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Chemie und Biosynthese der freisetzenden und hemmenden

Hypothalamus-Neurchormone!™!

Von Karl Folkers, Nils-Gunnar Johansson,
Fred Hooper, Bruce Currie, Hans Sievertsson,
Jaw-Kang Chang und Cyril Y. Bowers!"

Der Hypothalamus scheidet Hormone aus, welche ihrerseits die Sekretion von Hormonen
aus dem Hypophysen-Vorderlappen beeinflussen. Bis jetzt rechnet man mit sieben freiset-
zenden Hormonen (,releasing hormones®) und drei hemmenden Hormonen (,,inhibiting hor-
mones“) aus dem Hypothalamus. Alle diese Neurohormone sind Oligopeptide. Sie kommen
im Hypothalamus nur in Nanogramm-Mengen vor. Anhaltspunkte fiir ihre Wirkungsweise
wurden u. a. durch das Studium synthetischer Analoga gewonnen.

1. Zusammenfassung

1.1. Ubersicht

Der Hypothalamus ist ein Bereich des Gehirns, der bei
Sidugetieren wesentliche physiologische Funktionen ausiibt
und besonders die Hormonsekretion aus dem Hypophy-
sen-Vorderlappen beeinflut. Die vorldufige Liste der
Hypothalamus-Neurohormone umfaft sieben freisetzende
Hormone (,releasing hormones“) und drei hemmende
Hormone (,,inhibiting hormones®).

Das Thyreotropin-freiseizende Hormon (TRH) und das
Hormon, welches das Luteinisierende Hormon freisetzt
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(LHRH), sind isoliert und in ihrer Struktur aufgekldrt wor-
den. TRH ist ein Tripeptid, pGlu-His-Pro-NH,,und LHRH
ist ein Decapeptid, pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-
Pro-Gly-NH,. TRH und LHRH sind durch Kombinatio-
nen von klassischen Reaktionen und Festphasensynthesen
dargestellt worden.

Es wurde allgemein angenommen, daB eine ,einheitliche
Beziehung zwischen den Hormonen des Hypothalamus
und denen der Hypophyse besteht, d. h. daB ein Hypothala-
mus-Hormon ein Hypophysen-Hormon reguliert. Von
diesem ,,Einheitskonzept* konnte es jedoch auch Ausnah-
men geben.

LHRH setzt sowohl das Luteinisierende Hormon (LH) als
auch das Follikel-stimulierende Hormon (FSH) frei und
wurde deswegen als Gonadotropin-freisetzendes Hormon
bezeichnet. TRH setzt Thyreotropin und Prolactin frei;
derzeit wird gepriift, ob es fur beide dieser Hypophysen-
Hormone der wesentliche Regulator ist.

Ein aus dem Hypothalamus isoliertes Peptid, Val-His-Leu-
Ser-Ala-Glu-Glu-Lys-Glu-Ala, wurdeals Hormon (GHR H)
vorgeschlagen, welches das Wachstumshormon (GH) frei-
setzt, doch ist dieses Decapeptid bei radioimmunologi-
schen Tests auf die Freisetzung des Wachstumshormons
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im wesentlichen inaktiv; das Peptid scheint also nicht als
GHRH zu fungieren.

Es wurden zwei Peptide isoliert, welche die Freisetzung des
Melanocyten-stimulierenden Hormons (MSH) hemmen.
Das eine ist Pro-Leu-Gly-NH,, das andere Pro-His-Phe-
Arg-Gly-NH,. Pro-Leu-Gly-NH, konnte allerdings bei
den Versuchen anderer Forscher die MSH-Freisetzung
nicht hemmen. Diese Bearbeiter schlossen, dal} die Natur
des hemmenden Hormons (MRIH) unsicher ist, daB es sich
aber bei der Ratte um Tocinsdure

1
Cys-Tyr-Ile-Gin-Asn-Cys-OH

oder ein verwandtes Peptid handeln konnte. Tocin-
sdure hemmt die Freisetzung von MSH in Amphibien-
Hypophysengewebe nicht. Das Pentapeptid H-Cys-Tyr-
Jle-Gln-Asn-OH ist dagegen in der Lage, das Melano-
cyten-stimulierende Hormon freizusetzen.

Versuche zur Biosynthese von TRH und LHRH mit mar-
kierten Aminosduren in Systemen aus Hypothalamusge-
webe ergaben, daB daran anscheinend ldsliche Enzyme,
aber keine DNA/RNA-abhidngigen Reaktionen beteiligt
sind.

Das Tetrapeptid pGlu-Tyr-Arg-Trp-NH, war das erste
synthetische Peptid mit LHRH-Aktivitdt. Das ist bemer-
kenswert, denn die Positionen von Tyr- und Trp- in diesem
Tetrapeptid unterscheiden sich von denen in LHRH. Bei
TRH kénnten sowohl die n-Elektronen als auch die Basi-
zitdt von protoniertem His- notwendig fiir die Thyreo-
tropin-Freisetzung sein; die Freisetzung konnte auf einer
Komplexbildung und/oder einem ionischen Mechanismus
unter Beteiligung eines negativ geladenen Receptors be-
ruhen. Die Arg®-Gruppierung in LHRH ist anscheinend
wichtig fur die Aktivitit und die Stérke dieses freisetzenden
Hormons. Das protonierte Arg- im LHRH konnte auf-
grund seiner positiven Ladung eine dhnliche Rolle wie
protoniertes His- in TRH bei der Freisetzung nach einem
ionischen Mechanismus spielen.

Bei den TRH- und LHRH-Analoga lassen sich zwei Kate-
gorien unterscheiden. Einige Analoga sind in bis zu 100-fach
starkerer Dosierung als das natiirliche Hormon aktiv.
Aktivitdtsdifferenzen in dieser GroBenordnung konnten
vor allem auf der Struktur der Analoga beruhen. Wird die
10000-fache oder eine noch héhere Dosis der Analoga be-
notigt, konnten die unterschiedlichen Aktivititen auf
Anderungen des Hormonmolekiils und des Receptors
zuriickzufiihren sein.

Substanz P wurde als Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-
Gly-Leu-Met-NH, erkannt; als Bestandteile von Neuro-
kinin wurden pGlu-, 1 Lys-, 2 Arg-, 1 Asp-, 1 Glx~, 2 Pro-,
1 Tle-, 2 Leu- und 2 Tyr- mitgeteilt. Diese beiden Peptide
werden zwar nicht den Hypothalamus-Neurohormonen zu-
gerechnet, lassen sich aber aus Hypothalamusgewebe und
anderen Geweben aus dem Zwischenhirn erhalten. Die
Neurokinin-Sequenz beginnt mit pGlu-. Substanz P for-
dert die Speichelabsonderung, Neurokinin wirkt u.a.
blutdrucksenkend.

Die neuen Hypothalamus-Neurohormone lassen neue
therapeutische Fortschritte erwarten.
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1.2. Hypothalamus und Hypophyse

Der Hypothalamus ist ein kleines Gebiet des Zwischen-
hirns (Diencephalon), welches den hinteren Teil des Pros-
encephalons bildet!!]. Das Prosencephalon besteht aus
Hypothalamus, Thalamus, Metathalamus und Epithala-
mus. Der Hypothalamus wird nicht als abgegrenztes Organ
angesehen, sondern vielmehr als ein Bereich des Gehirns,
der viele physiologische Aspekte der Sdugetiere wesentlich
beeinfluBt.

