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Table 1. Conversion of labelled GHBA, glutamic acid, and pyruvic
acid to GABA

Compound Isolated compounds (cpm/gmole) *
incubated®
Glutamic GABA GADBA/glutamic
acid acid
GHBA-1-CH# 1,764 10,988 6.2
4 pe, 5.4 pmoles
Glutamic acid-U-C1? 165,305 32,345 0.2
2 pc, 0.02 pmole
Pyruvic acid-2-C14 109,305 77,656 0.7

2 e, 0.32 pmole

2 Values are averages of triplicate runs. » Brain homogenates were
prepared by grinding 1 part of male Sprague-Dawley rat brain in 2
parts of 0.1 M, pH 7.4 phosphate buffer. Incubation was carried out
for 1 h in a Dubnoff metabolic shaker at 37°C. The incubation
mixture consisted of 2 ml of homogenate, 2 mg of glucose, and
labelled substrate in a final volume of 3.1 ml. Labelled GHBA was
separated from amino acids by passing the deproteinized reaction
mixture through a Dowex-50 column (3 x 1.3 cm} and rinsing the
column with 300 gmoles of unlabelled GHBA and 20 ml of water
before eluting the amino acids.

Table II. Comparison of brain glucose level

Compound Time of sacrifice Glucoselevel
injected pglg brain?
Saline immediately 91 4 39
GHBA {500 mg/kg) 75 min 198 - 49
GHBA approx. 2 h 145 4+ 34
GHBA + insulin® approx. 2 h 77 4+ 20

3 Values are averages from 5 rat brains each. ® Insulin was injected
i.p. 75 min after GHBA administration. The rats were killed approx.
2 h after GHBA injection.
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sulted in less radioactivity being incorporated into GABA
when labelled glutamic or pyruvic acid was the substrate
whereas no such decrease in the radioactivity of GABA
was observed when GHBA was the labelled substrate.
These data indicate that GHBA is converted directly to
GABA by the brain homogenate without going through
glutamic acid. The implication of this finding to the
phenomenon of GHBA-induced sleep is mnot clear at
present.

In another series of experiments, we were unable to
obtain data to confirm the speculation of Lasorir? that
GHBA oriented the metabolism of glucose-6-phosphate
toward the hexosc monophosphate shunt pathway. The
role, if any, of glucose in the induction of sleep by GHBA
is obscure. LABORIT reported that supplementing a sub-
threshold dose of GHBA with insulin induced sleep in the
rat. In our experiments, insulin (0.5 mg/kg, i.p.) given to
rats during GHBA-induced (500 mg/kg, i.p.) sleep pro-
longed the sleeping time from approximately 2 h to 2.5
to 3 h. However, the glucose level in the brain bore no
direct relationship to the state of sleep since as shown in
Table II, the glucose level was elevated after GHBA
administration and the level was brought down to the
control level when GHBA and insulin were administered,
although in both cases the animals were asleep. The
hyperglycemic action of GHBA had been reported by
Freming and LaCourt®S.

Zusanumenfassung. Nachweis der enzymatischen Um-
wandlung von yp-Hydroxyl-Buttersiure in yp-Amino-
Buttersiure im Gehirn.

CH. MitoMa and SusanNa E. NEUBAUER

Life Sciences Division, Stanford Research Institute,
Menlo Pavk (California 94025, USA),
24 July 1967.

5 M. C. Freminc and S. LaCourr, Biochem. Pharmac. 74, 1907
(1965).

8 This investigation was supported by Public Health Service grant
No. 5-801-FR-05522-04.

Uber Peptidsynthesen, XL1V. Synthese von Ser*-Glu(NH;)?-Oxytocin (Glumitocin)*

Von AcCHER et al.?2 wurde iiber die Isolierung eines
Oxytocin-Analogon, des Glumitocin aus den Hypophysen
von Knorpelfischen (Raia clavata) berichtet und die
Struktur

! |
Cys-Tyr-Ileu-Ser-Asp-(NH,)-Cys-Pro-Glu(NH,)-Gly-NH,?

vorgeschlagen. Wir haben dieses Nonapeptid syntheti-
siert (vgl. Reaktionsschema). Nach den analytischen
Daten (Papierchromatographie, Elektrophorese und
Aminosiureanalyse) sowie seiner oxytocischen Wirksam-
keit erwies sich dieses synthetische Priaparat mit dem
natiirlichen Hormon als identisch.

