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MICHEL PRIVAT DE GARILHE, 
HANS MAIER-Ht3SER xT CLAUDE FROMAGEOT 

Labovatoire de Chimie biologique de la Facult~ des Sciences, Paris (France) 

L'ocytocine a 6t6 r6cemment isol6e k l'6tat pur par LIVERMORE ET DU VIGNEAUD 1. 
L'analyse des acides amin6s qui la constituent et la d6termination de son poids mol6cu- 
laire*, 3, indiquent qu'il s'agit d'tm peptide contenant un r6sidu de chacun des huit 
aminoacides suivants: glycocolle, leucine, isoleucine,  proline, tyrosine, acide aspartique, 
acide glutamique, cystine*, et poss6dant trois groupements facilement lib6rables sous 
forme d'ammoniac, vraisemblablement trois gToupements amide. La simplicit6 relative 
de cette composition permet d'aborder avec espoir de succ~s la structure de l'ocytocine. 
L'une des premieres recherches k faire dans ce sens est celle de savoir si l 'ocytocine est 
un peptide pr6sentant des extr6mit6s, et dans ce cas, de d6terminer le ou les acides 
amines ~ventuellement places en t~te et en queue de chaine**, ou bien si l 'ocytocine 
est un peptide cyelique. Dans le pr6sent travail, nous avons cherch6 k caract6riser la 
pr6sence 6ventuelle du ou des acides amin6s initiaux. 

On sait que plusieurs m6thodes permettent de caraet6riser les acides amin6s initiaux 
dans un peptide ou dans une prot6ine. Parmi celles-ci, deux ont 6t6 utilis6es ici: celle 
de SANGER 4 Inettant en jeu la formation de d6riv6s dinitroph6nyl6s et ceile met tant  en 
jeu la destruction des groupes amin6s initiaux par l'acide nitreux, selon CONSDEN, 
GORDON ET MARTIN 5. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

L'ocytocine utilis4e, pr4par6e au laboratoire d'apr6s la technique de MAIER-HOsER e, 
est un produit dont l'activit6 ocytocique, calcul4e pour une teneur en azote total de 
16% 3 est comprise entre 800 et 900 U.I./mg (mesures faites sur l'ut6rus de cobaye), et 
dont l 'activit6 vasopressique (mesur6e sur le rat  d'apr~s la technique de LANDGREBE, 
MACAULAY ET WARING 7) est inf6rieure ~ 3 unit6s de vasopressine pour IOO unit6s 
d'ocytocine. 

* U n e  ~tude  des ac ides  a m i n e s  de  l ' o c y t o c i n e  pure  nous  a v a i t  p e r m i s  de  m e t t r e  en  6 v i d e n c e  la  
presence  de ces  m ~ m e s  ac ides  a m i n 6 s  dans  l ' ocy toc ine .  L a  p u b l i c a t i o n  de PIERCE ET D u  Vm•EAUD 2 
a y a n t  eu  l i eu  e n t r e  t emps ,  i l  n o u s  a paru  i n u t i l e  de  publ i er  nos  r6sultats ,  que  nous  s igna lons  s imple -  
m e n t  ic i  c o m m e  u n e  c o n f i r m a t i o n  de  c e u x  des  au teurs  am6rica ins .  

** Ac ides  a m i n 6 s  i n i t i a u x  ou e n  t~te  de c h a i n e  = ac ides  a m i n 6 s  dont  le  groupe  N H  s est  l ibre.  
Ac ides  a m i n 6 s  t e r m i n a u x  ou en  queue  de c h a i n e  ~--- ac ides  a m i n e s  dont  le  groupe  C O O H  est  l ibre.  
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I. Action du fluorodinitrobenz~ne sur l'ocytocine 

I mg d'ocytocine pure est dissous dans 2 gouttes de solution de bicarbonate de 
sodium ~ 1%; on v6rifie apr~s dissolution que le PH de la solution est voisin de 8.5; on 
ajoute ensuite 3 gouttes d'une, solution fraichement pr6par6e de fluorodinitrobenz~ne 

