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1-(y-Me‘thoxy-~-die‘thyZaminocarbdnzyEoxyZ)-5-~hdnyZ-5-e’thyE-ma~onyZ~~e‘e ( L  III) . M&me 
procidk que pour XLVII; 5 g de phinobarbital sodique et  4,4 g de LX donnent 5,l  g de substance 
(71 %). Huile 6paisse incolore. 

Les composes LIV-LVIII ont B t B  prepares selon le m&me procidi. 
LIV a pu &tre distilli. Eb. 22O0/O,05 Torr. Rendement 40%. Les substances du tableau 7 

LIII-LVIII sont toutes des laques adhesives et incolores. 

SUMMARY 

Some new carbamates and N-substituted barbituric acids with carbamated side 
chain have been prepared. Several of these substances show interesting pharma- 
cological properties. 

SAPOS S.A. Gen&ve, Laboratoire de Recherches 

15. Synthhse de la Ileus-oxytocine et de la Val*-oxytocine, deux 
analogues de l’oxytocine modifies dans la chafne laterale 

par P.-A. Jaquenoud et R. A. Boissonnas 

(2 XI1 60) 

Plus de vingt analogues synthktiques de l’oxytocine portant des modifications 
dans la partie cyclique de la mol6cule ont dCjA CtC dCcrits jusqu’i ce jour1-12) et 
certaines relations ont pu &re Ctablies entre leur structure chimique et leurs activitCs 
biologiques 13). 

Par contre nos connaissances ne sont encore que tr&s fragmentaires quant aux 
conskquences de modifications dans la chaine lat6rale de l’oxytocine. L’Ctude des 

1) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, €’.-A. JAQUENOUD & J.-P. WALLER, Helv. 39,1421 (1956). 
2) R.  A. BOISSONNAS, St. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD, J.-P. WALLER, H. KONZETT & B. BERDE, 

3) J .  RUDINGER, J .  HONZL & M. ZAORAL, Coll. czechoslov. chem. Commun. 27, 770 (1956). 
4) B. BERDE, W. DOEPFNER & H. KONZETT, Brit. J .  Pharmacol. Chemotherapy 12, 209 (1957). 
5) P. G. KATSOYANNIS, J. Amer. chem. SOC. 79, 109 (1957) ; ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD. 

R. A. BOISSONNAS, H. KONZETT & B. BERDE, Naturwissenschaften44,632 (1957) ; CH. RESSLER 
& V. DU VIGNEAUD, J .  Amer. chem. SOC. 79, 4511, (1957); W. B. LUTZ, CH. RESSLER, D. E. 
NETTLETON & V. DU VIGNEAUD, ib id .  81, 167 (1959). 

Nature 778, 260 (1956). 

6 )  P.-A. JAQUENOUD & R. A. BOISSONNAS, Helv. 42, 788 (1959). 
7) M. BODANSZKY & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. SOC. 81, 1255, 6072 (1959). 
8 )  H. KONZETT & B. BERDE, Brit. J. Pharmacol. Chemotherapy 74, 333 (1959). 
9) R. A. BOISSONNAS & ST. GUTTMANN, Helv. 43, 190 (1960). 
10) ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 43, 200 (1960). 
11) H. C. BEYERMAN, J. S. BONTEKOE & A. C. KOCH, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 79,1034, 1039, 

1044, 1050 (1960); H. L. LAW & V. DU VIGNEAUD, J.  Amer. chem. SOC. 82, 4579 (1960). 
12) R. L. HUGUENIN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 44, 213 (1961). 
13) Pour une revue sur l’influence de ces modifications sur les propriktks biologiques, voir les 

articles de H. KONZETT et de R. A. BOISSONNAS dans ((Symposium on polypeptides which 
affect smooth muscles and blood vessels, (Londres, 23-24 mars 1959), Pergamon Press, Lon- 
dres (1960). 
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propriCtCs de 1’Arg8-oxytocine (arginine-vasotocine) 14) et de la Lys8-oxytocine 
(lysine-vasotocine) 15) nous a seulement montr6 que l’introduction d’une fonction 
basique en position 8 de la mol6cule de l’oxytocine diminue les propriCtCs oxytociques 
et augmente les propriCtCs vasopressiques et antidiurCtiques13). Nous savons d’autre 
part que la supression totale de la chaine IatCrale fait compl6tement disparaitre 
I’activitC biologique le). 

Nous nous sommes donc propos6 d‘Ctudier l’influence de faibles modifications 
de structure dans la chaine IatCrale en remplaCant la leucine en position 8 par d’autres 
acides aminCs aliphatiques. Dans le prCsent travail, nous dCcrivons la synthhse de 
l’Ileu8-oxytocine et de la Val8-oxytocine. 

1 

7 

H 

2 3 

Ileu 

SCHEMA DE SYNTHkSE 
4 5 6 7 8 9 

Glu A ) C 

CBO 

CBO 

H- 

I I IX  

Ileu 
Pro ou Val Glv 

CBOJOH HI OEt 

CBO ’ F r J E t  

7 

! ! !  Ileu 

TYr Ileu Glu ASP CYS Pro ou Val Gly 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

CYS 

Abrkviations: CBO = carbobenzoxy; Bz = benzyl; Tos = tosyl = p-tolubne-sulfonyl. 

14) P. G. KATSOYANNIS & V. DU VIGNEAUD, J.  biol. Chemistry 233, 1352 (1958). Des propriktds 
biologiques complkmentaires peuvent &tre tirCes du travail de H. B. VAN DYKE, tvasopres- 
sinso, prCsentd au 21e Congrbs intern. de physiologie i Buenos-Aires en aoGt 1959. 

