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Die Synthese physiologisch wirksamer Peptide **!

Von Rolf Geiger!'*!

Zur Synthese von Peptiden tritt heute neben die altbewihrten Schutzgruppen und Ver-
kniipfungsmethoden eine Reihe neuerer Techniken, die den racemisierungsfreien Aufbau
lingerer Peptidketten gestatten. In diesem Fortschrittsbericht wird an einigen Beispielen,
insbesondere aus dem Bereich der neurohypophysaren Hormone Oxytocin und Vasopres-
sin, der Corticotropine und der Releasing-Hormone, die Bedeutung der durch chemische
Synthese zuginglichen Analoga fiir Diagnostik und Therapie aufgezeigt. Bei fortschrei-
tender Entwicklung der Synthesetechnik werden sicn auch kompliziertere Molekiile wie
z. B. Insulin und selbst Enzyme in solche Betrachtungen einbeziehen lassen.

1. Einleitung

Wir kennen keinen physiologischen Vorgang, der ohne
Beteiligung von Proteinen ablduft. Alle Enzyme zum
Beispiel gehoren dieser Stoffklasse an, und Enzyme sind
die Katalysatoren fiir den Aufbau, den Umbau und den
Abbau organischer Substanz in der Natur.

Aus chemischer Sicht sind Proteine Peptide, also Ver-
bindungen, in denen Aminosduren sdureamidartig mit-
einander zu oft auBerordentlich groBen Molekiilen ver-
bunden sind!!l.

Die Unterscheidung zwischen Peptiden und Proteinen ist histo-
risch bedingt und heute problematisch geworden: Man wihlte
die MolekiilgroBe, bis zu der diese Verbindungen eine natiirliche
Dialysemembran passieren, als Grenze. Sie liegt bei einem
Molekulargewicht von etwa 10000. Peptide bestehen demnach
aus bis zu ungefahr 100 Aminosiuren, wihrend Proteine oder
Makropeptide mehr als etwa 100 Aminosauren enthalten.

Der Chemiker sucht Proteine dem Oberbegriff der Pep-
tide unterzuordnen. Dem Biologen hingegen steht die
Vorstellung vom Protein als einem Molekiil ndher, das
—im Gegensatz zu den kleineren Peptiden — neben cha-
rakteristischen physikalischen Eigenschaften auch eine
gewisse autonome Reaktivitit besitzen kann. Sie duBert
sich zum Beispiel in physikalischer Hinsicht in der Kon-
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und Arzte am 6. Oktober 1970 in Diisseldorf.

Angew. Chem. / 83. Jahrg. 1971/ Nr. 5

‘

traktionsfdhigkeit der Faserproteine oder in chemischer
Hinsicht in der Katalyse hochspezifischer Reaktionen

durch Enzyme.

Die Eigenschaften der Proteine sind in der Sequenz der
Aminosauren in der Peptidkette, der Primérstruktur,
verschliisselt. Die genetische Information fiir die Ami-
nosauresequenz ruht in der Basenfolge der Desoxyribo-
nucleinsduren (DNA) im Gen.

Die Aktivierung eines Genabschnitts setzt die Biosyn-
these des zugehorigen Proteins in Gang. Sie beginnt mit
der Transkription der Information in eine Ribonuclein-
saure (RNA), die als Sendbote am Ort der Proteinsyn-
these letztlich die Translation der Information in die
Aminosauresequenz bewirkt.

Der Chemiker, dem die Analyse von Proteinen oder
Peptiden obliegt und der versucht, sich dieser Molekiile
durch die Synthese zu beméchtigen, sto8t gerade hier auf
auBerordentliche Schwierigkeiten. So wichst zwar die
Zahl der in ihrer Aminosauresequenz aufgeklérten Pro-
teine immer rascher, aber erst vor kurzem wagte man
sich an die Synthese eines Proteins, des Enzyms Ribo-
nuclease.

In den letzten 15 Jahren waren Peptide bis zu einer Ket-
tenlange von etwa 40 Aminosauren die eigentliche Do-
méne der Synthetiker. Sie fanden hier zahlreiche Vertre-
ter aus dem Bereich der Hormone mit hoher
physiologischer Aktivitit und faszinierenden Eigen-
schaften.

Im Organismus werden diese Stoffe in Sekundenschnelle
aufgebaut. Ein Team erfahrener Chemiker benétigt Wo-
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chen, Monate oder oft Jahre fiir eine soiche Synthese.
So erscheint es zuniachst unokonomisch, auf diesem Ge-
biet mit der Natur konkurrieren zu wollen. Die unvor-
teilhafte Relation wendet sich aber sogleich, wenn man
bedenkt, daB bis zum Durchsetzen einer Gen-Mutation,
die sich im Austausch einer einzigen Aminosiure inner-
halb eines Proteins duBert, zum Beispiel beim Hamoglo-
bin 7-10 Millionen Jahre verstreichen!2. Der Chemiker
hingegen bewiltigt die Synthese zahlreicher analoger
Peptide nach einem einmal ausgearbeiteten Schema in-
nerhalb kurzer Zeit.

Die Peptidsynthese ermd&glicht somit das Studium von
Struktur-Wirkungs-Beziehungen. Die chemische oder
enzymatische Abwandlung natiirlich vorkommender
Peptide erlaubt solche Untersuchungen nur in sehr be-
grenztem Rahmen.

Ein weiterer Anreiz zur Synthese kann in der schweren
Zuganglichkeit vieler vergleichsweise einfach gebauter
Peptide liegen. Sie kommen selbst am Ort ihrer Bildung,
zum Beispiel in einer Driise oder im Serum, oft nur in
geringer Konzentration vor. Erst die Synthese macht sie
in einer fiir biologische Forschung oder medizinische
Anwendung ausreichenden Menge zugénglich.

