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177. Synthése de la Sért-oxytocine, de I’Ala*-oxytocine, de la
Sér3-oxytocine et de I’Ala’-oxytocine
par St. Guttmann et R. A. Boissonnas
(24 V 63)

Nous avons préparé récemment I’Asp(NH,)4-oxytocinel), un analogue de I'oxy-
tocine dans lequel la glutamine en position 4 est remplacée par l'asparagine. Ce
peptide synthétique posséde des propriétés biologiques voisines de celles de 'oxy-
tocine ct presque semblables a celles de l'isotocine (Sér*-Ilet-oxytocine), hormone
naturelle présente dans ’hypophyse de certains poissons et dont la structure?) a été
confirmée derniérement par synthése?3)4)?).

Afin de compléter nos connaissances sur 'influence de modifications en position 4
de 'oxytocine, comme nous l'avions fait précédemment en ce qui concerne d’autres
positions®), nous avons préparé maintenant la Sért-oxytocine, qui possede une
structure intermédiaire entre celles de 'oxytocine et de l'isotocine, ainsi que I’Ala-
oxytocine, qui ne différe de la Sért-oxytocine que par I'absence du groupe hydroxyle
alcoolique, ou de VAsp(NH,)*oxytocine que par la suppression du groupe carbo-
xamide.

D’autre part, comme il n’existe encorc que peu de données sur l'influence de
modifications en position 5 de 'oxytocine, nous avons également préparé la Sér°-
oxytoeine et 1’Alad-oxytocine.

Les méthodes de synthése que nous avons utilisées sont indiquées dans les
schémas 1 4 4. Dans chaque cas, nous avons condensé le N-tosyl-S-benzyl-L-cysté-
inyl-L-isoleucinate de p-nitrophényle?) avec un des quatre hexapeptides correspon-
dants, préparés eux-mémes par la méthode récurrente®). Dans les stades finals de
fa préparation de trois de ces hexapeptides, nous avons utilisé la nouvelle méthode
de condensation a l'ester activé 2,4, 5-trichlorophénylique?).

Aprés purification par contre-courant, les produits finals se sont montrés homo-
gtnes a la chromatographie sur papier et a I’électrophorése a haut voltage sur papier.
La détermination de leur composition élémentaire et celle de leur contenu en acides
aminés aprés hydrolyse ont donnés les valeurs attendues. Leurs activités biologiques
ont été déterminées par les Drs B. BERDE et E. STURMER de notre Département
de recherches médico-biologiques (Dir.: Dr A. CERLETTI) et sont indiquées dans le
tableau.
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Schéma 1. Synthése de la Sév*-oxylocine
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Abréviations: CBO- = carbobenzoxy-; Tos- = tosyl- = p-toluéncsulfonyl-; Bz- = benzyl-;

Tri- = trityl- = triphénylméthyl-; -ONP = p-nitrophényloxy-; -OCP = 2,4,5
trichlorophényloxy-; DCCI = dicyclohexyl-carbodiimide

I1 ressort de ces valeurs que le remplacement de la glutamine en position 4 de
Poxytocine par la sérine n’affecte que modérément les propriétés oxytociques,
alors qu’il diminue considérablement les activités vasopressiques et antidiurétiques.
I1 en résulte que la Sért-oxytocine est un oxytocique encore plus sélectif que 'oxy-
tocine et se rapproche beaucoup, par ses propriétés biologiques, de I'isotocine et de
I'Asp(NH,)*-oxytocine.

Le remplacement de la glutamine en cette méme position 4 par I'alanine a un
effet similaire, mais dans ce cas les activités oxytociques, & Uexception de I'action
sur la glande mammaire, sont aussi nettement diminuées!?).

Nous savions que le remplacement de I’asparagine par son homologue supérieur,
la glutamine, en position 5 de 'oxytocine, provoquait un abaissement considérable

10) St. GutTMANN & R. A. Boissonnas, Helv. 47, 1852 (1958).