Vom Hypothalamusgewebe scheinen hormonale Wirkun-
gen auszugehen, die zur Regulation vieler grundlegender
Lebensfunktionen beitragen und auBerdem das Verhalten
beeinflussen. Wahrend die Hypothalamusregion des Ge-
hirns nur ein Teil eines komplizierten anatomischen Sy-
stems ist, sind ihre Funktionen von strategischer Bedeu-
tung, so daB eine Stérung schwerwiegende Folgen haben
kann. Der Hypothalamus muf3 als Bestandteil einer Anzahl
komplizierter neuraler Systeme betrachtet werden, die
Hirnstamm, GroBhirnhilften und andere Teile des Zwi-
schenhirns umfassen. Vermutlich wird er durch die groBen
sensorischen Systeme des Gehirns beeinfluBt, wobei auch
Einfliisse von Thalamus und GroBhirnrinde eine Rolle
spielen, die fiir Verhaltensweisen und autonome Reaktio-
nen verantwortlich sind.

Zwischen Hypothalamus und Hypophyse befindet sich ein
weiteres Gewebe!!.

Der Hypothalamus beeinflut die Sekretion des Hypo-
physen-Vorderlappens. Diese Beziehung zwischen Hypo-
thalamus und Hypophyse wirkt sich auf Schilddriise, Ne-
bennieren, Hoden, Eierstocke, Knochen usw. aus.

Hypothalamus und Hypophyse stehen durch neurale
Sekretionen oder Neurohormone miteinander in Bezie-
hung. Vom Hypothalamus ausgehende Nervenfasern -
beim Mensch schitzungsweise 100000 — enden im Hypo-
physen-Hinterlappen und setzen dort die Nonapeptide
Vasopressin und Oxytocin frei. Andere vom Hypothalamus
ausgehende Nervenfasern enden im Gewebe zwischen
Hypothalamus und Hypophyse in der Nihe von Kapilla-
ren, die mit den BlutgefiBen des Hypophysen-Vorder-
lappens in Verbindung stehen. Der Blutstrom in ihnen be-
fordert die freisetzenden und hemmenden Hormone, denen
dieser Fortschrittsbericht gewidmet ist.

Zusammenfassend 14Bt sich sagen, daB die Nonapeptide
Vasopressin und Oxytocin Neurohormone sind, die von
Nervenzellen abgesondert werden und im Hypophysen-
Hinterlappen wirken. Die freisetzenden und hemmenden
Hormone werden durch ein Netzwerk von Kapillaren
transportiert und wirken im Hypophysen-Vorderlappen.
Vasopressin, Oxytocin, TRH und LHRH sind Peptide von
relativ niedrigem Molekulargewicht, d. h. sie bestehen aus
neun, neun, drei bzw. zehn Aminosiuren.

2. Freisetzende und hemmende Hypothalamus-
Hormone

Die Neurohormone aus dem Hypothalamus, die im Hypo-
physen-Vorderlappen wirken, wurden von Hinsey'?) sowie
Green und Harrist¥! postuliert und zwischen 1937 und 1949
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von vielen Forschern untersucht. Wihrend der nichsten
zwanzig Jahre nahm man aufgrund biologischer Daten
iiber die Freisetzung der entsprechenden Hormone aus
dem Vorderlappen sieben Hypothalamus-Hormone an.
Zusitzlich wurden drei Faktoren oder Hormone aus dem
Hypothalamus postuliert, welche offensichtlich die Frei-
setzung der entsprechenden Hormone aus dem Vorder-
lappen unterbinden. Jahrelang war man allgemein der
Ansicht, daB jeweils ein Hypothalamus-Hormon ein Hor-
mon im Hypophysen-Vorderlappen kontrolliert; nach
neueren Ergebnissen konnte dieses ,Einheitskonzept“
jedoch Ausnahmen haben, und zwar derart, daB ein Hypo-
thalamus-Hormon die beiden Hypophysen-Hormone LH
und FSH (Luteinisierendes Hormon bzw. Follikel-stimu-
lierendes Hormon) und ein anderes Hypothalamus-Hor-
mon Thyreotropin und Prolactin freisetzt. Die Beweise fiir
diese beiden Fille doppelter Freisetzung kdnnten aber
noch unvollstindig sein, so daB das ,Einheitskonzept*
nicht notwendigerweise durchbrochen sein muf.

Tabelle 1. Vorldufige Liste der freisetzenden und hemmenden Hypo-
thalamus-Hormone (Literaturzitate sieche Text).

Freisetzende Hormone {oder Faktoren) (,releasing hormones™)
Name Abkiirzung

1. Thyreotropin-freisetzendes Hormon
(Thyrotropin releasing hormone)

2. Hormon, welches das Luteinisierende
Hormon freisetzt

{Luteinizing hormone releasing hormone)
3. Hormon, welches das Follikel-stimulie-
rende Hormon freisetzt

(Follicle stimulating hormone releasing
hormone)

4. Corticotropin-freisetzendes Hormon
{Corticotropin releasing hormone)

5. Wachstumshormon-freisetzendes Hormon GRH, GHRH, GRF
{Growth hormone releasing hormone)
6. Prolactin-freisetzendes Hormon
(Prolactin releasing hormone)

7. Hormon, welches das Melanocyten-
stimulierende Hormon freisetzt
{Melanocyte stimulating hormone
releasing hormone)

TRH., TRF

LRH.LHRH, LRF

FRH, FSHRH, FRF

CRH, CRF

PRH, PRF

MRH, MSHRH. MRF

Hemmende Hormone (oder Faktoren) (,.inhibiting hormones®)
Name Abkiirzung

1. Hormon, welches die Freisetzung des

Wachstumshormons hemmt GIF

{Growth hormone inhibiting factor)

2. Hormon, welches die Prolactin-Frei-

setzung hemmt PIF

(Prolactin inhibiting factor)

3. Hormon, welches die Freisetzung des
Melanocyten-stimulierenden Hormons

hemmt MRIF, MIF, MRIH
{Melanocyte inhibiting factor)

Die Neurohormone des Hypothalamus sind unter der Be-
zeichnung ,Faktoren” bekannt geworden; da aber Chemie
und Biologie dieser Substanzen die Bedingungen fiir Hor-
mone erfiillen, sollte die alte Nomenklatur modernisiert
und der Name ,,Hormone* verwendet werden.

In Tabelle 1 sind die sieben postulierten, von vielen For-
schern untersuchten freisetzenden Hormone zusammenge-
stellt. Diese' Liste basiert auf dem Konzept, daf3 ein Hypo-
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thalamus-Hormon ein Hypophysen-Hormon freisetzt. Man
darf erwarten, dafl der Liste weitere Hypothalamus-Hor-
mone hinzugefiigt werden konnen, wenn sie sich biolo-
gisch charakterisieren lassen. Auch die drei hemmenden
Hypothalamus-Hormone sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.
Diese Zusammenstellung basiert ebenfalls auf dem ,,Ein-
heitskonzept“.