4% dans l'alcool 6thylique ~ 95 °. Le tout, contenu dans un tube scell6, est agit~ ~t 
la temp6rature ordinaire pendant  denx heures, temps au bout duquel on 6vapore ~ sec. 
On 6puise le r6sidu trois lois avec quelques gouttes d'6ther pour 6liminer le plus possible 
l'exc~s de fluorodinitrobenz~ne. On hydrolyse ce r6sidu avec 0.3 ml de HC1 6 N, en tube 
scell6, pendant cinq heures ~ 11o% L'hydrolysat  du d6riv6 dinitroph6nyl6 obtenu, tou- 
jours en solution dans HC1 6 N, est 6puis~ ~ l '6ther; tout d6riv6 dinitroph6nyl6 form6 

part ir  d 'un acide amin6 initial, s'il en existe, doit alors passer dans l'6ther. Les autres 
acides amin6s restent en solution acide. La fraction 6th6ro-soluble et la fraction acido- 
soluble sont alors 6tudi6es s6par6ment, chacune par chromatographie sur papier. 

Etude de la ]raction ~th~ro-soluble. La fraction 6th6r~e contient toujours un peu de 
dinitroph6nol provenant  de la d6composition du fluorodinitrobenz~ne dont on n 'a  pas 
pu se d6barrasser compl~tement, n e s t  possible d'61iminer ce dinitroph6nol au moyen 
d'une chromatographie sur papier (Durieux 122) en utilisant comme solvant un m61ange 
d6caline + acide ac6tique 8. : on d6pose la solution 6th6r6e en haut de la feuille; apr~s 
le d6veloppement par le solvant, le dinitroph6nol est compl~tement entrain6 tandis que 
les dinitroph6nylaminoacides 6ventuellement pr6sents restent au point de d6part. En 
effectuant une telle chromatographie sur la fraction 6th6rosoluble obtenue par t rai tement  
de l 'ocytocine, on constate que la presque totalit6 de ce qui est dissous dans l '6ther est 
entrain6 par le m61ange d6caline + acide ac6tique. I1 ne reste sur la ligne de d6part 
qu'un liser6 faiblement jaune correspondant ~ l 'ancien contours des taches. On d6coupe 
la bande de papier renfermant ce liser~ jaun~tre et d6barrass6 de toute trace de dinitro- 
ph6nol; on la s~che puis on blue son contenu par une solution de bicarbonate de sodium 

2 % et on chromatographie ~ nouveau sur papier (Schleicher et Schfill 507) en utilisant 
comme solvant un m61ange ph6nol + alcool isoamylique + eau**, en pr6sence de vapeur  
d 'ammoniaque sous faible tension***. On chromatographie parall~lement sur la mSme 
feuille les dinitroph6nylaminoacides du Tableau I, synth6tis6s comme t6moins. La sub- 
stance k laquelle 6tait dfi le liser6 jaun~tre forme alors une tache tr~s faible dont le RF 
(o.51) ne correspond k celui d 'aucun des d6riv6s dinitroph6nyl6s t6moins. I1 s'agit 1~ 
6videmment d'un artefact. I1 n'existe donc pas d'acide dinitroph6nylamin6 dans cette 
fraction. 

Etude de la ]raction acido-soluble. La fraction acido-soluble est soumise, en mSme 
temps qu'une solution d'acides amin6s t6moins et qu'un hydrolysat total d'ocytocine 
non trait6e, k diverses chromatographies sur papier, qui routes donnent des r6sultats 
concordants : 

En utilisant comme solvant du ph6nol satur6 d'eau, additionn6 de o.I % de cupron, 
sur papier Schleicher et SchtiU 507, et eu r6v61ant par la ninhydrine tous les acides 
amin6s pr6sents, la proline 6tant en outre d6cel6e par l'isatine, on constate que la fraction 

* D~caline satur~e d'acide ac~tique anhydre. Ce m61ange contient environ I pattie d'acide 
ac6tique pour Io parties de d~caline. 

** M~lange obtenu en agitant une pattie de ph6nol put, une partie d'alcool isoamylique et une 
partie d'eau, et en pr61evant la phase surnageante que l'on filtre. 