15) R. A. BOISSONNAS & R. L. HUGUENIN, Helv. 43, 182 (1960). 
16) CH. RESSLER, Proc. SOC. exp. Biol., N. Y .  92, 725 (1956) ; B. ISELIN & M. FEURER (1956), citCs 

par R. SCHWYZER, Chimia 12, 53 (1958). 
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Les mkthodes de synthhses que nous avons utilis6es (voir schCma ci-contre) 
sont basCes sur le prockdk 3 + (3  + 3)  que nous avons employ6 prkc6dem- 
ment l) 6, g, 10) 17) la). 

La CBO-L-isoleucine (I a) e t  le glycinate d’Cthylelg) sont condensks par la dicyclo- 
hexyl-carbodiimide zO) en N-CBO-L-isoleucyl-glycinate d6thyle (I1 a). Aprks kloigne- 
ment du groupe CBO par une solution de gaz bromhydrique dans l’acide ac6tique 
glacial, le L-isoleucyl-glycinate d’6thyle (I11 a) obtenu est condens6 avec la N-CBO- 
L-prolineZ1) zz) par la mkthode & l’anhydride mixte 23). L’ester tripeptidique IVa 
obtenu est amidifik en N-CBO-L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamide (Va) . La scission du 
groupe CBO par le gaz bromhydrique dans l’acide ac6tique anhydre conduit au 
L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamide (VI a), qui est condensk avec le N-CBO-~-gluta- 
minyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystkinyl-azide 17) en N-CBO-L-glutaminyl-L-aspara- 
ginyl-S-benzyl-~-cystCinyl-L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamide (VII a). 

Aprhs scission du groupe CBO par le gaz bromhydrique dans l’acide acktique 
anhydre, l’hexapeptide libre VIII a obtenu est condensk avec le N-tosyl-S-benzyl- 
L-cystkinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-azide 24) en N-tosyl- S-benzyl-L-cystkinyl-L-tyrosyl- 
L-isoleucyl-L-glut amin yl-L-asparaginyl- S-benzyl-L- cyst kinyl-L- prolyl-L- isoleucyl-gly- 
cinamide (IXa). En utilisant la N-CBO-L-valineZ2) & la place de la N-CBO-L-iso- 
leucine, on parvient par la m&me suite de r6actions au N-tosyl-S-benzyl-~-cyst6inyl- 
L-tyrosyl-L-isoleucyl-L- glut aminyl-L- asparaginyl- S-benzyl-L- cystkinyl-L- prolyl-L-va- 
lyl-glycinamide (IX b). 

La puretk de tous les peptides prot6gCs intermkdiaires a C t C  control6e par chromato- 
graphie sur papier et par klectrophorkse & haute tension sur papier, aprhs scission 
kventuelle du groupe CBO du peptide protkg6 & examiner, par le gaz bromhydrique 
dans l’acide ac6tique glacial. Tous les produits ainsi obtenus se sont montrks homo- 
gknes aprks rCvClation par une sQie de rkactifs diff4rents25). 

Les groupes protecteurs (N-tosyl et S-benzyl) des deux nonapeptides protCgks 
(IXa et IXb) ont k t6  enlevks par traitement au sodium dans l’ammoniac liquideZ6). 
Aprks oxydation B l’air en solution aqueuse diluke, les nonapeptides cycliques 
obtenus ont Bt6 soumis B un contre-courant pour les d6barasser de quelques impuretks 
peptidiques mineures ”. 

R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P.-A. JAQUENOUD & J.-P. WALLER, Helv. 38,1491 (1955). 
R. A. BOISSONNAS & R. L. HUGUENIN, Helv. 43, 182 (1960). 
R. HILLMANN, 2. Naturforschung 7, 682 (1946). 
J .  C. SHEEHAN & G. P. HESS, J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
A. BERGER, 0. KURTZ & E. KATSCHALSKI, J .  Amer. chem. SOC. 76, 5552 (1954). 
W. GRASSMANN & E. WUNSCH, Chem. Ber. 97, 462 (1958). 
R. A. BOISSONNAS, Helv. 34,874 (1951) ; TH. WIELAND & H. BERNHARD, Liebigs Ann. Chem. 
572,190 (1951); J. R. VAUGHAN & R. L. OSATO, J.  Amer. chem. SOC. 73, 3547, 5553 (1951); 74, 
676 (1952). 
J. HONZL & J .  RUDINGER, Coll. czechoslov. chem. Commun. 20, 1190 (1955); P. G. KATSOY- 
ANNIS & V. DU VIGNEAUD, J. biol. Chemistry 233, 1352 (1958). 
Voir la partie expdrimentale. 
V. DU VIGNEAUD, CH. RESSLER, J.  M. SWAN, C. W. ROBERTS & P. G. KATSOYANNIS, J. Amer. 
chem. SOC. 76, 3115 (1954). 
Dans le cas des analogues de l’oxytocine, comme celui de l’oxytocine elle-m&me, la cyclisation 
oxydative donne toujours naissance, B cat6 du monomere cyclique d6sir6, B de petites quantitks 
de dimere et de polymeres (cf. N. H. RYDON et coll., J. chem. SOC. 1956, 3157). 
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L’Ileu8-oxytocine (Xa) et la VaPoxytocine (Xb) ainsi purifikes se sont montrCes 
complktement homogknes, apr&s rCv&lation au moyen d’une sCrie de rkactifsZ5), A la 
chromatographie sur papier et B l’klectrophorkse sur papier sous haut voltage dans 
diffhentes conditions. 

Les activitCs biologiques de ces deux nouveaux analogues ont Ctk dkterminCes 
par le Dr B. BERDE et le Prof. H. KONZETT de notre dkpartement pharmacologique 
(Dir. : Dr A. CERLETTI) z8). Elles sont indiqukes dans le tableau ci-contre. 

I1 ressort de ces valeurs que, par rapport A l’oxytocine, 1’Ileu~-oxytocine est nette- 
ment plus active sur la contraction de l’utCrus de Chat in situ, aussi active sur la 
baisse de la pression sanguine du Coq et un peu moins active sur la contraction de 
l’utkrus isolk de Rat et sur la pression interne de la glande mammaire du Lapin. 
Par contre la Val8-oxytocine est lkgirrement moins active que l’oxytocine dans ces 
quatre types d’essais. 