2.1. Freisetzende Hypothalamus-Hormone mit gesicherter
Struktur

2.1.1. Isolierung

Die Isolierung selbst des ersten dieser Hypothalamus-Hor-
mone in reiner Form gelang erst nach vieljahrigen Bemii-
hungen. Schuld an den auBerordentlichen Schwierigkeiten
trugen mindestens zwei Situationen: Im Hypothalamus-
gewebe eines Tieres scheinen nur Nanogramm-Mengen
der freisetzenden Hormone vorzuliegen, und auBerdem
wiegt das Hypothalamusfragment z. B. eines Schweins
héchstens 500 mg. Demnach muBten im Schlachthof hun-
derttausende der korrekten, winzigen Gewebestiickchen
von der entsprechenden Anzahl Schweine, Schafe oder an-
derer Schiachttiere entnommen werden. Die Isolierung
von Milligramm-Mengen eines reinen Hormons aus diesen
hunderttausenden Hypothalami - eine Voraussetzung fiir
die Strukturaufklarung — war eine mithevolle Aufgabe.

Mit der schwierigen Isolierung verkniipft war das Problem
von in-vivo- und/oder in-vitro-Testverfahren fiir die bio-
logische Uberwachung der chemischen Isolierung. Diese
Tests muBBten entworfen und verfeinert werden ; oft waren
sie kompliziert und manchmal von zweifethaller Signifi-
kanz oder sogar Sperzifitit. Es ist richtig vorausgesagt wor-
den, daB zuerst die chemische Struktur des Thyreotropin-
freisetzenden Hormons (TRH) aufgekldrt werden wiirde,
denn es hatte sich aus den Untersuchungen vieler Forscher
ein guter Test ergeben, der als Wegweiser bei der [solierung
dieses Hormons dienen konnte.

Die Isolierung des Thyreotropin-freisetzenden Hormons
(TRH) von Schweinen wurde schlieBlich von Schally et al.'*!
mitgeteilt ; die Isolierung des entsprechenden Hormons aus
Schafs-Hypothalamusgewebe beschrieben Burgus und
Guillemin'®!. Uber die Isolierung des Hormons (LHRH)
von Schweinen, welches das Luteinisierende Hormon frei-
setzt, berichteten Schally et al.!®), iiber die des entsprechen-
den Schafs-Hormons Amoss et al.!”).

Nachdem nun die chemische Struktur dieser beiden frei-
setzenden Hypothalamus-Hormone gesichert ist, sollten
die chemischen und biologischen Untersuchungen zur
Strukturaufklirung der anderen Hypothalamus-Hormone
leichter geworden sein — nicht nur in der Planung, sondern
auch in der Ausfiihrung im Laboratorium. Wahrend die
zahlreichen chemischen Schritte und die unzihligen biolo-
gischen Tests, die zur Gewinnung weiterer Hormone notig
sind, vielleicht etwas weniger miihselig als bei TRH und
LHRH sein werden, steht es aulBer Frage, daB die Isolie-
rung weiterer Hormone wahrhaft gewaltige Anstrengun-
gen erfordern und von Schwierigkeiten aller Art begleitet
sein wird. AuBerdem diirfen die Probleme der Finanzie-
rung dieser Bemiihungen nicht unterschétzt werden.
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2.1.2. Zur chemischen Struktur

Abbildung 1 zeigt die chemische Struktur der freisetzenden
Hypothalamus-Hormone, bei denen sie gesichert ist. Das
Thyreotropin-freisetzende Hormon (TRH) ist ein Tripep-
tid. TRH setzt Thyreotropin aus dem Hypophysen-Vorder-
lappen frei, das seinerseits auf die Schilddriise einwirkt.
Spiter fand man, daB TRH auch Prolactin freisetzt (siche
Abschnitt 4). Das zweite freisetzende Hypothalamus-Hor-

OIN_)-CONH— CH-CON
H

CH,

N NH

In Abbildung 1 wurden die Strukturen von TRH und
LHRH als gesichert bezeichnet. Anders ist die Situation in
Abbildung 2, in der Strukturen fiir ein hemmendes Hypo-
thalamus-Hormon und ein weiteres freisetzendes Hormon
vorgeschlagen werden. In diesen beiden Fillen sind einige
Angaben iiber die chemische Struktur und die Hormon-
wirkung nicht eindeutig, und es scheinen Artefakte mog-
lich zu sein.

TRH

CONH,

OIN_>\CONH—(|3H-CONH—(EH—CONH—(%H-CONH—(IIH-CONH—CHz-CONH—(EH—CONH‘(FH-CON

CH, CH, CHe CH,
~\ N oH
Ny NH
X NH
OH
LHRH

G o
CH cy, §©
H;C" "CH; CH, NH
AR
& CONH,
7 N\
N NH,

Abb. 1. Freisetzende Hypothalamus-Hormone mit gesicherter Struktur. Oben: Thyreotropin-freisetzendes Hormon (TRH),
pGlu-His-Pro-NH,. Unten: Hormon, welches das Luteinisierende Hormon freisetzt (LHRH), pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-

Arg-Pro-Gly-NH,.

mon mit gesicherter Struktur ist das Hormon (LHRH),
" welches das Luteinisierende Hormon freisetzt.

Es ist interessant, daf das eine freisetzende Hypothalamus-
Hormon ein Tripeptid, das andere ein Decapeptid ist, und
daB beide N-terminal eine Pyroglutaminsdure-Gruppie-
rung aufweisen (pGlu-). Weder fiir TRH noch fiir LHRH
wurde bis jetzt eine Spezies-Spezifitit bekannt. Die Ent-
deckung, daB ein freisetzendes Hormon, TRH, nur die
Struktur eines ,einfachen* Tripeptids haben konnte, stieB
anfianglich aul Unglauben. Als sich fiir das néchste frei-
setzende Hormon, LHRH, die Struktur eines Nonapep-
tids und dann eines Decapeptids abzeichnete, wurde auch
dies zunichst nicht geglaubt; das waren die Herausforde-
rung und der Reiz dieses Forschungsgebietes. Moglicher-
weise stehen der kiinftigen Forschung iiber die noch unbe-
kannten Hypothalamus-Hormone neue Uberraschungen
bevor.

2.2. Strukturvorschlag fiir ein hemmendes Hormon

Ein Vorschlag fiir die Struktur des Hypothalamus-Hor-
mons (MRIH), das die Freisetzung des Melanocyten-sti-
mulierenden Hormons hemmt, findet sich in Abbildung 2.

2.3. Strukturvorschlag fiir ein Wachstumshormon-
freisetzendes Hormon

In Abbildung 2 ist ebenfalls die fiir das Wachstumshormon-
freisetzende Hormon (GHRH) aus dem Hypothalamus
vorgeschlagene Struktur wiedergegeben.

