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14, Synthése du glutathion et de Y'oxytocine i 1’aide
d’'un nouveau groupe protecteur de la fonction thioll)

par St. Guttmann
(28 TX 65)

Pour pouvoir entreprendre la synthése de polypeptides naturels contenant de la
cystine, tels que, par exemple, la ribonucléase, l'insuline, I'oxytocine, la vasopressine
etc., ou celle d’analogues structuraux de ceux-ci, il est nécessaire de protéger non
seulement les fonctions carboxyle et amino au cours de la synthése, mais également
le groupe thiol des restes cystéine présents dans les produits intermédiaires, afin
d'éviter des réactions secondaires telles que 1'acylation ou Yoxydation. En outre, si
pluqleurs restes de cystéine sont présents simultanément, il est souvent désirable de
pouvoir libérer I'une aprés i’autre les différentes fonctions thicl, donc de disposer de
groupes protecteurs de la fonction thiol sélectivement scindables.

Le groupe protecteur de la fonction thiol qui a été le plus employé jusqu’ici est
le groupe benzyle [1]. Sa scission exige toutefois un traitement par le sodium dans
I'ammoniac liquide, qui provoque dans certains cas des réactions secondaires de scis-
sion de chaine [2]. Toute une série d’autres groupes protecteurs ont été proposés pour
la fonction thiol, tels que les groupes p-nitrobenzyle [3], tétrahydropyranyle (4],
benzylthiométhyle [5], diméthyl-2,2-thiazolidine [6], acétyle [7], benzoyle [7], #-bu-
tyle[8], triphénylméthyle [9] [10], diphénylméthyle [10] et benzyloxycarbonyle [7] [11].
La plupart de ces groupes n'ont toutefois trouvé jusqu’ici qu'un emploi trés
restreint en chimie peptidique, leur scission sélective ou leur stabilité dans les condi-
tions de synthése laissant & désirer dans la plupart des cas.

Le dernier des groupes cités ci-dessus, le groupe S-benzyloxycarbonyle {7] [11],
peut notamment étre éloigné dans des conditions trés douces par aminolyse ou saponi-
fication. Toutefois sa stabilité envers une solution de gaz bromhydrique dans 'acide
acétique, utilisée pour éloigner les groupes N-benzyloxycarbonyle au cours de la syn-
thése, étant limitée, des complications se produisent par suite de sa scission partielle
simultanée.

Afin de réduire cet inconvénient, nous avons essayé de remplacer ce groupe S-
benzyloxycarbonyle par d'autres groupes alcoxycarbonyles non scindables par 1'acide
promhydrque, Lans cetle INTention, NOUs AvVons SyNtnetise Qes aerives ae ia cysteine
dont le groupe thiol était substitué par les groupes éthyloxycarbonyle, octyloxy-
carbonyle, cyclohexyloxycarbonyle, ou phényl-2-éthyloxycarbonyle. Nous avens ce-
pendant constaté que ces groupes se transposaient trés facilement sur la fonction
amino libre de ce reste cystéine dés que celle-ci n’était plus salifiée (schéma 1). Le
mécanisme A la base de cette transposition est représenté dans le schéma 2a. Une
transposition semblable a déja été observée dansle cas dela S-acétyl-cystéinamine [12]
et est également bien connue dans celui des dérivés O-acylés de la sérine {13]. Afin de

1) Une communication préliminaire de ce travail a été présenté au 6e Symposinm curopéen sur
les peptides le 15 sept. 1963 & Atbeénes,
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Schéma 1. Transposition S —> N dans les dévivés de la S-alkyloxycarbonyle-L-cystéine

HoCys-OH — O O
pH 45 R-—O-g= 0

€BO-CL

pH 6

0 o, réaction principale
R-0-C - Cys~OH CRO-Cys-0H

o lair R'O' = 0

R-0-& - Cys-OH
R-o-g - Cys-OH

1 réaction secondaire

H-Pro—Leu-Gly-NH,
¥
CBO- Cysi—Pro—Leu- Gly-NH,

R-0~C=0
HBr /AcOH

-
HBr H-Cyz-Pro—Leu—Gly—NHz
R-0-C=0

b
CBO-Ap-ONP+EtsN

l— réacBion secondaire | réaction principale

0
R-0-E- Cys—Pro-Leu-Gly-NH, cm~&cﬁ-m—m-ay-m-|2
|ar R-0-C= 0
R-o-g—c -Pro-Leu-Gly-NH,
R—o-g—c —~Pro-Leu-Gly-NH,

Abréviations: voir Schéma 5.

Schéma 2. Transposition S N du groupe S-alcoyloxycarbonyle el absence de transposition 5> N
du groupe S-alsoylcarbamoyle
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réduire le risque d'une telle transposition S > N, il faut diminuer la susceptibilité
du groupe carbonyle attaché au soufre envers une attaque nucléophile. En remplagant
le groupe S-alcoxycarbonyle par un groupe S-carbamoyle on mieux S-alcoylcarba-
moyle, on devrait obtenir une stabilisation par résonance de la fonction carbonyle et
la rendre ainsi plus résistante 4 une attaque nucléophile par un groupe amino voisin
{schéma Zb).

Parmi le grand nombre de S-alcoylcarbamoyl-L-cystéines récemnment décrites [14]
dans la littérature, la S-éthylcarbamoyl-L-cystéine se distingue par la facilité de sa
préparation et par la grande tendance & la cristallisation de ses dérivés. Elle est ob-
tenue facilement a partir de I'isocyanate d’éthyle et du chlorhydrate de cystéine [14]
et se laisse convertir avec un rendement presque quantitatif en son dérivé N-benzyl-
oxycarbonylé (schéma 3.

Schéma 3. Synthése de la N-Carbobsnzoxy-S-éthylcarbamoyl-L-cystéine

HN-CH-COOH  C;HgN=C=0 HpN-CH-COOH  CgHgCHz0-COCL  CgHECHZOCO-NH-CH-CODH

tHa PH1 puis 6 CHy pH 75 Chy
SH ? 8
1

CoHENH-C=0 CyHENH-C=0
I

& EC
{H-Cys-OH ) { H-Cys=OH) {CBO-Cys-OH)

Schéma 4. Susceptibilité du groupe S-éthylcarbamoyle envers les principaur agents de scission des
groupes protecieurs

Température (°C) Temps (min) Scission (%)
HBr{Aciile acétique 4,5n 20 60 0
HC}jeau 1N 20 60 0
HCl/méthanol 1n 20 60 0
Acide acétiquefean 1:1 100 10 1t}
Acide trifluoracétique 70 10 0
NH,OHean 45 20 30 ~ 80
NH, lignide/méthanol 1 :1 20 120 100
NH, liquide - 30 30 ~ 80
NH, hiquide 20 120 100
NaOF/eau 1N 20 20 100
NaOCH,/méthanol 1 x 20 20 100
Na/NH, liquide - 30 3 100
NIf,NH,/'méthanol 1N 20 120 . 100