SchlieBlich gilt eine klare Synthese auch in dieser Stoff-
klasse als Beweis fiir eine vorgeschlagene Struktur.

Parallel zur Synthese einer wachsenden Zahl von Pepti-
den vergroBerte sich in den vergangenen 20 Jahren das
Arsenal an methodischen Entwicklungen und techni-
schen Erfahrungen.

2. Schutzgruppen und neuere Kondensations-
methoden

Bekanntlich entstehen Peptide formal durch Kondensation von
Aminosauren unter Wasseraustritt. Schema 1 zeigt das Prinzip
dieser Reaktion am Beispiel einer Dipeptidsynthese.

Fiir einen eindeutigen Verlauf der Reaktion darf nur jeweils
eine Amino- und eine Carboxylgruppe frei sein; diejenigen
funktionellen Gruppen, die nicht reagieren sollen; miissen durch

R! R?
| |
HN®-CH-C00® + Hy,N®-CH-CO0®

R! R?

I 1
— HyN®-CH-CO-NH-CH-COO0® + H,0
Schema 1.

Schutzgruppen verschlossen werden. Eine Komplikation liegt
darin, daB auch Seitenketten R reaktionsfiahige Gruppen tragen
kdnnen, die dann ebenfalls blockiert werden miissen.

Wir benétigen also zwei Arten von Schutzgruppen, némlich sol-
che, die intermittierend die an der Peptidsynthese beteiligten
a-Amino- und Carboxylgruppen schiitzen und selektiv wieder
freigeben, und andere, die weitere funktionelle Gruppen wih-
rend der ganzen Synthese blockieren. Alle diese Schutzgrup-
pen miissen schlieBlich nach beendeter Synthese unter Be-
dingungen zu entfernen sein, die das empfindliche Endprodukt
nicht verdndern.

Die Zahl der empfohlenen Schutzgruppen ist groB, aber nur we-
nige haben eine allgemeine und ausgedehnte Anwendung ge-
funden. Da die meisten Peptide in saurem Medium hinreichend
stabil sind, bevorzugt man heute Kombinationen von Schutz-
gruppen mit abgestufter Sdurelabilitit.
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In Tabelle 1 werden drei wichtige Typen vorgestellt, der Ben-
zyl-, der tert.-Butyl- und der Phenylsulfenyl-Typ“]. Benzyl-
ester als Schutz fiir Carboxylgruppen kénnen durch katalytische
Hydrierung gespalten werden. Erst spiter wurde entdeckt, da8
auch Sduren wie Jodwasserstoff oder Bromwasserstoff in Eis-
essig, ferner Fluorwasserstoff oder hei3e Trifluoressigsdure eine
Protonensolvolyse von Benzylestern bewirken.

Tabelle 1. Schutzgruppen fiir Aminosduren wihrend der Peptidsynthese

Aminosiure +
Schutzgruppe Name Abk. | Abspaltung
it B |
e enzyloxy
N-CH-COO-Ct -
HN=CH-CO0-C b@ (Benzylester) | OBzl HBr, HF,
. heifle Tri-
. . Inj ) Benzyl-oxy- fluoressig-
Cl1,-0-CO-NI-CH-CO0N carbonyl Z sdurc, katalyt.
Hydrierung
R Gl tert.-Butoxy
H?N-CH-COO-(I'-CI!J (tert.-Butyl-
Cliy ester) OBu' z. B. kalte
CHy R Trifluor-
| | H 3
HyC-C-0-CO-NH-CH- COOM tert.-Butyl- essigsdure
éH oxycarbonyl Boc
3
R
S'\“_CI‘”_COO” 2-Nitro- z.B.schwache
v - phenylsulfenyl| Nps Siure + Indol
NO,

Zum Schutz der Aminogruppe kann der Benzylrest nicht un-
mittelbar am Stickstoff befestigt werden, denn die C~N-Bin-
dung ist zu stabil. Damit der Benzylrest auch hier wieder in
Esterbindung vorliegt, wird ein Urethan hergestellt. Nach Ab-
spalten des Benzylrests entweicht die Kohlensdure als CO,,
und die Aminogruppe liegt in freier Form vor.

In gleicher Weise wird der tert.-Butylrest zum Schutz von
Amino- und Carboxylgruppe verwendet. Tert.-Butylester wi-
derstehen alkalischer Verseifung und katalytischer Hydrie-
rung, werden von Sduren aber schon unter Bedingungen rasch
angegriffen, unter denen Benzylreste noch stabil sind, zum
Beispiel durch kalte Trifluoressigséure.

Eine nochmalige Steigerung der Saureempfindlichkeit erreicht
man mit dem Nitrosulfenylrest, der allerdings nur zum Schutz
der Aminogruppe brauchbar ist. Zur Spaltung der S—N-Bin-
dung geniigt schon ein nucleophiler Angriff in verdiinnter
Sdure. Weil diese Reaktion aber nur zu einem Gleichgewicht
fiihrt und die Nitrophenylsulfenylgruppe iiberdies leicht auf
den Indolring des Tryptophans. libertragen wird, setzt man
einen ,,Finger* zu, z. B. Indol, der den Sulfenylrest aufnimmt
und irreversibel bindet!?).

Auch fiir die Maskierung von Hydroxy-, Mercapto- und Gua-
nidinogruppen, die ebenfalls Bestandteile von Aminosiuren
sein kénnen, hat man — meist auf der Basis der erwihnten
Benzyl- und tert.-Butyl-T?'pen — mehr oder minder prakti-
kable Losungen gefunden[ 1

Ein weiteres zentrales Problem der Pcpiidchemie ist die race-
misierungsfreie Kondensation von Aminosduren oder Peptid-
fragmenten.