Im Gegensatz zu TRH und LHRH, deren Strukturen ge-
sichert sind, konnten die Strukturen von MRIH und GHRH
offenbar nicht gesichert werden. Bei MRIH und GHRH
ist impliziert, daB, obwohl einige Angaben korrekt sein

Q—CONH-(EH-CONH-CHz-CONHZ

H CH,

]

CH
CH,

7/
Hyc'

MRIH

HZN‘(FH'CONH'(IIH'CONH‘(lIH'CONH‘CH-CONH'CH‘CONH'(;H‘CONH-('IH'CONH'(IIH-CONH‘(IIH'CONH‘(‘IH‘COOH

]
,CH CH, CH (He CH,
HyC  CHy CH OH
N NH HyC  'CHy4

GHy CH, CH, CH, CH,
CHg H, CHy H,
COOH COOH GHe COOH
e
NH,
GHRH

Abb. 2. Strukturvorschlige [ir zwer Hypothalamus-Hormone. Oben: Hormon, welches die Freisetzung des Melanocyten-stimulierenden Hormons
hemmt (MRIH), Pro-Leu-Gly-NH,. Unten: Wachstumshormon-[reisetzendes Hormon (GHRH), Val-His-Leu-Ser-Ala-Glu-Glu-Lys-Glu-Ala.
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konnen, die Identifizierung von MRIH nicht eindeutig ist
und das als GHRH vorgeschlagene Decapeptid mdglicher-
weise ein Artefakt ist, wenigstens auf der Basis der ver-
Offentlichten Ergebnisse. Diesen Bemerkungen liegt der
Versuch zugrunde, die vorhandenen Informationen iiber
MRIH und GHRH sowohl fair als auch objektiv auszu-
werten.

2.4. Chemische Struktur des gesicherten Thyreotropin-
freisetzenden Hormons

In den folgenden Abschnitten sollen die gesicherten Struk-
turen von TRH und LHRH (siehe Abb. 1) sowie die Struk-
turvorschlige fir MRIH und GHRH detaillierter bespro-
chen werden. Es wird weder auf Einzelheiten der stufen-
weisen Ermittlung der chemischen Struktur von TRH und
LHRH noch auf die bei der Synthese verwendeten Schutz-
gruppen cingegangen, sondern vielmehr versucht, einen
Uberblick iiber den derzeitigen Stand der Kenntnisse
iiber die Chemie dieser vier Hormone zu geben.

Die Struktur des Thyreotropin-freisetzenden Hormons aus
Schweine-18 und Schafs-Hypothalamusgewebel* !! wurde
als Pyroglutamyl-histidyl-prolinamid erkannt. Anschei-
nend hat dieses Hormon bei anderen Sdugetieren ein-
schlieBlich des Menschen die gleiche Struktur.

Die Synthese von TRH kam 1969 in einzigartiger und uner-
warteter Weise als Teil der Strukturuntersuchungen an
Schweine-TRH zustande!®-®1; dabei wurde gefunden, daB
die biologischen Eigenschaften des Schweine-Hormons
und des synthetischen pGlu-His-Pro-NH, identisch wa-
ren!'®l Mit der Synthese von TRH auf verschiedenen
Wegen — mit geschiitzten und ungeschiitzten Aminosduren
durch klassische Reaktionen und durch Festphasensyn-
these nach Merrifield - befaiten sich von 1969-1971 sechs

peptids vor. Dieser Vorschlag basierte auf den Ergebnissen
eines kombinierten Edman- und Dansyl-Abbaus im Mikro-
maDBstab sowie einer selektiven Trititerung zur Ermittiung
der C-terminalen Gruppe. Diese Abbaureaktionen wurden
direkt an den mit Chymotrypsin und Thermolysin erhal-
tenen Verdauungsprodukten ohne Trennung der Frag-
mente durchgefiihrt. Die vorgeschlagene Struktur ist kor-
rekt; Matsuo et al. bestdtigten sie anschlieBend durch
andere Abbaureaktionen!!”), Anscheinend standen Matsuo
et al!'¢! fiir die Strukturaufklirung 100-200 ug des aus
Schweine-Hypothalamus isolierten Hormons zur Ver-
fiigung.

Matsuo et al.''® veroffentlichten ihren Strukturvorschlag
fir LHRH mit der Bemerkung, daB der Bewetis fiir die Bin-
dung pGlu-His ,.is not very strong® und daf3 ,,the mode of
blocking at C-terminal Gly- still remains to be solved”. Es
zeigte sich dann aber, dafB3 ihr Vorschlag eines Decapeptids
mit ,N-pGlu-“ und einem C-Amid-Terminus in der Tat
richtig war und die Basis fiir die Synthese dieses Decapep-
tids abgab, so daB das synthetische Peptid mit dem aus
Schweine-Hypothalamus isolierten Hormon verglichen
und in biologischen Tests auf seine Hormonwirkung ge-
priift werden konnte.

Amoss et al. " isolierten LHRH aus Schafs-Hypothalamus.
Die Primérstruktur dieses Hormons, die Burgus et al.!'8:!%!
ermittelten, stimmt nach Berichten aus den beiden letzten
Jahren mit der des Decapeptids (Abb. 1) tiberein, das be-
reits als Schweine-LHRH erkannt worden war. Burgus
et al.l'°! standen ungefihr 40 pg des Schafs-Hormons zur
Verfligung ; dies war etwa die Hélfte des gesamten Mate-
rials, das als Nebenfraktion wihrend der ersten Stufen der
TRH-Isolierung angefallen war. Alles in allem sollen fiir
die Isolierung von Schafs-TRH und -LHRH ungefdhr
300000 Schafs-Hypothalami verwendet worden sein.

Tabelle 2. Chemische Struktur des gesicherten Thyreotropin-freisetzenden Hormons.

Struktur des TRH :

OIN)—CONH~$H~CON@
H

Forscher:

Cti,

Hormone aus Schweine-Hypothalamusgewebe
[8) Folkers, Enzmann, Bgler. Bowers und Schally (1969)
CONH,. [9] Baler, Enzmann, Folkers, Bowers und Schally (1969)

Ny NH Hormone aus Schafs-Hypothalamusgewebe
[1t] Burgus. Dunn, Desiderio und Guillemin (1969)

Synthese:

[&] Folkers, Enzmann, Baler, Bowers und Schally (1969)

[9] Bgier, Enzmann, Folkers, Bowers und Schally (1969)

auf verschiedenen Wegen : mit
geschiitzien und ungeschiitzten
Aminosduren und durch
Festphasensynthese

[13] Flouret (1970)

[14] Ricaille und Milhaud (1971)
[15] Chang, Sievertsson, Bogentoft, Currie, Folkers und Daves (1971).

[12] Gillesen, Felix, Lergier und Studer (1970)

Arbeitsgruppen. Unter ihren sechs Verdffentlichun-
gen!® 1271507 befinden sich die ersten Synthesen sowie
die darauffolgenden synthetischen Studien (sieche Tabelle 2).

2.5. Chemische Struktur des gesicherten Hormons, welches
das Luteinisierende Hormon freisetzt

Marsuo et al!'® schlugen 1971 versuchsweise fir LHRH
die in Abbildung 1 wiedergegebene Struktur eines Deca-

[*] Veroflentlichungen iiber vorliufige Aspekte der TRH-Struktur und
spitere detaillicriere Arbeiten usw. sind nicht beriicksichtigt worden.
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2.6. Synthesen des Hormons, welches das Luteinisierende
Hormon freisetzt

Die Synthese von LHRH gelang durch klassische Reak-
tionen, durch das Merrifield-Verfahren sowie durch eine
Kombination beider Moglichkeiten!?® 32l Die dreizehn
Veroffentlichungen befassen sich mit der Synthese von
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,  (vgl.
Abb. 1). Im wesentlichen herrschte Ubereinstimmung iiber
die Fihigkeit des synthetischen Decapeptids, das Luteini-
sierende Hormon (LH) freizusetzen.
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Matsuo, Arimura, Nair und Schally'?*! teilten mit, daB ihr
synthetisches Decapeptid die gleichen physikochemischen
und biologischen Eigenschaften wie das von ihnen isolierte
natiirliche Schweine-Hormon hat.

