 g (20,0 mmoles) de O, N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosine (VI) et 6,00 g
(13,5 mmoles) de phosphite tri-p-nitrophénylique?®). Aprés un repos d’une nuit & 25°, on sépare
par filtration une petite quantité d’insoluble, évapore le filtrat au vide a 45°, dissout le résidu
d’évaporation dans un mélange de 600 ml d’éther et de 200 ml de HCI 1w, extrait encore la phase
organique par 200 ml de HClI 1x, 3 fois par 200 ml de NaHCO; 1~ et 200 ml d’eau alternativement,
3 fois par 200 ml de NaCl a 2%, séche sur Na,50,, évapore au vide & 25°. La substance semi-
solide obtenue est cristallisée par dissolution dans 100 ml d’éther suivie d’additions d’éther de
pétrole par petites quantités (200 ml en tout), en attendant chaque fois que le trouble formé se
transforme en cristaux. Apres 2 jours a —15°, on essore, lave avec un mélange d’éther — éther de
pétrole (1:2), séche au vide & 25° et obtient ainsi 9,64 g (82%,) de O, N-di-CBO-N-méthyl-L-tyro-
sinate de p-nitrophényle sous forme de fines aiguilles jaune trés pale, de F. 84-86°. Pour I'analyse,
on’ recristallise encore 2 fois dans 15 volumes d’éthanol bouillant: F.inchangé. Le produit est
trés peu soluble dans J'éthanol froid. [w]ff = —72,5° & 1° (¢ = 2; diméthylformamide);—87°
+ 1° (¢ = 2; pyridine). Ry = 0,45; Ri} = 0,43; Rf} = 0,57. E{ 4 = 1,0 Glu (révélation par
ninhydrine, I'oLIN).

Cyollgg0gN,  Calc. C65,7 H 4,8 024,6 N 4,89
(584,6) Tr. ,, 657 , 51 , 245 , 489

O-Tosyl-N-méthyl-L-tyrvosine (VIII). On dissout 5,86 g (30,0 mmoles) de N-méthyl-L-tyrosine
(IT) dans 60,0 ml de NaOH 1w, ajoute 3,75 g (15,0 mmoles) de CuSO,, 5 H,0 dissous dans 35 ml
d’eau; la solution limpide, refroidie & + 10°, est agitée vigoureusement avec 6,0 g (31,5 mmoles)
de chlorure de p-toluénesulfonyle dissous dans 150 ml d’éther. Le mélange réactionnel s’épais-
sissant, on le dilue avec 100 ml d'eau et 50 ml d’éther. Aprés 1 h 1/, d’agitation & + 10°, le préci-
pité formé est séparé par centrifugation, lavé sur filtre par H,O (2 fois 50 ml) et soigneusement
essoré. On décompose le complexe cuivrique par dissolution dans 300 ml de HCl 4~ a 40°. La
solution verte est filtrée puis additionnée rapidement de 900 ml d’eau, ce qui provoque la sépa-
ration rapide de fines aiguilles. Aprés un séjour de 16 h a la glaciére, essorage, lavage & l'eau, a
I’acétone, a I'éther, puis séchage & 50° au vide poussé, on obtient 7,89 g (759%,) de O-tosyl-N-

37) H. J. PanNEmAN, A. F. MAarx & J. F. AREns, Rec. Trav. chim. Pays-Bays 78, 487 (1959).
38) W. STRECKER & CH. GROssMANN, Ber. deutsch. chem. Ges. 49, 63 (1916); B. IseLiN, W. RITTEL,
. StEBER & R. ScHwYZER, Helv. 40, 373 (1957).
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mcéthyl-L-tyrosine de F. 265° (déc.). Soluble dans HCl 4~ tiéde, dans 'acide acétique a 939
chaud. (&)} = +30,6° £ 1° (¢ = 1,3; HCl 4n). Rf}y = 0,70; Rf} = 0,78; Rf} = 0,72; Y, —
0.6 Try (révélation par ninhydrine; coloration extrémement faible au réactif de FoLin).
CrHgONS  Cale. €584 HS55 0229 N4,0 S929
(349,4) Tr. ,, 38,2 ,, 57 , 231 , 41 ,, 9,39

Soumis a I'action d’une solution 3,58 de gaz bromhydrique dans I'acide acétique 1 h & 20°,
le produit est recouvré inaltéré. Scindé par le sodium dans 'ammoniac liquide, il sc¢ transforme
e¢n N-méthyl-L-tyrosine (11).

0-Tosyl-N-CBO-N-méthyl-L-tyrosine {IX). Dans un mdélange de 24,0 ml de NaOH 1Ix ct de
16 ml de dioxanne, on dissout 6,99 g (20,0 mmoles) de O-tosyl-N-méthyl-L-tyrosine (VIII). La
solution obtenue est diluée par 100 ml d’un mélange eau — dioxanne (88:12), placée dans un bain
de glace et, sous vigoureuse agitation, additionnée aussitot de 4,0 ml (28,2 mmoles) de chloro-
formiate de benzyle®). Le pH est maintenu cntre 10,0 et 10,5 par addition progressive, controlée
au pH-stat, d’une solution de NaOH 1~ - dioxanne (88:12). Lorsque la consommation d’alcali
cesse, on ajoute encore 0,5 ml (3,5 mmoles) de chloroformiate de benzyle et continue d’agiter
jusqu’d cessation de 'addition de solution alcaline {volume total consommé: 47,5 ml). Le préci-
pité formé est séparé par centrifugation, lavé a l'eau puis soumis a trois reprises & une agitation
dans HCl 4 ~ (150 ml chaque fois), suivie de centrifugation. 1l cst ensuite lavé sur filtre jusqu'a
neutralité ct séché unc nuit 2 40° au vide poussé. Le produit obtenu (9,12 g) est dissous dans 45 ml
d'acide acétique chaud; par addition de 4 ml d’cau et refroidissement, de fincs aiguilles se sépa-
rent. Aprés un séjour de 2 h a la glaciere, essorage, lavage par un mélange d’acide acétique ct
d’cau (20:4) puis séchage 4 40° an vide poussé, on obtient 8,23 g (849%,) de O-tosyl-N-CBO-N-
méthyl-L-tyrosine de F. 143-146°, produit qui est soumis a ’analyse. Un échantillon, recristallis¢
dans 5 volumes d’acide acétique chaud, voit son F. s'élever & 146-148° (F. inchangé par recris-
tallisation supplémentaire). Soluble dans le méthanol tiéde, le diméthylformamide, faiblement

soluble dans I’éther, insoluble dans I'eau, 1’éther de pétrole. [a]f)z = —44° 4 1° (¢ = 1,5; dimé-
thylformamide). Ef y = 0,6 Try (révélation par ninhydrine; coloration trés faible par FoLin).
CyHog O, NS (483,5) Cale. C62,1 H52 0232 N29 S6,69

Tr. , 609 ., 55 ,, 242 , 28 , 06069

0-1'0syl-N-CBQ-N-méthyi-L-tyrosinale de p-nitrophénvie (X). A une solution, refroidic a 0,
de 6,30 g (12,8 mmoles) d’hémihydrate de O-tosyl-N-CBO-N-méthyl-rL-tyrosine (1X) et de 2,23 g
(16,0 mmeles) de p-nitrophénol dans un mélange de 25 ml de diméthylformamide et de 20 mi
d'acétonitrile, on ajoute 2,82 g (13,7 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide, agite 1/, h & 0 puis
unc nuit & 20°. Aprés refroidissement & — 15°, séparation par filtration de la dicyclohexylurée
formée (2,41 g; 849%), on triture le résidu & I'éther de pétrole, le dissout dans 200 ml d’acétate
d’éthyle, extrait par Na,CO4 0,1N jusqu’a décoloration compléte (7 fois 200 ml), séche la phase
organique sur Na,SO, et U'dvapore au vide & 25°. Aprés séchage au vide poussé, 1 h & 25°, on
dissout le produit dans 40 ml de benzéne, ajoute de 'éther de pétrole jusqu’a apparition d’un
léger trouble, amorce la solution et laisse reposer une nuit a la glaciére. On obtient ainsi, aprés
cssorage ct lavage par un mélange de benzéne — éther de pétrole (1:1), 6,07 g (709} dec cristaux
de TF. 51-54°. Unc recristallisation supplémentairc dans le méme systéme permct d’obtenir
5,63 g (64%) de O-tosyl-N-CBO-N-méthyl-L-tyrosinate de p-nitrophényle de ¥. 67-68°, rctenant

CasHpsO,NS, 1, M0 (492,5)  Cale. ,, 61,0 ,, 5,3 ,, 244 ,, 2,8 ,, 6,5%

1 molécule de benzéne. [aif) = —60° 4 1,5° (¢ = 0,9; acide acétique & 95%). Rfy — 0,65;
R}, = 0,8; RI§ — 0,7; Ef , = 0,9 Try (révélation par ninhydrine, faible coloration par FFoLiny).
CarHagOgN, S (604,6) Calc. C61,6 H47 0238 N46 S 539

CayHagOgN,S, CeHg (682,7) Cale. ,, 65,1 ,, 5,0 ,, 21,1, 4,1 , 479,
Tr. 647 ,, 49 ,,200 , 44 497
B. Dérivés de la L-isoleucine

N-CBO-L-Isoleucyl-1-t-butoxycarbonyl-2-hydrazide (X1). A une solution, refroidie & — 10°,
de 2,65 g (10,0 mmoles) de N-CBO-L-isoleucine??) et de 1,40 ml (10,0 mmoles) de tri¢thylamine
dans 80 ml de tétrahydrofuranne on ajoute, sous agitation, 1,00 ml (10,4 mmoles) de chloro-

M PLALJaQuENOUD & R. AL BotssoNNas, Helv, 4.7, 113 (1061),
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formiate d’éthyle, puis, 10 min plus tard, 1,375 g (10,4 mmoles) de carbazate de t-butyle?).
On agite unc nuit & température ordinaire, évapore la solution au vide a 30°, dissout le résidu
dans 100 ml d'acétate d’éthyle, éloigne le chlorhydrate de triéthylamine insoluble, lave la solu-
tion avee HyO (3 fois 50 ml), NH,OH 1~ (3 fois 50 ml), NaCl a 159, (3 fois 50 ml), séche sur
Na,SO,, évapore au vide et séche a 25° au vide poussé. La poudre blanche obtenue (3,50 g) est
recristallisée par dissolution dans 3-4 volumes de chloroforme bouillant et addition d’éther de
pétrole (2 fois la quantité de chloroforme employée). Aprés une nuit a —15° on obtient 3,12 g
(829,) de fines aiguilles de N-CBO-L-isoleucyl-1-t-butoxycarbonyl-2-hydrazide de F. 168-170°.
Soluble dans 'acide acétique, Uacétonitrile, insoluble dans 1'cau, 'éther de pétrole. [alf = —17°
4- 1% {¢ = 2; diméthylformamide); —43° 4 1° (¢ = 2; méthanol). Rff; = 0,98; R}, — 0,95;
R, — 0,95 (révélation par FOLIN).
CyoHygO;N,  Cale. C 60,1 H 7,7 O21,1 N11,19%
(379,4) Tr. ,, 60,3 ,, 76 , 21,2 , 11,0%

v-Isoleucyl-1-t-butoxycarbonyl-2-hydvazide (XII). Une solution de 9,00 g (23,7 mmoles) de
N-CBO-L-isoleucyl-1-t-butoxycarbonyl-2-hydrazide (XI) dans 120 ml de méthanol est hydro-
génée, & températurc ct pression ordinaires pendant 6 h, en présence de 4 g de catalyscur selon
Kunx?) (contenant 48 mg de palladium par g de catalyseur). Aprés filtration sur charbon actif
(MERCK, pour analyse), la solution, contenant des ions Cl (provenant probablement du cataly-
seur), est passée sur 80 ml d’ Amberlite IRA 410 sous forme basique, évaporée au vide puis séchée
A 25° au vide poussé. La substance cristallisc au contact de 'éther. Elle est recristallisée par dis-
solution dans 25 volumes d’éther chaud, adjonction de 50 volumes d’éther de pétrole et repos
A la glaciére. On isole ainsi, sous forme de plaquettes, 3,03 g (529,) de r-isoleucyl-1-t-butoxy-
carbonyl-2-hydrazide de F. 97-100°. De la liqueur-mére conservée a — 20°, on obtient une seconde
fraction; recristallisée dans les mémes conditions, elle fournit 0,41 g (79,) de produit de F. 96-99°.
Pour 'analyse, un échantillon est recristallisé encore une fois de la méme maniére: F. 98-100°. Le
produit est soluble dans Peau chaude, le chloroforme, 1'acétonitrile, le méthanol, insoluble dans
1’éther de pétrole. [oﬂZD3 = +24° 4 1° (¢ = 1,7; acide acétique); +44° 4 1° (¢ = 1,6; acide acétique &
959%). Rify = 0,98; RI} = 0,76; Rf} = 0,98; EY 4 = 1,0 Glu; Ef ¢ = 1,1 His (révélation par
ToLiN, ninhvdrine, chlore); Rfm® = 0,2 (silicagel; chloroforme/méthanol, 9:1; révélation par
IFoLIN).
CHgOyN,;  Cale. €539 H95 0196 N17,19
(245,3) Tr. ,,539 ,, 95 ,, 198 ,, 17,29

C. Séquence (N-Me)Tyr-Ileu

0, N-Di-C BO-N-méthyl-L-tvrosyl-L-isoleucinate de méthyle (XIII). A une solution, refroidie
a —10° de 927 mg (2,0 mmoles) de O, N-di-CBO-N-mdéthyl-L-tyrosine (VI) et de 0,300 ml (2,14
mmoles) de triéthylamine dans 10 ml de chloroforme, on ajoute sous agitation 0,220 ml (2,29
mmoles) de chloroformiate d’éthyle. Dix minutes plus tard, on ajoute unc solution de 436 mg
(2,40 mmoles) de chlorhydrate de L-isoleucinate de méthyle!$) et de 0,340 ml (2,43 mmoles) de
triéthylamine dans 6 ml de chloroforme, agite encore 1 h a température ordinaire et laisse re-
poser une nuit. Le mélange de réaction, dilué d’un volume de chloroforme, est lavé par HCl 1N
glacé, H,0, NH,OH 1In, ct enfin par NaCl & 59, jusqu’a ncutralité. Apres séchage sur Na,SO,,
évaporation du filtrat au vide et séchage & 25° au vide poussé, on obticnt, sous forme d’huile
¢paisse, 1,160 g (989%) de O,N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de méthyle. Soluble
dans I'éther, I'acétonitrile, insoluble dans I'éther de pétrole. [w]32 = —18° + 1° (¢ — 2; métha-
nol); +10° 4 1° (¢ = 4,0; diméthylformamide). Rf§; = 0,98; Rf}, = 0,75; Rff = 0,93; By =
1,1 Try; ES ¢ == 0,84 His (révélation par ninhydrine, FoLin).

CyHgOgN,  Cale. C 67,1 HG65 0217 N47 OCH, 539

(590,7) Tr. ,, 67,1 , 65 , 21,5 , 49 5,09,
Ce dipeptide protégé a été dgalement préparé par la méthode au dicyclohexyl-carbodiimide
dans I'acétonitrile avec un rendement de 769%,. [afy == —21° 4 1° (¢ = 2; méthanol); + 10°4-1°
(¢ = 1,9; diméthylformamide).

0y 1,0 AL Careino, J. Amer. chem. Soc. 79, 98 (1057).



Volumen xir1v, Fasciculus 1 (1961) — No. 27 225

N-Méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de méthyle, HBy (XIV). On dissout 4,10 g (6,94 mmoles) de
Iester dipeptidique XIII dans 40 ml] d’une solution 3,5~ de gaz bromhydrique dans 'acide acé-
tique. Aprés un repos d'une heure & température ordinaire, on évapore au vide & 35°, triture le
résidu & 1'éther sec renouvel€ plusieurs fois, sépare par filtration la poudre obtenue, la lave & I'éther
et la séche & 25° au vide poussé. On obtient 2,41 g (869%,) de bromhydrate de N-méthyl-L-tyrosyl-
L-isoleucinate de méthyle de F.190° environ (instantané). Soluble dans l'’eau, le méthanol.
[0]f = —18° & 1° (¢ = 2,2; diméthyliormamide); +6° 4 1° (¢ = 1,9; méthanol). Ri = 0,98;
Rf} = 0,75; RI§ =0,93; EY, = 1,1 Try; E? ; = 0,9 His (révélation par ninhydrine, FoLIN).

CHyON,Br  Cale. C50,7 H6,5 0159 N7,0 Bri19,9 OCH, 7,7%
(402,3) Tr. , 504 , 71 , 163 ,, 71 , 193 w 1,7%

0O, N-Di-CBO-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de i-butyle (XV). On dissout 1,17 g (2,00
mmoles) de O, N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosinate de p-nitrophényle (VII) et 0,52 g (2,78 mmoles)
de L-isoleucinate de t-butyle4!) dans 4 ml de tétrahydrofuranne. Aprés un repos de 48 h, on éva-
pore au vide & 30°, dissout le résidu dans 40 ml d’acétate d’éthyle, lave par H;PO, 1N (6 fois 25 ml),
H,0, Na,CO,4 1x (7 fois 25 ml), H,O, s¢che sur Na,S0, et évapore au vide & 30°. Aprés séchage
4 45° au vide poussé, on obtient, a I’état non cristallisé, 0,97 g (77%) de O, N-di-CBO-N-méthyl-
L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle. Soluble dans le benzéne, insoluble dans 1'éther de pétrole.
[€]3 = +9° 4+ 1° (¢ = 1,4; diméthylformamide); —17,5° 4- 1° (¢ = 2,1; méthanol). RfY; =
0,99; Rffi = 0,80; Rf} = 0,95; E},=1,0 Try; El 4= 0,8 His (révélation par ninhydrine,
Forin).

CyeHyaOgN,  Calc. C68,3 H 7,0 020,2 N 4,49
(632,7) Tr. ,.684 ., 7.0 ,, 203 ,, 4,29%

N-Méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle (XVI). Une solution de 5,07 g (8,01 mmoles) de
Vester dipeptidique XV dans 100 ml de méthanol est hydrogénée en présence de 500 mg de cata-
lyseur d’hydrogénation selon Kunn). L’'hydrogénation dure 1 h 1/,. Le catalyseur est séparé
par centrifugation. La mousse hygroscopique obtenue par évaporation de la solution au vide, & 25°,
est dissoute dans 50 ml d’éther. Une petite quantité d’insoluble est séparée par centrifugation.
Le produit (2,4 g) obtenu par évaporation au vide de la solution éthérée contient une impureté
mise en évidence par chromatographie et électrophorése. Une distribution A contre-courant
(5 transferts seulement) dans le systéme sec-butanolfeau/acide acétique (500:700:0,6) permet de
I’éliminer, car elle est plus soluble dans la phase inférieure. Par évaporation au vide, & 25°, du
contenu des tubes ne contenant plus d’impureté, on obtient 1,74 g (579%,) de N-méthyl-L-tyrosyl-
L-isoleucinate de t-butyle, sous forme d’une mousse. [m]%z = —14,4° 4- 1° (¢ = 1,5; méthanol).
Rf} = 0,99; Rf}, = 0,80; R = 0,95; E , = 1,0 Try; Ef ; = 0,8 His; E2, =10Glu; E}, =
0,3 Try (révélation par FoLiN, ninhydrine).

CaoHa0,N, (364,5) Calc. €659 H89 0176 N7,79%
CooHyyO,N,, 1H,0 (382,5)  Calc. ,, 62,8 ,, 90 ,, 20,9 ,, 7,3%
Tr. , 628 , 87 , 214 , 69%

Stocké & — 20°, le produit non utilisé présente, aprés quelques semaines, un changement dans
son comportement électrophorétique: en particulier a pH 5,8, le produit se comporte comme une
substance neutre. E§ o = 0,3 Try (révélation par ninhydrine et Forin).

(0, N-Di-C BO-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-1)-t-butoxycarbonyl-2-hydrazide (X VI I), On laisse
réagir pendant 16 h a 25° une solution de 1,20 g (2,05 mmoles) de O, N-di-CBO-N-méthyl-L-
tyrosinate de p-nitrophényle (VII) et de 676 mg (2,75 mmoles) de L-isoleucyl-1-t-butoxycarbonyl-
2-hydrazide (XII) dans 1,5 ml de tétrahydrofuranne, Aprés évaporation au vide & 25°, le résidu
est dissous dans 45 ml d’acétate d’éthyle et lavé par H,PO, a 10%, (6 fois 25 ml), Na,CO; Ix

4y Préparé selon RoEskE'), en isolant intermédiairement 'ester sous la forme de son phosphite:
F. 178-180° (déc.); [u]]zj"’ = +25,5° 4- 1° (¢ = 1,7; méthanol).
CyoHyuO,N, H,PO, Calc. C44,6 H 9,0 N5,2 P11,5%
(269,3) Tr. ,, 448 ,, 89 , 54 , 11,49
On libére V'ester & partir de la solution méthanolique de son sel au moyen d’Amberlite IRA 410
(forme basique). [x]¥ = +24,8° (c = 100). ANDERSON & CaLLAHAN) indiquent [x]¥ =
+26,7° (¢ = 100).

i5
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{8 fois 25 ml) puis séché sur Na,S0,. Aprés évaporation au vide et séchage & 25° au vide poussé,
on obtient 1,10 g (789%,) d'une mousse qu’on cristallise par dissolution dans 7,5 ml de benzéne
et adjonction d’éther de pétrole jusqu’a apparition d’un léger trouble. Le lendemain les aiguilles
séparées sont essorées, lavées par un mélange de benzéne — éther de pétrole 1:1 et séchées an
vide 425°. On obtient ainsi 640 mg de (O, N-di-CBO-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-1)-t-butoxy-
carbonyl-2-hydrazide de F. 97° (instantané). Par adjonction progressive d’éther de pétrole a la
liqueur-mére, une deuxiéme fraction (311 mg) de méme pureté est obtenue (rendement total 67%).
[2]F = —40° 4- 1° (¢ = 1,4; acide acétique & 95%). El y = 0,8 Try; E34 — 1,05 Glu; EBf 3 =
0,7 His; E2 3 = 0,9 His (révélation par ninhydrine, FoLIN, chlore); Rfm® = 0,8 (silicagel; chloro-
forme/méthanol, 9:1; révélation par FoLIN).
C3;HiOpN, Cale. C64,3 H6,7 0208 NB8,19
(690,8) Tr. ,, 642 , 68 , 205 , 81%

Ayant éliminé les groupes CBO par hydrogénation catalytique puis condensé le produit
résultant avec la N-CBO-S-benzyl-L-cystéinel?) dans l’acétonitrile au moyen du dicyclohexyl-
carbodiimide, on obtient, aprés les lavages habituels, un produit non cristallisable, mais homo-
géne en chromatographie sur couche mince (silicagel; chloroforme/méthanol, 9:1; révélation par
FoLiN et chlore); la seission du groupe t-butoxycarbonyle n’a pas conduit & un hydrazide cris-
tallisé.

D. Séquence CyS-(N-Me)Tyr

N-CBO-S-Benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosinate de méthyle (XVIII). Dans 40 ml de tétra-
hydrofuranne, débarrassé de peroxydes par passage sur une colonne de 100 ml d’alumine, on
dissout, sous atmosphére d’azote, 3,45 g (10,0 mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéine??), 2,30 g
(11,0 mmoles) de N-méthyl-L-tyrosinate de méthyle (III), refroidit & — 5°, ajoute 2,30 g (11,1
mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide dissous dans 17 ml de tétrahydrofuranne dépourvu de
peroxydes, agite 3 h & 0° puis une nuit & 25°. Aprés refroidissement & —10°, séparation par filtra-
tion de la dicyclohexylurée (2,12 g, 94%), évaporation du filtrat au vide & 25°, on élimine I’excés
de dicyclohexyl-carbodiimide en dissolvant I’huile obtenue dans le chloroforme et en la reprécipi-
tant 3 I'éther de pétrole. On décante, dissout le résidu huileux dans 100 ml d’acétate d’éthyle,
lave avec H,SO, 1n glacé, H,0, NH,OH 1w, H,O, séche sur Na,SO,, évapore au vide puis séche
4 25° au vide poussé. On obtient 4,80 g (899,) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyro-
sinate de méthyle sous forme d'une huile épaisse qu'on n’a pas pu faire cristalliser. [a]}} =
—104° 4 1° (¢ = 2; méthanol); —97° 4 1° (¢ = 2,2; diméthylformamide). Ri}= 0,98; Rf} =
0,80; Ri} = 0,93; E3, = 1,0 Try (révélation par FoLiN, chlore; le produit scindé réagit trés
faiblement & la ninhydrine); Rfm% = 0,8 (silicagel; chloroforme/méthanol, 9:1; révélation par
FoLin).

CygH;pOpN,S  Calc. C64,9 H6,0 0179 N52 S$§6,0 OCH,5,.8%
(536,6) Tr. , 646 , 58 , 181 , 50 , 60 . 59%

N-CBO-S-Benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyvosinate de t-butyle (XIX). A une solution, re-
froidie & —10°, de 675 mg (1,95 mmole) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinel?) et de 503 mg (2,00
mmoles) de N-méthyl-L-tyrosinate de t-butyle (V) dans 8 ml d’acétonitrile, on ajoute 450 mg
(2,18 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide dissous dans 2 ml du méme solvant, agite 1 h & 0°
puis 5 h & 25°. Aprés refroidissement & — 5° et séparation de la dicyclohexylurée (428 mg; 989%,),
le filtrat est évaporé au vide & 25° jusqu’a consistance sirupeuse, trituré plusieurs fois dans 1’éther
de pétrole puis dissous dans 30 ml d’acétate d’éthyle. La solution est lavée par H,PO, 1~ (5 fois
10 ml), H,0, NH,OH 1x (3 fois 10 ml), H,O jusqu’a neutralité, séchée sur Na,SO, et évaporée
au vide & 25°. On purifie encore le produit par dissolution dans 10 ml de méthanol suivie de pré-
cipitation par 30 ml d’acide acétique 0,5N. On centrifuge, lave le culot & 'eau, séche & 25° au
vide poussé. On obtient ainsi, sous forme d’une mousse hygroscopique, 0,88 g (78%,) de N-CBO-
S-benzyl-L-cyst€inyl-N-méthyl-L-tyrosinatc de t-butyle. Soluble dans I’éther. [a]ff = —83°+1°
(¢ = 1; diméthylformamide); —81° 4- 1° (¢ = 1,3; méthanol). Rfm® = 0,8 (silicagel; chioro-
forme/méthanol, 9:1; révélation par FoLin). E2 4 = 0,75 Try; E23 = 0,5 Try (révélation par
ninhydrine, FoLIN).

CyHgOgN,S  Cale. C664 H66 0166 N48 55,59
(578,7) Tr. ,, 667 ,, 67 ,,166 , 47 ,, 54%
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Un essai de condensation du N-CBO-S-benzyl-L-cystéinate de p-nitrophényle??) avec le N-
méthyl-L-tyrosinate de t-butyle (V) dans le diméthylformamide a conduit, aprés les lavages
habituels, & un produit hétérogéne présentant a 1'électrophorese, a coté de la tache attendue,
une importante tache basique (E%4 = 1,2 Glu; E2¢ = 1,2 His) réagissant positivement a la
ninhydrine et faiblement au réactif de FoLIN.

N-CBO-S-Benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosine (XX). — a) A partiv de N-CBO-S-benzyl-L-
cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosinate de méthyle (XVIII). A une solution de 3,81 g (7,10 mmoles) de
Yester dipeptidique XVIII dans 20 ml de méthanol, on ajoute 7,1 ml de NaOH aqueux 4N, laisse
reposer 1 h a 25°, acidifie par HC14 N (7,5 ml), précipite par adjonction de 10 a 15 volumes d’eau,
centrifuge, dissout le culot dans 30 ml d’acétate d’éthyle, extrait par NaHCO; 0,25~ (3 fois 110 ml},
acidifie par HC1 4~ (23 ml) les solutions hydrogénocarbonatées, réextrait par de I’acétate d’éthyle
(3 fois 70 ml), lave la phase organique a l’ean jusqu’a neutralité, séche sur Na,SO,, évapore an
vide puis séche une nuit & 25° au vide poussé, obtenant ainsi 3,50 g (949%,) de N-CBO-S-benzyl-L-
cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosine sous forme d’une mousse blanche fondant & partir de 70°. Soluble
dans NH,OH, un peu soluble dans I'éther, insoluble dans ’eau, I'éther de pétrole. [a]F = —82° +
1° (¢ = 1,8; acide acétique & 959%,). Eg!s = 0,28 Glu (révélation par Forin). E} 4 = 0,75 Try;
Ef s = 0,5 Try (révélation par ninhydrine, FOLIN).

CygHyzgO4N,S Cale. C64,3 H58 0184 N354 S$6,19% Equiv. 523
(522,6) Tr. ,,639 ., 59 , 184 , 52 , 61% . 520

b) A partiv de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyvosinate de t-butyle (XI1X). On fait
barboter un courant de gaz chlorhydrique sec, pendant 20 min & +15°, dans une solution de
321 mg (0,555 mmole) de l'ester dipeptidique XIX dans 5 ml d’acide acétique. On évapore &
sec au vide a 25° reprend dans 25 ml d’acétate d’éthyle, lave la solution obtenue par HCI 1N
(2 fois 10 ml), H,O, puis extrait par Na,CO; 0,5n (3 fois 10 ml). Les solutions carbonatées réunies
sont acidifiées par HySO, 4N puis extraites par de 'acétate d’éthyle (3 fois 10 ml). La solution
organique est lavée par H,SO, 1~ (5 ml) puis par H,O jusqu’a neutralité, séchée sur Na,SO,,
évaporée au vide, séchée enfin au vide poussé une nuit & 25°, livrant 221 mg (769%,) de N-CBO-S-
benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosine se comportant a I'électrophorése comme le produit pré-
paré par la méthode a). []fF = —83° £ 2° (¢ = 1,1; acide acétique 2 95%).

E. Séquence CyS-(N-Me)Tyr-Ileu

N-CBO-S-Benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de wméthyle (XXI). — a) Par
condensation dela N-CBO-S-benzyl-L-cystéine avec le dipeptideX IV. On dissout 2,45 g (6,09 mmoles)
de bromhydrate de N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de méthyle (XIV) dans 40 ml d’eau, ajoute
9 ml de Na,CO, 1N, extrait au chloroforme (3 fois 10 ml), séche rapidement les solutions chloro-
formiques sur Na,SO,, ajoute, aprés éloignement de I’'agent desséchant, 1,90 g (5,50 mmoles) de
N-CBO-S-benzyl-L-cystéine1?) puis, aprés refroidissement & — 5°, 1,26 g (6,10 mmoles) de dicyclo-
hexyl-carbodiimide et 30 ml d’acétonitrile. Aprés 20 h d’agitation & température ordinaire, on
refroidit a 0°, sépare par filtration la dicyclohexylurée (1,16 g, 949,), évapore le filtrat au vide
a 25°, triture plusicurs fois & I'éther de pétrole le résidu huileux, le dissout dans 120 ml d’acétate
d’éthyle, lave avec HCI I~ glacé, NH,OH 1N, H,O jusqu’a neutralité, puis séche sur MgSO,.
Apres évaporation au vide et séchage d’une nuit & 25° au vide poussé, on obtient 3,40g (95%,) de
N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de méthyle non cristallisé. Non
scindé, le produit ne comporte pas d’impureté réagissant & la ninhydrine. Aprés scission du groupe:
CBO par une solution de gaz bromhydrique 3,58 dans l'acide acétique 1 h a 20°, on observe a.
V'électrophoreése, & pH 5,8 et 1,9, quelques faibles taches accessoires migrant vers la cathode:
davantage que la tache principale et réagissant & la ninhydrine mais non au ForLin. [a]3 =
—80° 4- 1° (¢ = 2,2; acide acétique & 95%). Rff; = 0,97; Rf} = 0,87; Rf} = 0,95; E} 4 = 0,75
Try; Ef = 0,45 His (révélation par ninhydrine, chlore, FOLIN).

CyHysO,NS  Cale. C64,7 H6,7 0172 N6,5 S49 OCH, 4,89
(649,8) Tr. ,, 644 , 66, 170 ,, 65 ,51 s 5,0%

b) Pay condensation du dipeptide XX a avec le L-isoleucinate de méthyle. Une solution de 455 mg-
(2,50 mmoles) de chlorhydrate de L-isoleucinate de méthyle dans 10 ml de méthanol est passée-
sur 10 ml d’Amberlite IRA 410 (forme basique) puis évaporée au vide a 20°. Au résidu on ajoute-
10 ml d’acétonitrile, et 1,045 g (2,00 mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosine:
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(XXa), refroidit & —10° et ajoute 454 mg (2,20 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide. Aprés
agitation pendant une nuit, le mélange de réaction est soumis au méme traitement que le produit
préparé par la méthode a). On obtient 1,22 g (94%,) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-
tyrosyl-L-isoleucinate de méthyle se comportant chromatographiquement et électrophorétique-
ment comme la substance obtenue sous a). [<x]]2)3 = —61° + 2° (¢ = 1,6; acide acétique a 95%).

N-CBO-S-Benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle (XXII). — a) Par
condensation de la N-CBO-S-benzyl-L-cystéine avec le dipeptide XV I. A une solution, refroidie &
—5°, de 426 mg (1,23 mmole) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinel?) et de 502 mg (1,31 mmole) de
N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle (XVI) dans 5 ml de tétrahydrofuranne, on ajoute
320 mg (1,55 mmole) de dicyclohexyl-carbodiimide et agite 20 h & température ordinaire. Aprés
refroidissement 3 —15°, le précipité de dicyclohexylurée formé (262 mg, 959,) est séparé par
filtration. On évapore le filtrat au vide & 25°, dissout le résidu dans 15 ml d’acétate d’éthyle,
extrait par H,PO, 1~ (3 fois 8 ml), H,0, NH,OH 1x (3 fois 8 ml}, 2,0 jusqu’'a neutralité, séche
sur Na,SO,, évapore au vide et séche & 25° au vide poussé. On obtient 850 mg (100%,) de N-CBO-
S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle non cristallisé. Soluble dans
le benzéne, insoluble dans I'éther de pétrole. Rfy = 0,98; Rf} = 0,82; Rf2 = 0,88; Ef{, =09
Try; E2 4 = 0,5 Try (révélation par ninhydrine, FoLIN). Non scindé, le produit ne comporte pas
d’impureté réagissant & la ninhydrine. Aprés scission du groupe CBO par une solution de gaz
bromhydrique 3,5~ dans l'acide acétique, on observe 4 1'électrophorése, 4 pH 5,8 et 1,9, quelques
taches secondaires réagissant a la ninhydrine mais non au FoLIN et migrant vers la cathode
davantage que la tache principale.

CysHepO,N,S  Cale. C66,0 H7,1 N61 S4,6%
(691,9) Tr. ,, 662 , 7.2 , 63 , 449%

b) Par condensation du dipeptide X Xa avec le L-isoleucinate de méthyle. Voir sous la prépara-
tion du tripeptide XXIII sous d.

N-CBO-S- Benzyl-L-cystéinyl- N-méthyl-L-tyrosyl-L-isolencine (XXIII). — a) A partiv de Uester
méthyligue XX I a. Une solution de 1,29 g (1,99 mmole) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthvl-
L-tyrosyl-L-isoleucinate de méthyle (XXIa) dans 20 ml d’acétone et 10 ml de méthanol est addi-
tionnée de 4,00 ml de NaOH 4N. Aprés un repos de 1 h & 25°, on ajoute 4,10 ml de HCI 4N, puis
150 ml d’eau. On centrifuge, dissout le culot dans 7 ml de méthanol et le précipite & nouveau par
150 ml d’eau. Aprés centrifugation et séchage au vide poussé, le solide blanc (1,13 g) ne contenant
plus de groupe méthoxyle est dissous dans 35 ml d’acétate d’éthyle puis extrait par Na,CO4 0,5~
(3 fois 10 ml). Les solutions carbonatées réunies sont acidifiées par H,50, 4N et réextraites par
de 'acétate d’éthyle. Aprés lavage 4 1'eau, jusqu’a neutralité, des solutions organiques réunies,
séchage sur Na,SO,, évaporation au vide puis séchage 4 25° au vide poussé, on obtient 0,79 g
(629%) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucine de F.185-190° (le pro-
duit suinte dés 70°). [a]} = —75,5° + 1° (¢ = 0,6; acide acétique & 95%). Rij; = 0,98; Rf} =
0,82; Rfj = 0,88; E2 ; = 0,9 Try; E} ;4 = 0,5 Try (révélation par ninhydrine, FoLiN).

Cy H,,O,N,S  Calc. C64,2 H6,5 0176 N66 S5,0% Equiv. 636
(635,8) Tr. ,.646 67 , 172 , 66 , 49% » 640

b) A partiv de I'estey t-butyligue XX II. On dissout 175 mg (0,253 mmole) de N-CBO-S-benzyl-
N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de t-butyle (XXII) dans 3 ml d’acide acétique, y fait barboter
un courant de gaz chlorhydrique sec pendant 30 min & +15°, évapore au vide a 25°, dissout le
résidu dans 15 ml d’acétate d’éthyle, lave avec HCl 1x (2 fois 10 ml), H,O, puis extrait par
Na,CO, 0,5~ (3 fois 5 ml). Les solutions carbonatées réunies sont acidifiées par H,50; 4~ puis
réextraites par de 'acétate d’éthyle (3 fois 10 ml). Aprés lavage & I’eau, jusqu’a neutralité, des
solutions organiques réunies, séchage sur Na,SO,, évaporation au vide ct séchage a 25° au vide
poussé, on obtient 128 mg (79%) dc¢ N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleu-

cine. [a]3 = —~72,6° L 0,5° (¢ = 1,3; acide acétique & 95%). Le produit se comporte chromato-
graphiquement et électrophorétiquement, aprés scission du groupe CBO, comme le produit
obtenu sous a). Equiv. Calc. 636 Tr. 638

c) A partiv de Uestey méthylique X X Ib. Dans les mémes conditions de saponification et d’isole-
ment que celles indiquées sous a), 'ester méthylique XXIb donne avec un rendement de 539,
un acide tripeptidique de [o]3 = —60° £+ 2° (¢ = 1,8; acide acétique & 95%,).
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d) A partiv du dipeptide XX a et du L-isoleucinate de méthyle. A une solution, refroidie & —10°,
de 1,045 g (2,00 mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosine (XXa) et de
450 mg (2,40 mmoles) de L-isoleucinate de t-butyle4!) dans 12 ml de tétrahydrofuranne, on ajoute
494 mg (2,39 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et agite une nuit 4 20°. Aprés refroidissement
a4 —10°, séparation par filtration de la dicyclohexylurée formée (381 mg, 85%,), évaporation du
filtrat au vide 4 30°, trituration du résidu a I’éther de pétrole puis dissolution dans 50 ml d’acétate
d’éthyle, lavages par H,PO, 1N, H,0, Na,CO, 1N, H,O, séchage sur Na,S0,, évaporation au vide
puis séchage & 25° au vide poussé, on obtient 1,29 g (939,) d’ester t-butylique tripeptidique. —
Aprés acidolyse de la fonction ester dans les conditions indiquées sous b), on obtient 610 mg
(48%) d’acide tripeptidique de [«] = —38,5° 4 1° (¢ = 1,4; acide acétique & 95%).

F. Octapeptides

0, N-Di-C BO-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-
prolyl-L-leucyl-glycinamide (XX IV). Dans 100 ml de diméthylformamide on dissout, a 50°, 6,80 g
(8,16 mmoles) de L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-
glycinamide3). Aprés rapide refroidissement & 30° on ajoute 5,75 g (9,83 mmoles) de O,N-di-
CBO-N-méthyl-L-tyrosinate de p-nitrophényle (VII}). La solution jaune, limpide, est agitée
une nuit & 20°. L’adjonction de 1,5 1 d’acétate d’éthyle fait précipiter la substance sous forme
gélatineuse. Aprés centrifugation, le culot est lavé 4 fois par suspension dans 750 ml d’acétate
d’éthyle suivie de centrifugation, puis séché & 30° au vide poussé. Le produit pulvérulent obtenu
est traité par 60 ml d’éthanol & 80% bouillant. Le gel obtenu par refroidissement est abandonné
1 h, dilug par 40 ml d’éthanol & 80%,, essoré, lavé 4 fois avec le méme solvant (40 ml en tout)
puis séché au vide poussé une nuit 4 45°. On obtient 7,58 g (73%) de O, N-di-CBO-N-méthyl-L-
tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide
de F. 211-214°. (@] = —28° 4 1° (¢ = 2,2; diméthylformamide). Spectre UV.: Amax = 268 mp
(log £ = 2,83). Rfy; = 0,66; R} = 0,6; Ri} = 0,65; E}, = 0,6 Try (révélation par ninhydrine,
FoLin, chlore).

CeaHy3O5N;; S Cale. C60,1 H6,5 0188 N121 S25%
(1278,5) Tr. ,,60,5 , 66 , 191 , 120 ,, 2,2%

N-Méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-
glycinamide (XX V). Dans 100 ml d’une solution 4,4~ de gaz bromhydrique dans l'acide acétique,
on introduit 7,35 g (5,75 mmoles) d’octapeptide protégé XXIV finement pulvérisé. La dissolution
est totale aprés 1/, h. On laisse reposer encore 45 min, puis fait couler la solution dans 1,21 d’éther
sec vigoureusement agité. Le précipité est séparé par filtration, lavé abondammént par de I'éther
anhydre et séché au vide sur KOH. La substance (7,8 g) est dissoute dans 100 ml de méthanol
4 959%, portée a 35° et passée rapidement & travers une colonne contenant 100 ml d’Amberlite
IRA 410 (forme basique) maintenue 3 la méme température. Aprés lavage par 500 ml de mé-
thanol 2 95%, et évaporation au vide & 25° des filirats réunis, on obtient 4,96 g (84%) de N-mé-
thyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-t-asparaginyl- § - benzyl-L-cystéinyl- L-prolyl-L-leucyl-
glycinamide de F. 238-241° (déc.), utilisé pour l’essai de condensation avec le N-CBO-S-benzyl-
L-cystéinate de p-nitrophényle. Pour ’analyse, on recristallise 2 fois dans 100 volumes de mé-
thanol & 95%, bouillant (le rendement de chaque recristallisation est de 50-609%,), ce qui éléve le
F. a 255-257° (déc.). Soluble dans 'acide acétique, peu soluble dans le diméthylformamide
froid. [w]¥ = —66° £ 1° (¢ = 1,9; acide acétique). Spectre UV.: Amax = 280 mu {(log ¢ =
3,29); 287 my (log & = 3,20). Ry = 0,66; Rf% = 0,6; R} = 0,65; E} ; = 0,6 Try (révélation
par ninhydrine, Forin, chlore).

CyeH ;0 N, S (1010,2) Calc. C57,1 H7,1 0174 N153 S3.29%
CHpnO, N, S, 1H,0  (10282) Calc. ,, 56,1 , 7,2 ,, 187 ,, 150 ,, 31%
Tr. ,, 563 , 73 , 186 , 150 ,, 3,3%

Réaction de Poctapeptide XXV avec le N-CBO-S-benzyl-L-cystéinate de p-nitrophényle. Dans
50 ml de diméthylformamide on dissout, 3 50° environ, 4,34 g (4,23 mmoles) d’octapeptide XXV
et, aprés refroidissement 4 30°, 2,36 g (5,06 mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinate de p-nitro-
phényle3). Apres 20 h d’agitaition 4 température ordinaire on ajoute & la solution, filirée d’un
léger trouble, 400 ml d’acétate d’éthyle, sépare par centrifugation le gel formé puis le lave plu-
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sieurs fois par suspension dans l'acétate d’éthyle suivie de centrifugation. Le culot est séché a
40° au vide poussé, puis dissous dans 15 mld’acide acétique et additionné de 30 ml d’eau, ce qui
provoque la lente prise en gel de la solution. Aprés 2 h & 25° on essore, lave avec 25 ml de mélange
acide acétiquefeau (1:2) et séche & 40° au vide poussé. On obtient ainsi 2,70 g d’un produit de
F. 211-214°. [oc]?)z = —44° 4 1° (¢ = 2; diméthylformamide). Spectre UV.: Aypax = 269 mu
(log & = 3,21). Rfyy = 0,7; Ri§ = 0,43; Rf§ =0,7; E}, = 0,94 Try (révélation par Foriw,
ninbydrine).
CesHggO14N12S, 3H,O0  Cale. €57,0 H68 0195 N12,1 S4,69%
{1391,6) Tr. ,,572,5 ,, 67 ,, 195 ,, 12,4 , 4,89

Lors d’un autre essai, le produit préparé comme indiqué ci-dessus a été purifié par dissolu-
tion dans le diméthylformamide suivie de précipitation par addition de 10 volumes d’acide
acétique 1IN (au lieu de dissolution dans l'acide acétique - précipitation par 2 volumes d’eau).
Le produit, de F. 203-209° a donné l'analyse suivante:

CeHggOyqNS, Cale. C59,3 H6,7 0167 N126 S48Y

(1337,6) Tr. ,, 591 ,, 69 , 17,2 , 123 , 499
O-Tosyl-N-CBO-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-
L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (XXVI). Dans 2 ml de diméthylformamide on dissout successive-
ment 208 mg (0,25 mmole) de L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-pro-
lyl-L-leucyl-glycinamide13) et 309 mg (0,45 mmole) de O-tosyl-N-CBO-N-méthyl-L-tyrosinate de
p-nitrophényle (X), et laisse reposer 2 jours a 25°. La solution limpide est ensuite additionnée
d’un grand volume d’acétate d’éthyle. On sépare par centrifugation le précipité formé et le lave
a l'acétate d’éthyle plusieurs fois (par suspensions suivies de centrifugations). Aprés séchage &
Vair, le produit (217 mg) est dissous dans 2 m] d’éthanol & 809, bouiilant, filtré & chand et laissé
une nuit 4 1a glaciére. Le précipité est essoré, luvé avec peu d’éthanol a 809, glacé, et séché au vide
poussé 1 h a 50°. On obtient ainsi 180 mg (55%) de O-tosyl-N-CBO-N-méthyl-L-tyrosyl-L-iscleucyl-
L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-v-leecyl-glycinamide de F.190~200°,
el = —63° + 2° (¢ = 1,8; acide acétique & 95%). Rffy = 0,87; Rf3 = 0,9; Rfi = 0,83;

