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7,5-Dioxo-7-methyyl-2-azaspiro[5,S]undecan ( X V )  : 3.6 g XI11 wurden in 50 ml Feinsprit rnit 
0.5 g Pd-Kohle bis zur Absorption von 2 Mol. Wasserstoff hydriert. Umkristallisation aus Aceton- 
Cyclohexan. Smp. 149". 

C,,H,,O,N Ber. C 67,66 H 8,78y0 Gef. C 67,70 H 8,83% 

7,5-Di0xo-4-hydroxymethyl-7-methyl-A~~~; @J0-2-azaspiro[5, 51-undecadien ( X  V I )  : 3,82 g XIII, 
10 ml Wasser und 2 ml 35-proz. Formalinltisung wurden auf 35" erwarmt und mit 0,5 g Natrium- 
sulfit versetzt. Nach einigen Min. war vollstandige Losung eingetreten. Nach 12 Std. wurde mit 
50 ml Wasser verdiinnt und rnit Methylenchlorid extrahiert. Das erhaltene 01 (2,9 g)  wurde an 50 g 
Alox (Akt. I) chromatographiert. Die Hydroxymethylverbindung XVII wurde mit dther- 
Methanol 10: 1 eluiert und aus Essigester kristallisiert. Smp. 130". Ausbeute: 2,74 g. 

C,,HI5O3N Ber. C 65,14 H 6,83% Gef. C 65,05 H 6,91y0 

1,5-Dioxo-4,7-dimethyL2-azaspiro[5,5]undecan ( X V I I )  : 1.0 g XVI wurden in 30 ml Feinsprit 
mit 0.3 g Pd-Kohle hydriert. Aufnahme von 3 Mol. Wasserstoff in 15 Min. Umkristallisation aus 
Petrolather. Smp. 121". Ausbeute: 0,85 g. 

C,,H,,O,N Ber. C 68,86 H 9,15% Gef. C 68,49 H 8,98y0 

1,5-Di0xo-4-hydroxymethyl-7-A~~~-2-azasfliro[5, Slundecen ( X V I I I )  : 5,7 g XIV wurden mit 
15 ml Wasser, 3 ml 35-proz. Formalinltisung und 0,75 g Natriumsulfit wie oben umgesetzt. XIV 
wurde auch nach Chromatographie an Alox (Akt. I, Elution rnit Ather-Methanol 10: 1) nur als 01 
erhalten. Ausbeute: 3,4 g. 

~,5-Dioxo-4,7-dimethyl-2-azasfliro[5,5]undecan (X V I I )  : 3,4 g tiliges XVIII wurden in 40 ml 
Feinsprit rnit 0,5 g Pd-Kohle bis zur Aufnahme von 2 Mol. Wasserstoff hydriert. Umkristallisation 
aus Petrolather. Smp. 121". 1R.-Spektrum identisch mit dem des durch Hydrierung von XVI 
gewonnenen Produktes ; Misch-Smp. ohne Depression. 

C,,H,,O,N Ber. C 68,86 H 9,15% Gef. C 68,53 H 9,06y0 

SUMMARY 

A number of spirocyclic piperidindiones have been synthesized and their hypnotic 
properties studied. 

Forschungslaboratorium der AB HASSLE, Goteborg, Schweden 

296. SynthGse de la S6r4-Ile*-Oxytocine, une Bventuelle hormone 
hypophysaire de certains poissons (Isotocine) 

par St. Guttmann 
(2 XI  62) 

Un nouveau peptide posskdant des propriCt4s proches de celles de l'oxytocine a 4t4 
isolk partir de l'hypophyse de trois poissons osseux (Polliachus virens, Gadus luscus 
et Merluccius merluccius) par ACHER et ~ 0 1 1 . ~ ) ~ ) .  Se basant sur sa composition en 
acides aminks et sur les rCsultats de sa dkgradation par la leucinaminopeptidase, ces 
auteurs consid6rent que ce nouveau peptide est probablement un nouvel analogue de 
l'oxytocine, la SCt'-Iles-oxytocine : 

H-CyS-Tyr-Ile-SLr-Asp(NH,)-CyS-Pro-Ile-Gly-NH2 

l) R. ACHER, J. CHAUVET, M. T. CHAUVET & D. CREPY, Biochem. biophys. Acta 51, 419 (1961). 
,) R.  ACHER, J.  CHAUVET, M. T. CHAUVET & D. CREPY, Riochem. biophys. Acta 58, 624 (1962). 