11y Dans une communication préliminaire qui vient de paraitre (J. biol. Chemistry, 238, PC 1560
(1963)), V. pu ViGNEAUD, G. S. DENNING & S. DRABARCH rapportent la synthése de la But?-
oxytocine, dont les activités biologiques sont, comme sa structure le laissc attendre, inter-
médiaires entre celles de 1’Alat-oxytocine et de I’Asp(NH,)4-oxytocine. Ces auteurs décrivent
également une synthésc de I’ Ala®-oxytocine, etindiquent pour les activités biologiques de celle-ci
des valeurs concordant trés bien avec celles trouvées pour notre propre produit.
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Schéma 2. Synthése de I’ Alat-oxylocine
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Schéma 3. Synthése de la Sér®-oxytocine
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de toutes les activités biologiques?!). Afin de déterminer si cette désactivation
provenait d'un empéchement stérique lors de la fixation sur le récepteur, il était
intéressant de remplacer ce reste asparagine par d’autres restes moins volumineux
que lui, tels que les restes sérine et alanine. Nous voyons, par les valeurs indiquées

12) Ep. SANDRIN & R. A. Borssonnas, Helv. 46, 1637 (1963).
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Schéma 4. Synthése de I’ AlaS-oxytocine
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dans le tableau, que la Sér-oxytocine et 1’Ala%-oxytocine sont aussi peu actives
que la Glu(NH,)%-oxytocine. Il en résulte que le facteur stérique n’est pas seul en
cause et que la position 5 ne peut probablement pas étre modifiée sans provoquer
une inactivation de la molécule. Tl est donc tentant de supposer que le groupe carb-
oxamide du reste asparagine constitue un point de fixation important de I'oxytocine
sur le récepteur?).

Nous avons d’autre part montré?) que 'omission de n’importe lequel des trois
acides aminés de la chaine latérale diminuait les activités biologiques dans une méme
mesure que leur suppression simultanée. Ce fait permet de supposer que le groupe
carboxamide en position terminale de la chaine peptidique latérale constitue un
second point de fixation sur le récepteur, expliquant ainsi 'importance primordiale
de la longuenr de cette chaine.

L’examen d’un modele tridimensionnel de l'oxytocine montre que la fixation
dans l'espace des deux groupes carboxamide en positions 5 et 9 a une grande in-
fluence sur la configuration de la molécule, car la présence de I'embranchement
portant le pont disulfure en position 6 et celle du reste proline en position 7 ont
un effet stérique qui diminue considérablement le degré de liberté du squelette
peptidique. 11 est probable qu'un troisiéme point de fixation se trouve au niveau
du noyau aromatique du reste tyrosine en position 2, car le remplacement de celui-ci
par un reste aliphatique de moindre encombrement (Sér?-oxytocine!d), Leu?-oxy-
tocinet)) ou par un reste aromatique d’encombrement supérieur ((O-Me)Tyr2-
13) St. GurTMANN & R. A. BoissonNas, Helv. 43, 200 (1960).

4) K. JosT, J. RUDINGER & F. SormM, Coll. czechoslov. chem. Commun. 26, 1708 (1961); J. Ru-
DINGER, Acta biologica germanica, Supplementband 11, p. 38.
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oxytocine!4) 1)) abaisse considérablement les activités biologiques, alors gue la simple
suppression de ’hydroxyle phénolique ne les diminue que plus faiblement '),

La fixation de la molécule d’oxytocine par ces trois points laisse un trés grand
degré de liberté aux groupes latéraux caractéristiques en position 3,4 et 8, dont la
modification n’a que peu d’influence sur les propriétés biologiques®). Par contre,
elle maintient le pont disulfure dans une position bien déterminée, qui est peut-
&tre primordiale pour le mécanisme d’action de cette hormone.

Partie expérimentale?)

Les F. sont corrigés (précision 4+ 1°). Les séchages au vide ont été effectuds sous 10 24 10-8 Torr
(16 h & 60° pour les analyses).

Les chromatographies sur papier ont 6té effectuées selon Ja méthode ascendante (20-23 cm)
sur papier « SCHLEICHER & SCHUELL 2040 lavé», Rfy; dans le mélange méthyléthyleétone/pyridine/
cau (65:15:20); Rf, dans le mélange alcool isoamylique/pyridinefeau (35:35:30); Rip dans lc
mélange z-butanol/acide acétique/caun (70:10:20); R{° sans scission préalable; Rf?* aprés scission
du groupe CBO- par séjour de 40 min & 20° dans une solution de HBr 4~ dans l’acide acétique
glacial.

Les électrophoréses sur papier ont été effectuées dans I'appareil a électrophorése sous haute
tension de WigLaND & PrLEIDERERS): an pH 1,9 (E, 4) dans le mélange acide formiquefacide
acétiquefcau (10:10:75); au pH 5,8 (E; ) dans le mélange pyridine/acide acétiquefcau (9:1:90).
E, ¢ = 0,8 His indique qu’a pH 1,9 la substancc migre 0,8 fois la distance que migre I'histidine.
Les exposants © et ? ont la méme signification que pour les chromatogrammes. Les réactifs utilisés
pour la révélation des chromatogrammes ct phérogrammes ont été décrits précédemment?!8).