Die Bildung einer Peptidbindung zwischen Amino- und Carb-
oxylgruppe unter Wasseraustritt benétigt Energie. Sie wird
liber die chemische Aktivierung der Carboxylgruppe zuge-
fiihrt. In diesem energiereichen Zustand unterliegen die optisch
aktiven Aminosaduren jedoch leicht der Racemisierung. Sie be-
deutet meist Verlust an biologischer Wirkung. Deshalb ist
ihre Vermeidung die dringlichste Forderung, die an jede Kon-
densationsmethode gestellt werden muB.

Von den ,alten Techniken erfiillte zundchst nur eine ein-
zige diese Forderung: die Azidmethode, die noch auf Curtius
zuriickgeht(!l. SchlieBlich gelang es auch, bei der schon lange
bekannten Carbodiimid-Methodel!] die Racemisierung auf ein
Minimum zu senken (Schema 2).
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(1)

(3)

Zunichst lagert sich Dicyclohexyl-carbodiimid (DCC) an die
Carbonséure zu einem duBerst reaktionsfahigen und deshalb ra-
cemisierungsgefdhrdeten Isoharnstoffderivat an. Diese Ver-
bindung wird nun sehr rasch von bestimmten N-Hydroxyver-
bindungen, die dem Ansatz beigegeben werden, zerlegt. Dabei

¢ O g g
1 i il V4
C-OH + C — R-C-0-Q
O
(y B
i
+ HO-N NH_O
Y /
R-C-O-N_] + 05Q
(2 ©

Ny
+ N
©:N’
|
OH

(3)
O
i N
+ H,N-R' — R-C-NH-R' + \
!
OH

Schema 2.

entstehen z. B. die hier aufgefiihrten aktivierten Carbonsdure-
derivate (2) und (3)1*'3). In der letzten Stufe, der langsameren
Bildung der Peptidbindung durch Aminolyse von (2) oder (3),
reagiert das Amin nicht mehr mit dem zur Racemisierung nei-
genden primiren Anlagerungsprodukt, sondern mit diesen akti-
vierten Derivaten, die trotz hoher Reaktivitit der Racemisie-
rung widerstehen.

Kiirzlich wurde gezeigt, daB auch die Peptidsynthese iiber ge-
mischte Anhydride mit Kohlensiure-halbestern!!! unter be-
stimmten Bedingungen racemisierungsfrei verlaufen kann!Sl,

Eine neuere Variante der Synthesetechnik bleibt noch zu er-
wihnen: die Festkorpersynthese nach Merrifield!"). Bei ihr wird
die Aminosiure am Carboxylende reversibel an einem Kunst-
harz befestigt. Die weiteren Syntheseschritte spielen sich nun
an diesem unlgslichen Tridger ab, der in Losungsmittel suspen-
diert wird und darin quillt. Nach jeder Reaktion werden iiber-
schiissige Reagentien einfach durch Losungsmittel ausge-
waschen. Da sich beim sukzessiven Ankniipfen der Amino-
sauren die Reaktionsschritte wiederholen, ist die Synthese
automatisierbar. Die mit dieser interessanten Methode er-
zielten Resultate haben zwar bisher in vielen Fillen die hoch-
gespannten Erwartungen noch nicht erfiillt, doch lassen sich
mit ihr z. Zt. Peptide bis zu etwa zwolf Aminosduren unter
betrachtlichem Zeitgewinn herstellen, wenn man iiber gute
Reinigungsmoglichkeiten fir das zunachst anfallende rohe
Peptidgemisch und iiber Kenntnisse und Erfahrungen in der
Anwendung und Beurteilung von Reinheitskriterien verfiigt.
Im folgenden sollen nun Uberlegungen, welche die Synthese
physiologisch wirksamer Peptide leiten, an einigen Beispielen
besprochen werden.

3. Die Hormone der Neurohypophyse

Hormone besitzen keine autonome Reaktivitit wie zum
Beispiel Enzyme; sie sind Sendboten, die erst nach Bin-
dung an spezifische Rezeptoren am Wirkungsort eine
Reaktion oder Reaktionskette auslosen. Wenn wir also
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in der Aminosiuresequenz eines Peptidhormons Ande-
rungen vornehmen, um Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen zu studieren, tasten wir damit gleichzeitig den Re-
zeptor ab, ohne mit dieser Methode allerdings
hinreichend genaue Aussagen iiber seine Natur und
Topographie machen zu konnen.

Die beiden Neurohypophysenhormone, das wehenaus-
losende Oxytocin (6) und das antidiuretische und pres-
sorisch wirkende Vasopressin [Arg®-Vasopressin (8) und
Lys®-Vasopression (9)], werden zum Beispiel nurinihrer
durch die cyclische Form bestimmten Raumstruktur vom
Rezeptor erkannt. Schon die Offnung des von einer
Disulfidbriicke gebildeten Ringes oder auch nur eine
geringfiigige Ringerweiterung bringen die Hormon-
wirkung zum Verschwinden. Eine ganze Reihe von
Modifikationen ist allerdings trotzdem mdoglich.

In Tabelle 2 sind aus den iiber 150 bekannten natiirlichen
und synthetischen Peptiden mit analoger Struktur!!l
einige wenige herausgegriffen. Wir erkennen das Argi-
nin-vasotocin (7), in dem man das Urhormon dieser Fa-
milie vermutet. Es findet sich noch in Kaltbliitlern und
in der Zirbeldriise htherer Wirbeltiere(®. Von ihm aus-
gehend, kann man sich die Differenzierung in die Oxyto-
cin- oder Vasopressinreihe durch schrittweise Gen-Mu-
tation nach vorangegangener Gen-Verdoppelung vor-
stellen(®],

M !
H-Cys-Tyr-Ile-Thr-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9
{4)
CH,-S |
CH;-CO-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,
2 3 4 5 6 7T 8 9
{5)

! |
H-Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9

(6)

[ |
H-Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9

(7)

[ |
H-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9
(8)

| ]
H-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9
(9)

CHj,
H-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly-NH,
1 2 3 4 5 6 T 8 9
(10)

[ }
H-Cys-Phe-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Orn-Gly-NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 9

(11)
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Tabelle 2. Biologische Wirkungen der Neurohypophysenhormone und ihrer
Analoga (angegeben in L.LE./mg).

d. h. sie wirken antidiuretisch. Weiterhin verstiarken sie
die Kontraktion der Arteriolen und Kapillaren und er-
héhen dadurch den Blutdruck.