I1 est intkressant de comparer ces valeurs B celles qui avaient 6tk obtenues pour 
la Val3- oxytocinel) z, 3, *) z*) 2s) et la Leu3-oxytocine l) 3, 4, z8) zs). Alors que le remplace- 
ment de la leucine en position 8 par l’isoleucine ou la valine n’affecte que relativement 
peu les propriktks biologiques, au contraire le remplacement de l’isoleucine en 
position 3 par la valine ou par la leucine diminue plus nettement ces activitCs, cette 
diminution Ctant toutefois beaucoup plus marquke pour certains types d’activitk que 
pour d’autres. 

La synthkse de 1’Ileu8-oxytocine cpnstitue le premier exemple d’obtention d’un 
analogue synthktique de l’oxytocine posskdant, dans un test pharmacologique trirs 
proche des conditions d’action physiologique normales, une activitk oxytocique 
supkrieure B celle de l’hormone naturelle. 

Partie expkrimentale 30) 

Torr (16 h i 60” pour les analyses). Les  Bvaporations sous vide ont Btd conduites dans 1’6vapora- 
teur rotatif de C R A I G ~ ~ ) .  

Les  chromatographies sur papier  ont B t C  faites par la methode ascendante (20-23 cm) sur 
papier (( SCHLEICHER & SCHUELL 2040 b lav6s. RfM dans le melange m6thyEthylc&one/pyridine/ 
eau (65 : 15 : 20) ; Rf, dans le melange n-butanol/acide acetiqueleau (70: 10: 20) ; RfA dans le 
melange alcool isoamylique/pyridine/eau (35 : 35 : 30). Rfa aprks scission preliminaire du groupe 
CBO- par sejour de 40 min k 20” dans une solution de HBr i 20% dans l’acide ac6tique glacial, 
evaporation au vide et  reprise dans le solvant de chromatographie ou d’dlectrophorkse; Rf” sans 
traitement prialable. 

Les  BlectrophorBses sur papier ont 8t6 effectuees dans l’appareil k dlectrophorkse sous haute 
tension de WIELAND & PFLEIDERER3’) : au pH 1,9 (El,9) dans le melange acide formique/acide 

Les F. sont corriges (precision f lo ) .  Les se‘chages au vide ont 6t6 effectuCs sous k 

2*) B. BERDE & H. KONZETT, Medicina experimentalis 2, 317 (1960); B. BERDIZ & H. KONZETT, 
i publier. Les diterminations des activites biologiques ont Bt6 effectudes selon les methodes 
pre‘c6demment ~ t i l i s C e s ~ ) ~ ) .  Les activites sont exprimkes par rapport au B Troisibme standard 
international pour la determination des activites oxytociques, vasopressiques et  antidiureti- 
ques D. 

29) B. BERDE, A. CERLETTI & H. KONZETT, ((Symposium sur l’oxytocineb, 17-19 aofit 1959, 
Montevideo. 

so) Les microanalyses ont Bt6 effectuies dansnotrelaboratoire microanalytique (Dr W. SCHONIGER). 
31) L. C. CRAIG, J .  C. GREGORY & W. HAUSMANN, Analyt. Chemistry 22, 1462 (1950). 
s2) TH. WIELAND & G. PFLEIDERER, Angew. Chem. 67, 257 (1955). 
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acktiqueleau (15: 10: 75) ; au p H  5,s (E5,J dans le melange pyridinelacide acetiqueleau (9: 1 :go). 
El,9 = 0.8 His indique qu’i pH 1,9 la substance migre 0,s fois la distance que migre l’histidine. 
Les exposants a e t  o ont la m&me signification que pour les chromatogrammes. 

Les rdactifs utilisBs pour la r6vClation des chromatogrammes et  des phkrogrammes ont 6td 
dBcrits pr6c6demment1°) Is). 

a) Synthese de la Ileus-oxytocine 
N-CBO-L-Isoleucine (la). On dissout 7,9 g (60 mmoles) de ~-isoleucine dans 30 ml de NaOH 

ZN e t  ajoute 7,O g (66 mmoles) de Na,CO, en solution dans 100 ml d’eau. A cette solution, on 
ajoute 8. 20’ en 30 min sous forte agitation 12 ml (70 mmoles) de chloroformiate de benzyle ?L 

On maintient le pH 8. 8 pendant les 3 h de la reaction par d’dventuelles adjonctions 
de Na,CO, l ~ ,  puis extrait l’excbs de chloroformiate de benzyle avec 40 ml d’Bther. On acidifie 
la phase aqueuse par HCl 6~ jusqu’8. pH 1, extrait l’huile form6e par 3 fois 60 ml d’6ther, skche 
les fractions Bth6rBes sur Na,SO,, Bvapore 1’8ther sous vide et reprend plusieurs fois l’huile r6si- 
duelle par le toluene anhydre en Cvaporant au vide chaque fois, afin d’6liminer toute humidit6. 
On obtient 14,l g (89%) de N-CBO-L-isoleucine sous forme d’une huile incolore. 