Les chyomatographies sur couche mince ont été effectudes selon la méthode ascendante sur
silicagel (plaques de 10 X 10 cm), dans trois systé¢mes dec solvants: chloroforme/méthanol (7:3) ct
(9:1), ainsi que méthanol pur. La révélation est cffectuée par des vapeurs d’iode.

N-CBO-L-Séryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (I}. On dissout
3,50 g (5,8 mmoles) de rL-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide8) et
1,55 g (6,5 mmoles) de N-CBO-L-sérinel?) dans 20 ml ’acétonitrile et 10 ml de ¢-butanol, refroidit
a 0°, ajoute 1,43 g (6,5 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et maintient 3 j & 0°. On filtre, lave
le résidu par 20 ml de pyridine ct évapore les filtrats réunis a sec. On lave le résidu par HCl 1n jusqu’a
pulvdrisation compléte, puis filtre, lave & I'eau ot séche. Aprés recristallisation dans un mélange
acétate d’éthyle — éther, on obtient 2,90 gr (619,) de N-CBO-L-séryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-
cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 179°. Homogéne sur couche mince. [a}ff = —59,0°
+ 0,5° (¢ = 1,0; méthanol); —64,5° 4+ 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%); —39,4° 4+ 0,5° (c =1,1;
diméthyliormamide). Rf§; = 0,8; Rf§ = 0,8; Rff, = 0,3; Ef, = 0,8 Try; EZ , = 0,0 (révélation
par ninhydrine et chlore).

CosHzOp0NyS  Cale. €561 H64 0197 N138 S3,9%
(812,9) Tr. ,559 , 7,1 , 191 , 133 , 3,9%

L-Séyyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (I1I}. On dissout 4,07 g
(5,0 mmolcs) de 'hexapeptide I dans 40 ml d’acide trifluoracétique contenant 0,4 ml d’eau, fait
passer un courant de HBr a 0° pendant 1 h, précipite dans I'éther, filtre, redissout le précipité dans
le méthanol, traite par IRA-410 (cycle OH-), concentre sous vide et précipite par I’éther. Aprés
lavage et séchage, on obticnt 2,71 g (80%) dc L-séryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-
L-leucyl-glycinamide de F. 152° (déc.). [a)if = —68,5° + 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%)).
15y H. D. Law & V. pu VieNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 82, 4579 (1960).

16) P.-A. JaguENOUD & R. A. Borssonnas, Helv. 42, 788 (1959) ; M. BopaNskY & V.pU VIGNEAUD,

J. Amer. chem. Soc. 87, 1258, 6072 (1959).

17) Les microanalyses ont été effcctuées dans notre laboratoire microanalytique (Dr. W. SCHOENI-

GER).

18) TH. WieLAND & G. PrLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955).
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Rfy; = 0,8; Rf§ = 0,8; Rf} = 0,3; E} , = 0,8 Try; E_ ; = 0,6 His (révélation par ninhydrine ct

chlore). CuHyWOsN,S  Calc. C53,1 H67 0189 N165 S4,7%

(678,8) Tr. ,, 533 ,,69 ,,193 , 164 ,, 48%

On obtient le méme produit dans les mémes conditions a partir de I’hexapeptide I11.
N-Trityl-L-séryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide  (I1I). On
dissout 2,78 g (8,0 mmoles) de N-trityl-L-sérined) et 4,24 g (7,8 mmoles) de L-asparaginyl-S-benzyl-
L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide®) dans 10 ml de diméthylformamide, ajoute 20 ml
d’acétonitrile, refroidit & —10°, ajoute 1,65 g (8,0 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et
maintient 16 h 4 10°. On filtre, concentre a 10 ml, ajoute 100 ml d’acétate d’éthyle et garde 16 ha 0°.
Les cristaux formés sont filtrés, lavés & l'acétate d’éthyle a ébullition et séchés. On obtient ainsi
5,50 g (76%,) de N-trityl-L-séryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide
de F.175° (déc.). Homogeéne sur couche mince. [a]f = —47,0° £ 0,5° {¢ = 1,1; diméthylform-
amide). Rfy = 0,8; Rf§{ = 0,5; Rf} = 0,3; E}, = 08 Try; E2, = 0,0 His (révélation par nin-
hydrine et chlore).
CyHgoOgNgS  Calc. C63.8 H6,6 0140 N121 S3,5%
(921,14) Tr. , 641 ,, 70 , 140 , 11,8 , 3,7%

N-Tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-séryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cy stéinyl-L-
prolyl-L-leucyl-glycinamide (IV). On dissout 1,35 g (2,0 mmoles) d’hexapeptide 1II et 1,56 g (2,05
mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de p-nitrophényle?) dans 3 ml
de diméthylformamide, maintient 12 h & 20°, précipite par 1'acétate d’éthyle, filtre, lave le précipité
dans lec méthanol chaud, filtre et séche. On obtient 1,24 g (479%,) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-
L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-séryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de
F. 212°. Homogéne sur couche mince. [a)ff = —32,0° .+ 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide);
—70,0° + 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 959%,).

CesHgs0p Ny, S;  Cale. C57,2 H65 0172 N118 S74%
(1302,6) Tr. ,,569 , 67 , 176 , 11,7 , 71%

Sért-oxytocine (V). On dissout 1,00 g (0,7 mmole) de nonapeptide TV dans 750 ml d’ammoniac
redistillé sur sodium, puis on y ajoute sous forte agitation du sodium jusqu’a couleur bleue
persistante, décolore par adjonction de NH,Cl, évapore & sec, redissout le résidu dans 750 ml d’acide
acétique 0,01N, ajuste le pH a 8,8 et y fait barboter de I'air jusqu’a réaction négative au nitro-
prussiate. On raméne le pH 4 4,0, évapore a sec et purifie le résidu par répartition en contre-courant
dans le systéme s-butanol/eau/acide acétique (1000:1200:1). Aprés 475 transferts, on détermine
sur des aliquotes!?) la position du sommet principal (K = 0,50), réunit le contenu des tubes
centraux de celui-ci, évapore au vide le s-butanol et lyophilise la solution aqueuse. Le résidu
contient 68,2 mg d’azote peptidique, ce qui correspond a 426 mg (639%,) de Sért-oxytocine. Celle-ci
est homogene 4 la chromatographie et a I'électrophorese sur papier aprés révélation par ninhydrine,
chlore, bleu de bromophénol et FoLin. Rffy = 0,6; Rf§ = 0,7; Rfp = 0,6; Ey = 0,7 Try; g,s =
0,3 His. L’hydrolyse acide totale (HCl 6, 16 h, 110°) donne les acides aminés composants dans
les rapports attendus. Pour ’analyse un échantillon est séché 2 h & 100°.

Cy HggOu Ny S, +1 1/, H, O Cale. €496 H6,7 O21,8 N155 S6,4%
(993,2) Tr. ,,494 , 69 , 220 , 153 ,, 639%
Les activités biologiques sont indiquées dans le tableau.

N-CBO-L-Alanyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (VI). On
dissout 3,65 g (9,0 mmoles) de CBO-L-alaninate de trichloro-2,4, 5-phényle!?) et 5,32 g (9,0 mmoles)
de L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide®) dans 20 ml de diméthyl-
formamide et maintient 2j &4 20°, L’hexapeptidec formé cristallise. On filtre, lave a 'acétate d’éthyle,
au méthanol et & I'éther. Aprés séchage, on obtient 5,80 g (78%,) de N-CBO-L-alanyl-L-asparaginyl-
S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 245° (ramollissement & 238°). Homogéne

19 H. O. Lowry, N. J. RoseBRoUGH, A. L. FARrR & R. J. RanpaLL, J. biol. Chemistry 793, 265
(1951).
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sur couche mince. [a]ff = —92,5° 4 0,5° (c = 1,1; acide acétique 95%,). Rffyy = 0,8; Rfj = 0,6;
Rfy = 0,6; E}, = 0,8 Try; E? , = 0,6 His (révélation par ninhydrine et chlore).
CigHzpOpNgS  Cale. €57,2 H6,6 0181 N 14,0 S4,0%
(796,9) Tr. ,, 571 ,, 67 , 179 , 14,0 , 419

L-Alanyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-L-glycinamide (VII). On dissout
5,60 g (7,0 mmoles) d’hexapeptide VI dans 60 ml d’une solution 4,5N HBr dans 'acide acétique et
maintient 1 h 4 20°. On concentre sous vide et précipite par adjonction d’éther. On filtre, redissout
le précipité dans le méthanol, fait passer sur IRA 410 (cycle OH-), évapore a sec, lave le résidu
par l'acétate d’éthyle, puis I’éther, et séche. On obtient 4,25 g (92%) de r-alanyl-L-asparaginyl-
S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide. [«]f = —84,0° 4- 0,5° (¢ = 1,0; acide acé-
tique 95%); —70,5° 4 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide); —90,5° + 0,5° (¢ = 1,0; méthanol).
Rf}yy = 0,5; Ri3 = 0,6; Rip = 0,6; E}, =08 Try; E{; = 0,5 His (révélation par ninhydrine
et chlore).

CaoHygOsNgS  Cale. C3544 H7,0 0169 N16,9 S4,8Y
(662,8) Tr. ,, 542 , 73 , 17,5 , 17,5 ,, 499

N-Tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-alanyl-L-aspavaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-
prolyl-L-leucyl-glycinamide (VIII). On dissout 3,98 g (6,0 mmoles) d’hexapeptide VII et 5,00 g
(6,5 mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de p-nitrophényle?) dans
20 ml de diméthylformamide, maintient 2 j & 20° puis ajoute 200 m! d’acétate d’éthyle, filtre,
lave le précipité plusieurs fois par I'acétate d’éthyle puis le méthanol & ébullition, filtre et séche.
On obtient ainsi 4,90 g (639%,) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-alanyl-L-
asparaginyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 239-242°. Homogéne sur

couche mince. [a]f = —73,5° + 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%); —39,0° 4 0,5° (¢ = 1,1;
diméthylformamide).
CooHgy0pNy S, Cale. €579 H6,5 016,2 N 12,0 S$7,59
(1286,6) Tr. ,, 57,7 , 67 , 161 , 11,7 , 7,8%

Alat-oxytocine (IX). On dissout 3,0 g (2,34 mmoles) de nonapeptide VIII dans 2200 ml d’am-
moniac anhydre. On traite au sodium, oxyde a l’air et purifie par contre-courant comme pour la
Sert-oxytocine (V) ci-dessus. Aprés 647 transferts, on détermine la position du sommet principal
(K = 0,41) sur des aliquotes'®), réunit le contenu des tubes centraux de celui-ci, évapore au vide
le s-butanol et lyophilise la solution aqueuse. Le résidu contient 111,2 mg d’azote peptidique, ce
qui correspond & 686 mg (3.6%) d’Alat-oxytocine. Celle-ci est homogéne 4 la chromatographie et
a P’électrophorése sur papier aprés révélation par ninhydrine, chlore, bleu de bromophénol et
FoLmv. Rfgy = 0,7; Rf§ =0,7; Rfp = 0,6; E(fys = 0,7 Try; Eg,s = 0,5 His. L’hydrolyse acide
totale (HC1 6N, 16 h, 110°) donne les acides aminés composants dans les rapports attendus. Pour
I’analyse, un échantillon est séché 2 h a4 100°.

CyHgg0 Ny Sp+ H, O Cale. €509 H6,8 0198 N 159 $6,6%
(968,2) Tr. ,, 50,7 , 69 , 200 , 162 , 629
Les activités biologiques sont indiquées dans le tableau.
N-Trityl-L-séryl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (X). On dissout 5,20 g
(15 mmoles) de N-trityl-L-sérine?) et 7,20 g (15 mmoles) de S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-
glycinamide®) dans 75 ml d’acétonitrile contenant 5 ml de diméthylformamide, refroidit & 0°,
ajoute 3,20 g (15 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide et agite pendant 20 h & 20°. On filtre,
évapore le filtrat a sec, triture le résidu dans I’éther de pétrole jusqu'a pulvérisation compléte,
filtre, redissout dans 'acétate d’éthyle, lave par H,SO, 1x, NH,OH 1n, H,O, séche, évapore i sec,
redissout dans un minimum d’acétate d’éthyle et précipite a 1'éther. Aprés deux précipitations
répétées dans les mémes conditions, on obtient 9,20 g (75%,) de N-trityl-L-séryl-S-benzyl-L-
cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 118-136° (déc.). Homogéne sur couche mince.
[0)f = —100° 4 0,5° (¢ = 1,2; méthanol); —69,5° 4- 0,5° (¢ = 1,3; diméthylformamide).
Rfy; = 0,8; Rf§ = 0,8; Rfp = 0,8; E}, = 0,8 Try; EZ, = 0,7 His (révélation par ninhydrine et
chlore; homogéne}.
CisH;,0gNgS  Cale. C67,0 H68 O11,9 N 104 S4,09%
(807,0) Tr. ,, 667 , 73 , 120 , 101 , 419%
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L-Séryl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (XI). On dissout 8,07 g (10 mmoles)
du pentapeptide X dans 50 ml d’acide trifluoracétique, maintient 1 h & 20°, évapore a sec, lave le
résidu par I’éther, le dissout dans le méthanol, fait passcr la solution obtenue & travers IRA-410
(cycle OH~) évapore a sec, redissout dans du méthanol et précipite par I’éther. Apres séchage, on
obtient 4,70 g (839%,) de L-séryl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 120°
(déc.). [a]¥ = —84,0° £ 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%); — 65,0° + 0,5° (¢ = 1,0; méthanol);
—65,0° & 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide). Rffy = 0,6; RI} = 0,7; Rfp = 0,6; E}, = 0,8 Try;
Eg s = 0,6 His (révélation par ninhydrine et chlore).

CaeHgOgNgS  Cale. €552 H 72 017,0 N 148 $57%
(364.7) Tr. , 556 ,, 7.8 , 17,7 , 148 , 55%

N-CBO-L-Glutaminate de trichloro-2,4,5-phényle (X11). On suspend 27,3 g (100 mmoles) de
N-CBO-L-glutamine et 50,0 g de tri-(trichloro-2, 4, 5-phényl)-phosphite®) dans 500 ml de pyridine,
agite 12 h a 20°, concentre sous pression réduite, ajoute 1000 ml d’acétate d’éthyle, lave successive-
ment par H,SO, 1n, NaHCO, 1N, H,SO, 1N, séche sur Na,S0,, évapore a sec et recristallise dans
I'éthanol. On filtre, lave a I'éthanol et séche. On obtient 24,8 g (53%,) de N-CBO-L-glutaminate de
trichloro-2, 4, 5-phényle de F. 180°. Homogéne sur couche mince. [a]f)z = -17,0° 4 0,5° (¢ = 1,1;
diméthylformamide). E3 4 = 1,0 Glu (révélation par ninhydrine ct chlore; homogénc).

CpH,0.N,Cl,  Cale. C49,6 H3,7 0174 N60 Cl123,1%
(459,72) Tr. ,, 498 ,, 38 ,, 177 , 62 , 23,0%

N-CBO-L-Glutaminyl-L-séryl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-pyolyl-L-leucyl-glycinamide (XI1I1I). On
dissout 4,5 g (8,0 mmoles) du pentapeptide XTI et 3,70 g (8,0 mmoles) de 1’ester XII dans 20 ml de
diméthylformamide, maintient 10 h & 20° puis ajoute 150 ml d’acétate d’éthyle et garde a 0°.
Aprés 16 h on sépare par filtration les cristaux formés, lave a I'acétate d’éthyle et séche. On obtient
ainsi 6,50 g (979%,) de N-CBO-L-glutaminyl-L-séryl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycin-
amide de F.196° (déc.). Homogéne sur couche mince. [a]ff = —48,0° + 0,5° (¢ = 1; diméthyl-
formamide); —68,2° 4- 0,5° (¢ = 1; acide acétique 95%,). Rf}; = 0,6; Rff = 0,6; Rf} = 0,4;
E2, = 0,7 Try; Ef ; = 0,5 His (révélation par ninhydrine ct chlorc).

CyoHyyO;0NgS  Cale. €566 H6,6 0193 N135 S 3,9%
(827,0) Tr. ,, 564 , 66 , 192 , 140 , 3,8%

L-Glutaminyl-L-séryl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (XIV). On dissout
5,78 g (7,0 mmoles) d’hexapeptide XIIT dans 30 ml d’acide trifluoracétique, ajoute 0,5 ml d’cau,
v fait passer a 0° un courant d’HBr, concentre a 10 ml et précipite par I’éther. On lave le précipité
a I'éther, redissout dans du méthanol, fait passer la solution obtenue a travers 120 ml d’TRA 410
{cycle OH-), évapore a sec, lave le résidu a l'acétate d’éthyle, puis a I’éther, et séche. On obtient
ainsi 3,70 g (76%) de L-glutaminyl-L-séryl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de
F. 69-71° (déc.). [a]} = —57,5° 4+ 0,5° (¢ = 1,3; acideacétique 95%,); —120,0° + 0,5° (¢ = 0,9;
méthanol); —54,8° &£ 0,5 (¢ = 0,9; diméthylformamide). Rf}; = 0,6; Rf§ = 0,6; R} =0,5;
E}, = 0,7 Try; EJ, = 0,5 His (révélation par ninhydrine et chlore).

CyHyOgNgS  Calc. C53,7 H7,0 0185 N161 S 4,69
(692,8) Tr. ,, 534 , 74 ,,186 , 163 , 4,5%

N-Tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-séryl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-
prolyl-L-leucyl-glycinamide (X V). On dissout 3,96 g (5,2 mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-
L-tyrosyl-L-isoleucinate de p-nitrophényle?) et 3,46 g (5,0 mmoles) de I'hcxapeptide XIV dans
10 ml de diméthylformamide, maintient 2 j a 20°, ajoute 20 ml d'acétate d’éthyle et filtre. On lave
le précipité a deux reprise par 100 ml d’acétate d’éthyle a I’ébullition, puis par HCl 1~ et 'eau.
Aprés séchage on obtient 5,10 g (77%) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L isoleucyl-L-
glutaminyl-L-séryl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 223° (ramollissement
a 216°). Homogeéne sur couche mince. [(1]]2)2 = —08,5° 4 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 959%);
—33,2° 4+ 0,5° (¢ = 0,9; diméthylformamide).