Die Synthese verlief iiber folgende Zwischenstufen:
H-Gly-NH, - HBr® (aus Z-Gly-OH und Ammeoniak in
Chloroform nach der Anhydrid-Methode und Behandlung
mit HBr/Eisessig) wurde nach Freisetzen mit Tridthyl-
amin mit Z-Glu(NH,)-OCP*® in DMF kondensiert. Das
erhaltene Z-Glu{NH,}-Gly-NH, [ Ausbeute: 81%; Schmp.

198-199° (wissriges Athanol); [«]f = —16,2° (c = 0,5;
50%,iges wissriges Athanol); C;H,N,04 (336,3); Ber.
C 53,57, H 5,99, N 16,66; Gef. C 53,76, H 6,00, N 16,70]
wurde in 50%igem wissrigem Athanol iiber Pd-Molr hy-

1 {Jber Peptidsynthesen XLIII. Mitteilung, B. KLiEGER, Experientia
23, 620 (1967).

2 R. AcHER, J. Caavver, M. T. Caauver und D, Crery, Biochim,
biophys. Acta 707, 393 (1965).

3 Alle Aminosiduren, mit Ausnahme von Glycin, haben r-Kon-
figuration. Abkiirzungen nach dem «Report of the Committee on
Nomenclature» in Peptides (Proc, 5th European Symposium,
Oxford 1962, Pergamon Press 1963), p. 261.

4 Die diesbeziiglichen Untersuchungen wurden von Prof. R. ACHER,
Laboratoire de Chimie Biologique, Faculté des Sciences, Paris
durchgefithrt, dem wir bestens dafiir danken,

5 M. Bopanszky, M. A. Orperri, C. A. BirkuiMer und P. L.
Tuowmas, J. Am. chem. Soc. 86, 4452 (1564).

8 7. PLess und R. A. BoissonNas, Helv. chim, Acta 46, 1609 {1963).
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EXPERIENTIA 24/1
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driert und das H-Glu(NH,)-Gly-NH, [Ausbeute: 1009, ;
nach Digerieren mit Athanol Schmp. 138-141°; [a]¥ =
—10,6° {c = 0,5; DMF); C;H N0, (202,2); Ber. C 41,58,
H 6,98, N 27,71; Gef. C 41,79, H 7,00, N, 27,25] mit Z-Pro-
ONP7? zum Z-Pro-Glu(NH,)-Gly-NH, [Ausbeute: 729%,;
Schmp. 217-218° {Athanol}; [«)% = — 40,1° (¢ = 1, DMF);
C,oH,,N;Op (433,5); Ber. C 55,41, H 6,28, N 16,16; Gef.
C 55,74, H 6,39, N 16,00] umgesetzt. Das durch an-
schliessende Hydrogenolyse in 509%igem wéssrigem
Athanol gewonnene H-Pro-Glu(NH,)-Gly-NH, [Aus-
beute: 90%; Schmp. 156-157° (Athanol); [a]f = — 26,4°
(¢ = 0,5, DMF); C,,H,;N,0, (299,3); Ber. C 48,15,
H 7,07, O 21,38; Gef. C 48,38, H 7,23, O 21,31] wurde
mit Z-Cys(Bzl)-ONP zum Z-Cys(Bzl)-Pro-Glu(NH,)-Gly-
NH, [Ausbeute: 93%,; Schmp. 212-213°; [a]F = — 39,1°
(¢ = 0,5, DMF); C4,H,,N,0O,S (626,7) ; Ber.C 57,49, H 6,11,
N 13,41, 5 5,12; Gef. C 57,28, H 6,16, N 13,26, § 5,21]
verlingert. Nach Decarbobenzoxylierung mit HBr/Eis-
essig und Behandlung mit Amberlite® IRA 410 konnte
mit BOC-Asp(NH,)-ONP?® das BOC-Asp{NH,)-Cys(Bzl)-
Pro-Glu(NH,)-Gly-NH, [ Ausbeute: 879%,; Schmp. 209 bis
210°; [a]f = —44,0° (c=0,5, DMF); C4HyNyO,S
{706,8); Ber. C 52,67, H 6,56, N 15,85, S 4,54; Gef.
C 52,60, H 6,51, N 15,98, S 4,61] erhalten werden. Ab-
spaltung der Butyloxycarbonylgruppe mit Trifluoressig-
siure und Umsetzung mit Z(OMe)-Ileu-Ser-NHNH, [aus
Z(OMe)-1leu-ONP?® und H-Ser-OMe und Hydrazinolyse:
Ausbeute: 85%; Schmp. 219-220° (wissriges Athanol);
[a]f = —22,2° (¢ = 0,5, Eisessig); C;gH;gN,0, (396,4);
Ber. C 54,53, H 7,12, N 14,13; Gef. C 54,65, H 7,28,
N 13,87] lieferte Z(OMe)-Ileu-Ser-Asp(NH,)-Cys(Bzl)-
Pro-Glu(NH,)-Gly-NH, [ Ausbeute: 679%,; Schmp. 221 bis
222°; [a)f = —20,0° (c= 0,5, DMF); C,H;,0,N,S
(971,1); Ber. C 54,41, H 6,43, N 14,43; Gef. C 54,49,
H 6,43, N 14,28]. Dieses Heptapeptidderivat ergab mit
Trifluoressigsdure/Anisol 1 H-Ileu-Ser-Asp(NH,)-Cys(Bzl)-
Pro-Glu(NH,)-Gly-NH,. Trifluoracetat [ Ausbeute: 1009, ;
[«]® = —7,6° (¢ = 0,5, DMF); CgH N,;40,,S - CF,COOH
{921,0); Ber. N 15,21, S 3,48; Gef. N 14,91, S 3,41] aus
dem mit Z-Cys(Bzl)-Tyr-Nj!t schliesslich das vollge-
schiitzte Ser*-Glu(NH,)?-Oxytocin erhalten wurde [Aus-
beute: 59%; Schmp. 232-233°; [a] = —29,2° (¢ = 0,5,
DMF); CeHgoN 50455, (1297,5); C 57,39, H 6,22, N 12,96
Gef. C 57,40, H 6,29, N 12,86. Aminosdureanalyse (Hydro-