Hormon oder Wirkung  Blaidruck Antidiurese  Blutdrack:  Die Vasopressine finden demnach mehrere Rezeptoren.
Analogon (Ratten-  (Ratte)  (Ratte) Antidiurese DaB auch eine gewisse Affinitdt zu Oxytocin-Rezeptoren

uterus) besteht, ist bei der nahen strukturellen Verwandtschaft
Thré-Oxytocin (4) 900 0.4 3 1:7.5 der Hormone nicht iiberraschend. SchlieBlich hat umge-
(Ds::;:{i)no-oxytocin (s) | 900 1 15 1:15 kehrt auch Oxytocin eine gewisse Vasopressinwirkung.
(synth.) Variationen innerhalb der Peptidkette beeinflussen die
(On’;ylfj"cm ®) 450 5 5 L1 Vasopressinwirkungen in unterschiedlichem MaBe. Be-
Asgt-Vasotocin (7) 155 245 250 =1:1 sonders deutlich wird dies bei der geringfiigigen Ande-
X‘r"g'g_)\,asomessm ) 1% 400 400 11 rung am Tyrosin in Position 2. Die Methylierung der
(nat.) phenolischen OH-Gruppe des Tyrosins wie in (10) bringt
(Lny:z')vas°pmssm 4 5 270 250 =11 die pressorische Wirkung nahezu zum Erliegen, wihrend
O-Methyl-Tyr- 0.02 2.4 275 1:118 die Antidiurese ein wenig gesteigert wird. Beim Ersatz
(Lsyysrjigf‘)s"pre“i" (19 des Tyrosins durch Phenylalanin, also bei Eliminierung
Phe2-Orn®-Vaso- 1 120 0.5 240: 1 der OH-Gruppe, verschwindet umgekehrt die antidiure-
{’;;Z?r:)(”) tische Wirkung fast vollig, wihrend der pressorische Ef-

Neben diese natiirlichen Hormone treten nun synthe-
tisch hergestellte Peptide. Eliminiert man die Amino-
gruppe, die sich am Cystein befindet, so kommt man in
der Oxytocin-Reihe zum Desamino-oxytocin (5), das
eine stirkere biologische Wirkung zeigt als das Natur-
produkt.

Zur Erklarung dieses Phdnomens miissen wir einige Betrach-
tungen iiber den biologischen Abbau der Peptide einschieben.
Peptide werden im Organismus innerhalb kurzer Zeit gebildet
und wieder abgebaut. Es ist deshalb sicher kein Zufall, daB sich
der Korper gerade dieser Stoffklasse zur empfindlichen, rasch
einsetzenden und ebenso rasch abklingenden , Feinregulie-
rung" physiologischer Vorgdnge bedient, wobei durch Erho-
hung oder Drosselung der Zufuhr auch eine sehr rasch regulier-
bare Gleichgewichtseinstellung erreicht wird.

Aminopeptidasen bauen die Peptide vom Aminoende her und
Carboxypeptidasen vom Carboxylende her ab. Die Spaltung
bestimmter Bindungen innerhalb des Molekiils, die bei Prote-
incn im Vordergrund steht, tritt bei niederen Peptiden zuriick.

Beim Desamino-oxytocin (5) kann die fiir den Oxyto-
cin-Abbau spezifische Aminopeptidase nicht mehr an-
greifen. Das Molekiil hat deshalb eine ldngere Lebens-
dauer als das natiirliche Hormon. Sie duBert sich im
Experiment als erhohte Aktivitat, vorausgesetzt, dal —
wie im vorliegenden Fall — die Rezeptorbindung durch
die veranderte Struktur nicht wesentlich verringert wird.

Eine Uberraschung brachte das hochaktive Threonin*-
oxytocin (4), dessen Synthese erst kiirzlich von Manning
beschrieben wurde!!?), Man hat wihrend der letzten 15
Jahre iiber 80 Oxytocin-Analoga synthetisiert, kam aber
nur beim Desamino-oxytocin auf dem Umweg iiber die
langere Lebensdauer des Molekiils zu erhéhter biologi-
scher Wirkung. Im Threonin®*-oxytocin wird nun aber of-
fensichtlich die Bindung an den Rezeptor und damit der
noch unbekannte primire Effekt des Hormons am Re-
zeptor verstirkt. In dieser Hinsicht ist das natiirliche
Hormon jetzt durch eine synthetisch hergestellte ,,Mu-
tante** entthront!

Die Vasopressine zeichnen sich vor allem durch zwei
physiologische Effekte aus: Sie fordern die Riickresorp-
tion von Wasser im distalen Abschnitt der Nierentubuli,
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fekt weniger stark beeinflufft wird. Zuséatzliche Variation
in Position 8 wie in (11) verstdrkt diese Tendenz. Wih-
rend sich bei Vasopressin Pressorwirkungen und Anti-
diurese, in Internationalen Einheiten pro mg ausge-
driickt, definitionsgem&B die Waage halten, gelingt es
also durch geringfiigige Anderung des Molekiils, die
Wirkungsspezifitdit um GroBenordnungen zu steigern
(siehe letzte Spalte in Tabelle 2). Praktische Anwendung
findet ein Vasopressin mit spezifischer Pressorwirkungin
der Gynikologie, wo es als Zusatz zu Lokalanisthetica
das Adrenalin ersetzen soll.