*** Au fond de la cage ~ chromatographie sont plac6s 3oo ml d'un¢ solution d'ammoniaque 
o.034 % de NH v 
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TABLEAU I 

R F DE QUELQUES ACIDES DINITROPH~NYLAMIN]~S 

M41ange ph6nol + alcool isoamylique + eau en pr4sence de NH3; Papier Schleicher et  Schiil1507 

RF 

Acide aspart ique 
Acide glutamique 
Cystine 
Proline 
Tyrosine 
Dinitroph6nol 
S4rine 
Thr6onine 

0.03 
o.o7 
0.I2 

0.27 
o.27 
0.28 
0.32 
0.43 

D6riv4 dinitroph6nyl6 D6riv6 dinitroph6nyl6 

Glycocolle 
Valine 
Histidine 
Ph6nylalanine 
Isoleucine 
Leucine 
Lysine (di) 
u-Arginine 

RF 

0.44 
0.69 
O.70 
0.75 
o.76 
o.78 
o.79 
0.83 

acido-soluble fournit nettement les taches correspondant aux substances suivantes, dont 
les Rv sont indiqu6s entre parentheses, et ~ celles-lk seulement: acide aspartique (o.oI), 
cystine (o.02), acide glutamique (o.o7) , glycocolle (o.Io), leucine et isoleucine, non 
s6par&s (o.59), proline (o.63), o-dinitroph~nyltyrosine (o.8o). 

En utilisant sur la m4me esp~ce de papier un m61ange butanol + acide ac&ique 
+ eau*, on obtient, toujours ~ partir de la fraction acido-soluble, les taches suivantes 
et celles-lh seulement: cystine (o.o3), acide aspartique (o.I2), glycocolle (o.I4), acide 
glutamique (o.I8), proline (o.26), isoleucine (o.59), leucine (0.67), o-dinitroph6nyltyrosine 
(0.73). La s6paration de ces taches, et en particulier la s6paration de celles correspondant 
respectivement ~ la leucine, ~t l'isoleucine et ~ l'o-dinitroph6nyltyrosine, est ici excellente. 

On retrouve donc dans la fraction acido-soluble tous les acides amin6s de l'ocytocine 
sous leur forme libre, saul la tyrosine que l'on retrouve sous forme de son d4riv6 o- 
dinitroph6nyl& 

Remarques 

I. En ce qui concerne la tyrosine, on observe que dans tousles chromatogrammes 
de la fraction acido-soluble, la tyrosine a disparu; par contre, ces chromatogrammes 
montrent une tache ne correspondant ~ aucun des acides amin4s de l'ocytocine non 
trait&, rathe dont le RF, avec les solvants utilis~s ici, est sup6rieur k celui de n'importe 
lequel des autres acides amin6s presents. La comparaison de cette tache avec celle 
fournie par de l'o-dinitroph6nyltyrosine t6moin**, permet d'affirmer que cette tache 
correspond bien ~ cette derni~re substance. La transformation quantitative de tyrosine 
ell o-dinitroph6nyltyrosine, est ici particuli~rement importante: &ant donn6 en effet 
que le groupe ph6nolique de la tyrosine r6agit avec le fluorodinitrobenz6ne plus difficile- 
ment que les groupes amin6s primaires ou secondaires (proline), la formation d'o- 
dinitroph6nyltyrosine au cours du traitement de l'ocytocine par le fluorodinitrobenz~ne, 
prouve que le peptide se trouvait dans des conditions convenables pour r6agir. 

2. En ce qui concerne le glycocolle, on peut se demander si le fait de ne pas trouver 
de dinitroph6nylglycocolle dans la fraction 6th6ro-soluble et de retrouver quantitative- 

* M61ange obtenu en agi tant  4 ° part ies  de butanol,  Io part ies d'acide ac&ique et 5 ° part ies 
d'eau, e t  en pr61evant la phase surnageante que l 'on filtre. La phase aqueuse est plac6e au fond de 
la cage tL chromatographic.  