lyse 24 h, 105°): Asp, g9, Sery g, Glug o6, P10y g9, Glyg gp,
Cysy 55 lleug gy, Tyrg sy, NHgg 3], Nach Abspalten simt-
licher: Schutzgruppen mit Natrium in flissigem Ammo-
niak, Oxydation mit Luft bei pH 6,5 priaparativer triager-
freier Elektrophorese!? und Gefriertrocknung konnte das
Sert-Glu(NH,)?*-Oxytocin [C;HN,,0,,S, - 2CH,COOH -
3 H,O (1155,3); Ber. C 45,74, H 6,46, N 14,55; gef. C
45,46, H 5,87, N 14,58; Aminosdureanalyse (Hydrolyse
48T, 105°): Asp, g3, Sery,gy, Gluy gq, Prog 79, Glyg gp, Cysy 53,
Ileu; g9, Tyro,6. NHyg 9] in elektrophoretisch und papier-
chromatographisch einheitlicher Form isoliert werden1,
Am isolierten Rattenuterus!* konnte eine oxytocische
Aktivitit von 7,8 4 0,6 1E/uMol gegeniiber 8,1 -+ 1,4
IE/uMol beim natiirlichen Hormon®4 ermittelt werden.

Summary. Sert-Glu(NH,)8-Oxytocin has been synthe-
sized. The identity of the synthetic compound with the
neurohypophysal hormone (Glumitocin) recently isolated
from species of cartilaginous is demonstrated.

E. KLIEGER

Hauptlabovatovium dev Scheving AG., 1 Berlin 65
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? M. Goopmax und K. C. Sruesewy, J. Am. chem. Soc. 87, 3980
(1959).

8 E. Scur6per und E. KLigcERr, Justus Liebigs Annln Chem. 673,
208 {1964).

% ¥. Kuiecer und E. SCHRBDER, Tetrahedron Lett. /965, 2067.

10 F, Weveanp und K. Huncer, Chem. Ber. 95, 1 (1962).

it C, W. RoBERTS, J. Am. chem. Soc. 76, 6203 (1954},

32 J. BARROLLIER, E. Warzke und H. Gieian, Z. Naturf. 735, 754
{1958); E. ScurODER und S. Marrues, J. Chromat. 77, 189 (1965).

¥ Fiir die Durchfiihrung der priparativen Arbeiten danken wir Frl.
I. Bacanz und Herrn P. Nowack, fiir die Aminosaureanalysen
Herrn G. Kross und fiir die Elektrophoresen Herrn S. MATTHES.

14 P. HortoN, Br. J. Pharmac. 3, 328 (1948).