Verschiebungen des Wirkungsspektrums kennt man iib-
rigens auch beim Oxytocin, das neben der Uteruskon-
traktion auch die Milchejektion auslgst, doch sind hier
bisher keine so ausgeprigten Anderungen der Spezifi-
tat gefunden worden.

4. Das Adrenocorticotrope Hormon!!

Wihrend bei den Neurohypophysenhormonen Variatio-
nen nur unter Konstanthaltung der MolekiilgroBe zu
hochwirksamen Analoga fiihren, tritt beim Adrenocorti-
cotropen Hormon (ACTH, Corticotropin) als weitere
Variationsmoglichkeit die Verkiirzung der Kette hinzu.

Das Hormon besteht aus einer Kette von 39 Aminosiu-
ren (Schema 3). Es wird in der Adenohypophyse, dem
Hypophysenvorderlappen, gebildet, und es provoziert
nach Anlagerung an einen Rezeptor der Nebennieren-
rinde die Ausschiittung der Corticosteroide.

Nur ein Teil des Molekiils kann fiir die Hormonwirkung
verantwortlich sein, denn schon Peptide mit etwa 20-24
Aminosduren, vom Aminoende aus gerechnet, sind bio-
logisch voll aktiv. Bei weiterer Verkiirzung der Peptid-
kette tritt ein rascher, aber dennoch nicht abrupter Ab-
fall der ACTH-Wirkung ein. Das deutet schon darauf
hin, daB der eigentlich aktive Bereich wesentlich kleiner
sein kénnte und von Sequenzen eingeschlossen ist, wel-
che die Bindung dieses aktiven Bereichs an den Rezeptor
vermitteln.
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Zur Priifung dieser Hypothese wurden zwei Peptide mit
stark verkiirzter ACTH-Sequenz miteinander verglichen
(Schema 3){'!l. Der ihnen gemeinsame, hervorgehobene
Bereich ist die vermutete aktive Sequenz. Die iibri-
gen Teile des Molekiils waren dann fiir die Bindung die-
ser Sequenz an den spezifischen ACTH-Rezeptor
verantwortlich. Die terminalen Reste wurden so gewahlt,
daB sie das Molekiil gegen enzymatischen Abbau vom
Amino- und Carboxylende her schiitzen.

Die bindenden Sequenzen tragen erheblich zur biologi-
schen Wirkung bei. Schon Peptide mit 13—15 Amino-
sduren erreichen nahezu die Wirkung des natiirlichen
Corticotropins, vorausgesetzt, daB Amino- und Carb-
oxylende gegen enzymatischen Abbau geschiitzt sind
(Tabelle 3)I11],

Bei einer Kettenlinge von 17 Aminosduren steigt die
biologische Wirkung jedoch sprunghaft an und erreicht

H-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

13

14

Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro-Asp-Ala-Gly-Glu-Asp-

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Gln-Ser-Ala~Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe~-OH
30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

(12)

f-Ala-Tyr-Ser-Met-Glu-|His-Phe-Arg-Trp-Gly|-R
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

28 29

X-|His-Phe-Arg-Trp-Gly|-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-R

6 7 8 9 10 11

X = CHy-CH,-0-CO
R = NH-(CH,)s-NH,

Schema 3. Human-Cdrticotropin (12) (oben) und Prinzip zur Ermitt-
lung der kiirzesten biologisch wirksamen Sequenz (unten) an syntheti-
schen ACTH-Analoga (Wirkung: 0.4 bzw. 7 I.E./mg).

Wie das Experiment ergab, iiben beide Peptide eine zwar
geringe, aber eindeutig meBbare ACTH-Wirkung aus.
Da nur die Sequenz 6-10 beiden Peptiden gemeinsam
ist, muB also dieses kleine Fragment fiir die Auslosung
des ACTH-Effekts unentbehrlich sein.

Tabelle 3. Konstitution und ACTH-AKktivitit von synthetischen
ACTH-Analoga. Die Sequenz 5-16 der vier Analoga entspricht der im
natiirtichen Hormon [vgl. (12)].

Verbindung [a] Zahl der ACTH-
Aminosduren Aktivitit [b]
8-Ala-Tyr-Ser-Met-Glu- -+ - - Lys-Lys-R 17 807
1 2 3 4 5 16 17 (533-1360)

B8-Ala-Tyr-Ser-Met-Glu--- - - Lys-R 16 136

1 2 3 4 s 16 (86-202)
X-Ser-Met1-Glu- -+ - -Lys-Lys-R 15 149

3 4 S 16 17 (82-250)
X'-Glu----- Lys-Lys-R 13 92

5 16 17 (70-120)

[a] R = NH-(CH,),—NHj; X = p-HOC¢H,-CH,-CH,CO; X' =
H3C—(CH,);-0~-CO.

[b] Angaben in I.E./mg: Bestimmung an der Ratte nach Dexametha-
son®-Blockierung: 3. Internat. Standard, P = 0.95.

Interessanterweise ist dieselbe Sequenz auch fiir die
Wirkung des Melanophoren Stimulierenden Hormons!!!
(MSH) und des Lipotropen Hormons (LPH)!'? verant-
wortlich. Erst die beiderseitig an dieses Grundelement
angebauten Sequenzen bestimmen, an welchen Rezeptor
der aktive Bereich gebunden wird, und entscheiden dar-
iiber, ob seine Wirkung bevorzugt corticotrop, mela-
nophorenstimulierend oder lipolytisch sein wird.
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13 14 15 16

mit etwa 800 L.E./mg ungefihr die vierfache Wirkung
des natiirlichen Hormons. Ahnliche Beobachtungen
wurden an einem Peptid mit 18 Aminosduren gemacht,
bei dem das Aminoende durch p-Serin und das Carb-
oxylende als unsubstituiertes Amid blockiert waren!!3).

