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Programmierte Molekeln*

Von R. SCHWYZER

Institut fiir Molekularbiologie und Biophysik der Eidg. Technischen Hochschule, CH-8006 Ziirich (Schweiz)

1) Informationstragende Biopolymere und
Molekularbiologie

Alles Leben auf diesem Planeten ist an das Vor-
handensein von Eiweiss oder, mit einem andern Worte,
Protein gebunden. Samtlichen Lebensiusserungen lie-
gen Proteinmolekeln zugrunde (Figur 1). Eine ausser-
ordentlich wichtige Aufgabe der Molekularbiologie ist
die Erforschung der Zusammenhdnge zwischen der Struk-
tur der Eiweissmolekeln und threr biologischen Funktion.
Die Ergebnisse dieser Suche bereichern nicht nur
laufend unser Wissen um die Grundlagen des normalen
Lebens, sondern liefern auch neues, wesentliches Ver-
stdndnis fiir pathologische Vorginge.

Ein anderes Forschungsgebiet, welches wegen seiner
glanzvollen Erfolge die Aufmerksamkeit der Welt erst
recht auf die Molekularbiologie gelenkt hat, gilt heute
bereits fast als «klassisch». Es ist das Gebiet der
molekularen Genettk (Figur 1). Heutige Lebensformen
vermégen die zu ihrem Funktionieren notwendigen
Proteine nicht direkt zu kopieren und so zum Beispiel
bei der Zellteilung von den Eltern auf die Nachkommen-
schaft zu tibertragen oder aber die Proteinmasse auf
diese Weise zu vermehren. Fiir diese Zwecke ist, wahr-
scheinlich schon in der friithesten Geschichte des
Lebens, ein Umweg eingeschlagen worden, der unge-
heure Vorteile in sich birgt: Vorteile evolutionirer,
entwicklungsphysiologischer und regulatorischer Art,
auf die wir hier allerdings nicht eingehen wollen. Dieser
Umweg besteht in der Bereitstellung von Plinen im
genetischen Apparat, nach denen die Proteine gebaut
werden. Diese Pliane sind in Form von Nukleinsiure-
molekeln niedergelegt. Um sie aber fiir die Zellnach-
kommenschaft zu vervielfdltigen und um nach ihren
Vorschriften neue Proteinmolekeln bauen zu kénnen,
sind wiederum Proteine notwendig.

Dadurch wird die zentrale Rolle der Struktur-
Funktions-Beziehung bei Eiweissmolekeln fiir sdmi-
liche Lebensprozesse ganz deutlich. Wir haben deshalb
die Erforschung solcher Zusammenhédnge zum Haupt-
thema der Forschungsarbeiten an unserem Labora-
torium erkoren?.

Wenn ich heute abend zu Ihnen spreche, so versuche
ich Information zu vermitteln. Ich tue das, indem ich
die verschiedenen Laute der deutschen Sprache in
wechselnder Zahl und Reihenfolge zu Wortern und
Sdtzen aneinanderreihe. In der geschriebenen Sprache
wiirde ich dazu die 29 Buchstaben verwenden. Die
sequentielle Anordnung von Symbolen zur Formulierung
und Ubertragung von Information ist aber nicht eine
Eigentiimlichkeit menschlicher Sprachen. Sie ist seit
Anbeginn des Lebens dasjenige Prinzip, welches bei
Proteinen und Nukleinsduren die biologische Funktion
einer jeden Molekel im Detail festlegt. Proteine und
Nukleinsduren sind ndmlich lange, fadenférmige
Makromolekiile, Hochpolymere, die aus einer be-
grenzten Zahl von immer wiederkehrenden, wie Perlen
zu Ketten oder Buchstaben zu Satzen gefiigten Mono-
meren aufgebaut sind. Diese Monomeren (oder Buch-
staben) heissen bei den Proteinen Aminosduren (20 an
der Zahl) und bei den Nukleinsduren Nukleotide (im
Prinzip 4 an der Zahl). Proteine gehdren somit zur
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Fig. 1. Informationstragende Biopolymere und molekularbiologische
Thematik.