CeyHgsO1y Ny Sy Cale. C57,5 H 65 017,0 N11,7 S$7,3%
(1316,6) Tr. ,,57.3 ,, 66 , 166 , 11,7 , 729
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Sérs-oxytocine (XVI). On dissout 3,00 g (2,28 mmoles) de nonapeptide XVI dans 2200 ml
d’ammoniac anhydre. On traite au sodium, oxyde & I'air et purifie par contre-courant comme pour
la Sér*-oxytocine (V). Aprés 400 transferts, on détermine sur des aliquotes!®) la position du sommet
principal (K = 0,45}, réunit le contenu des tubes centraux de celui-ci, évapore au vide le s-butanol
et lyophilise la solution aqueuse. Le résidu contient 175,7 mg d’azote peptidique, ce qui correspond
21,117 g (509%,) de Sér®-oxytocine. Celle-ci est homogéne 4 la chromatographie et a 1'électrophorése
sur papier aprés révélation par ninhydrine, bleu de bromophénol, chlore et ForLiN. Rfg; = 0,6;
Rf} = 0,7; Rfg = 0,6; E}, = 0,7 Try; EJ; = 0,3 His. L'hydrolysat acide {HCl 6N, 110°, 16 h)
donne les acides aminés composants dans les rapports attendus. Pour 'analyse, un échantillon est
séché 2 h & 100°.

CigHg;01, Ny S, +H,0  Cale. €505 H67 0208 N154 S64%
(998,2) Tr. , 508 , 68 , 208 , 154 , 62%

Les activités biologiques sont indiquées dans le tableau.

N-CBO-L-Alanyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (X VII). On dissout 7,20 g
(15 mmoles) de S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide®) et 6,10 g (15 mmoles) dc
N-CBO-L-alaninate de trichloro-2,4, 5-phényle!?) dans 30 ml de diméthylformamide, garde 16 h a
20°, puis ajoute 300 ml d’acétate d’éthyle. Aprés 6 h a 0° on isole par filtration le produit cristallisé,
lave par l'acétate d’éthyle, refroidit & 0° et séche. On obtient ainsi 7,06 g (69%,) de N-CBO-L-
alanyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 165°. Homogéne sur couche
mince. [a]f:,a = —94,0° + 0,5°(c = 1,4; rriéthanol); —49,5° 4+ 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide);
—41,5° 4 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%). Rfyy = 0,7; Rf§ = 0,7; Rf}, = 0,7; E?y = 0,9 Try;
E2 . = 0,7 His (révélation par ninhydrine et chlore).

CyHpOpN,S  Calc. C598 H68 0164 N123 S4,7%
(682,8) Tr. ,, 598 , 69 , 167 , 123 , 438%

L-Alanyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (XVIII). On dissout 6,15 g (9,0
mmoles) de pentapeptide XVII dans 62 ml d'une solution 4,58 de HBr dans I'acide acétique, garde
1 h & 20°, concentre & 30 ml, précipite par 1’éther, lave & I'éther et filtre. On redissout le précipité
dans le méthanol, fait passer & travers 50 ml d’'TRA-410 (cycle OH~) évapore a sec, lave le résidu
A V’éther et séche. On obtient ainsi 4,01 g (809%,) de L-alanyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-
glycinamide de F. 110° (déc.). [a]fy = —85,0° + 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%). Rff; = 0,7;
Rf} = 0,6; Rf} = 0,7; E¢, = 0,9 Try; E{ , = 0,7 His (révélation par ninhydrine et chlore}.

N-CBO-L-Glutaminyl-L-alanyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (XI1X). On
dissout 3,84 g (7,0 mmoles) de pentapeptide XVIII et 3,21 g (7,0 mmoles) d’ester XIT dans 20 ml
de diméthylformamide, garde 2 j & 20°, puis ajoute 200 ml d’acétate d’éthyle et filtre. On lave la
masse cristalline par I'acétate d’éthyle & 0°, puis par ’éther, et séche. On obtient ainsi 4,50 g (79%)
de N-CBO-L-glutaminyl-L-alanyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 192°.
Homogene sur couche mince. [a]]zjl = —50,5° + 0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamidc); —78,5° |-
0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%). Rfjy = 0,5; Rf} = 0,6; Rf}, = 0,6; Efy = 0,8 Try; EZ ; = 0,6
His (révélation par ninhydrine et chlore).