I I 
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Dans une brkve communication prkliminaire s), nous avons rapport6 la synthbse de 
la S6r*l-Iles-oxytocine, ainsi que les r6sultats d'un premier examen de ses propriCt6s bio- 
logiques; dans le prCsent travail, nous dCcrivons en d6tail cette synthkse effectuke 
selon le schCma du tableau 1: l'hexapeptide 4-9 (VIII) construit A partir du tri- 
peptide 7-g4) par la m4thode rCcurrente est condens4 avec le tripeptide 1-3s) en 
nonapeptide protCg6 1-9 (IX) . 

C 

Tableau 1. Sche'ma de synthBse de la Se'r4-Iles-oxytocine 
1 2 3  4 5 6 7 8 9 

Tyr Ile SCr ASP CYS pro Ile Gly 

1 2 3  4 5 6 7 8 9 
AbrCviations: CBO = carbobenzoxy-; Bz = benzyl-; Tos = tosyl = p-toluhesulfonyl-; Tri = 

trityl = triph6nylmCthyl- ; N P  = p-nitrophhyle; DCCI = dicyclohexyl-carbodiimide 

Ces op6rations ont 6tC effectuCes par la mkthode de l'ester activC #-nitrophCny- 
liquee) 7 ,  sauf dans le cas de la sCrine, qui a CtC introduite 3t l'aide du dicyclohexyl- 
carbodiimides). Aprks la scission des groupes protecteurs par le sodium dans l'am- 
moniac liquide et oxydation par un courant d'airD), le nonapeptide cyclique obtenu a 
s, ST. GUTTMANN, B. BERDE & E. STURMER, Experientia 78, 445 (1962). 
4, P.-A, JAQUENOUD & R. A. BOISSONNAS, Helv. 44, 113 (1961). 
5, P.-A. JAQUENOUD & R. A. BOISSONNAS, Helv. 45, 1462 (1962). 
6) M. BODANSZKY, M. SZELKE, E. TOKORM~NY & E. WEISZ, Chemistry and Ind. 1955, 1517. 
') M. BODANSZKY & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. SOC. 87, 5688 (1959). 
6) J. C. SHEEHAN & J. P. HESS, J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
9) V. DU VIGNEAUD, CH. RESSLER, J. M. SWAN, C. W. ROBERTS & P. G. KATSOYANNIS, J. Amer. 

chem. SOC. 76, 3115 (1954). 
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CtC purifiC par contre-courant. Sa puretC finale a CtC vCrifiCe par chromatographie et 
Clectrophorhse sur papier dans une sCrie de systgmes. L’hydrolysat acide total con- 
tient les acides aminCs dans les rapports attendus. 

Les activitks biologiqueslO) sont indiqukes dans le tableau 2. ComparC & l’oxy- 
tocine, ce nouvel analogue poss&de des activitks oxytociques qui ne sont que 1Cghx-e- 
ment plus faibles, alors que ses activitds pressoriques sont tr&s fortement diminuCes. 
La SCr4-Iles-oxytocine es t donc un oxytocique encore plus sClectif que l’oxytocine. 

HELLER et coll. 11) ont trouvC que le G Second Peptide Oxytocique du lieu noir 
posdde une activitk dCpressorique sur le Poulet 2,3 fois plus grande que son activitC 
utbrotonique sur le Rat. Ce rapport est pratiquement le m&me (320/150 = 2,l)  dans 
le cas de notre nouveau peptide. I1 est donc probable que la SCr4-Iles-oxytocine est 
non seulement identique au peptide ~ ‘ A c H E R ~ ) ,  mais Cgalement A celui d6crit par 
H E L L E R ~ ~ ) .  