* 11. Paul-Karrer-Vorlesung in der Aula der Universitit Ziirich am
12. November 1969,

1 Das entsprechende Institut der Universitat Zurich, welches in Zu-
kunft im selben Gebidude wie das unsrige untergebracht sein wird,
befasst sich mehr mit Problemen der molekularen Genetik,
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chemischen Klasse der Polypeptide, Nukleinsduren zu
derjenigen der Polynukleotide. Die Sprachanalogie
geht aber noch weiter, indem man ebenfalls Wérter und
Satze unterscheiden kann. Wéhrenddem das Lexikon
der einfachen, Vier-Buchstaben-Sprache der Nuklein-
sduren nur 64 Worter zu je 3 Buchstaben kennt, ist die
Proteinsprache mit ihren 20 Buchstaben und mit
Wortern und Sétzen verschiedenster Linge ausser-
ordentlich abwechslungsreich und dadurch unserer ge-
schriebenen Sprache viel dhnlicher.

Jede Proteinmolekel ist fiir bestimmte biologische
Funktionen vorgesehen. Die Information fiir ihr Ver-
halten ist in der Aminosiurenreihenfolge, in Wértern

und Sitzen, verschliisselt. Die Information fiir die -

Aminosdurenreihenfolge ist wiederum in der Reihen-
folge der Drei-Buchstaben-Wérter der Nukleinsduren
enthalten. Mann iiennt deshalb Polypeptide und Poly-
nukleotide auch snformationstrageside Biopolymere.

2) Proteine als programinierte Molekeln

Indem die Information fiir das biologische Verhalten
einer Proteinmolekel von der Nukleinsiure des be-
treffenden, sogenannten Strukturgens stammt, kann
man ohne weiteres sagen, diese Proteinmolekel sei fiir
ihre Aufgabe programmiert.

Wir 'wollen kurz zwei Fragen untersuchen: Wie wird
die lineare Information in Funktion umgesetzt, das
heisst abgelesen, und welches sind die Hauptfunktionen,
die einprogrammiert werden miissen, um ein sinn-
volles Verhalten zu gewéhrleisten ?

Zahl und Sequenz der Monomereinheiten (Amino-

sauren) bestimmen nicht nur den eindimensionalen
Aufbau (Primirstriiktur) der Polypeptidkette, sondern
auch ihre ganz spezifische, raumliche Faltung. Da-
durch entstehen kugelige oder mehr langgestreckte
Kniuel, in deren Innern, wie in Mikrokristallen, jedes
der vielen tausend Atome seinen bestimmten Platz hat.
Die Molekeln besitzen deshalb auch Oberflichen mit
sehr spezifischer Topograph1e ‘und Topochemie. Es sind
nun hauptsichlich die topochemischen Eigenschaften,
welche die Funktionsweise der verschiedenen Protein-
molekeln bestimmen : Biokatalyse (enzymatische Funk-
tion), Krankheitsabwehr (Funktion als Antikérper),
Muskelarbeit (Kontraktibilitit) und viele andere
mehr. Als Grundlage fiir alle Funktionen mag das sehr
spezifische - Evkennungsvermogen der Proteinoberfl-
chen fiir andere Molekeln gelten. Es ist bedingt durch
topochemische Oberflichenelemente, ‘welche zu Teilen
dieser andern Molekeln komplementir sind2. Figur 2
zeigt -die Oberfliche eines ,Modells. des sauerstoff—
bindenden Proteins Myoglobm (nach KENDREW), u
einen Begriff der komplexen Topochemie solcher
Molekeln zu geben.
. Die Ablesung der Information verlduft also nach dem
Schema: Aminosiurensequenz -> Knduelung - Topo-
chemie und Topographie > Funktion, wobei der Pfeil
als das Zeitwort «bestimmt» zu lesen ist. -
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Die lebende Zelle konnte man demnach vergleichen
mit einer automatisierten Fabrik, in welcher die ein-
zelnen (Protein-)Maschinen zur Ausfithrung be-
stimmter Arbeiten programmiert wiren. Wahrlich
eine trost- und geistlose Fabrik! Sie wiirde laufen,
ohne Riicksicht auf Lagerhaltung und Markt, und
konnte sich bei Rohstoffmangel nicht umstellen. Um
eine sinnvolle, in wechselnder Umgebung lebensfidhige
Einheit zu geben, miissten die Maschinen nicht nur
funktionsfahig, sondern auch regulierbar sein. In der
Tat enthalten Proteine nicht nur Funktionsprogramme,
sondern auch Regulationsprogramme.