Viele Mitarbeiter pharmazeutischer Firmen haben inzwi-
schen ebenfalls LHRH synthetisiert. So haben z. B. Immer,
Nelson und Gotz von den Ayerst Laboratories in Montreal
angekiindigt, daB ihr synthetisches LHRH fiir Untersu-
chungen iiber die Geburtenkontrolle bei Menschen und
Tieren verwendet werden soll.

2.7. Vorschlige zur Chemie des Hormons, welches die Frei-
setzung des Melanocyten-stimulierenden Hormons hemmt

Kastin et alP®3 teilten 1968 mit, daB das Melanocyten-sti-
mulierende Hormon (MSH) bei amenorrhoischen Frauen
nicht nur pigmentierend wirkt. Sechs Frauen mit sekun-
ddrer Amenorrhoe erhielten eine hochgereinigte MSH-
Priparation. Es kam zur Menstruationsblutung, welche
das Zeichen eines ,,Umschwungs” sein konnte. Das ver-
abreichte MSH konnte das Ovar direkt stimuliert haben.
Die Konzentrationsinderungen einiger Serumbestandteile
waren statistisch signifikant. Das Melanocyten-stimulie-
rende Hormon bewirkt eine Dunkelfirbung der Haut von
Amphibien und erlaubt somit ihre Anpassung an die Um-
gebung. Bei Sdugetieren konnte dieses Hypophysen-Hor-
mon wihrend der Evolution weitere Funktionen erlangt
haben.

Celis et al.13+-35 hatten vorgeschlagen, daB das C-terminale
Bruchstiick des Oxytocins (siche Abb. 3), Pro-Leu-Gly-
NH,, das natiirliche Hormon (MRIH) ist, welches die
MSH-Freisetzung hemmt.

[ 1
Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH,

|
Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-OH

Abb. 3. Oben: Oxytocin. Unten: Tocinsiure.

Nuair et al.®®! isolierten zwei MRIH-aktive Peptide aus
Rinder-Hypothalamusextrakten, von denen das eine stark,
das andere viel weniger aktiv war. Sie bestimmten die Struk-
tur des ,,Haupt-MRTH-aktiven Peptids* als Pro-Leu-Gly-
NH, und synthetisierten das Peptid. Kastin et al.l3"! fan-
den, daB3 10 ng synthetisches Pro-Leu-Gly-NH,, direkt in
die Hypophyse gebracht, die Haut eines Frosches aufhell-
ten, die als Folge der Zerstorung des Hypothalamus dun-
kel geworden war. Die Autoren empfahlen diesen veréinder-
ten Test wegen seiner Einfachheit fiir kiinftige Untersu-
chungen mit diesem Hormon. Die Struktur des zweiten
MRIH-Peptids mit der geringeren Aktivitit wurde an-
schlieBend als H-Pro-His-Phe-Arg-Gly-NH, erkannt!*°],

Wie Celis et al.13® feststellten, verhilt sich das Pentapeptid
H-Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-OH wie ein Hormon (MSHRH),
welches MSH freisetzt, denn Nanogramm-Mengen dieses
Peptids vermindern den MSH-Gehalt der Ratten-Hypo-
physe und erhohen die MSH-Konzentration im Plasma.
Dieses Peptid stimuliert auch die Freisetzung von MSH
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bei Tieren mit einer Lidsion im Gewebe zwischen Hypo-
physe und Hypothalamus, woraus eine direkte Wirkung
des Peptids auf die Hypophyse hervorgeht. Oxytocin be-
einfluBt den MSH-Gehalt der Hypophyse nicht.

Bower et al.13°! fanden, daB synthetische Tocinsiure (siche
Abb. 3), d. h. der makrocyclische Teil des Oxytocins, in ge-
ringeren als Nanogramm-Mengen die Freisetzung von
MSH aus Ratten-Hypophysen in vitro unterbindet. Diese
Wirkung konnte jedoch an der Amphibien-Hypophyse
nicht gezeigt werden. Im Gegensatz zum Bericht von
Kastin et al."®" verhinderte Pro-Leu-Gly-NH, in vitro in
einem Ratten- oder Frosch-System nicht die MSH-Frei-
setzung. Bower et al. nehmen an, daf} diese Unterschiede
nicht den unterschiedlichen Versuchsbedingungen zuge-
schrieben werden diirfen. Die Autoren folgerten, dal3 die
Natur des Hormons (MRIH), das die Freisetzung des
Melanocyten-stimulierenden Hormons hemmt, anschei-
nend ungewifl ist und schiugen vor, daB bei der Ratte
Tocinsdure oder eine nahe verwandte Verbindung ein
wahrscheinlicher Kandidat fiir ein natiirliches MRIH sein
konnte.

2.8. Die ungewisse chemische Struktur des Wachstums-
hormon-freisetzenden Hormaons

Schally et al*! berichteten 1969 iiber die Isolierung des
Wachstumshormon-freisetzenden Hormons (GHRH) aus
Schweine-Hypothalamus. Das Testsystem fir GHRH
basierte auf der Verarmung der Ratten-Hypophyse an
Wachstumshormon (GH). 1971 fanden Schally et al.[?],
daB das isolierte Peptid die Aminosdurcsequenz Val-His-
Leu-Ser-Ala-Glu-Glu-Lys-Glu-Ala hat, mithin ein Deca-
peptid ist (siche Abb. 2).

Veber et al*3! bemerkten die auffallende Ahnlichkeit zwi-
schen diesem Dekapeptid und einer fiir die N-terminalen
Aminosiuren der B-Kette von Schweine-Hiamoglobin vor-
geschlagenen Sequenz. Trotzdem synthetisierten Veber
et all**! das genannte Decapeptid. Schally et all*244]
priiften es und fanden, daB es die Freisetzung des Wachs-
tumshormons sowohl in vitro als auch in vivo stimulierte ;
das freigesetzte Wachstumshormon wurde nach der Tibia-
Methode von Greenspan et al.l*®! oder iiber den Sulfatie-
rungsfaktor bestimmt.

Das synthetische Decapeptid und das isolierte Peptid er-
wiesen sich jedoch bei radioimmunologischen Tests auf
die Freisetzung des Wachstumshormons bei Ratten als im
wesentlichen inaktiv. Es ist noch nicht bekannt, ob modi-
fizierte Decapeptide mit einem, zwei oder drei Gln- statt
Glu- bei diesem Test GHRH-Aktivitidt zeigen.

3. Biosynthese der Hypothalamus-Hormone

Mitnick und Reichlin™®! berichteten 1971 iiber die Bio-
synthese des Thyreotropin-freisetzenden Hormons (TRH).
Sie gingen von Hypothalamusfragmenten von Ratten aus
und untersuchten deren einzelne Abschnitte. Dem Inku-
bationssystem wurden markierte Aminosiduren zugesetzt;
nach Reinigung mit Hilfe von TRH und '?3J-TRH als
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Triger wurde anscheinend markiertes TRH erhalten. Uber
biologische Tests ist aber bisher nichts mitgeteilt worden.

Die Autoren schlossen aus den Ergebnissen, daB3 nur Glu-,
His- und Pro- inkorporiert wurden. Glu- wird zur pGlu-
Gruppierung cyclisiert, und Pro- geht wiihrend der Bio-
synthese in Pro-NH, iiber. Anscheinend erforderte die
Biosynthese 15sliche Enzyme; DNA/RNA-abhingige Re-
aktionen waren nicht beteiligt.

Auch Johansson, Hooper, Sievertsson, Currie und Folkers'*"!
von der University of Texas untersuchten in Zusammen-
arbeit mit Cyril Bowers von der Tulane University die Bio-
synthese der freisetzenden Hypothalamus-Hormone. Wir
verwendeten Schnitte aus Schweine-Hypothalami und
setzten dem Inkubationssystem '*C-Glu- zu. Nach meh-
reren Reinigungsschritten und Verwendung von synthe-
tischem LHRH als Tréger tieB sich folgern, dal markiertes
LHRH biosynthetisiert worden war. Diese Folgerung
ergab sich aus der Beobachtung, daB der LHRH-Pauly-
Fleck radioaktiv war und bei der Hydrolyse '*C-Glu- er-
gab. Der radioaktive Fleck war in der Lage, bei Ratten das
Luteinisierende Hormon freizusetzen. Wahrscheinlich wird
die Biosynthese von LHRH durch 16sliche Enzyme be-
wirkt, wie Mitnick und Reichlin*® dies fiir die Biosynthese
von TRH mitteilten.

4. Das ,,Einheitskonzept*

Am Anfang dieses Fortschrittsberichtes kamen wir kurz
auf das ,Einheitskonzept” zu sprechen, welches auf der
allgemeinen Idee basiert, daB ein freisetzendes Hypothala-
mus-Hormon jeweils die Freisetzung eines Hormons aus
dem Hypophysen-Vorderlappen bewirkt, und wir deute-
ten an, daB dieses Konzept moglicherweise durchbrochen
sein karnn. Wihrend der miihsamen uad zeitraubenden
Isolierung von LHRH aus Schweine-Hypothalamusge-
webe wurde beobachtet, daB sich die LH- und FSH-frei-
setzenden Aktivitdten wihrend der Fraktionierungen nicht
trennen lieBen. SchlieBlich berichteten Schally et al.l*8iber
die Isolierung von anscheinend homogenem LHRH und
stellten fest, daB das Hormon nicht nur das Luteinisierende
Hormon (LH), sondern auch das Follikel-stimulierende
Hormon (FSH) freisetzen kann. Diese Feststellung basierte
auf der Beobachtung, daB die FSH- und LH-freisetzende
Aktivitiit durch Verteilungschromatographie in zehn ver-
schiedenen Losungsmittelsystemen nicht getrennt werden
konnte. Das isolierte Hormon stimulierte die Freisetzung
sowohl von FSH als auch von LH in vivo und in vitro.

Danach waren Schally et al.*®! offensichtlich davon iiber-
zeugt, daB das Decapeptid als solches die Sekretion des
Luteinisierenden Hormons und des Follikel-stimulierenden
Hormons reguliert, und bezeichneten es als ,,Gonadotro-
pin-freisetzendes Hormon®. Sie nahmen an, daB die Ge-
samtkontrolle der FSH- und LH-Sekretion sowie die be-
vorzugte Freisetzung des einen oder des anderen dieser
beiden Gonadotropine von Wechselwirkungen zwischen
dem Decapeptid und Steroiden abhéngen.

Zusiitzliche Informationen iiber die Freisetzung von zwei
Hypophysen-Hormonen durch ein synthetisches Hypo-
thalamus-Hormon erbrachten die Untersuchungen von
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Bowers et al'®®, daB synthetisches pGlu-His-Pro-NH,
(TRH) beim Menschen nicht nur Thyreotropin, sondern
gleichzeitig auch Prolactin freisetzt, und zwar in allen ge-
priiften Konzentrationen. In der Tat erh&ht sich nach In-
jektion von nur 10 pg des synthetischen Tripeptids beim
Menschen der Serumspiegel von Thyreotropin und Pro-
lactin. Wachstumshormon (GH), Luteinisierendes Hor-
mon (LH) und Follikel-stimulierendes Hormon (FSH)
wurden nur manchmal freigesetzt, Prolactin dagegen
immer. Diese doppelte Freisetzung von Thyreotropin und
Prolactin legt die Frage nahe, ob dieses Tripeptid-Hormon
ebenfalls als ,natiirlicher Regulator® fiir Prolactin beim
Menschen fungiert. Die Frage wird derzeit experimentell
untersucht.

5. Entdeckung der LHRH-Aktivitit von
pGlu-Tyr-Arg-Trp-NH,

Wir wenden uns nunmehr dem Hormon zu, welches das
Luteinisierende Hormon freisetzt, und beschreiben die
Entdeckung des ersten synthetischen Peptids mit dessen
biologischer Aktivitit. Bogentoft et all®! inaktivierten
Konzentrate von Rinder- und Schweine-LHRH auf che-
mischem und enzymatischem Wege und unterwarfen die
Produkte biologischen Tests. Die Autoren wiesen die An-
wesenheit von Arginin, Tyrosin und Tryptophan nach.
Amoss et all® sowie Currie et al.1’3! hatten bereits friiher
gefunden, daB LHRH am N-terminalen Ende durch die
pGlu-Gruppierung blockiert ist.

Chang et al'> synthetisierten die sechs mdglichen Tetra-
peptide aus pGlu-, Arg-, Trp- und Tyr-. Bowers et al.l5%!
fanden, daB nur eins davon biologisch aktiv ist : pGlu-Tyr-
Arg-Trp-NH, setzte in vivo in Dosen von 50-200 ug LH
frei, und zwar unter den Bedingungen des LHRH-Tests.
Selbstverstindlich ist dieses Tetrapeptid nicht das natiir-
lich vorkommende LHRH.

Aufgrund dieses LHRH-aktiven Tetrapeptids konnten
Bogentoft et al'>Y), Chang et al'®* sowie Bowers et al.l>%]
vorhersagen, daB LHRH ein Decapeptid und kein Nona-
peptid ist, wie Schally et al¥*®! urspriinglich mitgeteilt hat-
ten. Diese Voraussage erwies sich als korrekt.