Comme nous savions que 1’Ile8-oxytocine4) posshde pratiquement les mkmes pro- 
priCtCs biologiques que l’oxytocine, on pouvait s’attendre 31 ce que la prCsence de l’iso- 
leucine en position 8 de la SCr4-Iles-oxytocine n’eiit pas une grosse influence sur les 
activitks biologiques. Par contre, nous avions constatC jusqu’ici que I’introduction de 
sCrine en position 2 ou 3 des hormones hypophysaires supprimait complhtement les 
activitCs biologiques12). I1 est donc remarquable qu’ici la prCsence de sCrine en po- 
sition 4 n’ait pas le m&me effet. 

L’Asp (NHJ4-oxytocine que nous avons prCparCe prCcCdemment 13) possi.de des 
activitCs biologiques se rapprochant de celles de la SCr*-Iles-oxytocine. I1 semble donc 
se confirmer A premihre vue que le raccourcissement de la chaine IatCrale en position 4 
n’a qu’une influence restreinte sur les propriCtCs biologiques de l’oxytocine13). 

Par t ie  exp6rirnentalel4). - N-TrityZ-L-sdrilzate de me’thyZe (I). On dissout 15,5 g (100 mmoles) 
de L-sBrinate de mBthyle15) dans 150 ml de chloroforme, ajoute 31 ml (220 mmoles) de triethyl- 
amine et  26,7 g (110 mmoles) de tnphenylchlorom6thane, maintient 3 h B Oo, lave la solution par 
l’eau, seche sur Na,SO, e t  Bvapore A sec. Par recristallisation du rdsidu dans le melange benzhe- 
Bther de petrole (1:l) on obtient 28,O g (77%) de N-trityl-L-sirinate de mBthyle de F. 148”. 
Rf$ = 0,5; R f i  = 0,6; Rfk = 0,2; ES,, = 1,3 His; Ei,9 = 0,8 His. [XI$ = +24” 5 2” (c = 1,O; 
dimkthylformamide); +29” & 2” (c = 1,O; mithanol). 

Cz,Hz30,N Calc. C 76,4 H 6.4 0 13,3 N 3,9% 
(361,4) Tr. .. 762 ,, 6 4  ,, 13,O ,, 3,7% 

N-Trityl-L-sdrine (11). On chauffe 2 min. B reflux 75 ml d’une solution methanolique de KOH 
3 , 5 ~  contenant 36,l g (100 mmoles) d’ester I, refroidit 8. O”, ajoute 350 ml de H,PO, IN,  fiitre, 
redissout le precipitk dans l’acitate d’dthyle, lave avec H,PO, l ~ ,  skche et Bvapore i sec. En 
recristallisant le rdsidu dans un melange de benzene e t  dBther de petrole (1 : 1) on obtient 30,9 g 

10) Les activites biologiques ont BtB dBterminies par les Drs B. BERDE et  E. STURMER de notre 

11) H. HELLER, B. T. PICKERING, J.  MAETZ & F. MOREL, Nature 797, 670 (1961). 
12) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, B. BERDE & H. KONZETT, Experientia 77, 377 (1961). 
13) P.-A. JAQUENOUD & R. A. BOISSONNAS, Helv. 45, 1601 (1962). 
14) Les microanalyses ont Bt6 effectuBes dans notre laboratoire microanalytique (D’ W. SCHSNI- 

GER). - Pour les m6thodes et  les abreviations utilisBes, cf. ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, 
Helv. 45, 2517 (1962). 

DCpartement de recherches medico-biologiques (Dir. : D’ A. CERLETTI). 