** o-Dinitroph6nyltyrosine synth&is~e d'apr~s SANGER 4 ~ par t i r  de la chlorac&yltyrosine. 
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ment le glycocoUe libre dans la fraction acido-soluble est bien une preuve que son groupe 
amin6, dans l'ocytocine, n'est pas libre. On pourrait en effet penser que le dinitroph6nyl- 
glycocolle qui se formerait au cas oh le glycocolle serait en t~te de chaine peptidique, 
se d6truirait au cours de l'hydrolyse du dinitroph6nylpeptide, par suite de sa fragilit6 
bien connueg, 1° en r6g6n6rant une quantit6 importante de glycocolle libre. Les ex- 
p6riences suivantes montrent que cette hypoth~se est k rejeter: 

a. On traite 3.5 mg de dinitroph6nylglycocolle pur par 0.5 ml de HCI 6 N, en tube 
scell6, pendant 15 heures k IiO °. On obtient alors une solution jaune orang6 contenant 
en suspension un produit noirAtre rappelant les humines qui se forment lors de l 'hydro- 
lyse de certaines prot6ines. On 61imine HC1 par 6vaporation k sec, sous vide, on reprend 
par quelques gouttes d'eau distilt6e, on filtre, puis on 6vapore de nouveau ~ sec; on 
remet enfin en solution dans I ml d'une solution de bicarbonate de sodium ~ 1%. Cette 
solution est chromatographi6e (ph6nol + cupron, papier Whatman no. 4) en m~me temps 
qu'une solution t6moin de 3.5 mg de dinitroph6nylglycocoUe dans I ml de la mSme 
solution de bicarbonate. On constate ainsi que la solution correspondant au dinitro- 
ph6nylglycocolle trait6 renferme encore une quantit6 notable, quoique inf6rieure k la 
quantit6 initiale, de di~dtroph6nylglycocolle, mais ne contient ni glycocolle libre ni 
dinitroph6nol. 

b. On synth6tise le d6riv6 dinitroph6nyl6 de la glycylleucine en partant de 0. 3 mg 
de ce dipeptide; cette quantit6 est de l'ordre de grandeur de tout dipeptide isol6 k partir 
de i mg d'ocytocine. Ce d6riv6 dinitroph6nyl6 est trait6 par HC1 duns les m~mes con- 
ditions que la dinitroph6nylocytocine, et l 'hydrolysat est 6puis6 ~ l'6ther. L'analyse 
chromatographique (ph6nol + alcool isoamylique + eau, papier Schleicher et Schiill 
507) montre que la fraction 6th6rosolnble renferme environ dix lois plus de dinitro- 
ph6nylglycocolle qu'il est n6cessaire pour caract6riser cette substance par la m6thode 
employ6e. Quant k la fraction acido-soluble, elle ne renferme pus trace de glycocolle. 

3. En ce qui concerne la proline, dont le d6riv6 dinitroph6nyl6 parait encore plus 
fragile que celui du glycocolle 9, les m~mes r6flexions que pour ce dernier acide amin6 
viennent k l'esprit. En fait, les exp6riences suivantes confirment que le groupe NH 
de la proline n'est pas libre duns l 'ocytocine: 

a. On traite 2. 4 mg de dinitroph6nylproline pure par 0.3 ml de HC1 6 N, en tube 
scell6 ~ IiO ° pendant 5 heures. La solution obtenue est 6puis6e par l'6ther. La fraction 
6th6ro-soluble et la fraction acido-soluble sont analys6es chacune par chromatographies 
sur papier, dans les m~mes conditions que pour la dinitroph6nylocytocine. On retrouve 
ainsi une quantit6 importante (au moins 30% de la quantit6 initiale) de la dinitroph6nyl- 
proline duns la phase 6th6ro-soluble, et seulement des traces d'une substance qui r6agit 
sur le papier k l'isatine, comme le fait la proline, duns la fraction acido-soluble. 

b. On traite 0. 9 mg de dinitroph6nylocytocine par HC1 IO N, en tube scell6, ~ IiO ° 
pendant 3 heures. Dans ces conditions, la dinitroph6nylproline, si elle existe, ne doit pas 
4tre sensiblement d6compos6e 9. Au bout de 3 heures, la solution acide est dilu6e par de 
l'eau distill6e de telle sorte que la concentration de HC1 soit ramen6e k 6 N. On extrait  

l'6ther. La phase aqueuse acide, s6par6e de la phase 6th6r6e et soigneusement d6bar- 
rass6e de l'6ther dissous, est ensuite replac6e en tube scell6 k IiO ° et maintenue k cette 
temp6rature pendant 19 heures. 