3) Kybernetik programmiertey Molekeln

Innerhalb einzelner Zellen, zwischen den Zellen
eines Organismus und sogar zwischen Individuen von
Populationen entdeckt man eigentliche Regelkreise mit
Sollwerten, Regelsignalen und Rﬁckkoppelung, wie
sie in-der kybernetischen Technik in ahnhcher Form
verwendet werden.

Intrazellulir sind jene Regelkreise am besten be-
kannt, welche zur Steuerung der 'Enzymaktivitit
dienén. Wir kénnen hier eine langfristig wirkende
Grobregulierung und eine sehr schnell wirkende Fein-
regulierung unterscheiden. Je nachdem, ob bestimmte
Ausgangsstoffe flir den Zellmetabolismus vorhanden

Fig. 2. Raumfiillendes Modell des Myoglobins {Bild von Dr. H. C,
WarsoN, Cambridge, in freundlicher Weise zur Verfiigung gestellt).
In die Oberflichenkluft rechts oben passt (wie ein Schliissel ins
Schloss) das hier abgehobene Protohdm-Molekiil.

2 Inshesondere beruhen 'die Aggregation von Proteinntolekeln zu
bestimmten «Superstrukturen», wie einzelne Enzyme, Enzym-
komplexe und andere, sowie das gegenseitige Erkennungsver-
mdgen von Zellen desselben Gewebes offenbar auf dieserh Prinzip.
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sind oder fehlen, wird die Herstellung von Enzymen,
welche die betreffenden Edukte zu erwiinschten Pro-
dukten umsetzen konnen, in die Wege geleitet (in-
duziert) oder unterbunden (reprimiert). Solche Regel-
kreise betreffen die de novo-Synthese von Enzympro-
tein und regulieren die Umsetzung genetischer Nu-
kleinsdure-Information zu Protein-Information. Nicht
alle Enzyme aber sind induzierbar oder reprimierbar,
und oft ist eine schnellwirkende Feinregulierung er-
wiilnscht. Auch hier kénnen wir wiederum zwei Fille
unterscheiden: die «homosterischer Hemmung der En-
zymaktivitdt durch das Produkt der betreffenden
Enzymreaktion und die «allosterische» Inhibition der
Wirkung des ersten Enzyms einer metabolischen Syn-
thesekette durch das Endprodukt derselben Kette
(Figur 3). Wahrenddem es sich beim «homosterischen»
Vorgang um eine einfache Massenwirkung handelt, bei
welcher derjenige Oberflichenlocus des Enzyms, wel-
cher fiir die betreffende Umsetzung verantwortlich ist,
mehr und mehr vom Produkt statt vom Edukt (Sub-
strat) besetzt wird, bietet die «allosterische» Regulation
wesentlich neue Aspekte. Man muss annehmen, dass
das Endprodukt der Synthesekette, welches chemisch
vom Edukt und vom Produkt der ersten Enzymreak-
tion der Kette sehr verschieden (allosterisch) sein kann,
nicht am enzymatisch wirksamen Oberflichenelement
(«active site») des ersten Enzyms eingreift, sondern in
einem andern Bereich mit anderer Topographie («re-
gulatory site»). Dadurch miisste im «regulatorischen
Bereich» (Oberflichenelement) ein Signal ausgelost
werden, welches entweder iiber die Oberfliche oder
durch das Innere des Enzyms hindurch eine Verdnde-
rung des «aktiven Bereiches» (im Sinne einer Inaktivie-
rung) hervorrufen wiirde. Beim allosterisch vegulierbaren
Enzym missten also prinzipiell drei Funktionen ein-
programmiert sein: a) die Funktion eines diskriminie-
renden Selekiors, welcher das von Aussen kommende
Signal erkennen kann, b) die Funktion einer Vorrich-
tung zur Erzeugung und Weiterleitung eines zweiten,
intramolekularen Signals (Transmitter) und c¢) die