15) ST. GUTTMANN & R. A .  BOISSONNAS, Helv. 47, 1852 (1958). 
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(89%) de N-trityl-L-sBrine de F. 160". [ a ] g  = - Z 0  f 2' (c = 1,O; dimdthylformamide); + 9" * 2" 
(c = 1,O; m6thanol). 

Aprh scission du groupe trityle, les Rf et  E sont ceux de la sBrine. 
C,,H,,O,N Calc. C 76,l  H 6,l 0 13,8 N 4,0% 

(347,4) Tr. ,, 75,8 ,, 6 3  ,, 13,6 ,, 4,074 
N- CBO - S -  Benzyl -L-cystiinyl -L-prolyl-L- isoleucyl -glycinamide (III) . On dissout 4.20 g 

(9,O mmoles) de N-CBO-S-benzyl-L-cystBinate de p-nitroph6nyle6) e t  2.38 g (8.4 mmoles) de 
~-prolyl-~-isoleucyl-glycinamide~) dans 6 ml de dimdthylforrnamide, laisse reposer 24 h 2 Z O O ,  

puis ajoute 100 ml d'acBtate d'Bthyle, lave par HC1 l ~ ,  skche et dvapore h sec. Aprhs trituration 
sous Cther, on recristallise le residu dans 50 ml dc m6thanol/eau (3:5). On obticnt ainsi 4,70 g 
(92%) de N-CBO-S-benzyl-~-cyst6inyl-~-prolyl-~-isoleucyl-glycinamide de F. 167'. RfgI = 0.7 ; 
RfaA = 0.7; Rf$ = 0.8; E?,, = 0,9Try; Eg,, = 0,8 His. [a13 = -53" f 1" (c = 1,O; dimdthyl- 
formamide); - 81' * 1' (c = 1,O; acide acCtique B 95%). 

C,,H,,08N,S Calc. C 60,9 H 6,7 0 15,7 N 11,4 S 5 2 %  
(611,7) Tr. ,, 60,7 ,, 6,9 ,, 16,O ,, 12.1 ,, 5 3 %  

S-Benzyl-L-cystLinyl-L-prolyl-L-isol~ucyl-L-glyc~na~ide (IV) . On dissout 3,50 g (5,7 mmoles) 
d'amide tetrapeptidique I11 dans 20 ml d'HBr 3,5N dans l'acide acktique, laisse 1 h B Z O O ,  dvapore 
B sec, triture sous dther e t  filtre. On redissout le rBsidu dans 100 ml de mkthanol et traite par 20 ml 
d'Amberlite IRA-410 (cycle OH-). L'Bvaporation B sec fournit 2,60 g de S-Bz-L-cystBiny1-L-prolyl- 
L-isoleucyl-glycinamide analytiquement pur, qu'on utilise aussitbt pour la suite de la synthhse. 
R G  = 0,7; R f i  = 0,7; Rf! = 0,8; EQ,, = 0,9 Try; I?;,, = 0,8 His. 

N-CBO-L-Asparaginyl-S-beizzyl-L-cyste'inyl-L-prolyl-L-asoleucyl-glyc~~amide ( V )  . On dissout 
2,62 g (5,5 mmoles) d'amide t6trapeptidique IV et 2,60 g (6,6 mmoles) dc N-CBO-L-asparaginate 
de p-nitrophBnyle7) dans 10 ml de dim6thylformamide. ajoute 60 ml d'acBtate d'Cthyle et maintient 
48 h g 20". Les cristaux form& sont filtrBs, laves successivement B 1'acBtate d'dthyle, au methanol 
e t  8. l'dther, puis s6chBs : 2,73 g (73%) de N-CBO-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystCinyl-L-proly1-L- 
isoleucyl-glycinamide de F. 212". Rfk = 0,5; RfX = 0,6; Rf$ = 0,4; E;,g = 0,5 Try; E:,* = 
0,5 His. [a]E = -51' 1" (G = 1,O; dimdthylformamide); -75" * 1' (c = 1 , O ;  acide acCtique 
95%). 