Die Bedeutung dieser kurzkettigen, biologisch hochakti-
ven Corticotropine liegt in ihrer Fahigkeit, infolge ihres
vergleichsweise niedrigen Molekulargewichts Schleim-
héute leichter zu durchdringen als das natiirliche Hor-
mon. Sie sind deshalb im Gegensatz zum natiirlichen
Hormon sublingual oder intranasal applizierbar. Ihre ge-
steigerte Wirkungsdauer, die sich bei geeigneter
Dosierung iiber einige Stunden erstreckt, kommt einer
idealen ACTH-Therapie entgegen, welche den circa-
dianen Rhythmus beriicksichtigt. Der Zeit-Wirkungs-
Verlauf dieser neuen synthetischen Corticotropine ent-
spricht dem raschen morgendlichen Anstieg des ACTH-
Blutspiegels und dem langsamen Zuriickgehen auf den
niedrigen Normalwert.

S. Insulin und Ribonuclease

Bei den bisher behandelten Hormonen bot die chemi-
sche Synthese selbst keine grundsatzlichen Schwierig-
keiten mehr, und man konnte sich véllig auf das Studium
von Struktur-Wirkungs-Beziehungen konzentrieren. In-
sulin jedoch, das auch aus medizinischer Sicht zu den
meistdiskutierten Peptidhormonen zihlt, stellt nicht nur
den Physiologen, sondern auch den Chemiker vor viele
Probleme. Insulin verkdrpert chemisch einen neuen
Typ: Es besteht aus zwei Peptidketten, die iiber zwei Di-
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sulfidbriicken miteinander verbunden sind. Eine weitere
Disulfidbriicke befindet sich innerhalb der A-Kette
(Schema 4).

A-Kette

reduktiver Offnung und erneutem SchlieBen der vier Di-
sulfidbriicken anstelle der 105 méglichen monomoleku-
laren Isomeren in quantitativer Ausbeute nur ein einzi-

[ ]
Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu~Asn-Tyr-Cys-Asn

1 8 9 10

B-Kette

20

Phe-Val-Asn-Gin-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu

1 10

Thr-Lys-Pro-Thr-Tyr-Phe-Phe-Gly-Arg

Schema 4. Human-Insulin. Rinder-1nsulin enthélt in Position 8-10 der A-Kette Ala-Ser-Val, und bei Rinder- und Schweine-

Insulin schliefit die B-Kette mit Ala statt Thr.

Man hat lange geritselt, wie der Organismus ein solches
Molekiil aufbaut. Steiner entdeckte das Proinsulin!'4),
einen einkettigen Vorldufer, in dem wir die beiden Ket-
ten des Insulins wiederfinden. Sie sind iiber ein Zwi-
schenglied, das ,,connecting peptide'* oder C-Peptid,
miteinander verbunden. Wenn dieses C-Peptid seine
Aufgabe, die beiden Kettenbereiche in die zur Ausbil-
dung der Disulfidbriicken geeignete Position zu bringen,
erfiillt hat, wird es enzymatisch herausgespalten und fallt
dem Abbau anheim (Abb. 1).

C-Peptid
5-§
= A -Ketle Proinsulin
[ B- kette
C-Poptid
C-Peptid
Enz»
557 <“”m
A-Kette ’
§
'S +lnsulin
1
B-Kette

(BGET

Abb. 1. Schema der Bildung von Insulin aus Proinsulin.

Obwohl die chemische Synthese des Insulins bereits ge-
gliickt ist!'*], sind wir von einer befriedigenden Losung
der damit verbundenen Probleme noch weit entfernt.
Allein die Synthese der beiden Peptidketten bereitet
groBere Schwierigkeiten als die Synthese anderer Pep-
tide vergleichbarer Kettenldnge. Der limitierende Schritt
ist jedoch die gezielte Kombination beider Ketten zum
Insuiin.

Wihrend zum Beispiel bei der Ribonuclease, einem En-
zym, das aus einer Peptidkette von 124 Aminosduren
besteht und vier Disulfidbriicken enthilt (Abb. 2), nach
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ges, namlich das voll aktive Enzym, entsteht, fehlt den
beiden Insulinketten die der Ribonuclease innewoh-
nende Richtkraft. Man erhilt ein Gemisch zahlreicher
isomerer und polymerer Verbindungen.

\Enzym
[
S-Peptid i
R $-Protein
«8H [- 8H
SH SH SH SH SH SH SH SH
1 1 | 1 | 1 L 1
| o— 1
1 26 40 58 65 M 8 95 10 126

Abb. 2. Oben: oxidierte (enzymatisch wirksame) und unten: reduzierte
Ribonuclease.

Proinsulin, der einkettige Insulin-Vorlaufer, verhalt sich
der Ribonuclease dhnlicher: In groer Verdiinnung wer-
den immerhin etwa 70% formelgerechter Rekombina-
tion erhalten. Unter priparativen Bedingungen, d. h. bei
hoherer Konzentration, wird diese Ausbeute allerdings
nicht mehr erreicht.

Man kann die Parallelen zwischen Ribonuclease und In-
sulin sowie Proinsulin noch weiter verfolgen. Ribonu-
clease wird durch das Enzym Subtilisin an einer einzigen
Stelle — zwischen den Aminosduren 20 und 21 - spezi-
fisch gespalten('®), Trotz des Bruchs der Peptidkette an
dieser Stelle bleibt die enzymatische Wirkung der Ribo-
nuclease erhalten. Sie verschwindet erst, wenn die beiden
Bruchstiicke, das S-Peptid und das S-Protein, voneinan-
der getrennt werden. Vereinigt man die beiden Teile
wieder in Losung, so bewirken die starken zwischenmo-
lekularen Krifte zwischen beiden Peptiden, daf sie so-
fort wieder in richtiger Konformation zum enzymatisch
voll aktiven Gebilde zusammentreten (Abb. 2).