La fraction 6th6ro-soluble, correspondant ~ une hydrolyse de 3 heures par FICI IO N, 
est d6barrass6e du dinitroph6nol par une premi6re chromatographie utilisant le m61ange 
d6caline + acide ac6tique; le r6sidu est ensuite chromatographi6 sur papier Durieux 122 
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l'aide du m~lange t6trachlorure de carbone 56 + isopropanol 4o + solution aqueuse 
de benzoate de potassium M/2o II. Une telle chromatographie ne met en ~vidence qu'une 
tr~s faible tache, situ~e ~ l'emplacement que pourrait occuper la dinitroph~nylproline, 
mais correspondant k une quantit~ inf6rieure ~ 5 ~g de cette substance, ce qui repr~sente 
2 ~ 3% seulement de la quantit6 de dinitroph6nylproline qui aurait d~ se former si le 
groupe NH de la proline avait 6t~ libre dans 1'ocytocine. C'est donc un r~ultat n6- 
gligeable. 

La fraction acido-soluble, correspondant ~ une hydrolyse de 3 heures par HCI IO N, 
suivie d'une hydrolyse de 19 heures par HCI 6 N, a ~t6 d6barrass6e de HCl en exc~s 
par les op6rations habituelles. Chromatographi~e sur papier Whatman no. I, en utilisant 
1o m61ange butanol + acide ac6tique + eau, e11e s'est montr6e renfermer tousles acides 
amines de l'ocytocine, et en particulier la proline. Par comparaison avec une quantit6 
d~termin6e de proline t~moin, on constate que l'on retrouve dans la fraction en question 
la quasi-totalit6 de la proline initialement contenue dans 1'ocytocine. 

2. Action de l'acide nitreux sur l'ocytocine 

Etant  donn6 que l 'ocytocine ne renferme qu'une mol6cule de chacun des acides 
amin6s qui la constituent, la r6action de l'acide nitreux snr le peptide est ici une m6thode 
de choix pour la caract6risation d'un acide amin6 6ventuellement plac6 en t~te de chaine: 
un tel acide amin6 devrait ell effet, apr~s hydrolyse du peptide trait6 par l'acide nitreux, 
avoir totalement dispam de tout chromatogramme sur papier. 

0. 5 mg d'ocytocine en solution dans une goutte de HC1 6 N sont plac6s sur un verre 
de montre et soumis ~ l'action des vapeurs nitreuses pendant 25 minutes, dans une 
enceinte dont la temp6rature est maintenne entre 30 et 35 ° par immersion dans un 
thermostat. La solution est ensuite 6vapor6e plusieurs lois sous vide, apr~s additions 
successives de HC1 6 N pour chasser les compos6s nitreux. Le r6sidu est hydrolys6 par 
o.2 ml de HC1 6 N, en tube scell6, 15 heures ~ IiO °, et l 'hydrolysat est soumis aux 
op6rations habituelles, avant d'etre chromatographi6 sur papier*. 

La chromatographie sur papier de l 'hydrolysat obtenu ~ partir  de l 'ocytocine trait6e 
par l'acide nitreux, est faite parall~lement ~ celle d 'un hydrolysat d'ocytocine non 
trait6e, en utilisant le m61ange butanol + acide ac6tique + eau, sur papier Schleicher 
et Schiill 507. Sauf en ce qui concerne la tyrosine, on retrouve quantitativement les 
m~mes acides amin6s darts les chromatogrammes correspondant ~ l 'ocytocine trait6e et 

l 'ocytocine t6moin. Le chromatogramme correspondant ~ l 'ocytocine trait6e ne montre 
plus que des traces de tyrosine; mais la tyrosine de l 'ocytocine n'a pas 6t6 d6samin6e: 
elle a fourni un produit de r6action secondaire jaunAtre, visible avant r6v61ation par la 
ninhydrine, de m6me RF (o.18) que celui de l'acide glutamique. I1 s'agit 1A d'un produit 
r6sultant de la nitrosation du noyau et l'on sait 5 que la formation de ce produit s'observe 
couramment au cours du traitement, par l'acide nitreux, d'un peptide contenant de la 
tyrosine, m~me lorsque celle-ci est ~ l'int6rieur de la chaine peptidique. 