Funktion eines Verstirkers, welcher dieses zweite Sig-
nal in die entsprechende Modifikation des katalyti-
schen Bereiches umsetzt (Figur 4). Die Anzeichen da-
fiir mehren sich, dass das intramolekulare Signal ein
stereochemisches ist (Anderung der Konformation);
auch in dieser Hinsicht scheint der Ausdruck «alloste-
rische» Regulation gliicklich gewdhlt worden zu sein.
Der interzelluliren Regulation dienen Hormone. Wie
bei der Radiokommunkation kénnen wir zwei prinzi-
piell verschiedene Ausfithrungsformen unterscheiden:
Rundfunk- und Richtstrahlverkehr. Beim Rundfunk-
verkehr senden die Stationen ihre Informationen auf
verschiedenen Wellenldngen; Empfingerstationen
empfangen nur diejenigen Wellenlingen, auf die sie
abgestimmt sind. Hormonproduzierende Zellen und
Gewebe strahlen ihre Information in Form verschie-
dener Hormonmolekeln zum Beispiel iiber die Blut-
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bahn im ganzen Organismus aus; nur diejenigen Zellen
aber, die auf ein bestimmtes Hormon abgestimmt sind,
empfangen die Meldung. So ist die Situation bei der
endokrinen Regelung; bei gewissen exokrinen Regel-
prozessen dient das umgebende Medium (Wasser oder
Luft) als Trager der Hormone, die so zu andern Indivi-
duen der Population gelangen. Beim Richistrahlyer-
kehr wird zum Beispiel mit nur einer Wellenlinge
gesendet, auf welche auch simtliche Empfinger abge-
stimmt sind. Die Auswahl der Empfinger erfolgt geo-
metrisch, indem nur derjenige angestrahlt wird, der
auch erreicht werden soll. Diesem Modell entspricht die
nervose Regulation. Es wird nur ein Hormon ausge-
schieden (zum Beispiel Acetylcholin}, auf welches viele
Zellen im ganzen Organismus ansprechen koénnten.
Aber die Ausscheidung erfolgt — elektrisch gesteuert —
ganz lokalisiert und in unmittelbarer N#ihe derjenigen
Empfiangerzellen, die erreicht werden sollen. Zur
Sicherheit wird das Signal (das Hormon) unmittelbar
nach dem Empfang zerstort. Auf diese hiibschen Analo-
gien hat Oscar HECHTER?® hingewiesen.

Zur Illustration eines hormonalen Regelkveises moge
derjenige des adrenocorticotropen Hormons (ACTH)
der Gehirnanhangsdriise (Hypophyse, «pituitary
gland») dienen (Figur 5). In der Folge gewisser Sti-

muli, welche verschiedene IFunktionszustinde des
2
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Fig. 3. Homosterische (1) und allosterische (2) Enzymregulation.
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Fig. 4. Beziehung zwischen regulierendem und funktionellemn Ober-
flichenbereich eines regulierbaren Proteins und Analogie zu regel-
technischen Bauelementen.

3 0. HEcHTER, K. YosuiNaga, [. D. K. Harkerston, C. Coun und
P. Dopb, in Molecular Basis of Some Aspects of Mental Activity
(Academic Press, London and New York 1966), vol. 1, p. 291.
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Kérpers (via Hypothalamus) an die Hypophyse melden
(sogenannte Stress-Zustdnde, insbesondere ein zu
kleiner Blutspiegel der Nebennierenrindenhormone
Cortisol, Cortison und Corticosteron), scheidet dieses
Organ ACTH in die Blutbahn aus. Dessen Information
kann von allen darauf abgestimmten Zellen empfangen
werden. Im Hauptregelkreis sind dies Zellen der
Nebennierenrinde. