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a 6t6 supprimCe (VI) ne possbde pas plus d’un centihme des activitds oxytociques de 
l’hormone naturelle (tableau). I1 Ctait donc intkressant d’examiner l’influence de 
modifications d‘un degr6 intermediaire. 

Dans le prCsent travail, nous rapportons la synthhse de trois analogues de l’oxy- 
tocine dans lesquels un des acides aminks de la chaine peptidique lat6rale a C t C  omis, 
soit la D6-Pro7-oxytocine (VII), la D6-Leus-oxytocine (VIII) et la D6-Glyg-oxytocine 

Les m6thodes de synthbse que nous avons employkes sont indiquCes dans les 
sch6mas 1, 2 et 3. Apr&s purification par contre-courant, les trois peptides se sont 

(1x1 * 

Tos 

TOS’ 

2 .  Schbma de synthkse de la Dt-LeuS-oxytocine 
1 2 3 4 5 6 7 8 

c y s  TYr Ile Glu ASP cys Pro GlY 

B, 

Bz ’ 
Bz 

/- 
/ 

CBC 

(DCCI) 
3H €3 

>NP 
lo) 

I N P  
xx 

I CBO 

CBO 

NH2 XIV 
CBO-ONP H I 

lo) 

/”” 

NHz /Bz 

,NH, / B Z  

10) 1 XVIII 

CBO 

CBO=.~ONP H 
lo) 

CBO NH, 

NH, ,NH, I/Bz 
ONE’ Hh jNH, 

XVII  

(NH, I .NH*‘ , NHz /Bz 

XIX 

I/ - I/ 1 
XXIII  

N*, % VIII 

CYS TYr Ile Glu Asp Cys Pro Gly 
1 2 3 4 5 G 7 8 

Abre‘via8iott.s: CBO- = carbobenzoxy-; Bz- = benzyl-; Tos- = tosyl- = P-tolu&nesulfonyl-; -NP 
= -P-nitrophCnyle; DCCI = condensation par la m6thode au dicyclohexyl-carbodiimide. 

lo) M. BODANSZKY & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 87, 5688 (1959). 
11) V. DU VIGNEAUD, M. F. BARTLETT & A. JOHL, J .  Amer. chem. SOC. 79, 5572 (1957). 
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montrCs homogknes A la chromatographie sur papier et i l'Clectrophor6se sur papier & 
haut voltage. 

Les activit6s biologiques de ces trois peptides ont Ct6 dktermides par les Drs 
B. BERDE et E. STURMER de notre DCpartement de recherches mCdico-biologiques 
(Dir. : Dr A. CERLETTI) et sont indiquCes dans le tableau. I1 ressort de ces valeurs que 
la suppression de n'importe lequel des trois acides aminCs de la chaine peptidique 
laterale de l'oxytocine abaisse chaque fois les activitCs oxytociques sur l'utCrus is016 de 
Rat et sur la glande mammaire du Lapin A environ 1/150 des activitCs originales, 
tandis que l'activitC sur la pression sanguine du Coq est non seulement complktement 
supprimbe mais fait place B un lCger effct inhibiteur vis-8-vis de l'oxytocine. 

3.  SchBma de synthdse de la D6-GlyY-oxytocine 
1 2 3 4 5 6 7 8 

'I Ile Glu Asp Cys Pro Leu 

I CBO OH H NH, t'" 
CBO 

XXIV 
NH. 

cys Tyr I le Giu Asp c,ys Pro 
1 2 3 4 5 6 7 8 

AM = condcnsation par la mdthode b l'anhydride mixtc. 
ilbrdvialioizs: CRO- = carbobcnzoxy-; I3z- = benzyl-; Tos- = tospl- = p-tolu~nesulfonyl-; 

En comparant les propriCtCs biologiques de ces trois nouveaux peptides avec celles 
des autres analogues rassemblCs dans le tableau, nous voyons que la suppression d'un 
seul des trois acides aminks de la chaine peptidique latCrale de l'oxytocine a pratique- 
ment le mCme effet que la suppression simultanke de ces trois acides amin6s (cf. VI), 
et beaucoup plus d'influence que le remplacement de la leucine en position 8 par un 
acide amin6 basique plus volumineux (cf. IV ou 17). 

I1 semble donc que la longueur de la chaine peptidique lat6rale joue un r61e plus 
important dans le mecanisme d'action de l'oxytocine que la nature des substituants 
en position 8. 
12) A.  BERGER, 0. KURTZ & E. KATSCHALSKI, J .  Amer. chem. Soc. 76, 5552 (1954); W. GRASS- 

MANX & E. WUNSCH, Chem. Ber. 91, 462 (1958). 
Is) E. L. SMITH h N. BALPOUR SLONIM, J.  biol. Chcmistry 176, 835 (1948). 
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Partie expbrimentale 14) 

1467 

Les F. sont corriges (prCcision 5 1'). Les se'chages a u  vide ont Bt6 effectuds sous 10-2 8. 
Torr (16 h 8. 60" pour les analyses). Les dvaporations sous vide ont 6t6 conduitcs dans l'haporatcur 

Les  chvomatographies sur papier ont 6t6 faites par la mCthode ascendante (20-30 em) sur papier 
B SCHLEICHER & SCHUELL 2040 b lav6 D. Rfhf dans le  mClange mCthylCthylc6tone/pyridinc/eau 
(65 : 1 5  : 20) ; Rfp dans le melange n-butanollacide ac&iquc/eau (70: 10: 20) ; Rf,% dans le mi-lange 
alcool isoamylique/pyridine/eau (35 : 35 : 30). Rfa aprhs s ion prdliniinairc du groupe CBO- par 
sdjour de 40 min B 20" dans une solution de HBr & 20% dans l'acide ac6tique glacial, 6vaporation 
au  vide et reprise dans le solvant de chromatographic ou d'klectrophorhse; Rf" sans traitement 
prdalable. 

Les  e'lectvophordses sur papiev ont B t C  cffcctuees dans I'appareil B dectrophorhse sous haute 
tension de WIELAND & PFLEIDERER~~) : au pH 1,9 (El,J dans le m6langc acide formique/acide 
acdtique/eau (10: 10:75); au  pH 5,8 (E5,*) dans le melange pyridine/acide ac6tiqueleau (9: 1 :go). 
El ,9  = 0,8 His indique qu'& pH 1,9 la substance migre 0,s fois la distance que migre l'histidine. 
Les exposants a et o ont la m&me signification que pour les chromatogrammes. 

L e s  rhuctifs utilis6s pour la r6vClation dcs chromatogrammes e t  des pherogrammcs ont dtd 
d6crits prCcCdemment4) 17). 

rotatif de CRAIG15), 

a) Synthgse de la DC-Pro7-oxytocine 
N - C B O - ~ - G l z ~ t a n z i r z ~ l - ~ - a s p a v u g a n y l - S - b e n z ~ l - ~ - c ~ s t d ~ ~ ~ ~ l - ~ - l e u c ~ ~ l - g l ~ c ~ n a ~ ~ d e  (X).  On dissout 

2,7 g (10 mmoles) de L-leucyl-glycinamidc,HBrs) dans 30 ml de dim&hylformamide, refroidit 8. 
0' et ajoute sous agitation 1,4 ml (10 mmoles) de tri6thylamine. A cette solution on ajoute immC- 
diatement 5,5 g (9 mmoles) de N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cyst6inylazide8), 
30 ml de dim6thylformamide et agitc 8. temperature ordinaire. Aprhs 24 h d'agitation et de lente 
concentration au vide, on skpare de la solution les cristaux de chlorhydrate de trikthylaminc et  
ajoute 200 ml d'acCtone au filtrat. Le pentapcptide precipite lentement. On laisse reposer une 
nuit B O", filtre, rince 8. l'ac6tone et shche sous vide. On redissout le produit obtenu (4,7 g) dans 
60 ml de dimdthylformamide 8. 60", ajoute 200 ml d'acktone sous forte agitation et laisse reposer 
une nuit 8. 0". Le lcndemain on filtre, rince avec de l'acktone et  shchc au  vidc. On obtient 3,6 g 
(53%) de N-CBO-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-L-cyst~inyl-~-leucyl-glycinamidc de F. 
(instantanC) 246-248". [ x ] g  = - 36" 4 1" (c = 2,O; dimCthylformamide) ; - 42" & 1" (c = 2,O; 
acide acCtique 8. 95%). Rf& = 0,52; Rf$ = 0,35; Rf: = 0,60; Eg,8 = 0,6 His; E t 9  = 0,6 Try 
(rivdation par ninhydrine et chlore; homoghne) . 

C,,H,,O,N,S Calc. C 55,5 H 6.4 0 I9,0 N 14,s S 4,2% 
(7569) Tr. ,, 54,3 ,, 6 3  ,, 1 9 , O  ,, 14,8 ,, 4,576 

L-Glutaminyl-L-usparaginyl-S-benzyl-L- cystdinyl-L-leucyl-gl~c~nanzide ( X I ) .  On dissout 2,65 g 
(3,s mmoles) du  derive pentapeptidique X dans 50ml d'une solution 2,5 N de gaz bromhydrique dans 
l'acide ac6tiquc anhydre; la dissolution totale n6cessite environ 30 min. Aprks avoir hiss6 reposer 
90 min B temperature ordinaire, on Cvapore sous vide 8. 35", triture le rCsidu 8. 1'Cther anhydre 
pour Bliminer le bromure de benzyle formC, dieante, rephte plusieurs fois ce traitement et filtrc 
le bromhydrate de pentapeptide pulverulent ainsi obtenu. On dissout ce produit dans 80 ml dc 
mCthanol, fait passer cette solution sur une colonnc garnie d'Amberlite IRA 410 (base libre, l a d e  
a u  mithanol), contr6le la disparition des ions Br-, rince la colonne avec du mkthanol frais e t  
kvaporc B sec sous vide B 35" les solutions mithanoliques r6unies. On triture le r6sidu dans l'acd- 
tate d'kthyle, filtre e t  shche. On obtient 1,8 g d'un produit qui n'est pas tout B fait homoghne 
B la chromatographie. Pour purifier ce pentapeptide on le dissout dans 50 ml de sec.-butanol 
satur6 d'eau, lave deux fois cette solution avcc 40 ml d'eau satur6e de sac.-butanol et hapore 
la phase butanolique sous vide 8. 35". Aprhs avoir r6pCtC 1'6vaporation A see avec un melange 

14) Lcs microanalyscs ont 6td effectuees dans notre laboratoire microanalytiquc (Dr. W. SCHOE 

l5) L. C. CRAIG, J .  C. GREGORY & W. HAUSMANN, Analyt. Chemistry 22, 1462 (1950). 
16) TH. WIELAND & G. PFLEIDRRER, Angew. Chem. 67, 257 (1955). 
17) ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 43, 200 (1960). 

NIGER). 
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tolu8ne8thanol absolu (1 : 1) afin d'dliminer toutc l'humidite, on obticnt 1,OZ g (47%) de L-gluta- 
minyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cystBinyl-~-leucyl-glycinamide amorphe de F. 184" d6c. R G  = 
0,55; Eg,8 = 0,6 His; E:,9 = 0,6 Try (revelation par ninhydrine et  chlore; homoghe). 

C,,H,BO,N,S Calc. C 52,l H 6 3  0 18,O K 18,O S 5,1% 
(622,7) Tr. ,, 5 2 3  ,, 6,9 ,, 17,8 ,, 17,7 ,. 5,0% 

N- ?'osyl-,S-benzyl-L-cystdi~nyl-L-tyrosyE-L-isoleucyl-L-g.lutaminyl-~-asparagin~~l-S-benzyl-L-cystki- 
nyl-L-leucyl-glyci?zu~ide ( X I I ) .  On dissout 0,575 g (0,87 mmole) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystdinyl- 
~-tyrosyl-~-isoleucylazide~) et 0,550 g (0,87 mmole) de pentapeptide XI dans 10 ml de dimdthyl- 
formamide. Aprks 50 h d'agitation & 20" et lente concentration sous vide, on ajoute SO ml d'ac6- 
tatc d'6thylc, filtrc c t  rincc le precipitd 1'acBtate d'ethyle et 5 1'8ther. On suspend pendant 
quelques minutes l'octapeptide brut obtenu dans 10 ml de methanol bouillant, filtre 8. chaud ct  
repbte une scconde fois cette purification. Aprits sechage au vide on obtient 0,608 g (56%) de 
N-tosyl- S-benzyl-~-cystBinyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-~-glutaminyl-~ -asparagiuyl- S-benzyl - L-cystei- 
nyl-L-leucyl-glycinamide de F. (instantad) 259-260' (dec.). [a13 = -21" f 2" (c = 1,O; di- 
methylformamide); -47,5" + 2' (c = 1,O; acide acetique & 95%). 

L'hydvolyse acide de l'octapeptide (HC1 6 ~ ;  16 h & 110"), donne: la S-benzyl-cystdine, la 
tyrosine, l'isoleucine, l'acide glutamique, l'acidc aspartique, la leucine et la glycine, dans la pro- 
portion ( 2 : l : l :  1 : 1 :  1 :  1). 

C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 56,X 11 6,4 0 16,7 N 12,4 S 7,7% 
(1246,5) Tr. ,, 566 ,, 6,s ,, 17,O ,, 1 2 2  ,, 7,774 

Dd-Pro'-oxytocine ( V I I ) .  On dissout 137 mg (0, l l  mmole) du d6rivd octapcptidiqueXII dans 
100 ml d'ammoniac liquide redistill6 sur sodium et, sous agitation, on ajoute lentement du sodium 
jusqu'k apparition d'une teinte bleue. Apr6s adjonction de 40 mg de NH,Cl, on Bvaporc B sec 
sous vide, dissout lc residu dans 100 ml d'acide acdtique 0,Ol N, ajuste le p H  B 8,8, fait passer un 
courant d'air jusqu'& reaction negative au nitroprussiate e t  acidifie & pH 4,5. On Bquilibre cette 
solution avec du sec.-butanol de manikre & obtenir 100 ml de chaque phase et  introduit dans les 
premiers tubes d'un appareil automatique de contre-courant. Aprits 368 transferts dans le systitme 
sec.-butanol/eau/acide acdtique (1000 : 1200: l), on determine la courbe de r6partition sur des ali- 
quotesls). On obtient un sommet principal K = 0,39 et un soinmct secondaire I< = 0,19. Le 
contcnu dcs tubes centraux du sommet principal est rduni et conccntrd sous vide. Le produit 
obtenu, qui rcprksente 47% de l'azote peptidique mis dans l'appareil, c'est-&-dire 47 mg de pep- 
tide, est homogene 8. la chromatographic (Rf$ = 0,6; Rfa = 0.7; Rfg = 0,5) e t  &l'&ctrophor&se 
(EY,9 = 0,7 Try; E2,8 = 1,6 Try) aprks rdvelation par ninhydrinc et chlore. - Activitds biologiques: 
voir tableau. 

b) Synthbse de la DB-Leu,-oxytocine 
N-CRO-L-Prolyl-glycinamide ( X I I I ) .  On dissout 1.67 g (15 mmolcs) de glycinamide, HC1 dans 

30 ml dc mkthanol & 90% et fait passer cette solution sur de 1'Amberlite IRA-410 (base libre, lavde 
au methanol) jusqu'h disparition des ions C1-, rince 1'Amberlite avec 60 ml de methanol i 90% 
ct dvapore sous vide & 30". Aprks avoir dissous le r6sidu dans 15 ml d'un mdlange methanol- 
tetrahydrofuranne (1 : l),  on ajoute 5,18 g (14 mmolcs) de N-CBO-L-prolinate de p-nitroph6nyle1°) 
et laisse reposer la solution & temperature ordinaire. Aprits une nuit, on Bvapore B sec, triturc lc 
r6sidu dans l'dther jusqu'h ce qu'il devienne pulvCrulent, filtrc, rince ?i 1'6ther et &he. On dis- 
sout dans 35 ml dc m6thanol le dipeptide brut ainsi obtenu, agite ccttc solution 15 min avec 15 ml 
de Dowex 50W. filtre, rince avec 70 ml de methanol e t  Bvapore l'ensemble des solutions mdtha- 
noliques sous vide & 35". Le residu est tritur6 dans l'dther, essor6, r i n d  B 1'6ther e t  seche sous vide. 
On obtient 2,30 g (54%) de N-CBO-L-prolyl-glycinamide de F. UO", trits soluble dans l'eau. 
[a18 = - 30,2" f 1" (c = 1% ; dim6thylformamide). Chromatographie en couche mince sur 
Kieselgel G, dans le systhme MeOH-CH,Cl (1:9) (rdvdation par chlore ct iode; homogkne). 
E& = 1,5 His; EZ9 = 1,3 Glu = 0,8 His (rivdlation par ninhydrine, isatine et chlore; homogknc). 

C,,H,,O,N, Calc. C 59,O H 6,3 0 21,O N 13,8% 
(305,3) Tr. ,, 58,9 ,, 6,7 ,, 20,9 ,, 13,9% 

18) 0. H. LOWRY, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR & R. J.  RANDALL, J. biol. Chcrnistry 193, 265 
(1951). 
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N-CBO-S-Benzyl-L-cyste‘inyl-L-prolyl-glycznamade ( X  V ) .  On dissout 1,53 g (5,O mmoles) dc 
N-CBO. L-prolyl-glycinamide (XIII) dans 25 ml d’une solution 2,5 N dc gaz bromhydrique dans 
I’acide acetique anhydre et  laisse reposer 90 min L 20”. A p r b  15 min dejB, le L-prolyl-glycinamide, 
HBr cristallise dans la solution. On essore le precipite cristallin, lave plusieurs foisBl’Bther anhydre 
et sbche sous vide en presence d’hydroxyde de sodium. On dissout immidiatement les 1,25 g 
(5,O mmoles) de L-prolyi-giycinamide, HBr ainsi obtenus dans 5 ml de dimCthylformamide et 
0.7 ml (5,O mmoles) de tridthylamine, ajoute 2,33 g (5,O mmoles) de N-CBO-S-benzyl-~-cystBinate 
de p-nitrophCnylelo) e t  laisse reposer 1 nuit B tempirature ordinaire. Aprbs avoir ajouti 100 ml 
d’acBtate d’dthyle, on lave avec 2 fois 20 ml d’HC1 IN et  3 fois 20 ml d’eau, seche sur Na,SO,, 
Bvapore sous vide et reprend le residu cristallin dans l’kther. On sCpare par filtration le tripeptide 
brut ainsi obtenu, dissout celui-ci dans 80 ml de mCthanol bouillant, ajoute 180 ml d’eau, laisse 
reposer quelques heures L 0”, filtre, lave B l’eau et  seche au vide pouss6. On obtient 1,2 g (48%) 
de N-CBO-S-benzyl-L-cystCinyl-L-prolyl-glycinamide de F. 100-103°. [a]g = - 46,7” f 0,5’ (c = 
2 ;  mithanol). Rf& = 0,65; EL8 = 0,9 His; E t s  = 1,0 Try = 0,s Glu (riv6lation par ninhydrinc 
et chlore; homoghe). 

C,,HmO,N,S Calc. C 60,2 H 6.1 0 16,O 1\T 11,2 S 6,4% 
(498,6) Tr. ,, 60,l ,, 6,2 ,, 16,3 ,, 11.5 ,, 6,7% 

N-CBO-L-Aspuraginyl-S-benzyl-L-cyste’inyl-L-~~olyl-glycinu~ide ( X V I I ) .  On dissout 1,OO g 
(2,O mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystiinyl-L-prolyl-glycinamide (XV) dans 20 ml d’une solution 
2 , 5 ~  de gaz bromhydriquc dans l’acide acCtique anhydre, laisse reposer 1 h 2~ Z O O ,  Bvapore sous 
vide B 35’ et triture le residu avec un excbs d’6ther anhydre. On filtre, rince plusieurs fois sur Ic 
filtre B 1’6ther anhydrc et  redissout immediatement le bromhydrate pulverulent ainsi obtenu dans 
30 ml de methanol. Aprks avoir fait passer cette solution sur de 1’Amberlite IRA-410 (base libre, 
lavCe au methanol) jusqu’B disparition des ions Br-, on lave la rCsine avec du methanol et Cvapore 
sous vide B 35”. On dissout le residu dans 4 ml de dimithylformamide et ajoute B tempirature 
ordinaire 0,735 g (1.9 mmole) de N-CBO-L-asparaginate de p-nitroph6nyle1°). Apri?s 1 h d6jL la 
solution se prend en masse. On laisse encore reposer unc nuit, suspend lc titrapeptide form6 dans 
30 ml d’ac6tate d’hthyle, filtre, lave sur le filtre avec 30 ml d’acitate d’6thyle et 50 ml d’dthanol, 
c t  shche sous vide. On obtient 1.08 g (93 yo) de N-CBO-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystCiny1-L-pro- 
lyl-glycinamide de F. 240”. [a13 = -44.7” f 2’ (c = 0,s; dimCthylformamide). Rf& = 0,54; 
R f i  = 0,48; Eg,* = 0,7 His; EB,g = 0,9 Try = 0,7 Glu (rCv6lation par ninhydrine et  chlore; 
homogbne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 56,s H 5,9 0 18,3 N 13,7 S 5,20/, 
(612,7) Tr. ,, 56.5 ,, 6 3  ,, 18.5 ,, 13,6 .. 5 5 %  

N-CBO-~-Glutaminyl-~-asparag~nyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-~rolyl-glycinamide ( X I X ) .  On dis- 
sout 0,980 g (1,6 mmole) du tgtrapeptide XVII dans 20 ml d’une solution 2 , 5 ~  de gaz brom- 
hydrique dans l’acide acetique anhydre, laisse reposer 1 h L Z O O ,  Bvapore sous vide L 35” et triture 
le risidu dans 1’6ther anhydre. On essore le bromhydrate ainsi obtenu, rince plusieurs fois avec de 
l’dther anhydre et  redissout immediatement dans 30 ml de mBthanol. Aprk avoir fait passer cette 
solution sur de I’Amberlite IRA-410 (base libre, lavie au methanol) jusqu’i disparition des ions 
Br-, on rince 1’Amberlite au methanol. Aprks evaporation sous vide L 35” de l’ensemble des solu- 
tions mkthanoliques, on dissout le risidu dans 4 ml de dimkthylformamide, ajoute 0,640 g (1,6 
mmole) de N-CBO-L-glutaminate de fi-nitrophBnylelO) et  laisse reposer la solution B temperature 
ordinaire. Aprbs une nuit, on ajoute 3, la solution partiellement solidifiee 25 ml d’acdtate d‘ethyle, 
triture, filtrc, lave sur le filtre avec 25 ml d’ac6tate d’Bthyle puis 40 ml d’Cthano1, et seehe sous 
vide. On obtient 0,806 g (68%) de N-CBO-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cystBinyl-~- 
prolyl-glycinamide de F. 228”. [a]g = -38,4O f 2” (c = 1 ;  dim6thylformamide). R f i  = 0.45; 
Rf& = 0,29; E;,9 = 0,s Try; E&* = 0,s His (r6vdation par ninhydrine et chlore; homogsne). 

C,,H,,O,N,S Calc. C 55,l H 6,0 0 19,4 N 15,l S 4,374, 
(740,9) Tr. ,, 54,9 ,, 6.2 ,, 19,s ,, 15,1 ,, 4,4% 

L-Isoleucinote de p-nitrophbnyle, HBr ( X X ) .  On dissout 7.73 g (20 mmoles) de N-CBO-L-iso- 
lcucinate de p-nitrophBnylelO) dans 140 ml d’nne solution 2,5 N de gaz bromhydrique dans l’acide 
acitique anhydre, laisse reposer 30 min &temperature ordinaire, Bvapore sous vide B 35” et triture 
le risidu avec plusieurs portions d’8ther anhydre que l’on dicante chaque fois. On redissout le 
bromhydrate obtenu dans 30 ml d’ithanol absolu, cristallise par adjonction de 300 ml d’dther 
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anhydre, filtrc, rince B 1'6ther anhydre et ssche sous vide en presence d'hydroxyde de potassium. 
On obticnt 5,65 g (85%) de L-isoleucinatc dc p-nitrophenyle, HBr, de F. 194". [a]B = + 16.9" f 1" 
(c = 2 ;  Cthanol); +31,2" f 1' (c = 2 ;  eau) ;  La]g = 26,3" & 0,s" (G = 1 ;  methanol); +4,G" 5 
0,5" (c = 1,G; acide acdtiquc k 95%). Chromatographie en couche mince sur Kieselgel G dans 
lc systkme MeOH-CHCl, (1 :9) (r6v6lation par ninhydrine et chlore; homogkne). 

Cl,Hl,0,N2Br Calc. C 43,3 H 5 , l  0 19,2 N 8,4 Rr 24,0% 
(3332) Tr. ,, 43,4 ,, 5,4 ,, 19,4 ,, 8,3 ,, 24,3% 

N-  l'osyl-S-benzyl-L-cystginyl-L-tyrosyl-L-iso~eucinate de p-nitrophLnyle (XXZ) . On dissout 5,29 g 
(10 mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-tyrosine~) 11) dans 100 ml d'acdtonitrilc avcc 3,33 g 
(10 mmoles) de L-isolcucinate de p-nitrophdnyle, HBr (XX) et  1,4 ml (10 mmoles) de triethyla- 
mine, refroidit B 0" ct  ajoute 2,10 g (10 mmoles) de dicyclohexyl-carb~diirnidcl~). On agitc 1 11 
B O" ,  4 h k tempgrature ordinairc, filtre de la dicyclohexyluree form& en cours de reaction et 
rincc avec de 1'acCtate d'dthylc. On Cvapore le filtrat sous vide B 3S0, dissout le residu dans 200 ml 
d'acbtate d'ethyle, lave par 3 fois 40 ml de NaHCO, 5 u / ,  3 fois40 ml d'HC1 2~ et 3 fois 40 ml d'eau, 
sbchc sur Na,SO,, filtre, concentre sous vide et cristallise par adjonction d'6ther de petrole. On re- 
cristallise lc tripeptidc obtenu dans 55 ml d'Cthano1 absolu bouillant, &pare les cristaux form& 
aprks 1 nuit de repos B O", rince avec de 1'6thanol g lad  c t  s k h e  au vide pouss6. On obtient 5.90 g 
(78%) dc N-tosyl-S-benzyl-L-cystBinyl-L-tyrosyl-L-isolcucinatc dc p-nitrophenyle, de F. 169". 
[a18 = - 35,O" f 0.5" (c = 2; methanol); -4,s' f 1' (c = 2 ;  dim6thylformamide). Chromato- 
graphie en couche mincc su r  Kieselgel G dans le systhme MeOH-CHC1, (1 :9) (rev6lation par 
chlore; homogtne). Spectre UV.: max. B 269 mp,  log E = 4,11 (m6thanol). 

C,,H,,0gN4S2 Calc. C, 59,s H 5,s 0 18,9 N 7,3 S 8,4% 
(762,g) Tr. , I  60,0 ,, 5,s ,, 18.9 ,, 7,0 ,, 83% 

N- Tosyl- .~-benzyl-~-cystBinyl-~-tyrosyl-~-isoleucyL-~-gl~ctuminyl-~-us~u~ug~nyL-S-be~~zyl-~-cyst~~- 
nyL-L-prolyl-glycinanzide (XXZII). On dissout 0,740 g (1.0 mmole) de N-CBO-glutaminyl-L- 
asparaginyl-S-benzyl-L-cyst8inyl-L-prolyl-glycinamide (XIX) dans 20 ml d'une solution 2,5 N de 
gaz bromhydrique dans l'acide acetique anhydre, laisse reposer 2 h k 20" et Cvapore sous vide 
5, 35". On triturc lc rCsidu obtenu avec de 1'6ther anhydre pour Climiner le bromure de benzyle, 
essore le bromhydrdte, le rince plusieurs fois avec de l'dther anhydre et rcdissout dans 40 ml de 
mdthanol. hprks avoir fait passer ccttc solution sur de I'Amberlite IRA-410 (base libre, l a d e  au 
mdthanol) jusqu'B disparition des ions Br-, on hapore k sec sous vide k 35", dissout le r6sidu 
dans 3 ml cie dimethylformamidc, ajoutc ct dissout 0,760 g (1 ,O mmole) de N-tosyl-S-benzyl- 
rA-cyst6inyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate dc p-nitrophdnyle (XXI) et laisse reposer 2 t  temperature 
ordinairc. Apr&s une nuit on ajoutc B la solution qui est prise en masse 20 ml d'acCtate 
d'ethylc, triture. filtre e t  lave sur lc filtrc avcc 20 ml d'ac6tate d'ethyle en plusieurs portions. On 
suspend l'octapeptide brut ainsi obtcnu dans 10 ml dc methanol bouillant, filtre, rCpMe deux fois 
cette purification, c t  s k h e  au vide poussC. On obtient 0,690 g (56%) de N-tosyl-S-benzyl-L- 
cyst6inyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaininyl-L-asparaginyl- S-benzyl-L-cystdinyl-L-prolyl- glycina- 
mide de F. 248". [ c z ] ~  = -23 , l"  (* 1") (c = 1; dimdthylformamide). 

L'hydrolyse ucide de l'octapeptide (HC1 G N ;  16 h k 110") donne la S-bcnzyl-cystCinc, la tyro- 
sine, l'isolcucine, l'acide glutamique, l'acide aspartique la proline et la glycinc dans la proportion 

C,,H,,O1,Nl1S, Calc. C 56,6 H 6,l 0 16,9 N 12.5 S 7,8% 
(1230,6) Tr. ,. 562 ,, 6,7 ,, 1 7 2  ,, 12,7 ,, 7,6% 

(2: 1:  1 :  1 : 1: 1:  1). 

Dd-Leu*-oxytocine ( V Z I I ) .  On dissout 138 mg (0,112 mmolc) du dCrivd octapeptidique XXIII 
dans 100 ml d'ammoniac liquidc redistill6 sur sodium, et ajoute lentement du sodium jusqu'h 
apparition d'une teintc blcue dans la solution. Aprh avoir ajouti. 40 mg de NH,Cl, on Cvapore 
B scc sous vide, dissout lc r6sidu dans 100 ml d'acide acetique 0,Ol N, ajuste le pH B 8,s et oxyde 
en faisant passer un courant d'air dans la solution sous agitation jusqu'k reaction negative au 
nitroprussiate. Aprks avoir acidifid cette solution au pH 4,5 avec de l'acide ac6tique Z N ,  on 1'Cqui- 
libre avec du sec.-butanol de manikre ii obtcnir 100 ml de chaque phase que l'on introduit dans 
lcs quatrc premiers tubes d'un appareil automatique de contre-courant. Aprss 475 transferts dans 
le systkme sec.-butanol/H,O/acide acdtique (1000: 1200: 1) on determine la courbe de rdpartion 

Is)) J.  C. SHEEHAN & G. 1'. HESS, J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 (19.55). 
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sur des aliquotesls). On obtient un sommet principal de K = 0,18. Lc contenu des tubes ccntraux 
de ce sommet est rCuni et concentre sous vide 2 30”. Le produit obtenu, qui rcprisente 50% de 
l’azotc peptidique introduit dans l’appareil, est homogene 2. la chromatographie (Rf - 0,5; Rf, = 
0,6; Rfp = 0,3) ct  B 1’8lectrophorBse (E5,a = 2,0 Try; El.9 = 0,7 Try) aprks revelation par nin- 
hydrine et chlorc. - A ctivite‘s biologiques: voir tableau. 

P 7 

c) Synthhse de la DB-Glys-oxytocine 

N-CBO-L-.ProZyl-L-leucinamiide ( X X I  V ) .  On dissout 11,2 g (45 mmoles) dc N-CBO-L-prolinc 
cristallisCe12) e t  10,7 ml (45 mmoles) dc tributylamine anhydre dans 80 ml de tetrahydrofuranne 
anhydre, refroidit A - 5” et ajoute sous agitation 4,3 ml (45 mmoles) de chloroformiate d’ethyle. 
Aprh 5 min, on ajoute une solution de 8,0 g (48 mmoles) de L-leucinamidr,HClla) e t  de 11 ml 
(46 mmoles) de tributylamine dans 75 ml de mClange tktrahydrofuranne eau (2: l ) .  On agite le 
tout 3 h B Z O O ,  Bvapore 1:: solvant sous vide, redissout le residu solide cn chauffant ldghrement 
dans 600 ml de chlorurc de m&hylhne, lave par 3 fois 80 ml d’HC1 l ~ ,  2 fois 80 ml de NH,OH 
1~ et  4 fois 80 ml d’eau. DBs la fin des lavages acides le dipeptide commence 8. cristalliser dans 
l’interphase, et il faut filtrer B plusieurs rcprises des cristaux formis. Les lavages terminks, on 
Bvapore le chlorure de mdthylene sous vide B 40” et  rBp6te plusieurs fois cettc Cvaporation avec 
de 1’Cthanol anhydre pour Climiner l’eau. On suspend le rCsidu obtenu apres Bvaporation du chlo- 
rure dc mCthylkne ainsi que les cristaux isol6s pendant les lavages dans 100 ml d’acBtate d’Bthyle, 
chauffe B. reflux pendant 5 min, laisse refroidir e t  filtre. On rCpitte une seconde fois cette purifi- 
cation, rince B l’acCtate d’6thyle e t  shche au vidc. On obticnt ainsi 12.6 g (77%) de N-CBO-L- 
prolyl-L-leucinamidc de F. 190-191”. [ c L ] ~  = - 37” 1” (c = 1,8; m6thanol). Rf& = 0,SS;  R f i  = 
0,60; Ef,g = 1,0 Glu; Et,s = 1,4 His (rCvClation par isatine, ninhydrine et  chlore; homogBnc). 

C,,H,,O,N, Calc. C 63,2 H 7,5 O 17,7 N 11,6% 
(361,4) Tr. ,, 62,s ,, 7,5 ,, 17,5 ,, 11,7% 

N-CBO-~-Glutanzinyl-~-as~arag~nyl-.~-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-leuc~nam~de ( X X V I ) .  On 
dissout 7,2 g (20 mmoles) dc N-CBO-L-prolyl-L-leucinamide (XXIV) dans 60 ml d’une solution 
2 . 5 ~  de gaz bromhydrique dans l’acidc acBtiquc anhydre, laisse reposer 1 h & 20” et  Bvapore sous 
vide B 35”. On triture le residu avec de l’dther anhydre, dBcante, rCphte plusieurs fois ce lavage 8. 
l’tther jusqu’h obtention d’un produit pulv&ulent, filtre et skchc au vidc. On dissout ce brom- 
hydrate de L-prolyl-L-leucinamide dans 60 ml de dimdthylformamide, rcfroidit 8. O”, ajoute SOUS 

agitation 2,4 ml (20 mmoles) de triethylamine et  melange immkdiatemcnt avec 10 ,O  g (16.3 
mmoles) de N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl. S-benzyl-L-cystdinylazidcS) dissous dans 30 ml 
de dimBthyAformamide. On agite pendant 30 h, en concentrant lentcment sous vide. On filtre 
la solution des cristaux de chlorhydrate de trigthylamine ct  Bvapore le dimethylformamide au vide 
?i 60”. On triture le residu avec 100 ml d’HC1 0 , 5 ~ ,  filtre, lave plusieurs fois B l’eau, puis B 1’acC- 
tone, ct sbche sous vide. On dissout le pentapeptidc brut obtenu ci-dessus dans 100 ml dc di- 
mBthylformamide 8. chaud, ajoute immkdiatement 200 ml d’acktone en agitant fortcmcnt e t  laisse 
reposer une nuit j O0.  On filtrc, rince le prCcipit6 avec dimdthylformamidc-acCtone (1 : 2 ) ,  acetonc 
et ether. AprBs sechage au vidc, on obtient 6,6 g (51 yo) de N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginy1-S- 
benzyl-L-cyst6inyl-r.-prolyl-L-leucinamide de F. (instantand) 240-242”. [u]g = - 67” f 1’ (c  = 

2,O; acide acBtique B 95%). R f i  = 0,56; Rf& = 0,44; Rff, = 0,40; E& = 0,8 His; E;,9 = 0,s Try 
(rCvClation par ninhydrine et  chlore ; homogkne) . 

C,,H,sO,N,S Calc. C S7,3 13 6,6 0 18,l N 14,O S 4,0% 
(796,g) Tr. ,, 56,6 ,, 7,2 ,, 18,4 ,, 1 4 2  ,, 4,3% 