Die an der Ribonuclease gewonnenen Erfahrungen wur-
den auch auf das Proinsulin iibertragen: Man versuchte,
reduziertes Proinsulin, das bereits an einer oder an bei-
den Spaltstellen enzymatisch aufgebrochen war, zu re-
oxidieren. Die Rekombinationsausbeute war aber nicht
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hoher als bei der Kombination von A- und B-Kette,
d. h., auch diesen Spaltstiicken des Proinsulins wohnen
nicht dieselben Richtkréfte inne wie den beiden Spalt-
sticken der Ribonuclease.

Bei diesem Versuch muB aber hinsichtlich der Aussage-
kraft eine Einschrinkung gemacht werden. Beider enzy-
matischen Spaltung des Proinsulins wird nicht nur das
C-Peptid herausgeschnitten. An den Bindungsstellen
befinden sich je zwei basische Aminoséduren, die bei die-
ser Reaktion ebenfalls ganz oder teilweise abgespalten
werden. Was schlieBlich als C-Peptid isoliert wird, ist
nicht das eigentliche Fragment, sondern das um vier ba-
sische Aminosduren drmere Zwischenglied.

Es bestiinde also immerhin die Moglichkeit, daB gerade
diese basischen Aminosduren fiir die volle Ausbildung
der Attraktionskrifte zwischen den drei Bereichen ver-
antwortlich sind.

Da diese Frage nicht mit natiirlichem C-Peptid beant-
wortet werden konnte, muBte in einer etwa 120-stufigen
Synthese ein C-Peptid synthetisiert werden,das diese vier
basischen Aminosiuren an den beiden Enden besaB!!"],
Da auch die Zugabe dieses synthetischen Fragments die
Ausbeute bei der Rekombination von A- und B-Kette
nicht beeinfluBte['8], haben wir aus dieser Richtung wohl
keine Hilfe mehr fiir die Insulinsynthese zu erwarten.

Auch die Synthese iiber Proinsulin ist in 6konomischer
Hinsicht wenig attraktiv. Zu der Miihe, ein Peptid mit
iiber 80 Aminosduren anstelle zweier Ketten mit 21 bzw.
30 Aminosduren zu synthetisieren, tritt die préaparativ
nicht voll befriedigende Ausbildung der Disulfidbriicken.
Das Herausspalten des C-Peptids mit einem Enzym, das
wir noch nicht in der Hand haben, und der Verlust dieser
Sequenz, die nicht mehr fiir eine erneute Synthese ver-
wendet werden konnte, lassen eine prédparativ ergiebige
Insulinsynthese auf diesem Weg vollends utopisch er-
scheinen.

So bleibt noch der Versuch der sukzessiven Bildung der
Disulfidbriicken durch spezifische Reaktionen zur Her-
stellung asymmetrischer Disulfide. Entsprechende Me-
thoden sind im Prinzip bekannt und wurden bereits auf
Modellpeptide mit partieller Insulinsequenz ange-
wandt!!9],

Trotzdieser ungeklirten Situation begann man auch beim
Insulin schon mit Studien iiber Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen. Der Zwang, unbefriedigende Synthesewege
zu beschreiten, gestattet zwar noch keine prizisen Aus-
sagen iiber die biologische Wirkung von Insulin-Ana-
loga, doch hofft man durch Aminosdureaustausch zu er-
fahren, welche Aminosduren oder funktionellen Grup-
pen fiir die Insulinwirkung essentiell sind. Auch beim
Insulin bietet sich ein dhnliches Bild wie beim Oxytocin
und Vasopressin. Extensiver Aminosdureaustausch be-
einfluBt die biologische Wirkung in quantitativer und
qualitativer Hinsicht noch weniger als bei den Neurohy-
pophysenhormonen, dagegen sind oft ganz geringfiigige
Variationen in der A-Kette, die vielleicht die Raum-
struktur des Insulins beeinflussen, nicht mehr erlaubt!?0),

Beim Insulin ist man der alten Grenze zwischen Peptiden
und Proteinen schon sehr nahe gekommen: mit der Syn-
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these der Ribonuclease!?!! sowie des Ribonuclease-S-
Proteins!22) wurde sie erstmals iiberschritten. Die Me-
thoden, deren man sich hier bediente, waren aber
dieselben wie bei der Synthese niederer Peptide — ein
Grund mehr, die Peptidnatur der Proteine noch stirker
als bisher in den Vordergrund zu riicken.

Die Tendenz zu immer kiihneren Synthesen immer gro-
Berer Peptide ist unverkennbar. Gerade im Jahr der er-
sten Enzymsynthese wandte sich das Interesse aber auch
wieder einer Gruppe niedriger Peptide zu,den Releasing-
Hormonen!3],

6. Releasing-Hormone

Die Releasing-Hormone werden im Hypothalamus ge-
bildet, wandern durch ein Portalsystem in den Hypophy-
senvorderlappen (HVL) und bewirken dort spezifisch
die Ausschiittung eines Hormons, wobei jedem dieser
HVL-Hormone anscheinend ein Releasing-Hormon
(und moglicherweise auch ein ,,Inhibiting Factor*) iiber-
geordnet ist.

Die Bedeutung der Releasing-Hormone liegt zunichst
einmal auf diagnostischem Gebiet. Ahnlich wie man mit
den HVL-Hormonen die Funktionstiichtigkeit der Er-
folgsorgane, z. B. der Gonaden oder der Nebennieren-
rinde, priifen kann, sollte mit den Releasing-Hormonen
eine Hypophysen-Funktionspriifung gelingen, wobei
eine Differentialdiagnose der Zelltypen méglich wiirde,
denen jeweils die Produktion eines bestimmten HVL-
Hormons obliegt.