E24 = 0,5 Try (révélation par chlore, ninhydrine),
CgaHgaO5Ny3 S, Cale. €583 H64 N11,9 S4,9%
(1298,5) Tr. , 581 , 64 ,, 11,7 ,, 4,9%

O-Tosyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-pro-
iyl-L-leucyl-glycinamide (XX V II). On dissout dans 0,5 ml d’acide acétique 92 mg (0,071 mmole)
d’octapeptide protégé XXVI, ajoute 0,5 ml d'une solution 3,5~ de gaz bromhydrique dans 'acide
acétique et laisse reposer 3/4 h 4 température ordinairc. Aprés une bréve concentration au vide
& 25° on précipite le produit par addition de 20 volumes d’éther sec, centrifuge, lave plusieurs
fois & I’éther par suspensions suivies de centrifugations, dissout le culot dans 3 ml de méthanol
et passe la solution sur une colonne contenant 7 ml d’Amberlite IRA 410 (forme basique) main-
tenue & 35°, lave avec 30 ml de méthanol, évapore le filtrat au vide puis séche 4 25° au vide poussé.
On obtient 83 mg (100%,) de O-tosyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-
S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 204-210°. Pour 1’analyse, un échantillon
est séché au vide poussé 2 h & 80°. [«]f} = —50° 4 1° (¢ = 0,96; acide acétique 2 959%,). Ri}y =

0,87; Rf} == 0,9; Rf, = 0,83; E} ; = 0,5 Try (révélation par chlore, ninhydrine).

CosH170,3N S, (1164,4)  Cale. 0179 N 13,2 S559% Tr. 0179 N13,1 S5,69%

Ayant mis a réagir cet octapeptide XXVII avec un fort excés de N-CBO-S-benzyl-L-cystéi-
nate de p-nitrophényle, 16 h 4 35° dans le diméthylformamide, on a récupéré, la majeure
partie du produit de départ.

G. Nonapeptides
N-CBO-S-Benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-as pavaginyl-S-ben-
z2yl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (XX VIII). Dans un mélange de 0,30 ml d’eau et de
2,70 m) de tétrahydrofuranne débarrassé de peroxydes par passage sur de ’alumine, on dissout
successivement, sous courant d'azote, 430 mg (0,60 mmole) de L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-
benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide8) et 382 mg (0,60 mmole) de N-CBO-S-benzy!-
L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucine (XXIIIa), puis, aprés refroidissement a 0°, 234 mg
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{1,13 mmole) de dicyclohexyl-carbodiimide. Aprés un repos de 5 h & 0°, tout est pris en masse.
On secoue encore une nuit 2 20°, suspend le mélange de réaction dans 30 ml d’acétate d’éthyle,
sépare U'insoluble par centrifugation et le dissout pour la plus grande partie en le secouant dans
un mélange, 4 fois renouvelé, de chloroforme et de HCl 1N. Les solutions chloroformiques réunies
(100 ml environ) sont lavées par HCl 1N, NaHCO, 1, séchées rapidement sur Na,SO, puis
évaporées au vide a 30°, laissant 0,46 g d’un solide blanc qu’on dissout partiellement dans 2 ml
de pyridine. Aprés une nuit a —15°, l'insoluble, constitué par de la dicyclohexylurée (69 mg,
F. 232-233°), est séparé par filtration et le filtrat est évaporé au vide & 30°. Le résidu est extrait
7 fois par 4 ml de benzéne bouillant. L’insoluble est séché au vide poussé, fournissant 0,21 g
(25%) de N-CBO-S-benzyl-L-cystéinyl-N-méthyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparagi-
nyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F.140° environ (la substance suinte
des 120°). Soluble dans le méthanol, le diméthylformamide, l'acide acétique. [a]3} = —64° £ 1°
(¢ = 1,7; diméthylformamide); —83° 4 1° (¢ = 1,6; méthanol). Rf} = 0,98; Rf = 0,8; Rfj =
0,88; E2 g = 0,5 Try (révélation par ninhydrine, FoLin, chlore). Spectre UV.: Amax = 280 mu
(log £ = 3,29); 287 mu (log £ = 3,20).
CoeHggO14N;S, (1337,6) Cale. C593 H6,7 016,7 N 126 S4,8%
CoeHgsO14 Ny, S,, 3H,0 (1391,6)  Cale. ,, 57,0 ,, 6,8 ,,19,5 ,, 12,1 ,, 4,6%
Tr. ,, 570 ,, 67 ,,194 , 11,4 ,, 489
(N-Méthyl-Tyr)2-Oxviocine (XX 1X). On dissout 46 mg (0,033 mmole) du nonapeptide protégé
XXVIII dans 50 ml d’ammoniac liquide redistillé sur sodium et, sous agitation, on ajoute lente-
ment du sodium jusqu’a apparition d’une coloration bleue. Aprés adjonction de 0,05 ml d’acide
acétique, on évapore 4 sec au vide, dissout le résidu dans 40 ml d’acide acétique 0,01 N, ajuste le
pH 4 8,2 et fait passer un courant d’air jusqu’a réaction négative au nitroprussiate. On acidifie
a pH 4,5, concentre & 20 ml au vide & 25°, équilibre la solution avec du sec-butanol et introduit
le mélange dans le premier tube d’un appareil de distribution a contre-courant. Aprés 260 trans-
ferts dans le systéme sec-butanol/acide acétique 0,017N, on détermine la courbe de répartition
sur des aliquotes??). On obtient un sommet principal K = 0,41 et un sommet secondaire K =
0,19. Le contenu des tubes centraux du sommet principal est réuni et concentré au vide & 25°.
Le produit obtenu, qui représente les 3/4 de la quantité introduite dans I’appareil, est homogéne
A l'électrophorése (Ef, = 0,5 Try; Ef; = 0,4 His; révélation par ninhydrine, Forix, chlore).
L’hydrolyse acide (HCL 6N; 16 h & 110°) donne les acides aminés 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 r-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L-leucyl-gly-
cinamide affords N-CBO-S-benzyl-L-cysteinyl-N-methyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-
glutaminyl-1-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-prolyl-L-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.

Laboratoires de chimie pharmaceutique Sanpoz, Béle
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