L-Glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~~nyl-~-prolyl-~-leuc~namide (XXVIT). On dissout 
6,O g (7,5 mmoles) du derive pentapeptidique XXVI dans 100 ml d’une solution de gaz brom- 
hydrique 2 , 5 ~  dans l’acide acCtique anhydre, laisse reposer 90 min B ZOO, Bvapore au vide B 35”, 
triturc le rCsidu avcc de 1’Cther anhydre, decante e t  triture encore deux fois avec de 1’acCtatc 
d’kthyle. On filtre et redissout le bromhydrate du pentapeptide pulvirulent ainsi obtenu dans 
150 ml de mCthanol. Aprk avoir fait passer cctte solution sur de 1’Amberlite IRA410 (base libre, 
lav6e au mCthanol) jusqu’B disparition des ions Br-, on rince la resine avec du methanol e t  Bvapore 
sous vide B 35”. On obtient 4,5 g de pentapeptide (base libre), qui n’cst pas parfaitement homo- 
gene B la chromatographie. Pour purifier ce produit, on le dissout dans 120 ml de sec.-butanol 
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satur6 d’eau, lave 2 fois avec 100 ml d’eau satur6e de sec.-butanol e t  contre-extrait les phases 
aqucuses r6unies par 100 ml de sec.-butanol satur6 d’eau. On Bvapore B sec SOUS vide 8. 40”, les 
solutions butanoliques r6unies, r6pete plusieurs fois 1’6vaporation avec de 1’6thanol absolu pour 
Bliminer l’eau et  achbve le sechage sous vide pouss6. On obtient 2.9 g (58%) de L-glutaminyl-L- 
asparaginyl-S-benzyl-L-cyst6inyl-L-prolyl-L-leucinamide de F. (instantan6) 125” d6c. R f i  = 0,55 ; 
Ea,, = 0,8 His; ET,9 = 0,8 Try; (rCv6lation par ninhydrine et  chlore; homogbne). 

C,,H,60,N,S+H,0 Calc. C 52,9 H 7, l  0 18,8 N 16,5 S 4,7% 
(662,8+ 18,O) Tr. ,, 5 2 2  I >  7,4 ,, 18,9 ,, 15,9 ,, 4.7% 

N- Tosyl-S- henzyl-L-cystCinyE-L-tyl.osyl-L-isoleucy~-L-gl~t~~iny~-L-~s~uraginyZ-S-benzyl-~-cys~e’~- 
nyl-L-~roZyZ-L-Zeucinu~id~ (XXVIII). On dissout 2,72 g (4,O mmoles) de pcntapeptide XXVII et 
2,67 g (4.0 mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-azide~) dans 30 ml de 
dim6thylformamide. Apres 50 heures d’agitation B 20” et lente concentration 8. la moiti6 du vo- 
lume, on ajoute 150 ml d’ac6tate d’dthyle, filtre et lave le prCcipit6 par l’ac6tate d’6thyle e t  1’6ther. 
On suspend le produit brut obtenu dans 50 ml de methanol bouillant, filtre 8. chaud et  repete 
encore deux fois cette op6ration. Apres skchage au vide, on obtient 2,88 g (56%) de N-tosyl-S- 
benzyl-~-cystdinyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-~-glutaminyl-~-asparaginyl -S-benzyl-L-cystBinyl- L-pro- 
lyl-L-leucinamide de F. (instantan6) 270-272”. [a]g = -65’ & 1” (c = 2,O;  acide ac6tique & 
95%); -28,6” 

L‘hydvoZyse acide (HCI 6 ~ ;  16 h B 110’) donne la S-benzyl-cysteine, la tyrosine, l’isoleucine, 
l’acidc glutamiquc, l’acide aspartique, la proline et  la lcucine, dans la proportion (2 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1 : 1). 

C,,H,,O,,N,,S, Calc. C 57,9 H 6.5 0 16,2 N 12.0 S 7,5% 

1” (c = 2 ,O;  dim6thylformamide). 

(1286,6) ’rr. ,, 56,6 ,, 6,5 ,, 1 6 4  ,, 12,o ,, 7,8% 
DL-GZye-o~ytocine ( I X ) .  On dissout 135 mg (0,105 mmole) du dCriv6 octapeptidique XXVIII 

dans 100 ml d’ammoniac liquide redistill6 sur sodium, et ajoute lentement du sodium jusqu’b 
apparition d’une teinte bleue. Aprbs avoir ajout6 40 mg de NH,Cl, on Bvapore b sec sous vide, 
dissout le residu dans 100 ml d’acide ac6tique 0 , O l  N, ajuste le pH 8. 8,8 et  oxyde en faisant passer 
un courant d’air dans la solution sous agitation, jusqu’h reaction negative au nitroprussiate. Aprk 
avoir acidifi6 cette solution au pH 4,5 avec l’acide acetique ZN,  on l’dquilibre avec du sec.-butanol 
dc manikre 8. obtenir 100 ml de chaque phase que l’on introduit dans les premiers tubes d’un 
appareil automatique de contre-courant. Aprhs 217 transferts dans le systeme sec.-butanolleaul 
acide ac6tique (1000: 1200:1), on determine la courbe de rdpartition sur des aliquotesm). On ob- 
ticnt un sommet principal I< = 0,46 ct un sommet secondairc K = 0,19. Le contenu des tubes 
ccntraux du sommet principal est r6uni ct concentr6 sous vide. Le produit obtenu, qui repr6sente 
36% de l’azote peptidique introduit dans l’appareil, c’est-b-dire 36 mg de peptide, est homogene 
2 la chromatographie (Rfk = 0,6; R f l  = 0,7; Rfg = 0,5) e t  b 1’6lectrophor8se (EP,D = 0,7 Try; 
Eo,8 = 1,6 Try) aprbs r6v6lation par ninhydrine et  chlore. - Activite’s biologiques: voir tableau. 

SUMMARY 

Three new analogues of Oxytocin in which one of the amino-acids of the peptidic 
side-chain has been omitted, i. e. De-Pro7-Oxytocin, De-Leu8-Oxytocin and De-Glys- 
Oxytocin, have been synthesized according to the scheme (3 + 5). All three analogues 
exhibit about 1% of the uterus contracting and milk ejecting activities of Oxytocin, 
but no avian depressor property. 
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