Therapeutisch werden Releasing-Hormone vielleicht in
solchen Fillen eine Rolle spielen, in denen die aus tieri-
schem. Material gewonnenen, untergeordneten HVL-
Hormone wegen ihrer Artspezifitdt beim Menschen un-
wirksam sind. Die Behandlung hormonaler Stérungen
mit Releasing-Hormonen kidme somit — intakter
Hypophysenvorderlappen und mangelnde Artspezifitit
der Releasing-Hormone vorausgesetzt —der Behandlung
mit arteigenen HVL-Hormonen gleich.

r:N
HN%
A
co-NH-CH—co—Nd
o=[_><
E H

(13), R = CONH,
(I14), R = H

Noch ist allerdings erst die Struktur eines einzigen dieser
Hormone aufgeklart, des Thyreotropin-Releasing-Hor-
mons (TRH)!? (Pyroglutamyl-histidyl-prolinamid)
(13). Die Entdeckungsgeschichte dieses Hormons be-
leuchtet die unvorstellbaren Schwierigkeiten, denen man
bei der Bearbeitung dieser Stoffklasse gegeniibersteht.
Selbst hochgereinigte Extrakte aus Hunderttausenden
von Hypothalami ergaben fiir eine Konstitutionsaufkla-
rung noch zu wenig Material, das auBerdem chemisch
uneinheitlich war. Zeitweilig sah man die im Hydrolysat
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gefundenen Aminoséduren nur noch als Verunreinigung
an und glaubte nicht mehr an die Peptidnatur dieser
Hormone,

Erst als auch in weitgehend reinen Praparaten die drei
Aminosduren Histidin, Prolin und Glutaminsdure in
dquimolaren Mengen gefunden wurden, begann man mit
der Synthese der sechs moglichen isomeren Tripeptide.
Sie waren biologisch inaktiv, Dennoch war man der Lo-
sung des Problems schon niher als die negativen Befunde
vermuten lieBen. Beim Versuch, diese Peptide zu acety-
lieren, lieferte Glu-His-Pro ein Produkt mit hoher
TRH-Wirkung!?l. Gleichzeitig wurde die Anwesenheit
von Pyroglutaminsiure abgeleitet(26, die neben anderen
Produkten auch bei der Acetylierung von Glutaminséure
entstehen kann.

Diese Beobachtungen veranlaBten schlieBlich die Syn-
these von Pyroglutamyl-histidyi-prolin-amid, dessen
Identitdt mit dem natiirlichen TRH bewiesen wurde!24],
Damit waren gleichzeitig Synthese und Konstitutions-
aufkldrung dieses Hormons gelungen.

Der Verlauf dieser Strukturaufklarung liefert vermutlich
das Modell fiir das Auffinden weiterer Releasing-Hor-
mone, denn alle diese Verbindungen sind nur in so gerin-
ger Menge isolierbar und so schwer in der fiir die Konsti-
tutionsermittlung erforderlichen Reinheit zu gewinnen,
daB man die Unterstiitzung durch die Synthese schon in
einem sehr frithen Stadium benétigt. Auch fiir Diagno-
stik und Therapie werden diese Hormone nur als synthe-
tische Verbindungen in ausreichender Menge verfiigbar
sein.

Die Konstitutionsspezifitit des TRH ist hoch. Schon
geringfiigige Anderungen der Struktur fiihren zum Ver-
lust der biologischen Aktivitdt. Die Carbonsdureamid-
gruppe ist jedoch fiir die Wirkung entbehrlich. Ihre Eli-
minierung fiihrt zu einem Dipeptidamid (14), das zwar
etwas weniger aktiv, aber ebenso spezifisch ist wie das
natiirliche Hormon[?7), Dieses Dipeptidamid ist unseres
Wissens das erste und bisher einzige Dipeptid mit einer
so starken und spezifischen Hormonwirkung.

7. SchluBbetrachtung

Bei einem Riickblick auf die Arbeiten der vergangenen
Jahre stellt man zundchst mit Erstaunen fest, daB es
vor nur 20 Jahren noch keine Peptidchemie im heu-
tigen Sinne gab.

Obwohl Emil Fischer schon im ersten Dezennium unse-
res Jahrhunderts das Fundament zu diesem Gebiude
legte, nahm es nur langsam seine jetzige Gestalt an. Die
Entdeckung der Benzoxycarbonyl-Schutzgruppe durch
Bergmann und Zervas 1932 leitete eine neue Phase der
Peptidsynthese einl!), aber noch 1950 waren erst wenige
natiirlich vorkommende Di- und Tripeptide bekannt und
synthetisiert.

Zwischen 1944 und 1954 wurden jedoch die analyti-
schen Voraussetzungen fiir die Reinigung, Isolierung
und Konstitutionsaufklarung héherer Peptide geschaf-
fen, und 1953 zeigte Du Vigneaud mit der Synthese des
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Oxytocins!!), daB die Herstellung solcher Stoffe in der
Retorte nicht mehr linger Utopie war. Mit dieser Tat
wurde der Bann gebrochen, und das vergangene Jahr-
zehnt brachte mit den Synthesen von Corticotropin, In-
sulin, Glucagon und Calcitonin und schlieBlich mit der
ersten Synthese eines Enzyms und eines Releasing-Hor-
mons einen ungeahnten Aufschwung der Peptidchemie.
Die Chemie der Peptide ist mit ihrer methodischen Seite
in die organische Chemie integriert; ihre Aufgabe be-
zieht sie aus biochemischen Problemstellungen. Sie
schlagt so eine der stirksten und lebendigsten Briicken
zwischen Chemie und Biologie, und die Hoffnung ist si-
cher berechtigt, daB die Medizin in zunehmendem MaBe
an dieser Allianz partizipieren wird.
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