Kiirzlich bestitigten Guillemin et all>®), daB vergleichbare
Dosen des Tetrapeptids pGlu-Tyr-Arg-Trp-NH, und des
synthetischen LHRHs die gleiche LHRH-Aktivitii — in
vivo und in vitro - haben. Auflerdem zeigte sich, daBl das
Tetrapeptid mit gleicher Wirkungsstirke wie synthetisches
LHRH das Follikel-stimulierende Hormon freisetzt. Die
Autoren teilten auch Ergebnisse von in-vivo-Versuchen
mit, nach denen durch das Tetrapeptid genauso wie durch
LHRH eine signifikante Freisetzung von LH ohne ent-
sprechende signifikante Freisetzung von FSH bewirkt
werden kann. Bowers et al.t® fanden, daB 50-600 pg des
Tetrapeptids nur LH und kein FSH freisetzen. Guillemin
et al.l°% teilten mit, daB bei Dosen von 500 pg eine signi-
fikante Freisetzung von LH ohne Freisetzung von FSH
stattfindet; FSH wurde jedoch bei einer Dosis von 4 mg
freigesetzt (959, Zuverlissigkeit). Die Signifikanz der FSH-
Freisetzung durch eine Dosis von 4 mg des Tetrapeptids
ist nicht klar ersichtlich.
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6. Bezichungen zwischen Konformation, Sequenz
und Aktivitiit sowie Vorgiinge bei der Aktivierung

Als die Sequenz des Hormons, welches das Luteinisierende
Hormon freisetzt, bekannt war, zeigte sich, daB Tyr- und
Trp- im LHRH-aktiven Tetrapeptid pGlu-Tyr-Arg-Trp-
NH, und in LHRH umgekehrte Positionen einnehmen.
Infolgedessen ist die Hormonwirkung des Tetrapeptids in
vivo im Hinblick auf Beziehungen zwischen Konformation
und Aktivitdt von besonderem Interesse.

Sievertsson et al.>™) haben die Rolle der Histidin-Gruppie-
rung im Thyreotropin-freisetzenden Hormon untersucht.
Zu diesem Zweck synthetisierten sie die vier in Tabelle 3

aufgefiihrten Analoga .von pGlu-His-Pro-NH, (TRH).'

pGlu-Phe-Pro-NH, ist bei der Thyreotropin-Freisetzung

Tabelle 3. Die Rolle des Histidins im Thyreotropin-freisetzenden
Hormon, Priifung von Tripeptiden auf Thyreotropin-freisetzende Wir-
kung mit der T,-Methode an Miusen.

Tripeptid Dosis [ng] Imp./min 23]
pGlu-His-Pro-NH, (TRH) 9 5612
pGlu-Phe-Pro-NH, 100 3534
pGlu-Trp-Pro-NH, 50000 204
pGlu-Tyr-Pro-NH, 50000 100
pGlu-Phe-3Hyp-NH, 50000 8

bei Miusen bemerkenswert aktiv, wie Messungen nach
der T;-Methode zeigten. Eine Dosis von 100ng dieses
Analogons setzte ebenso viel Thyreotropin frei wie 9ng
TRH. Die Autoren nehmen an, daB sowohl die n-Elektro-
nen als auch die Basizitit von protoniertem His- fiir die
Thyreotropin-Freisetzung erforderlich sind. Offensichtlich
konnte die Freisetzung auf einer Komplexbildung und/
oder einem ionischen Mechanismus unter Beteiligung
einer negativ geladenen Gruppe am Receptor beruhen.
Weitere Untersuchungen an TRH-Analoga wurden von
Bowers et al.1®® zusammengefaBt.

Wir untersuchten ebenfalls die Bezichungen zwischen Kon-
formation, Sequenz und Aktivitit beim Hormon, welches
das Luteinisierende Hormon freisetzt. Eine vorteilhafte
neue Synthese von pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-
Pro-Gly-NH, gelang Chang et al.[3°31:5°1 mit | klassischen
Reaktionen“. Im Prinzip wurden die Sequenzen 1-6,
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-, und 7-10, Leu-Arg-Pro-Gly,
getrennt synthetisiert und dann zum Decapeptid vereinigt.
Die Synthese ist durch Verwendung geeigneter Schutz-
gruppen, gute Ausbeuten und niitzliche stufenweise Rei-
nigungsoperationen gekennzeichnet.

Die Arg®-Gruppierung des Decapeptids ist vermutlich
fir die Aktivitéit des Hormons unerlidBlich. Die neue Syn-
these ist so flexibel, daB Arg?® in der relativ kurzen Sequenz
7-10 durch andere Gruppen ersetzt werden kann.

Wie Tabelle 4 zeigt!3©-31-59), ist LHRH mit Lys® statt Arg®
ein relativ aktives Peptid. Die anderen gepriiften Peptide
waren weit weniger aktiv als LHRH, setzten jedoch in den
in Tabelle 4 genannten hohen Dosen das Luteinisierende
Hormon frei.
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Tabelle 4. Aktivitiit von Derivaten des Hormons, welches das Luteini-
sierende Hormon freisetzt,

Verb. rel. Dosis

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, 1
(LHRH)

Lys®-LHRH 5--50
His®-LHRH 200
Nva®-LHRH 100-300
Des-Arg®-LHRH 2000

Ein Molekiilmodell des Decapeptids LHRH 148t sich in
eine Konformation bringen, in der die planaren Indol- und
Benzolgruppen in Tryptophan bzw. Tyrosin annahernd
parallel angeordnet sind, so daB zwischen ihnen n-Wech-
selwirkungen auftreten konnen. Solche planparallele An-
ordnung konnte zur Strukturspezifitit der Hormonwir-
kung des Molekiils beitragen. Die Guanidinogruppe des
Arginins kénnte in dieser Konformation des Decapeptids
relativ aufgeweitet und exponiert sein. Wegen der Basizi-
tdt und leichten Zuginglichkeit der Guanidinogruppe
kénnte die positive Ladung des protonierten Arg- an der
Freisetzung des Hormons mitwirken. Diese Rolle des
protonierten Arg- 148t sich mit der entsprechenden Rolle
von protoniertem His- in TRH vergleichen,

Chang et al159 setzten ihre Untersuchungen iiber den Frei-
setzungsmechanismus von LHRH mit der Synthese und
Uberpriifung von sieben neuen LHRH-Analoga fort. Fiinf
von ihnen sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Des-Leu’-LHRH
und Des-(Leu’-Arg?-Pro®-Gly!°)-LHRH waren bei sehr
hohen Dosen aktiv. Des-(Leu’-Arg®)-LHRH und Des-
(Arg®-Pro®-Gly'®-LHRH waren bei derartigen Dosen
inaktiv. Die Sequenz 7-10 des Decapeptids, Leu-Arg-Pro-
Gly-NH,, interessierte wegen der Arginingruppierung.
Bei biologischen Tests erweis sich das Tetrapeptid jedoch
als inaktiv.

Tabelle 5. Aktivitit von Derivaten des Hormons, welches das Luteini-
sierende Hormon freisetzt.