&H,,O,N,S Calc. C 57.9 H 6,5 0 17.6 N 13.5 S 4,4% 
(7253) Tr. ,, 5 7 3  ,, 6,5 ,, 18,O ,, 13,4 ,, 4,4% 

L-As~araginyl-S-benzyl-L-cystdinyl-~rolyl-L-isoleucyl-glycinam~de ( V I )  . On dissout 2,60 g d'a- 
mide pentapeptidiquc V dans 20 ml d'HBr 3,5N dans l'acide acdtique, laisse 1 h 8. Z O O ,  Bvaporc 8. 
sec, triture sous Bther, filtre, redissout le rBsidu dans 100 ml de mBthanol, Blimine les ions Br- par 
traitement avec dc l'hmberlite IRA-410 (cycle OH-) et  Cvapore 8. sec. Le rBsidu de 2,12 g de L- 

asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-isoleucyl-glycinamide, pur, est utilisi: immediatement 
pour la suite de la synthhse. Rfk = 0,5; Rf i  = 0,6; Rfg = 0,4; EY,9 = 0,5 Try; E:,, = 0,5 His. 

N- Tri~yyl-~-sCvyl-~-asparaginyE-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-~soleucyl-glyc~nam~de ( V I  I). On 
dissout 1,39 g (4,O mmoles) de N-trityl-L-sBrine (11) e t  2,12 g (3,9 mmoles) d'amide pentapeptidique 
VI dans 5 ml de dimdthylformamide, ajoute 10 ml d'acBtonitrile, refroidit B - lo", ajoutc 0 3 2  g de 
dicyclohexyl-carbodiimide et  maintient 4 h B 10". On filtre, ajoute au filtrat 50 ml d'acBtate d'B- 
thyle e t  maintient 1 2  h B 0". Les cristaux form& sont filtrgs, laves 8. 1'acBtate d'6thyle bouillant 
e t  sBch6s : 2,21 g (76 yo) de N-trityl-L-s6ry-L-asparaginyl- S-benzyl-L-cystBinyl-L-prolyl-L-isoleucyl- 
glycinamide de F. 160" d6c. Rfh = 0,8; RPA = 0,5; RPp = 0,3; E4,9 = 0,8 Try; E!,* = 0,6 His. 
[a]g  = -41" 1" (c = 1; dim6thylformamide); -65" 

C,,H,,O,N,S Calc. C 63,8 H 6,6 0 14,O N 12,l  S 3,5% 
Tr. ,, 64.0 ,, 6.8 ,, 141 ,, 11,9 ,. 3.5% 

lo (c = 1 ;  acide acBtique 95%). 

~-SLryl-~-asparaginyLS-benzyl-~-cystL~nyl-~-~~olyl-~-~sole~yl-glycinam~de ( V I I I )  . On dissout 
2,03 g (2,5 mmoles) d'amide hexapeptidique VII dans 10 ml d'acide trifluoracBtique contenant 
0,2 ml d'eau, y fait passer B 0" un courant d'HEr gazeux pendant 1 h, Bvapore 8. sec, triture sous 
Bther, filtre, dissout le rBsidu dans du mCthanol, Blimine les ions Br- par de l'bmberlite IRA-410 
(cycle OH-) e t  concentre la solution jusqu'g l'apparition de cristaux, ajoute de l'Bther, filtre et  
s8che. On obtient ainsi 1,47 g (86%) de L-sBryl-L-asparaginyl-S-benzyl-L-cystBinyl-L-prolyl-L-iso- 
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leucyl-glycinamide de F. 150" (dic.). Rfxf = 0,8; R f i  = 0,s; R f t  = 0,3; E!,Q = 0,8 Try; EZ,* = 

0.6 His. C,,H,O,N,S Calc. C 53,l H 6 3  0 18,9 N 16,5 S 4.7% 
(678.8) Tr. ,, 52,9 ,, 6 3  ., 18,9 ,. 16,l ,, 43% 

N- Tosyl-S-benzyl-~-cysle' i?zyl-~-tyrosyl-~-~soleucyl-~-s~ryl-~-as~a~ag~nyl-S-benzyl-~-cyst~~nyl-~- 
prolyl-L-isoleucyl-glycinam~de (IX) , On suspend 1,67 g (2,2 mmoles) de N-tosyl-S-benzyl-L-cyst&- 
nyl-L-tyrosyl-L-isoleucinate de p-nitroph6nyle5) e t  1,37 g (2,O mmoles) d'amide hexapeptidique 
VIII dans 6 ml de dimethylformamide, agite 4 jours 8. ZOO, ajoute de l'acetate d'ethyle, filtre, lave 
le precipit8 au methanol bouillant, filtre e t  sitche. On obtient ainsi 1,28 g de N-tosyl-S-benzyl-L- 
cystCinyl-~-tyrosyl-~-sBryl-~-asparaginyl-S-benzyl-~-cyst~inyl-~-prolyl-~-isoleucyl-glycinamide de 
F. 222". Du mCthanol de lavage, on obtient encore 0,26 g de nonapeptide de m6me puret6 que la 
prerniitre fraction, soit au total 1,54 g (59%). Eo 1" (c = 1,O; 
acide acetique 95%); -24" & 1" (c = 1,O; dimethylformamide). 

= 0; E;,& = 0. [a$ = - 68" 

C6,H,,0,Nl,S, Calc. C 57,2 H 6.5 0 17,2 N 11,s S 7,4% 
(1302,6) Tr. ,, 5 6 9  ,, 6 3  ,, 17,3 ,, 11,6 ,, 7,374 

Sdr4-Ile~-Oxytoci~e (= Isotocine) ( X ) .  On dissout 1,OO g (0,7 mmole) d'amide nonapeptidique 
IX dans 600 ml d'ammoniac redistill6 sur sodium puis on y ajoute du sodium jusqu'8. couleur 
bleue persistante, dBcolore B l'aide de NH4Cl, dvapore 8. sec, dissout le residu dans 700 ml d'acide 
ac6tique 0 , O l  N, a m h e  lc pH de la solution B 8,8 et  y fait barboter de l'air jusqu'k reaction n6ga- 
tive au nitroprussiate. Aprhs Bvaporation 8. sec e t  purification par distribution en contre-courant 
dans le systkme sec-butanolleaulacide acCtique (100 : 120: 1) et dCterrnination colorimktrique de la 
courbe de r6partition16), on obtient deux sommets. Les tubes centraux du sommet principal 
( K  = 0.57) contiennent 48% de l'azote peptidique introduit dans l'appareil. Le produit ainsi ob- 
tcnu est homoghne 8. la chromatographie e t  B 1'6lectrophoritse. a p r b  revklation par chlore, nin- 
hydrine et  bleu de bromoph6nol. Rf& = 0,6; R f i  = 0,7; R f i  = 0,5; EY,9 = 0,6 Try; E:,g = 
0,4 His. L'hydrolysc acide totale (HC1 6 ~ ,  12 h k 110") donne les acides aminks composants dans 
lcs rapports attendus. 

Les activitCs biologiques sont indiquees dans le tableau 2. 

SUMMARY 

Ser4-Iles-oxytocin has been synthesized by condensing the tripeptide (1-3) with 
the recurrently prepared hexapeptide (4-9), the +nitrophenylester method being 
extensively used in the condensation steps. 

In comparison with oxytocin, this novel analog exhibits only slightly lower oxytocic 
activities, whereas its pressoric and antidiuretic properties are much more markedly 
decreased. The identity of Ser4-Ilea-oxytocin with a neurohypophysal hormone re- 
cently isolated from different species of teleost fish is postulated. 

Laboratoires de chimie pharmaceutique 
SANDOZ S.A.. Bde  

16) 0. H. LOWRY, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR & R. J. RANDALL, J. biol. Chemistry 793, 265 
(1951). 