Nous avons examiné le comportement de la S-éthylcarbamoyl-L-cystéine envers
les divers agents de scission utilisés en synthése peptidique et avons résumé dans le
schéma 4 les résultats obtenus. II en ressort que le groupe S-éthylcarbamoyle est
résistant d'une maniére générale 4 I'acidolyse, ce qui permet la scission sélective d’un
trés grand nombre de groupes usuels protégeant les fonctions amino, tels que les
groupes benzyloxycarbonyle, ¢-butoxycarbonyle, trityle etc., et méme celle des groupes
trityle, &-butyle et benzyloxycarbonyle protégeant les fonctions hydroxyle. Par contre,
le groupe: S-éthylcarbamoyle est scindé relativement facilement par les agents nucléo-
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philes. Il est notamment scindé quantitativement dans des conditions relativement
douces, telles que la saponification, la méthanclyse alcaline ou 'ammonolyse. I1 est
ainsi possible de scinder sélectivemnent le groupe S-éthylcarbamoyle en laissant com-
plétement intact le groupe S-benzyle. Au cours de ces traitements, nous n’avons
observé ni réaction d’élimination avec formation de déhydroalanine, ni racémisation,

Afin de procéder A un premier examen des possibilités d'emploi de ce nouvean
groupe, nous avons d’abord synthétisé un peptide connu de structure simple, le bis-
(benzyloxycarbonyl-L-phénylalanyl)-L-cystinyl-bis-(glycinate d’éthyle} [10], selon le
chemin indiqué dans le schéma 5. La condensation de la N-CBQO-5-éthylcarbamoyl-i.-
cystéine avec le glycinate d’éthyle peut étre effectuée indifféremment par les méthodes

Schéma 5. Synthése de peptides de la cystéine
¥
CBO-Cys~0H + H-Gly-OEt
1 anhydrida mixte
ou DECT
J. ou ester actit (D
¥
CBO-Cys-Gy-0Et — e 3

b4 CBO-Cys—Gly-OEt
HBr/acide acétique

h 4

Lo,
I'Br-H-OyEEGly-EEt

a CBO-Phe-0CP

+Et3N

J CBO-Cys-6ly-0Et
EC CBO-Cys-Gly-OEt

¥

CBO-Phe-Cys~Gly-0Et
w0y

¥
CBO=Phe-Cys-Gly~0Et
CBO*Phe-%—Gy-OEt

Abréviations: CBO- = carbobenzoxy- = benzyloxycarbonyle; ~Et = éthyle; -CP = trichloro-
2,4, 5-phényle; -NP = p-nitrophényle; EC = éthylcarbamoyle; DCCI = dicyclohexyl-carbo-

diimide

a I'anhydride mirte, an dicyclohexyl-carbodiimide ou a I'ester actif sans aucune racé-
misation, comme le prouve la conversion du dipeptide obtenu IV en N,N’-di-CBO-
L-cystinyl-bis-(glycinate d'éthyle) (V) dont les propriétés sont connues dans la litté-
rature {10] et qui peut &tre obtenu directement par condensation de la di-CBO-
cystine avec le glycinate d'éthyle. Le groupe carbobenzoxy du dipeptide IV peut étre
scindé par Y'acide bromhydrique dans l'acide acétique sans que le groupe S-éthyl-
carbamoyle soit touché, et le dipeptide libre VI obtenu peut étre condensé avec un
ester actif de la carbobenzoxy-phénylalanine sans qu'il se produise de transposition
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du groupe alcoylcarbamoyle sur la fonction aminoe libre du reste cystdinyle. 11 est en-
fin possible de scinder avec un bon rendement le groupe S-alcoylcarbamoyle par éthano-
lyse sans toucher & la fonction ester du reste glycine. Aprés oxydation, on obtient
le bis-{CBO-L-phénylalanyl)-L-cystinyl-bis-(glycinate d’¢thyle) de propriétés iden-
tiques 4 celles du produit obtenu par une autre méthode selon la littérature [10].
Nous avons ensuite utilisé le groupe S-alcoylcarbamoyle pour synthétiser le gluta-
thion par une nouvelle méthode (schéma 6)}. Par condensation d’un ester actif du N-
carbobenzoxy-L-a-glutamate d'éthyle avec le S-éthylcarbamoyl-L-cystéinyl-glycinate
d’éthyle (VI} obtenu ci-dessus, nous avons préparé le tripeptide X. En procédant,

Schéma 6. Synthése du glutathion

roce li.C
CBO-GWw-0Et + HBr. H-Cys—-Gly-0Et
X Vi
EtyN
IIZC
Cys—Gly-OEt
€60-Glu—-0et
X
C
Cys-Gly-OH [Cys—Gly-OEt
CBO-Glu-0H HBr - H-Glu-0Et
X b
~Cys-Gly-0H
H-Glu-0H
xm

Abréviations voir Schéma 5,

soit d'abord 4 une saponification, qui scinde simultanément la fonction ester et le

groupe S-éthylcarbamoyle, et ensuite & la scission du groupe carbobenzoxy par traite-
ment 4 'acide bromhydrique dans 'acide acétique, soit aux mémes réactions mais
dans 'ordre inverse, nous somimnes parvenus au glutathion, la premiére de ces deux
méthodes fournissant toutefois un rendement supérieur.

Mzuz ovons anfin amnlavd nntra nanvelle méthade nonr 1a svnthése d’'un pentide
de structure plus complexe, mais déjd obtenu par toute une série d'autres méthodes
de synthése [15] [16): I'oxytocine {schéma 7). A partir du tripeptide L-prolyl-L-leucyl-
glycinamide [16] et de P'ester actif de la N-CBO-S-alcoylcarbamoyl-L-cystéine nous
avons préparé le tétrapeptide XIV. Aprés éloignement du groupe N-carbobenzoxy
de celui-ci par l'acide bromhydrique dans I'acide acétique et condensation avec un
ester actif de I’asparagine, nous sommes parvenus au pentapeptide XVI. Nous-avons
ensuite continué la synthése jusqu'a l'obtention du nonapeptide par la méthode ré-
currente, ¢'est-3-dire en éleignant chaque fois le groupe N-carbobenzoxy du peptide
obtenu par V'acide bromhydrique dans Pacide acétique et en condensant avec L'ester
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activé d'un nouvel acide aminé. Les bons rendements obtenus lors de cette synthése
illustrent tant la stabilité du groupe N-éthylcarbamoyle au traitement 4 ’acide brom-
hydrique dans I'acide acétique que sa résistance 2 la transposition 5 - N au cours des
différentes réactions de condensation. A la fin de la synthése, les deux groupes S-
éthylcarbamoyle du nonapeptide XXV ont été éloignés par séjour dans un mélange
4 parties égales d’ammoniac liquide et de méthanol. Aprés I'oxydation dans les condi-
tions habituelies, nous avons obtenu l'oxytocine avec un rendement comparable 3
celui des autres méthodes décrites jusqu'ici dans la littérature [157.