On peut donc conclure que, dans l'ocytocine, aucun acide amin6 ne pr6sente de 
groupe NI-I~ susceptible de r6agir avec l'acide nitreux. 

* Nous avons v6rifi6 que cette technique, appliqu~e ~ l'alanylglycine et ~ la glycylleucine, 
permet d'obtenir la disparition radicalc des acides amin6s initiaux de ces peptides. 
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DISCUSSION 

L'ensemble  des r6sultats pr6c6dents condui t  k la conclusion que l 'ocytocine est u n  
peptide ne poss6dant pas de groupe amin6, primaire ou secondaire, libre. Cette conclusion 
pourrai t  faire penser au premier  abord que l 'ocytocine est un  peptide cyclique, ou plus 
exactement ,  du fait de la pr6sence de cyst ine dans la mol6cule, un .pep t ide  bicyclique. 
Mais on pourrai t  aussi imaginer  que l 'ocytocine ne pr6sente q u ' u n  seul cycle; d 'apr~s 
PIERCE ET DU VIGNEAUD 3 en effet, il existe darts l 'ocytocine trois groupes amide:  on 
peut  supposer que deux d 'ent re  eux correspondent  aux deux groupes carboxyliques ap- 
port6s par  le r6sidu d'acide aspart ique et par  le r6sidu d'acide glutamique,  et que le 
troisi~me n6cessite la pr6sence d ' un  troisi~me groupe carboxylique, ce qui, par  contre 
coup, implique la pr6sence dans l 'ocytocine d ' u n  groupe amine  disponible. Pour  accorder 
cette mani~re de voir  avec les r6sultats actuels, on pourrai t  alors supposer que ce groupe 
amine  primaire  ou secondaire, appa r t enan t  au premier acide amin6 de la chaine, soit 
subst i tu6 par  un  radical non  azot6 tel q u ' u n  radical  ac6tyle par  exemple. Mais ce ne sont  
1~ que des hypotheses. Pour  savoir ce qu ' i l  en est, nous poursuivons actuel lement  des 
essais de d6terminat ion du troisi~me groupe carboxylique amid6 6ventuel lement  pr6sent,  
et de d6terminat ion du radical hypoth6t ique fix6 sur le groupe amine initial .  

R~SUM~ 

Aucun acide amin6 engag6 dans la mol6cule d'ocytocine ne r6agit ni avec le fluorodinitrobenz~ne, 
ni avec l'acide nitreux. L'ocytocine est donc un peptide ne poss~dant pas de groupe amin6, primaire 
ou secondaire, libre. L'ocytocine pourrait ~tre ainsi soit un peptide bicyclique, du fair de la presence 
de cystine, soit un peptide monocyclique dont le groupement carboxylique terminal se trouverait 
sous forme d'amide, et dont le groupe amin6 initial seiait substitu~ par un radical non azot6. 

SUMMARY 

The amino acids constituting the ocytocine molecule do not react with fluorodinitrobenzene or 
with nitrous acid. Therefore ocytocine is a peptide which does not possess a free, primary or secondary 
amino group. Ocytocine could be either a bicyclic peptide, because of the presence of cystine, or 
a monocyclic peptide in which the end carboxylic group is an amide group, and the initial amino 
group is substituted by a nitrogen-free radical. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Aminosiiuren aus denen das Ocytocin-Molekiil zusammengesetzt ist reagieren weder mit 
Fluordinitrobenzol noch mit salpetriger S~iure. Das Ocytocin ist also ein Peptid, welches keine freie, 
prim~Lre oder sekund~ire Aminogruppe enthiilt. Das Ocytocin k6nnte entweder-- durch die Gegenwart 
yon C y s t i n -  ein bicyclisches Peptid sein, oder ein monocyclisches Peptid, dessen endstiindige 
Carboxylgruppe als Amid vorliegen wurde und dessen erste Aminogruppe durch einen stickstoff- 
freien Rest substitutiert wiixe. 
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