Verb. rel. Dosis

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, 1

(LHRH)

Des-Leu’-LHRH 20000
Des-(Leu’-Arg")-LHRH 50000, inaktiv
Des-(Arg®-Pro®-Gly!?)-LHRH 20000, inaktiv
Des-(Leu’-Arg®-Pro®-Gly'%)-LHRH 2000040000
Leu-Arg-Pro-Gly-NH, 20000, inaktiv

Die Ergebnisse der biologischen Tests der in den Tabellen 4
und 5 beschriebenen synthetischen Analoga gestatten wei-
tere Uberlegungen zum Mechanismus der Hormon-Frei-
setzung. Eine rdumliche Nachbarschaft zwischen der posi-
tiven Ladung von protoniertem Arg- im LHRH und einer
entsprechenden negativen Ladung am Receptor konnte
fiir eine ionische Reaktion wesentlich sein, die als Teil der
Freisetzung vorgeschlagen wird. Dieser Vorschlag wird
durch die schwache Aktivitit von Des-Leu’-LHRH ge-
stiitzt, dessen positive Ladung so ungiinstig lokalisiert sein
konnte, daf keine normale ionische Reaktion zustande-
kommt.
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Beim Nachdenken iiber die Beziehungen zwischen Konfor-
mation, Sequenz und Aktivitdit von LHRH und seinen
Analoga stellten Chang et al!®® fest, daB die Einteilung
der Analoga in zwei Kategorien helfen konnte, die offen-
sichtlich komplizierten und iiberlappenden Beziehungen
zu verstehen. Zur ersten Kategorie konnten die LHRH-
Analoga gehoren, die in bis zur 100-fachen Dosis des natiir-
lichen Hormons eine signifikante Freisetzung des Luteini-
sierenden Hormons bewirken. Die unterschiedlichen Akti-
vitdten der Analoga konnten vorwiegend auf der Struktur
der Analoga beruhen. In die zweite Kategorie konnten alle
Analoga fallen, die bei 10000-fachen und héheren Dosen —
bezogen auf LHRH - das Luteinisierende Hormon frei-
setzen. Bei diesen Analoga kénnten die Unterschiede der
Aktivititen auf einer Anderung des Hormonmolekiils und
des Receptors beruhen. Diese enormen Aktivitidtsunter-
schiede sind in der Tat beobachtbar, und zwar aufgrund der
auBlerordentlichen Wirksamkeit der Hypothalamus-Hor-
mone im Pikogramm- und Nanogramm-Bereich.

Vale et al.'* "' und Monahan et al.'**' haben zwei an der His?-
Position modifizierte LHRH-Analoga beschrieben, deren
Wirkung an dispergierten Zellkulturen aus Rattenhypo-
physen-Vorderlappen getestet wurde. Das Analogon, wel-
ches Glycin statt His? enthielt — Gly>-LHRH — verhielt
sich wie ein partieller Antagonist; in Gegenwart von
LHRH in maximaler Konzentration wurden weniger als
509; des Luteinisierenden Hormons freigesetzt. Des-His?-
LHRH hatte keine signifikante freisetzende Wirkung. In
Zellkulturen, denen LHRH und die 103- bis 10*-fache
Menge Gly?-LHRH und Des-His?>-LHRH zugesetzt wur-
den, verminderte sich die Menge des vom LHRH freige-
setzten Luteinisierenden Hormons.

7. Substanz P und Neurokinin

S. E. Leeman berichtete im Juni 1972 bei der 55. Canadian
Conference in Quebec iiber die Chemie zweier Peptide, die
eine gewisse Beziehung zu den freisetzenden Hypothala-
mus-Hormonen haben konnten. Diese Peptide werden
zwar nicht als freisetzende Hypothalamus-Hormone klassi-
fiziert, sind jedoch aus dem Hypothalamus oder aus ande-
ren Teilen des Zwischenhirns gewonnen worden.

Leeman und Hammerschlag'®® entdeckten in Extrakten
aus Rinder- und Ratten-Hypothalami ein Peptid, das die
Speichelabsonderung fordert, wihrend sie die Aktivitét
des Corticotropin-freisetzenden Hormons in diesen Ex-
trakten untersuchten. Chang und Leeman!®® isolierten
dieses Peptid und wiesen 1 Lys-, 1 Arg-, 2 Glx-, 2 Pro-,
1 Gly-, 1 Leu-, 1 Met- und 2 Phe- nach. Das Peptid besteht
aus elf Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von
etwa 1340. Wihrend der Untersuchungen zeigte sich, dal
das Peptid und die bereits friither beschriebene Substanz P
identisch sind. Substanz P, die von Euler und Gaddum!%!
1931 entdeckten, hat viele interessante biologische Eigen-
schaften'®S!, wurde aber vor dem genannten Bericht!®+!
nicht in reiner Form erhalten. In Zusammenarbeit mit
Niall'®”) wurde die Sequenz des Peptids als Arg-Pro-Lys-
Pro-GIn-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH , erkannt.

Tregear et al.!®®! synthetisierten daraufhin ein Peptid mit
dieser Sequenz. Es besa$ alle chemischen und biologischen
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Eigenschaften des nativen Peptids. Um dessen chemische
Struktur zu erforschen, waren als Ausgangsmaterial ca.
100000 Rinder-Hypothalamusfragmente verwendet wor-
den. Fiir Substanz P ist nunmehr ein radioimmunologischer
Test ausgearbeitet worden. Mit dieser Methode liel sich
die Konzentration der Substanz P in der substantia nigra
des menschlichen Gehirns zu 500 ng/g bestimmen.

Bei weiteren Untersuchungen iiber die pharmakologischen
Wirkungen von Rinder-Hypothalamusextrakten wies Lee-
man ein Peptid nach, das innerhalb von Sekunden nach
intravenoser Injektion eine charakteristische Vasodilata-
tion an der exponierten Hautregion anésthesierter Ratten
bewirkte. Carraway und Leeman'®! isolierten das dafiir
verantwortliche Peptid und fanden, daB seine Wirkung
mit einer voriibergehenden Blutdrucksenkung gekoppelt
ist. Dieses Peptid besteht aus 13 Aminosduren, und zwar
1 Lys-,2 Arg-,1 Asx-,2 Glx-,2 Pro-,1Ile-,2 Leu- und 2 Tyr-.

Die Strukturuntersuchungen ergaben, daf das Peptid wie
TRH und LHRH eine pGlu-Gruppierung enthilt; dies
deutet seine potentielle Verwandtschaft mit den {reiset-
zenden Hypothalamus-Hormonen an. Die Bestandteile
des Peptids sind somit: pGlu-, 1 Lys-, 2 Arg-, 1 Asp-,
1 Glx-, 2 Pro-, 1 lle-, 2 Leu-, 2 Tyr-.

Diese Substanz wurde versuchsweise als Neurokinin ange-
sehen, da sie zusdtzlich zu ihrer blutdrucksenkenden Wir-
kung eine Kontraktion von Meerschweinchen-Krumm-
darmgewebe sowie eine Relaxation des Zwolffingerdarms
von Ratten bewirkt. Bei groBen Dosen werden die Ratten
cyanotisch.

8. Ausblick

Die Chemie der freisetzenden und hemmenden Hypotha-
lamus-Hormone hat sich als neuer Bereich biologisch akti-
ver Peptide erwiesen und erdffnet eine neue Ara in der
Physiologie der Neurohormone. Die chemischen Aspekte
dieses neuen Gebietes finden bei organischen und medi-
zinischen Chemikern, Biochemikern und Enzymologen
groBes Interesse. Diese Fortschritte der Grundlagenfor-
schung lassen entsprechende therapeutische Fortschritte
erwarten.
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Isaksson und Dr. Bertil Aberg, Kabi/Aktiebolaget, Stock-
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tion, Chicago, Hlinois; dem United States Department of
Agriculture, Agricultural Research Service, Animal Science
Research Division; Dr. Robert Dudiey, George A. Hormel
Company, Austin, Minnesota; und dem NIH fiir Grant
NICHOQ-72-2713.
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