N-CBO-L-Isoleucyl-glycinate d’!thyZe ( I r a ) .  On dissout dans 100 ml d’ac6tonitrile 14,O g 
(52 mmoles) de N-CBO-L-isoleucine (Ia), 5,9 g (57 mmoles) de glycinate d’6thyle (base libre 
frakhement distill6el9), refroidit h O”, ajoute 14,5 g (70 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimide20) 
et  agite pendant une nuit 8. 20”. Dbs le debut de la r6action. il se forme un abondant prdcipite 
que l’on filtre le lendemain. On traite sCpar6ment le pr6cipitC et le filtrat. a) Le prCcipitB est 
suspendu ?L reflux dans 250 ml d’ac6tate d’dthyle bouillant, afin de dissoudre le N-CBO-L-iso- 
leucyl-glycinate d’6thyle. On filtre chaud de la dicyclohexylur6e insoluble. Ce filtrat cristallise 
8. 0’ en longues aiguilles que l’on filtre. I1 s’agit d’une premibre fraction de N-CBO-L-isoleucyl- 
glycinate d’6thyle pratiquement pur de F. 158”. b) Le filtrat est 6vapor8 sous vide. On dissout 
le rCsidu solide dans 400 ml d’ac6tate d’6thyle et lave par 3 fois 80 ml de HCl l ~ ,  4 fois 80 ml 
de NH,OH l ~ ,  e t  2 fois 80 ml de NaCl 15%. Aprbs s6chage sur Na,SO,, on concentre sous vide 
jusqu’h apparition de cristaux, ajoute lentement de 1’6ther de petrole e t  laisse une nuit 2 0”. 
On filtre e t  sbche au vide cette deuxibme fraction de N-CBO-L-isoleucyl-glycinate d’kthyle de 
F. 152’. Les deux fractions de dipeptide rCunies (13.6 g) sont recristallisdes dans 70 ml de methanol 
bouillant. Aprh repos 8. O”, on filtre e t  sbche les cristaux form&. On obtient 11,3 g (62%) de 
N-CBO-L-isoleucyl-glycinate d’6thyle de F. 159”. [aID = -24,6O f 1” (c = 1,4; mCthanol). 

R f i  = 0,83; R f i  = 0,75; E:,9 = 1,2 Glu; Ei,s = 1,3 His (rCv6lation par ninhydrine et chlore; 

homogsne) . C,,H,,O,N, Calc. C 61,7 H 7,5 0 22,8 N S,O% 
(350,4) Tr. ,, 61,9 ,, 7,4 ,, 232 ,, 8,1% 

22 

N-CBO-L-Prolyl-L-isoleucyl-glycinate d‘dthyle ( I  Va). On dissout 7,O g (20 mmoles) de N-CBO- 
L-isoleucyl-glycinate d’6thyle (IIa) dans 30 ml d’une solution 2 , 5 ~  de gaz bromhydrique dans 
l’acide ac6tique anhydre. Aprss avoir laiss6 reposer 1 h, on Bvapore au vide, triture plusieurs fois 
le rCsidu B 1’6ther anhydre et  d6cante. Le bromhydrate de L-isoleucyl-glycinate d’6thyle huileux 
ainsi obtenu est dissout dans 50 ml de chloroforme ?L 0”. 

D’autre part, on dissout 5,O g (20 mmoles) de N-CBO-L-proline cristallis6e21)22) dans 30 ml 
de chloroforme anhydre avec 2,s ml (20 mmoles) de triethylamine anhydre, refroidit 8. - 5” et  
ajoute en quelques min sous agitation 1,9 ml (20 mmoles) de chloroformiate d’6thyle. Aprbs 5 min 
on ajoute la solution chloroformique de bromhydrate de L-isoleucyl-glycinate d’6thyle e t  3,O ml 
(21 mmoles) de tri6thylamine. On agite le tout 3 h, lave la solution par 3 fois 30 ml d’HC1 l ~ ,  4fois 
30 ml d”H,OH 1~ et  3 fois 30 ml d’eau et  sbche sur Na,SO,. On Bvapore le chloroforme sous 
vide et triture la masse cristalline obtenue avec de 1’6ther de pitrole, filtre e t  sbche. On obtient 
7,7 g (86%) de N-CBO-L-prolyl-L-isoleucyl-glycinate d’Cthyle de F. 151”. [a], = - 80,3” &- 1” 

(c  = 2; mgthanol). RfL = 0,70; R f i  = 0,75; E;,8 = 1 , l  His; E:,9 = 1, l  Try = 0,9 Glu (r6vBla- 
tion par isatine, ninhydrine et chlore; homogbne). 

C,,H,,O,N, Calc. C 61,7 H 7,4 0 21,5 N 9,4% 
(447,5) Tr. ,, 61,7 ,, 7,4 ,, 20,s ,, 9,6% 

22 

3,) Organic Syntheses 23, 13 (1942). 
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N-CBO-L-Prolyl-L-isoleucyl-glycinamide (Va). On dissout en chauffant 16gkrement 6,0 g 
(13,4 mmoles) de N-CBO-L-prolyl-L-isoleucyl-glycinate d'6thyle (IVa) dans 150 ml d'dthanol B 
95 % et  sature la solution refroidie 2. 0" par un courant de gaz ammoniac et  laisse reposer 70 h B 20'. 
On v6rifie alors par chromatographie que tout le tripeptide ester soit amidifi6, e t  Bvapore b sec 
sous vide B 40". On suspend la masse cristalline ainsi obtenue 2. reflux dans 50 ml d'ac6tate 
d'6thyle, laisse reposer une nuit B Oo, filtre e t  skche. On obtient 5,l g (91%) de N-CBO-L-prolyl- 
L-isoleucyl-glycinamide de F. 178'. [a], = -69,4O j, 1" (c = 1,9; m6thanol). Rf& = 0,50; 

R f i  = 0,58; EZ,s = 1,2 His; EZ9 = 1, l  Try = 0,9 Glu (rdv6lation par isatine, ninhydrine et  
chlore ; homogbne) . 

C,,H,,O,N, Calc. C 60,3 H 7,2 0 19,l N 13,4% 
(418,5) Tr. ,, 60,5 ,, 7,6 ,, 18,8 ,, 13,5% 

22 

L-Prolyl-L-isoleucyl-glycanamide ( V I a ) .  On dissout 4,O g (9,5 mmoles) de N-CBO-L-prolyl-L- 
isoleucyl-glycinamide (Va) dans 15 ml d'une solution 2 , 5 ~  de gaz bromhydrique dans l'acide 
acdtique anhydre, laisse reposer 1 h b 20" et  Bvapore sous vide 2. 35". On dissout le r6sidu dans 
15 ml d'eau, extrait le bromure de benzyle par 2 fois 15 ml d'dther et dilue la phase aqueuse par 
80 ml de m6thanol. Aprbs avoir fait passer cette solution sur une colonne d'Amberlite IRA-410 
(base libre, l a d e  au mBthano1) jusqu'h disparition des ions Br-, on 6vapore le filtrat sous vide 
B 35" et  triture le r6sidu avec de l'ac6tate d'6thyle. Aprbs filtration et skchage, on obtient 2,42 g 
(89%) de L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamide de F. 118' (instantad). [a], = -63" j, 1' ( c =  2 ;  

acide ac6tique glacial). Rfif = 0,50; R f i  = 0.58; E& = 1,2 His; EY,9 = 1,l Try = 0,9 Glu (r6- 
velation par isatine, ninhydrine et chlore; homogkne). 

C1,H,,0,N4 Calc. C 54,9 H 8.5 0 16,9 N 19,7y0 
(284,4) Tr. ,, 5 4 5  ,, 8,6 ,, 17,l ,, 19,9% 

22 

N-CBO-~-GlutaminyL~-asparag~nyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-p~olyl-~-isol~ucyl-glycinam~de (VIIa) . 
On dissout 1,7 g (6'0 mmoles) de L-prolyl-L-isoleucyLglycinamide(V1a) e t  3,4 g ( 5 3  mmoles) de 
N-CBO-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-azide~~) dans 45 ml de dimithylform- 
amide. Aprhs 40 h B 20" d'agitation et  concentration B la moiti6 du volume sous vide B 50", on 
ajoute 50 ml d'ac6tone 2. la solution encore chaude, laisse refroidir, filtre, lave B 1'6ther et skche. 
Le produit ainsi obtenu est remis en solution dans 35 ml de dim6thylforrnamide pdalablement 
chauff6 B 70". On concentre cette solution B la moitid de son volume sous vide B 50", ajoute 
20 ml d'acdtone, laisse refroidir, filtre e t  lave par l'ac6tone et  1'6ther. Aprks s6chage au vide, on 
obtient 2,5 g (54%) de N-CBO-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cystdinyl-~-prolyl-~-iso- 
leucyl-glycinamide de F. 232" (d6c.). [a],  = - 70" & 1" (c = 1,O; acide acdtique 95y0), -44'1 1" 

(c = 1 , O ;  dim6thylformamide). R f i  = 0,54; E;,9 = 0,G Try; E& = 0,7 His (r6v6lation par nin- 
hydrine et  chlore; homoghe). 

C,,H,,O,,N,S+H,O Calc. C 55,2 H 6,5 0 20,2 N 14,4 S 3,7% 
(854,0+ 18 ,O)  Tr. ,, 55,1 ,, 6,4 ,, 19,9 ,, 14,O ,, 33% 

23 

L-Glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cyst~inyl-L-prolyl-L-isoleucyl-glycinamide ( V I I I a ) .  On 
dissout B 20" 2,0 g (2,3 mmoles) de N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystdiny1-L- 
prolyl-L-isoleucyl-glycinamide (VII a) dans 20 ml d'une solution 2,5 N de gaz bromhydrique dans 
l'acide ac6tique anhydre. Aprbs 90 min, on Bvapore 2. sec sous vide 2. 35", triture le r6sidu avec de 
l'dther anhydre, filtre le produit pulv6rulent obtenu et  dissout immddiatement celui-ci dans 50 ml 
de m6thanol. On fait passer cette solution sur une colonne d'Amberlite IRA-410 (base libre, l a d e  
au m6thanol) e t  v6rifie la disparition des ions Br-. Apr6s avoir rinc6 l'hmberlite avec du methanol 
frais, on Bvapore les solutions r6unies sous vide B 35O, triture le r6sidu dans l'acdtate d'kthyle, 
filtre, rince B 1'6ther e t  sbche au vide. On obtient 1,4 g (85%) de L-glutaminyl-L-asparaginyl-S- 
benzyl-~-cyst6inyl-~-prolyl-~-isoleucyl-glycinamide de F. (instantank) 160'. [aID = - 68" & 1' 

(c = 2 ;  acide ac6tique anhydre). R f i  = 0,5; E& = 0,7 His; EY.9= 0,6 Try (rdvdlation par nin- 
hydrine et chlore; homoghe). 

C,,H,,O,N,S+H,O Calc. C 52,l H 7,O 0 19,5 N 17,l S 4,3% 
(719,9+ 18,O) Tr. ,, 51,6 ,, 7,3 ,, 20,O ,, 15,6 ,, 4.3% 

21 
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N -  Tosyl-S-benzyl-~-cystl inyl-~-tyrosyl-~-isoleuc~l-~-glutu~~nyl-~-usparuginyl-S-benzyl-~-cystl~- 
nyl-L-prolyl-L-isoleucyl-~lycinu~ide ( I X a )  . On dissout dans 20 ml de dimCthylformamide 1,37 g 
(1,9 mmoles) de ~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-isoleucyl-glycinamide 
(VIII a) et  1,20 g (1,s mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-~-cystCinyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-azide~~). 
Aprbs deux jours d‘agitation & 20” et  lente concentration au vide B. la moiti6 du volume, on ajoute 
100 ml d’acCtate d’Cthyle, filtre, lave le pr6cipit6 B. l’ac6tate d’6thyle et sbche au vide. On suspend 
le produit obtenu dans 30 ml de m6thanol bouillant, filtre et rCp&te une seconde fois cette puri- 
fication. Aprbs sCchage au vide, on obtient 1,44 g (59%) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystdinyl-L-tyrosyl- 
~-isoleucyl-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cystCinyl-~-prolyl-~-isoleucyl-glycinamide de 
F. 268-270” (dCc.). [m]% = - 28“ * 1” (c = 2,O; dimithylformamide) 

C,4H,,014N,,S, Calc. C 57,2 H 6,5 0 16,7 N 12,5 S 7 2 %  
(1343,6) Tr. ,, 5 6 5  ,, 6,6 ,, 17.2 ,, 12,7 ,, 7 5 %  

IleuWxytocine ( X a )  . On dissout 268 mg (0,2 mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystkinyl-L- 
tyros yl-L-isoleuc yl-L-glutaminyl-L-asparaginyl- S-benzyl-L-cyst6inyl-L-prolyl-L-isoleucyl-glycin- 
amide (IXa) dans 200 ml d’ammoniac liquide redistill6 sur sodium, et sous agitation on ajoute 
lentement du sodium jusqu’& apparition d’une teinte bleue. Aprbs adjonction de SO mg de NH4Cl 
on Cvapore B. sec sous vide, dissout le rdsidu dans 200 ml d’acide ac6tique 0 , 0 1 ~ ,  ajuste le pH de 
la solution & 8,s et fait passer un courant d’air jusqu’k reaction nCgative au nitroprussiate. On 
acidifie au pH 4,5 cette solution que Yon concentre sous vide 2 la moitie de son volume, Cquilibre 
avec du sec.-butanol e t  introduit dans les quatre premiers tubes d’un appareil de contre-courant. 
Aprbs 237 transferts dans le systbme sec.-butanol - acide acdtique 0 , 0 1 7 ~ ,  on determine la courbe 
de rdpartition sur  des a l i q ~ o t e s ~ ~ ) .  On obtient un sommet principal K = 0,32 et un sommet 
secondaire K = 0,15. Le contenu des tubes centraux du sommet principal est r6uni e t  concentre 
sous vide. Le produit obtenu qui represente environ la moitie de l’azote peptidique ainsi que 
80% de l’activit6 mis dans l’appareil, est homogbne 2 la chromatographie ( R f i  = 0,6; R f i  = 0,5; 

Rfi  = 0,4) et B. I’Clectrophorbse (E’;,9 = 0,6 Try; E2,8 = 0,5 Try) aprbs rCv6lation par ninhydrine 
et chlore. 

Activitds biologiques 28) de 1’ Ileu8-oxytocine exprimges en unites internationales par mg : 
Uterus de Chat in situ 563 (& 74) ; uterus de Rat isold 289 (& 21) ; baisse de la pression sanguine 
du Coq 498 (& 37); pression interne de la glande mammaire du Lapin 328 (+. 21); pression 
sanguine du Rat  6 (&  1); inhibition de la diurbse du Rat 1,l (5 0,l) .  

b) Synthhe de la Vals-oxytocine 
N-CBO-L-Valyl-glycinate d’e’thyle ( I I b ) .  On dissout dans 50 ml de chlorure de mkthylbne 5,O g 

(20 mmoles) de N-CBO-L-valineZ2), 2,2 g (21 mmoles) de glycinate d’kthyle fraichement di~tillk’~), 
refroidit B. Oo e t  ajoute 5,O g (24 mmoles) de dicyclohexyl-carbodiimidezo). AprBs avoir agit6 
1 nuit B. ZO”, on filtre de la dicyclohexylur6e formCe et  rince avec du chlorure de m6thylbne. On 
lave le filtrat par 3 fois 20 ml d’HC1 l ~ ,  3 fois 20 ml d’NH40H IN et 3 fois 20 ml d’eau, on sbche 
rapidement sur Na,S04 et  Bvapore 2 sec sous vide. On dissout le rdsidu dans 40 ml de methanol 
bouillant. Par refroidissement e t  repos une nuit B. 0“ il se forme des cristaux que l’on filtre e t  
sBche au vide. On obtient 4,2 g (63%) de N-CBO-L-valyl-glycinate d’Cthyle de F. 167”. [“ID = 

-31,3” 1” ( G  = 1,O; m6thanol). Rf; = 0,7; E;,9 = 1,2 Glu; Et,8 = 1,4 His (rCv6lation par 
ninhydrine et chlore; homogbne). 

22 

C,,H,,OSN, Calc. C 60,s H 7 , l  0 23,s N 8,3% 
(336,4) Tr. ,, 61,4 ,, 7 2  ,, 23,O ,, 8,6% 

N-CBO-L-Prolyl-L-valyl-glycinate d’lthyle (IVb). On dissout 3,7 g (11 mmoles) de N-CBO- 
L-valyl-glycinate d’6thyle (IIIb) dans 20 ml d’une solution 2 , 5 ~  de gaz bromhydrique dans 
l’acide ac6tique anhydre. Aprks avoir laiss6 reposer 1 h, on Cvapore au vide ?L 35”, triture plusieurs 
fois le residu B 1’Cther anhydre et  d6cante. Le bromhydrate de L-valyl-glycinate d’6thyle huileux 
ainsi obtenu est dissout dans 20 ml de chloroforme 2 0”. 

34) 0. H. LOWRY, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR & R. J. RANDALL, J. biol. Chemistry 193, 265 
(1951). 
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D'autre part on dissout 2,7 g (11 mmoles) de N-CEO-L-proline cristallisde 21)22) dans 15 ml 
de chloroforme anhydre avec l , j  ml (11 mmoles) de trigthylamine anhydre, refroidit A - 5" et 
ajoute sous agitation 1 , l  ml (11 mmoles) de chloroformiate d'6thyle. Aprks 5 min on ajoute la 
solution chloroformique de bromhydrate de L-valyl-glycinate d'6thyle et 1,6 ml (11,4 mmoles) 
de trikthylamine. On agite le tout 3 h 3, Z O O ,  ajoute 40 ml de chloroforme, lave par 3 fois 20 ml 
d'HC1 l ~ ,  4 fois 20 ml NH,OH IN et  3 fois 20 ml d'eau et skche sur Na,SO,. On 6vapore au vide, 
triture le r6sidu avec de 1'6ther de pitrole, filtre et skche au vide. On dissout la masse cristalline 
obtenue dans 4 volumes d'6thanol 95% bouillant; par refroidissement e t  repos d'une nuit 8.0". il 
se forme des cristaux que l'on filtre et skche au vide. On obtient 2,9 g (61%) de N-CBO-L-prolyl-L- 
valyl-glycinate d'6thyle de F. 155". [a]: = -78,5" f 1" (c = 2,O; m6thanol). R f i  = 0,70; 
Rf& = 0,63; Ei,8 = 1,2 His; E;,9 = 1,0 Glu = 1,2 Try (rhvklation par isatine, ninhydrine et 
chlore; homoghe). 

C,,H,,O,N, Calc. C 60,9 H 7,2 0 22,2 N 9,7% 
(433,5) Tr. ,, 61,4 ,, 7,7 ,, 21,3 ,, 10,lyo 

N-CBO-L-Prolyl-L-vaEy1-glycinanzide (Vb) .  On dissout en chauffant lkgkrement 6,0 g (13,9 
mmoles) de N-CEO-L-prolyl-L-valyl-glycinate d'6thyle (IVb) dans 170 ml d'6thanol absolu, 
sature la solution refroidie A 0" par un courant de gaz ammoniac et laisse reposer 70 h A 20". 
On contrdle par chromatographie que l'amidification est compl6te. filtre la solution et 6vapore 
A sec sous vide 8. 35". On suspend la masse cristalline ainsi obtenue k reflux dans 50 ml d'ac6tate 
d'dthyle, laisse reposer une nuit 3, O", filtre et si.che au vide. On obtient 5,2 g (92%) de N-CEO-L- 
prolyl-L-valyl-glycinamide de F. 188". [m]: = - 61,4O f 1" (c = 2 ,O;  m6thanol). R f i  = 0,56; 

Rf; = 0,43; E;,9 = 0,9 Glu = 1,2 Try; Ei,s = 1,3 His (rCv6lation par isatine, ninhydrine et 
chlore ; homoghe) . 

C,,H,,05N, Calc. C 59,4 H 7,O 0 19,8 N 13,8% 
(404,5) Tr. ,, 60,2 ,, 7,1 ,, 20,O ,, 13,3% 

r-Prolyl-L-vulyl-glycinanzide ( VIb) .  On dissout 5,1 g (12,6 mmoles) de N-CBO-L-prolyl-L-valyl- 
glycinamide (Vb) dans 25 ml d'une solution 2 , 5 ~  de gaz bromhydrique dans l'acide ac6tique 
anhydre, laisse reposer 1 h 8. 20" et  Bvapore sous vide k 35". On triture le r6sidu plusieurs fois 
dans 1'6ther anhydre, d6cante et dissout immidiatement dans 30 ml de mdthanol. Aprh avoir 
fait passer cette solution sur une colonne d'Amberlite IRA-410 (base libre, lav6e au m6thanol) 
jusqu'h disparition des ions Br-, on lave l'hmberlite avec 120 ml de methanol frais, 6vapore 
l'ensemble du methanol sous vide 8. 35" et triture le r6sidu avec de l'acdtate d'dthyle. Aprks filtra- 
tion et skchage, on obtient 2,9 g (86%) de L-prolyl-L-valyl-glycinamide de F. 132" (instantank). 
[a]: = -46,O" 4 1" (c = 2,O; acide ac6tique anhydre).Rfi = 0,56; Rfif = 0,43; E;,g = 1,ZTry 
= 0,9 Glu; E& = 1,3 His (rCv6lation par isatine, ninhydrine et chlore; homogkne). 

N-CBO-~-G~utum~nyl -L-us~u~ag~n~l-S-benzy l -~-cys t~~nyl -~-proly l -~-valy l -g lycanum~de (VIIb) .  
On dissout 2,7 g (10,O mmoles) de L-prolyl-L-valyl-glycinamide (VIb) et 5,5 g (9,O mmoles) de 
N-CBO-~-glutaminyl-~-aspara~uy~-S-benzyl-~-cyst6inyl-azide~~) dans 80 ml de dim6thylform- 
amide. Aprh 48 h d'agitation L 20" et a p r h  concentration 8. la moiti6 du volume sous vide A 
50", on ajoute 120 ml d'ac6tone ?i la solution encore chaude, laisse refroidir, filtre e t  lave le pr6- 
cipit6 successivement avec un mdlange dirn6thylformamide-t acetone (1 : 3), l'acktone e t  l'Cther. 
Aprks sCchage au vide, on obtient 5,3 g (70%) de N-CBO-L-glutaminyl-L-asparaginyl-S-benzyl-L- 
cyst6inyl-L-prolyl-L-valyl-glycinamide de F. 223" (d6c.). [=ID = - 37" f 1" (c = 1,O; dim6thyl- 
formanide), -66,6" 1" (c = 1,O;  acide ac6tique 95%). R f i  = O,54; E:,9 = O,7 Try; E;,* = 

0,7 His (r6v6lation par ninhydrine et chlore; homoghne). 
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C,,H,,O,,N,S Calc. C 55,7 H 6,4 0 19,l N 15,O S 3,8% 
(840,O) Tr. ,, 54,9 ,, 6 3  ,, 1 9 3  ,, 1 5 2  ,, 3,9% 

~ - G l u t a m i n y l - ~ - a s p a ~ u g ~ n ~ l - S - b e n z y l - ~ - c y s t ~ ~ n ~ l - ~ - ~ ~ o l y l - ~ - v a l y l - g l y c ~ n u m ~ d e  ( V I I I b ) .  On dis- 
sout k 20" 5,O g (6,O mmoles) de N-CBO-~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-prolyl- 
L-valyl-glycinamide (VIIb) dans 60 ml d'une solution 2 , 5 ~  de gaz bromhydrique dans l'acide 
ncbtique anhydre. Aprhs 90 min, on Bvapore A sec sous vide A 35", triture le r6sidu A 1'6ther 
anhydre, filtre le produit pulv6rulent obtenu et dissout celui-ci dans 70 ml de m6thanol. On fait 
passer cette solution sur une colonne d'Amberlite IRA-410 (base libre, l a d e  au mdthanol) et 
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v6rifie la disparition des ions Br-. Apriis avoir lave I’Amberlite avec 200 ml de methanol frais, 
on Bvapore les solutions mkthanoliques rCunies sous vide h 35”. On purifie le residu en le dissol- 
vant dans 140 ml de sec-butanol satur6 d’eau et en lavant cette solution 2 fois par 140 ml d’eau 
saturee de sec-butanol. Aprbs avoir contrextrait les phases aqueuses reunies par 40 ml de sec.- 
butanol satur6 d’eau, on Bvapore l’ensemble des phases butanoliques au vide pouss6. On obtient 
1,s g (42%) de ~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-prolyl-~-valyl-glycinamide 
amorphe, F. 128” (d6c.). [a]: = -48” f 1” (c = 1,3; acide ac6tique anhydre). R f i =  0,52; 
E& = 0,7 Try; Ei,8 = 0,7 His (rCv6lation par ninhydrine et  chlore; homoghe) 

N-  Tosyl-S-benzyl-L-cysttinyl-L-ty~osyl-L-isoleucyl-~-glutam~n~~l-~-as~araginyl-S-benzyl-L-cyste’i- 
nyl-L-prolyl-L-valyl-glycinamide ( I X b ) .  On dissout dans 25 ml de dimethylformamide 1,76 g 
(2,5 mmoles) de ~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cystCinyl-~-prolyl-~-valyl-glycinamide 
(VIII b) et 1,66 g (2,5 mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-~-cyst8inyl-~-tyrosyl-~-isoleucyl-azide~~). 
Aprbs 60 h d’agitation 8. 20” et  lente concentration 8. la moitid du volume, on ajoute 150 ml 
d’acdtate d’dthyle, filtre e t  lave le precipite par l’acdtate d’6thyle et 1’8ther. On suspend le produit 
obtenu dans 40 ml de methanol bouillant, filtre et r6pbte une seconde fois cette purification. Aprh 
sechage au vide, on obtient : 1,16 g (35%) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystBinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl- 
~-glutaminyl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-valyl-glycinamide de F. 260’ (dec.) . 
[a] := - 27,8” & 1” (c = 1,O; dim&hylformamide), -64,O” f 1” (c = 1,O; acide acetique 

95%). C,3H,,0,4N1zS3 Calc. C 57,O H 6,4 0 16,8 N 12,6 S 7,2% 
(1329,6) Tr. ,, 5 6 3  ,, 6,6 ,, 16,4 ,, 1 2 5  ,, 7,6% 

VaP-Oxytocine ( X b ) .  On dissout 133 mg (0,l mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-L-cystkinyl-L- 
tyrosyl- L-isoleucyl- L-glutaminyl- L-asparaginyl- S -benzyl- L-cystiinyl- L-prolyl-L-valyl-glycinamide 
(IXb) dans 100 ml d’ammoniac liquide redistill6 sur sodium et  sous agitation on ajoute lentement 
du sodium jusqu’h apparition d’une teinte bleue. Aprbs adjonction de 40 mg de NH4C1 on Bvapore 
8. sec sous vide, dissout le rCsidu dans 100 ml d’acide ac6tique 0,01~, ajuste le pH de la solution 
8. 8,8 et fait passer un courant d’air jusqu’h reaction negative au nitroprussiate. On acidifie au 
pH 4,5 cette solution que l’on Bquilibre avec du sec.-butanol e t  introduit dans les 4 premiers tubes 
d’un appareil de contre-courant. Aprbs 506 transferts dans le systeme sec.-butanol-acide acetique 
0,017~, on determine la courbe de repartition sur des aliquotes 34). On obtient un sommet prin- 
cipal K = 0,22 et un sommet secondaire K = 0,13. Le contenu des tubes centraux du sommet 
principal est r6uni et concentre sous vide. Le produit obtenu qui represente environ la moiti6 
de l’azote peptidique ainsi que 80% de l’activit6 mis dans l’appareil, est homogbne 8. la chroma- 
tographie (Rf; = 0,6; R f i  = 0,5; R f i  = 0,4) et i1’6lectrophorbse (EY.9 = 0,6 Try; Ey,8 = 0,5 
Try), a p r b  r6velation par ninhydrine et  chlore. 

Activite‘s biologiques 28) de la Val8-oxytocine exprimees en unites internationales par mg : 
uterus de Chat in situ 380 (f 40) ; uterus de Rat isole 200 (& 1.5) ; baisse de la pression sanguine 
du Coq 280 (5 17) ; pression interne de la glande mammaire du Lapin 310 ( f 20) : pression san- 
guine du Rat 9 (f  1) ; inhibition de la diurbse du Rat 0,8 (f 0, l) .  

SUMMARY 

N-CBO-L-prolyl-L-isoleucyl-glycine ethyl ester and N-CBO-L-prolyl-L-valyl- 
glycine ethyl ester are synthesized by recurrent methods. Amidification of the 
ester group, splitting of the CBO group and condensation with N-CBO-L-glutaminyl- 
L-asparaginyl-S-benzyl-L-cysteinyl-azide affords the two respective hexapeptides, 
which after splitting of the CBO group are condensed with N-tosy1-S-benzyl-L- 
cysteinyl-L-tyrosyl-L-isoleucyl-azide. Cleavage of the protecting groups of the 
resulting two nonapeptides with sodium in liquid ammonia, oxydation with air in 
dilute aqueous solution and purification by counter-current distribution, affords the 
desired cyclic nonapeptide amides : Ileu6-oxytocin and Vals-oxytocin. When tested 
on the cat uterus iw situ the former is a stronger oxytocic than oxytocin itself. 
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