Schéma 7. Synthese de Uoxviocine

1 2 3 3 5 6 7 ) g
Cys Tyr e Glu Asp Cys Pra Ley Gy
P H NH
5 [16) 2
c
XV 2
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c
CHOTONP W akc ik _M
nsl XX
Hy c
cBO i NH,
XX
2
& -
Egﬂ %X 2
BO Hy Hy c N
XX 2
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cEo C N
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s, ey i 4
H
H 2 e NH
XXV) 2
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Abréviations; voir Schéma 5.

Ces différents exemples montrent que le groupe N-éthylcarbamoyle peut étre
utilisé avec succés pour la protection de la fonction thiol lors de la synthése de pep-
tides cornplexes et qu'il peut étre éloigné en fin de synthése par des méthodes douces.
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Partie expérimentale?)

Les ¥. sont corrigés (précision + 1°). Les séchages au vide ont été effectués sous 10-2 Torr
{16 h 4 60° pour les analyses).

Les pouvoirs rotatoires ont été mesurés sur le polarimétre automatique de PErRkIN-ELMER 141,

Les chromatographies sur papier ont été effectuées selon la méthode ascendente (20-23 c¢m)
sur papier «SCHLEICHER & SCHUELL 2040 lavé». Riy dans le mélange méthyléthylcétone/pyri-
dinefeau (65:15:20); Rf, dans le mélange alcool isoamyligue /pyridinefeau (35:35:30); Rip dans
le mélange n-butanolfacide acétiquefeau (70:10: 20} ; RI° sans scission préalable; Rf* aprés scission
du groupe CBO- par séjour de 40 min 4 20° dans une solution der HBr 4 ¥ dans Vacide acétique
glacial,

Les €lectrophoréses sur papier ont été effectudes dans Vappareil 4 ’électrophordse sous haute
tension de WiELAND & PFLEIDERER [17]: au pH 1,9 (E, ;) dans le mélange acide formique/acide
acétiquefean (15:10:75}; an pH 3,8 (E;g) dans le mélange pyridinefacide acétiquefeaun (9:1:90).
E;y = 0,8 His indique qu'a pH 1,9 la substance migre 0,8 fois la distance que migre 'histidine.
Ies exposants” et * ont Ja méme signification que pour les chromatogrammes, Les réactifs utilisés
pour la révélation des chromatogrammes et phérogrammes ont été décrits précédemment [18].

Les chromatographies sur couche mince ont été effectudes selon la méthode ascendante sur
silicagel (plaques de 1010 cm), dans trois systémes de solvants: chioroforme/méthanol (7:3) ct
(9:1), ainsi gque méthanol pur. 1.a révélation est effectuée par des vapeurs d'iode.

S-Ethylcarbamoyl-L-cystéine (). On dissout 158 g {1 mole) de chlothydrate de cystéine an-
hydre {obtenu par séchage du monohydrate 4 70° sous vide poussé pendant 16 h) dans 1500 ml
de diméthylformamide, refroidit rapidement a 0°, ajoute 78,3 g (1,1 mmole) d'isocyanate d’éthyle
fraichement distillé, maintient la solution ainsi obtenue 70 h & 20°, évapore a sec, triture le résidu
visqueux avec de l'éther, dissout dans 2000 ml d'eau, lave & I'éther, ameéne le pH de la solution
aqueuse & 6,5 et concentre sous pression réduite jusqu'a l'apparition des premiers cristaux
{1300 ml). On garde 12 h & 0°, filtre, lave &1'eau glacée, puis a l'alcool-éther et séche. L'eau-mére
est concentrée & moiti€ et gardée encore 16 h 4 0°. On lave les cristaux formés par l'alcool-éther et
séche. On obtient au total 131 g (679%;) de S-éthylcarbamoyl-L-cvstéine de F. 219° (lit. 182°) [14].

[]f = —91,1° {¢ = 0,8; acide acétique 95%); —36,6° {¢ = 1,1; HCI 6x). Riy; = 0,3; Rf} =
0,8; R[; = 0,4, Eig = 1,0 Try; Eg,s = 0 (révélation par ninhydrine et chlore).

CoHpON,5  Cale. C37,5 H63 0250 N146 S16,79
(192,2) Tr. 371 .63 248 . 143 . 164%

N-Carbobenzoxy-S-éthyvicarbamovi-L-cystéine (I1). A un mélange refroidi & 0° de 20,4 g {120
nutioles) de chloroformiate de benzyle et 200 ml de IKHCO, 1 ¥ on ajoute, en petites portions, sous
forte agitation 15,3 g (80 mmoles) de S-éthylcarbamovl-L-cystéine (I) et continue 4 agiter pendant
2h a 0° On ajoute ensuite 100 ml d’eau, lave par I'éther, acidifie la phase aqueuse par H; S0, 1x,
extrait le précipité huileux par 1'éther, séche sur Na,30,, évapore 4 sec, redissout le résidu cris-
tallin dans 100 m] d’acétate d'éthvle bouillant et ajoute sous forte agitation 500 ml d'éther dc
pétrote. On obtient un précipité cristallin qui, aprés lavage & 1'éther de pétrole et séchage, donne

26,0 g (99%) de N-carbobenzoxy-S-éthylcarbamoyl-L-cystéine de F. 121°. [x)f} = —25,3° (¢ =
1.5 dans acide acétique 95%); — 63,9° (¢ = 1,4 dans diméthyliormamide}. Rfy; = 6,2; Ri} = 0.4;
el . oA Anm i A e

. L . P v
AP TT M s Aepg T Mo s Sef g W Ra s Latilauas P L) MO LG selus

CeH 05N, S Calc. C 51,5 H56 02435 N86 $98% Equiv.: 326
(326,4) Tr. ., 5L8 ,, 58 ,, 242 , 84 ,, 10,19 . 331

N-Carbobenzoxv-S-éthvlcarbamoyl-L-cysiéinate de trichloro-2, 4, 5-phénvle {111}, On dissout 16,3 g
{50 mmoles) de N-carbobenzoxy-S-éthylcarbamoyi-L-cystéine (I1) et 12,5 g (60 mmoles) de tri-
chloro-2, 4, 5-phénol dans 250 ml d'acétonitrile, refroidit & —10°, ajoute 10,3 g (50 mmoles) de
dicyclohexyl-carbodiimide ct agite & 3h 4 20°. La plus grande partie du produit cristallise en méme

!} La partie expérimentale a été réalisée avec l'assistance technique de Mlle GINETTE STEIBLEN.
Les microanalyses ont été effectudes dans notre laboratoire microanalytique (Dr. W, ScHONI-
GER), les spectres UV., dans notre laborateire spectroscopique (Dr. K, FREI).
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temps que la dicyclohexylurée formée. On filtre, lave le précipité plusieurs fois par la pyridine et
évapore 3 sec les filtrats réunis. Le résidu cristallin est lavé par 1'éther jusqu’a élimination totale
de la pyridine, puis recristallisé dans de I'éthanol contenant 2%, d'acide acétique. On obtient ainsi
22,5 g (89%) de N-carbobenzoxy-S-éthylcarbamoyl-L-cystéinate de trichloro-2,4,5-phényle de
F. 160°. [l:\:]*"D1 = ~394° (¢ = 1,0; acide acétique 959,); —37,6° (¢ = 1,1; diméthylformamide}.
Ry = 0,5; Rfy = 0,96; Rfp = 0,8; Efg = 1,0 Try; Ejg = 0,4 Try (révélation par ninhydrine
et chlore).
CpoH N, O,CL,S  Cale. C47,5 H38 0158 NS55 Cl210 56,3%
(505,8) Tr. ,, 48,0 , 40 , 157 ,55 ,, 2,0 ,, 64%

N-Carbobenzoxy-S-dihylcarbamoyl-L-cystéinyl-glycinate d'éthyle (I'V). a) Par condensalion a
Pester actif: On dissout 5,05 g {10 mmoles) de N-carbobenzoxy-5-éthylcarbamoyl-L-cystéinate de
trichloro-2, 4, 5-phényle {II1} dans 25 ml de diméthylformamide, ajoute successivement 1,51 g
(11 mmoles} de chlorhydrate de glycinate d'éthyle et 1,4 ml {10 mmoles) de triéthylamine, laisse
16 h & 25°, concentre 4 10 ml, ajoute 100 ml d’acétate d'éthyle, lave successivement par KHCO,
1w, HO et H,S0, 1w, séche sur Na,50,, évapore a sec et recristallise le résidu huileux dans un
mélange acétate d'éthyleféther de pétrole. On obtient ainsi 3,76 g (91%) de N-carbobenzoxy-S-
éthylcarbamoyl-Lcystéinyl-glycinate d’éthyle de F. 115-116°. [a] = —43,5° (¢ == 0,9; dimé-
thylformamide). Rfy, = 0,7; Rf} = 0,8; Rip = 0,7; E{g = 1,2 Try; Ejg = 1,1 His (révélation
par pinhydrine et chlore).

CaHysOgNyS  Cale. €526 HeE1 0233 N102 S78%
(411,5) Tr, ,, 527 .61 ,235 , 101 , 7,9%

b) Par condensation aw dicyclohexyl-carbodiimide: On dissout 3,26 g (10 mmoles) de N-carbo-
benzoxy-S-éthylcarbamoyl-L-cystéine {II) dans 50 ml d’acétonitrile, refroiditd — 10°, ajoutel,51g
{10 mmoles) de chlorhydrate de glycinate d'éthyle et 1,4 ml {10 mmoles) de triéthylamine disscus
dans 15 ml de chlorurc de méthyléne, puis 2,06 g de dicyclohexyl-carbodiimide, agite 16 h & 25°,
filtre et évapore & sec. Aprés les purifications décrites sous a) et recristallisation, on obtient 2,87 g
{70%,) d'ester dipeptidique ayant les propriétés mentionnées sous a).

c) Par condensation ¢ Uanhydride mizte: On dissout 3,26 g {10 mmoles) de N-carbobenzoxy-S-
éthylcarbamoyl-L-cystéine dans 50 ml de chloroforme, ajoute 1,4 ml (10 mmoles) de triéthyl-
amine, refroidit & — 5°, ajoute 1,0 ml {10 mmoles) de chloroformiate d’éthyle, puis, aprés 10 min,
1,12 g de glycinate d'éthyle, agite 4 h & 25° puis purifie comme décrit sous a). On obtient 1,62 g
(409%) d'ester dipeptidique ayant les mémes propriétés que les produits obtenus sous a) et b).

N, N'-Di-C BO-L-cystinyl-bis-{glycinate d'éthyle) (V). On dissout 2,05 g (5,0 mmoles) d'ester
dipeptidique IV dans 40 ml d’éthancl absolu, ajoute, sous atmosphére d’azote, 11 ml &’éthanolate
de Na 0,5, agite 20 min a 25°% ajoute 0,6 ml (10 mmeoles) d’acide acétique glacial, puis une solu-
tion d'iode 0,1 N jusqu’a virage an jaune (39 ml). Il se forme un précipité abondant. On filtre, lave
4 I'ean et séche (850 mg). On concentre le filtrat & 10 ml, extrait au chloroforme, lave la solution
chloroformique par KHCO; 1n, HyO et H 80, 1N, séche et évapore & sec (470 mg). On réunit le
résidu au précipité obtenu plus haut et recristallise dans chloroforme-éther. On obtient ainsi 1,15 g
(71¢9,) de N, N'-di-carbobenzoxy-L-cystinyl-bis-(glycinate d’éthyle) de F. 167° (Lit. 167-168° [10]),
(21 = —139,7° (¢ = 0,9; diméthylformamide) (Lit.; —141,6° [10]}. Rfyy = 0,5; Rf} = 0,6;
Ri% = 0.2; E¥, = 1.2 Glu: E?, = 1.2 His (révélation nar ninhvdrine et chinrel

CogHagOpoN,S; Calc. €531 H 56 0236 NB83 593%
(678,8) Tr. , 527 ,, 58 , 239 , 87 , 94%

Si U'oxydation est effectude dans un mélange méthanoljean 1:1 4 pH 8,0 par un courant
d'oxygéne & la place de l'iode, on obtient le méme produit avec un rendement de 729%,. Si 'oxyda-
tion est effectnée par du ferricyanure de potassinm dans un milien méthanolfeau 2:1, le dipeptide
obtenu est moins pur et le rendement tombe 4 62%,

S-Ethylcarbamoyl-L-cystéinyl-glycinale d’éthyle - HBy (V1) On dissont 10,0 g (25 mmoles)
d’ester dipeptidique IV dans 50 ml d'acide acétique, ajoute 100 m! d'une solution 4N de gaz brom-
hydrique dans l'acide acétique, laisse 1 h & 20°, évapore & sec, lave le résidu par I'éther, filtre, dis-
sout dans 50 ml de méthanol, ajoute de I'éther jusqu’a léger trouble et laisse cristailiser 4 0°, Aprés
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filiratisn, lavage & 'éther et séchage, on obtient 7,41 g (82%,) de bromhyvdrate de S-éthylcarba-
moyl-. cystéinyl-glycinate d’éthyle de F. 198° [o]f = +12,6° (¢ = 0,9; diméthylformamide);
+3,5" (s = 0,9; acide acétique 95%); +11,6° (c — 1,0; méthanol). Riy == 0,7; Ri} = 0,8; Rip =
0,5 =g = 1,3 Try; Eg,s = 1,0 His ({révélation par ninhydrine et chlore).

CyoH O, N BrS  Calc. € 33,6 H 56 0179 XN11,7 Br223 589%
(358,3) Tr. ,, 339 ., 60 , 177 , 114 , 226 , 90%

N-Carbobenzsoxy-L-phénylalanyl-S-éthylcarbamoyl-L-cystéinyl-glycinate d’éthyle (VII). On dis-
sout 1,50 g (5 mmoles) de bromhydrate d’ester dipeptidique VIet 2,40 g (5,0 mmoles) de N-carbo-
benzoxy-L-phénylalaninate de trichloro-2,4, 5-phényle [19] dans 10 ml de diméthylformamide,
ajoutc 11,7 ml de triéthylamine, filtre, garde la solution 16 h 4 25°, ajoute 100 ml d’acétate d’é-
thyle, lave par KHCO, 1w, HyO et H,80, 1w, séche et évapore & sec. On dissout le résidu dans
10 il d'acétate d'éthyle, ajoute de I'éther jusqu'a l'apparition d'un trouble et garde 4 0°, 11 se
produit une prise en masse gélatineuse. On filtre, lave & I'éther, séche et obtient 2,21 g (78%) de
N-carliobenzoxy-L-phénylalanyl-S-éthylcarbamoyl-r-cystéinyi-glycinate d’éthyle de F, 1187 (in-
stantuné: 122°9). [2]¥ = —47,7° (¢ = 1.1, diméthylformamide). Ry = 1,0; Rf} = 0,9; Rip =
0.7, Ej“g = 0,9 Try; E;,B = 0,8 His (révélation par ninhydrine et chlore}.

CpHoN,0,5 (558,7) Cale. C581 H61 N100 0201 §57%
Tr. ., 581 ,61 , 99 , 202 ,56%

Bis-(N-Carbobenzoxy-L-phénvialanyl)-L-cystinyl-bis-(glycinate d'éthyle) (VIIl}. On suspend
1,11 g {2,0 mmoles) d’ester tripeptidique VII dans 16 ml d’éthanol et y fait barboter un courant
d’azote. La dissolution n'est pas compléte. On y ajoute 4,4 ml d’éthanolate de Na 0,5~ et obtient
unc sotution parfaite, qu’on laisse reposer 1 h 4 25°. On ajoute 0,2 ml (3,3 mmoles) d'acide acétique
glacial, puis une solution d'iode 0,1 ¥ jusqu’a virage au jaune (21 ml). 1l se forme un précipité légére-
ment coloré. On ajoute 20 ml d’eau, filtre, lave le précipité A I'eau et essore. Aprés deux recristalli-
sations dans 1'éthanol on obtient 450 mg (94%) de bis-{carbobenzoxy-L-phénylalanyl)-L-cystinyl-
bis-(glycinate d’éthyie} de ¥. 215° (avec ramollissement i 212°) (Lit:. 213-215° [10]). [e}¥ =
-83,0° (6 = 3,0; diméthylformamide) (Lit.: —82,8° [10]). Rfy = 0,6; Rfj = 0,7; Rip = 0,5,
E{y — 1,0 Try; Ejg = 0,5 His (révélation par ninhydrine et chlote).

Cuallg0N,S, Cale. €593 H58 0197 N8§6 $6,6%
{973,1) Tr. ,.599 , 58 ,,199% , 8.6 . 65%

Synthése du glutathion

N-Gavbobenzoxy-y-(O-trichioro-2, 4,5-phényl)-L-ghiamalte {'éthyle (I1X). On dissout 150 g
(30 mmoles) N-carbobenzoxy-L-g-glutamate d'éthvle [20] et 14,0 g (70 mmoles) de trichloro-2,4, 5-
phénol dans 200 ml d’acétate d’éthyle, refroidit & —10°, ajoute 10,3 g (50 mmoles) de dicyclo-
hexyl-carbodiimide, laisse 3 h & 20°, filtre, évapore le filtrat & sec et recristallise le résidu dans
100 mi d’éthancl. On obtient ainsi 15,1 g (62%,) de N-carbobenzoxy-y-{O-trichloro-2,4, 5-phényl)-
L-glutamate d’éthyle de F. 82°. [¢]f = —21,5° (¢ = 1,2; diméthylformamide); —13,4° {¢ = 0,9;
acide acétigque 95%); —23,4° {¢ = 1,4; méthanol}.

CH,, O NCl, Cale. C51,6 H4,1 196 NZ29 C1214%
(488,8) Tr. ,, 520 , 41 195 80 ., L1,0%

N-Carbobenzoxy-L-glutamyl-a- (O-éthyl)-p-(S-éthyloarbamoyl-L-cystéinyl-glycinate  d'éthyle) (X).
On dissout 7,16 g (20 mmoles) de bromhydrate d’ester dipeptidique VI et 9,76 g {20 mmoles)
d'ester actif 1X dans 20 ml de diméthylformamide, ajoute 4,2 ml {30 mmoles) de triéthylamine,
agite 16 h & 25°, ajoute 200 ml d’acétate d'éthyle, lave par KHCO, 1N, H,O et H;S0, 1N, séche
sur NagS0,, filtre et concentre & 100 ml. Des cristaux commencent & se former. On ajoute 150 ml
d’éther, filtre, lave la masse cristalline par 100 ml! d'acétate d'éthyle A ébullition et séche, On
obtient une premiére fraction de 7,20 g de tripeptide. Des eaux-méres gardées 4 0°, une seconds
portinnde 1,72 g de méme produit cristallise. On ohtient ainsi 8,92 g (78%,) de N-carbobenzoxy-L-
glutamyl-a-(0-6thyi)-p-{S-éthylcarbamoyl-L-cystéinyl-glycinate d’éthyle) de T. 152° [«]ff =
—38,5° (5 = 0,9; diméthylformamide}; —29,1° {¢ = 0,9; acide acétique 95%); —34,4° (¢ = 0.9;
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méthanol). Rfy = 0.8; Rf = 0,9; Rfp = 0,7; E]g = 1,0 Try; Ej, = 0,7 His (révélation par
ninhydrine et chlore).
CpsHyOpN, 8  Calc. C528 H64 0253 N 99 856%
(568,6) Tr. ,, 526 , 66 , 251 , 102 ., 57%

N-Carbobenzoxy-y-L-glutamyl-L-cysiginyl-giycine (X I). On fait barboter pendant 30 min daus
25 ml de méthanol de I’azote désoxygéné par passage dans une solution de pyrogallol, puis y dissout
5,68 g (10 mmoles) d’ester tripeptidique X, ajoute 9 ml de NaOH 4N, laisse reposer 1 h & 20,
ajoute 10 ml de H,S0, 4w, puis 30 m] d'eaun et concentre & 30 ml. La cristallisation commencdic
pendant la concentration est complétée par un séjour de 16 h & 0°, On {iltre, lave & 'ean et séch..
On obtient ainsi 3,26 g (749%) de N-carbobenzoxy-y-L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine de F. 176,
[a]# = —18,8° {c = 1,1; diméthylformamide); —13,2° {¢ = 1,0; acide acétique 95%). Rf;[ =0,1;
Rfj = 0.2; Rfp = 0,2; EJy = 0,8 Try; Egy = 0,5Glu {révélation par ninhydrine, chlore et nitro-
prussiate).

CigHpgOgN,S  Cale. C490 H52 0290 N95 573% Equiv.: 221
(441,5) Tr. , 491 ,, 53 , 289 ,,94 , 73% 215

L-Glutamyl-a-{O-éthyl)-y-(L-cystéinyl-glycinate d’éthyle) - HBr (XII). On dissout 4,0 g (7.0
mmoles) d’ester tripeptidique X dans 25 ml d'acide acétique, ajoute 50 ml d’une solution 4 ¥ de gaz
bromhydrique dans 1'acide acétique, laisse 1 h & 25°, concentre, précipite  I'éther, lave et séche. On
obtient 3,45 g (96%) de bromhydrate de L-glutamyl-a-(O-éthyl)-y-(L-cystéinyl-glycine) de F. 70
74° (déc.). [a]f = ~25,9° (¢ = 1,1; diméthylformamide); —11,8° (¢ = 1.0, acide acétique 95%);
—12,5% (¢ = 1,1; méthancl). Ry = 0,7; Rfy = 0,7; Rfp = 0,7; E{g = 0,7 Try; Ej; = 0,7 His
{révélation par ninhydrine et chlore).

CyyHyy O,NBrS Cale. C396 H61 021,7 N109 Bri55 56,29
{515,4) Tr. ,,399 , 60 21,7 ,, 109 , 154 ,, 64%

y-L-Glutamyl-L-cystéinyl-glycine(=gluialhion) (X 111). - a) On dissout 1,00 g (2,3 mmoles) de tri-
peptide XI dans 44 ml d’une solution 4N de gaz bromhydrique dansI'acide acétique, laisse reposer
1h&25° évapore a sec, triture dans’éther, filtre, lave 4 I’acétate d'éthyle et séche. On obtient 1,12¢
de glutathion (contenant 1,5 équiv. de HBr; [oc]f)2 = —15,0° [¢ = 0,7; H,0]) que I'on dissout dans
50 ml d"H,O dégazée et fait passer sur une colonne de 15 ml d'TRA-410 (acétate). On évapore 4 sec,
redissout le résidu huileux dans 10 ml d’ean et lyophilise. On lave par éthanolfean (8:2), puis par
I'éthanol et séche. On obtient ainsi 560 mg (789%,) de glutathion (contenant 1/, molécule d'éthanoi
de F. 190° (déc.). [a}fy = —21,9° (¢ = 2,0; eau) [pour Ie glutathion isolé de source naturelle [21 ,
il est indiqué F. 195°; (o]l — —21,0°; (eau)]. Riy — 0,14; Rf} = 0,21; Rfp — 0,25; Ef 4 = 0,91

Try; E;B = (),49 (révélation par ninhydrine, chlore, nitroprussiate et FoLIN; homogéne). Ces vau-
lenrs sont identiques A celles du glutathion de source commerciale?).
Ciol70gN,5,1/2CH,O0H  Cale. C40,0 HH60 0314 N128 S$97 éthoxyle 6,87
(329,8) Tr. ,,400 ., 54 ., 311 ,, 128 , 92 éthoxyle6,1%
Calc. Equiv. acide 165; équiv. basique 330.
Tr. Equiv. acide 162; équiv. basique 320.

b) On dissout 1,03 g (2,0 mmoles) d’ester tripeptidique XII dans 10 ml de méthanol dégasd
par un courant d'azote «désoxygéné s (voir sous XI), aioute 6.5 ml de LIOH 1 5. maintient 1 h & 207
sous atmosphére d’azote, ajoute 0,8 ml d'acide acétique glacial, filtre et évapore a sec. Il faunt
recristalliser 5 fois dans éthanol/eau pour obtenir 162 mg (25%) de produit présentant les mémes
propriétés que celui obtenu par la méthode a).

Syntheése de 1’oxytocine
N-Carbobenzoxy-S-éthyicarbamoyl-v-cystéinyl-L-prolyl-1.-leucyl-glycinamide (XTV). On dissoul
11.4 g (40 mmoles} de L-prolyl-L-leucyl-glycinamide [16] dans 50 ml de diméthyliormamide en
chauffant & 60°, puis refroidit & 35° et ajoute rapidement sous forte agitation 20,2 g (40 mmeoles!
de N-carbobenzoxy-S-éthylcarbamovl-L-cystéinate de trichloro.2,4, 5-phényle (II1) et agite 12 1

8} FLuka S.A., Buchs.
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a 267, 1! se produit une prise en masse totale. Un ajoute 200 ml d'éther, {iltre, lave 4 I'éther et
séche. On obtient 22,6 g {93%,) de N-carbobenzoxy-S-éthylcarbamoyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-
leucyl-giycinamide de F. 204°, [a1f} = ~80,4° {¢ = 2,0; acide acétique 93%): —66,5° (¢ ~ 1,9;
diméthyHormamide). Riy = 0,6; Rfy = 0.7; Rip = 0,7:Ejg = 0,9 Try; Ef g = 0,7 His {révéla-
tion par ninhydrine et chlore).
CyHpO, NS Cale. €347 H8 0189 N142 §549%
(592,7) Tr. ,, 546 , 70 ,,192 144 , 55%

N-Carbobenzoxy-L-asparaginvi-S-éthylearbamoyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-lewcvi-glyctuamide (X VI,
On dissout 29,6 g (50 mmoles) d'amide tétrapeptidique XIV dans 300 ml d'une solution 4,5x de
gaz bromhydrique dans Vacide acétique, agite 1 h & 25°, concentre 2 100 ml et verse la solution
ainsi olitenue dans 1000 ml d'éther. On filtre, lave le précipité & 1'éther et séche. On obtient 27,0 g
{50 nunwoles) de bromhydrale de S-éthylcarbamoyl-L-cystéinvi-v-prolyl-v-leucyl-glvcinamide (X V)
(F. 1767; [a]3# = —66,6%; ¢ = 1,0; diméthylformamide), qu'on suspend dans 150 ml de diméthyi-
formamide; on ajoute 27,0 g {67 mmoles} de N-carbobenzoxy-L-asparaginate de trichlore-2,4, 5-
phényvle [22], dissouns dans 150 m] de dioxanne, et 7,7 m] (55 mmoles} de triéthylamine. On obtient
une solution presque totale. Aprés 12 h d'agitation 4 20°, il se produnit une prise en masse. On ajoute
500 ml d’acétate d’éthyle, filtre, lave le résidu successivement par acétate d’éthyleféther, méthanaol
& éhullition et éther de pétrole, et séche. On obtient 28,3 g (81%) de N-carbobenzoxy-L-asparagi-
nvl-S-éthylcarbamoyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 228°, [oiff =~ —68,9° (¢ =
0,7; acide acétique 95%); —39.8° [¢ = 0,9; diméthylformamide). Ri§; = 0,3; Ril= 0,6; Ris—
0,3; Tf 5 = 0,8 Try; Eg,g = 0,7 His {révélation par ninhydrine et chlore}.

CyHyOpNgS  Cale. €527 HO6 0204 XN 159 54,53%

{706,8) Tr. ,, 327 .69 , 202 ., 152 ,, 459
N-Carbobenzoxy-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S- éthylcarbamayl-L-cystéinyl-L-prolvl-L-leucyl-gly-
cingmide (XVIII). On dissout 28,2 g (40 mmoles) d'amide pentapeptidique XVI dans 280 ml
d’une solution 4,5~ de gaz bromhydrigue dans I'acide acétique, laisse reposer 1 h & 25°, concentre
4100 ml, ajoute 500 mi d’éther, filire, lave 3 1’éther, redissout le précipité dans 100 ml de méthanol,
précipite i 1'éther, filtre, lave et séche. On obtient 26,4 g {40 mmoles) de dibromhvdrats de L-aspa-
raginyi-S-éthylcarbamoyl-L-cysiéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide (X VI I) (F. 188°; [0} = - 45,7°;
¢ = 1,1; diméthylformamide), qu'on dissout dans 300 ml de méthanol; on traite la solution obte-
nue par IRA-410 (cycle acétate), {iltre, évapore & sec, triture le résidu dans I'éther de pétrole,
filtre, redissout dans 120 mi de diméthylformamide, ajoute 20,8 g (46 mmoles) de N-carbobenzoxy-
t-ghitaminate de trichloro-2,4, 5-phényle 19], agite 16 h 4 20°, verse la solution obtenue dans
500 ml d’éther, filtre, lave & 'éther et séche. On suspend le produit ainsi obtenu dans 200 ml d'acé-
tate «'éthyle, porte i ébullition, refroidit et filtre. Aprés un deuxitme lavage i l'acétate d'éthyle
bouillant et séchage, on obtient 27,1 g (829%,) <e N-carbobenzoxy-rL-glutaminyl-L-asparaginyl-§-
éthyicarbamoyl-L-cystéinyl-L-prolvl-L-leucyl-glycinamide de F. 211°. [o]ff = —~76,7° (¢ = 1,2;
acide acétique 93%,); ~ 56,2° {¢ = 0,9; diméthvlformamide); —77,4° (¢ = 0,9; méthanol), Rf;1 =
0,2; Rfi: 0,3; R[‘;, = (,3; Eig = 0,7 Try; E;,s = 0,6 His (révélation par ninhvdrine et chlore).

CagHpO NS Cale. C51,8 H63 0211 N168 S 3,89

(835,0} Tr. .. 519 ,,68 , 208 , 165 ,, 3.6%

N-Carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-aspavaginvi-S-éthylcarbamovl-vL-cystéinvi-L-prolyl-L-
levey!-glycinamide (X X}, On disscut 9,19 g (11 mmoles) d’amide hexapeptighque X v 111 dans 200 ml
d’une solution 4,5 de gaz bromhydrique dans I'acide acétique, laisse reposer 1 h & 23°, concentre
4 100 ml, précipite 4 l'éther, {iltre, lave & 1"éther ot séche, On obtient ainsi 8,64 g (10 mrnoles) de
dibraiihydrate de L-ghitaminyl-L-asparaginyl-S-éthylcarbamoyl-L-cyvstéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycin-
amide (XI1X) (F. 192°; [a]F = —41,8°;¢ = 1,1; diméthylformamide), que 'on dissout dans 200 ml
dc méthanol contenant 10 ml de diméthylformamide; on traite par 80 ml de IRA-410 (cycle
avétate}, évapore le méthanol & 20°, précipite l'acétate de 'hexapeptide par 1'éther, filtre rapide-
ment, suspend dans 30 ml de diméthylormamide, ajoute 5,2 g (13 mmoles) de N-carbobenzoxy-L-
isnicucinate de p-nitrophényle [15] et agite 16 h & 20°. On ajoute a la masse gélatineuse de l'acétate
d'éthyle, filtre, resuspend 2 plusieurs reprises dans de 1'acétate d’'éthyle bouillant, filtre ct séche.
G obtient ainsi 7,31 g {76%,) de N-carbobenzox) -L-isolencyi-L-glotaminyl-L-asparaginyl-S-
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éthylcarbamoyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 229°. [a}f = ~77,0° (¢ = 1,0;
acide acétique 95%); —40,0° (c = 1,0; diméthylformamide). Rfy =0,5; Rf} = 0,6; Rfp=0,2;
Efg —0.7: Egg = 0,7 His (révélation par ninhydrine et chlore).

CieHayOpp NS Cale.C53,2 H69 020,2 N163 5349
948,1) Tr. . 532 , 73 , 203 ., 161 ,, 35%

0, N-Di-carbobenzoxy-L-tyrosyl-L-isoleucyi-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-éthylcarbamoyl-L- cysté-
inyl-L-prolyl-L-levcyl-glycinamide (XX II), A une soluticn de 6,63 g (7,0 mmoles) d’amide hepta-
peptidique XX dans 100 ml d’acide acétique anhydre on ajoute 200 ml d’une solution 4,5~ de gaz
bromhydrique dans I'acide acétique. Aprés 1 h on concentre & 50 ml, précipite A 1'éther, filtre et
séche. Le bromhydvate de I'amide hepiapeptidigue XX T obtenu (F. 192°; [u]¥ — . 24,2°) est dissous
dans 100 ml de méthanol contenant 10 ml de diméthyliormamide; on traite par 30 ml de IRA-410
(cycle acétate), filtre, évapore & sec, suspend dans 100 ml de diméthylformamide, ajoute 6,29 g
{10 mmoles} de O, N-di-carbobenzoxy-L-tyrosinate de trichloro-2,4, 5-phényle [19] et agite pendant
72 h. On concentre la suspension obtenne 3 5¢ ml, ajoute 250 ml d’acétate d’éthyle, filtre, lave &
plusieurs reprises par 'acétate d’éthyle A ébullition et séche. On obtient ainsi 7,21 g (81%,) dc
O, N-di-carbobenzoxy-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-éthylcarbamoyl-L-cys-
téinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 236° [«]f = —66,8° (¢ = 0,7; acide acétique 95%,);
—-41,5° (¢ == 1,1; diméthyl{formamide}. L.oge = 2,05 & 286 nm (pas de maximum). Rf;[= 0,6;
Rfy = 0.7; Rfy = 0,6; E?.g =0,5Try; Esa,8 = 0,5 His (révélation par FoLIN, ninhydrine et chlore).

CpoHggOyN 2S5 Cale. C 56,9 H6,5 0205 N135 S26%
(1245,42) Tr. ,, 55 ,,69 , 203 ,, 131 ., 28%

L- Tyrosyl-L-isoleucyl-L-glulaminyl-L-asparaginyi-S-dthylcarbamoyl-L-cystdinyl-L-prolyl-L-leucyl-
glycinamide (XX 111}, On dissout 3,75 g (3,0 mmoles} d’amide octapeptidique XXII dans 70 m!
d’une solution 4,5¥ de gaz bromhydrique dans l'acide acétique anhydre, laisse 30 min 4 20°, con-
centre & moitié du volume, ajoute 100 ml d’'éther, filtre, lave & 'acétate d'éthyle et séche (3,9 g).
On redissout dans 90 ml de méthanol contenant 10 ml de diméthylformamide, traite par 20 ml|
A’ IRA-410 (base libre), filtre, évapore A sec, triture dans I'éther ¢t séche. On obtient ainst 2,45 g
(869,) de L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-éthylcarbamoyl-L-cystéinyl-L-prolyl-
L-leucyl-glycinamide de F. 2257 (déc.). [a:]%,* = —69,2° (¢ = 1,1; acide acétique 95%,}; —58,6°
(¢ = 0,9; diméthyormamide). Loge — 3,22 4 286 nm. Riy = 0,6; Rfy = 0,7; Rff = 0,4; Ejy =
0,6 Try; ES s,s = 0,5 His {révélation par ninhydrine, chlore et FoLin).

CyyHogONyoS Cale. €529 H70 0196 N17,2 § 3,39
(977,1) Tr. ., 528 , 7,2 , 192 , 17,0 ,, 3,29

N-Carbobenzoxy-S-dthylcarbamoyl-L-cysiéinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-L-glulaminyl-L-asparaginyl-
S-éihylcarbamoyl-L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyi-glycinamide (X X IV). On suspend 2,35 g (2,4 mmoles)
d’amide octapeptidique XXIII et 1,50 g (3,0 mmoles) de N-carbobenzoxy-8-éthylcarbamoyl-L-
cystéinate de trichloro-2, 4, 5-phényle (111} dans 10 ml de diméthylformamide. La dissclution n'est
que partielle. On agite pendant 72 h & 25°. 11 se produit une prise en masse gélatinense. On ajoute
100 ml d'acétate d'éthyle, filtre, suspend le résidu dans 50 ml de méthanol bouillant, filtre, répéte
encore une fois cette opération et séche. On obtient ainsi 2,02 g (70%,) de N-carbobenzoxy-5-éthyl-
carbamey] L- cystémyl L-tyrosyl-l.—:soleucyl L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-éthylcarbamayl-L- cys-
COlny L PIULY IS LAIC UL Y By CILALIUG U6 . &37—&4Y Lmjb' = — oV (¢ = 4,1; dimethyltormanude)}.
Loge = 3,20 3 286 nm. Riy = 0,7; Ri} = 0,8; Rfp— 0,4 EJy= 0,6 Try; Ef g = 0,5 His (révéla-
tion par ninhydrine, chlore et FoLin).

CypHggOreNpeS;  Cale. €533 H66 0199 N152 §50%
(1285,5) Tr. . 532 ,, 69 , 198 , 151 ,, 51%

S-Ethylcarbamoyi-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L-isolencyi-1-glutaminyl-L-asparaginyl-S-dthylcarbamoyi-
L-cystéinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide-3 HBy (XXV). On dissout 1,28 g (1,0 mmole) d’amide
nonapeptidique X XIV dans 10 ml d'acide acétique, ajoute 20 ml d'une solution 4,5n de gaz brom-
hydrique dans l'acide acétique, laisse reposer 30 min 4 25°, concentre 4 20 ml, précipite & 1'éther,
filtre, lave A 'acétate d’éthyle et séche. On cobtient 1,40 g (989,) de tribromhydrate de S-<€thyl-
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carbamoyl-L-cystéinyl-L-tyrosyl-L-isolencyl-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-éthylcarbamoyl-L-cys-
téinyl-L-prolyl-L-leucyl-glycinamide de F. 90° (déc.). [«]f = 34,6° (¢ = 1,0; diméthylformamide).
Loge = 3,19 4 285,5 nm. Rijy = 0,5; Ri} = 0,6; E;’,g = 0,5 Try; Eg,s = 0,4 His (révélation par
ninhydrine, chlore et FoLin).

CyoHp504aNy,Sp, 3HBr, H,0  Calc. C41,7 H59 0170 N139 Brl170 $4.5%
(1412,15) Tr. ,, 41,9 ,, 63 , 174 ,, 139 . 173 . 43Y%

Ozxyiocine (XX VI). On dissout 500 mg (0,35 mmole) de bromhydrate de nonapeptide XXV &
- 300° dans 50 ml d’ammoniac anhydre contenant 5 mt de méthanol anhydre, garde la solution
ainsi obtenue dans unec bouteille & pression 16 h 4 25°. On refroidit & - 30°, évapore & sec, séche
le résidu au vide poussé, reprend dans 5 ml de méthanol contenant 0,6 ml d’acide acétique, dilue
4 400 ml avec de i'ean distillée (pH obtenu: 4,5), ajuste le pH 4 7,5, oxyde avec un courant d’air
jusqu’a réaction négative an nitroprussiate, rameéne le pH 4 4,5 et filtre, On obtient ainsi une solu-
tion dent l'activité oxytocique totale mesurée sur la pression sanguine du Coq#) est 102000 UI
50it 293 Ul{mg. Cette solution est concentrée a 200 ml, puis dessalée [23] sur une colonne de IRC-
50-XE-64 et lyophilisée. Le résidu est purifié par contre-courant dans le systéme sec.-butanolfeanf
acide acétique (120:160:1). Aprés 480 transferts, on réunit le contenu des tubes centraux du pic
principal (¥ = 0,38}, évapore le sec.-butancl sous pression réduite & 20°, lyophilise la solution
#queuse et séche le résidu sur KOH et P,O; & 102 Torr. On obtient ainsi 109 mg (31%,) d’oxytocine
de F. 241° (avec ramollissement 4 170°). L'activité oxytocique, mesurée par la baisse de pression

sanguine du Cog4), est de 510 -+ 23 - Uljmg. [)% = ~17° {¢ = 0,5; acide acétique 1 n}. ngl =
0,64; Rfy = 0,71; Rfp = 0,50; Efg= 0,64 Try; Rigy = 1,65 Try (révélation par ninhydrine,
chlore et ForLin).

CiaHggOp NS, Cale. C51,3 H66 0191 N167 S64%
(1007,2) Tr. ,, 50,9 , 67 , 193 , 167 , 67%

SUMMARY

New syntheses of glutathion and oxytocin are described, in which an ethylcarba-
moyl (C;Hi~NH-CO-) group has been used for the protection of the thiol fonction of
cysteine. This new protecting group is stable under acidic and neutral conditions,
but is readily cleaved by basic reagents. Neither desulfuration nor racemisation have

been observed. , . .
TLaboratoires de chimie pharmaceutique

Sanpoz S.A., Bile
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15, Réactions entre les composés trivalents du phosphore et les
dérivés a-halogénés de la triméthyl-2, 4, 6-acétophénone

par R. F. Hudson et G. Salvadori
(28 IX 63)

Les réactions des cétones z-halogénées avec les phosphines et les phosphites sont
extrémement complexes [1] et conduisent & des produits différents selon la nature des
réactifs mis en jeu. Les principaux produits que I'on peut ainsi obtenir sont représen-
tés dans les réactions suivantes: )

+
(1) , PhyPCH,COR X7
Ph,P4+ N—CH,COR {2)
() =CH
PhyP—0—C

A ()
R

0
3 (RO),P-CH,COR’ + RX
(RO),P + X-CH,COR’ \(i) o
~CHy .
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(RO),P—0-C7 o +RX