CapH,,ON;S  Calc. C57,8 H 6,7 0178 N138 $3,9%
(811,0) Tr. ,568 , 71 , 17,5 , 136 , 4,0%

L-Glutaminyl-L-alanyl-S-benzyl-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (X X). On dissout 5,67 g
(7,0 mmoles) d’hexapeptide XIX dans 60 ml d’une solution 4,58 de HBr dans I'acide acétique.
Aprés 1 h 4 20°, on concentre a 30 ml, ajoute 200 ml d'éther, filtre, lave le précipité a I'éther, le
redissout dans le méthanol, fait passer la solution obtenue & travers 50 ml A’'IRA-410 (cycle OH-),
évapore 2 sec, lave le résidu A I'éther et séche. On obtient ainsi 4,25 g (89%) de L-glutaminyl-L-
alanyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 110° (déc.). [a]ff = —83,5° +
0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%). Rfyy = 0,5; R = 0,5; Rf} = 0,6; ES, = 0,8 Try; Eg, = 0,6
His (révélation par ninhydrine et chlore).

CyiHygO,Ng8+H,0 Cale. C57,3 H7,6 0185 N161 S4,6%
(694,9) Tr. ,, 577 ,, 76 , 183 ,, 164 , 47%
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N-Tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-tyvosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-alanyl-S-benzyl-L-cystéinyl-1-
prolyl-L-leucyl-glycinamide (X X I). On dissout 4,60 g (6,0 mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-
L-tyrosyl-L-isoleucinate de p-nitrophényle?) et 4,62 g (6,0 mmoles) d’hexapeptide XX dans 15 ml
de diméthylformamide, garde 2 j & 20°, ajoute 150.ml d’acétate d’éthyle, filtre et essore. On lave
le précipité en le suspendant & deux reprises dans 50 ml de méthanol bouillant. On filtre, lave a
I’éther et séche. On obtient une premiére portion de 2,61 g de nonapeptide. Le filtrat méthanolique
est évaporé a sec et le résidu, lavé par I'acétate d’éthyle puis par le méthanol a ébullition. On
obtient ainsi encore 1,62 g, soit au total 4,23 g (549%,) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L-
isoleucyl-L-glutaminyl-L-alanyl-S-benzyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 230-
235°. Homogéne sur couche mince. (a3 = —74,0° 4+ 0,5° (¢ = 1,0; acide acétique 95%); — 35,7° +
0,5° (¢ = 1,0; diméthylformamide).

CesHgsOsNy; S, Cale. €C58,2 H66 0160 NI11,9 S7,4%
(1300,6) Tr. ,, 57,2 , 68 , 162 , 121 , 77%

Alad-oxytocine (XXI1I). On dissout 2,00 g (1,54 mmole) de nonapeptide XXI dans 1500 ml
d’ammoniac anhydre. On traite au sodium, oxyde & l’air et purifie par contre-courant comme
pour la Sérf-oxytocine (V) ci-dessus. Aprés 791 transferts, on détermine sur des aliquotes!®)
la position du sommet principal (K == 0,28}, réunit le contenu des tubes centraux de celui-ci,
évapore au vide le s-butanol et lyophilise la solution aqueuse. Le résidu contient 154,0 mg d’azote
peptidique, ce qui correspond & 964 mg (65%,) d’AlaS-oxytocine. Celle-ci est homogéne 2 la chro-
matographie et 4 1'électrophorése sur papier aprés révélation par ninhydrine, chlore, bleu de
bromophénol et ForLn. Rffy = 0,7; Rf} =0,7; Rfp =0,6; EJ, = 0,7 Try; EJ; = 0,5 His.
L’hydrolyse totale (HCl 6N, 110°, 16 h) donne les acides aminés composants dans les rapports
attendus. Pour I'analyse un échantillon est séché 2 h 2 100°.

CieHesO1 Ny S+ Y, HyO  Cale. C51,9 H68 0189 N158 S6,6%
(973,2) Tr. ,, 520 , 67 , 190 , 156 , 67%

Les activités biologiques sont indiquées dans le tableau.

SUMMARY

Ser*-oxytocin and Ala%*-oxytocin have been synthesized and found to possess
biological properties not very different from those of isotocin. Ser®-oxytocin and
Ala%-oxytocin have also been prepared and found to be almost inactive. An hy-
pothesis concerning the mode of fixation of oxytocin on its receptor is presented.
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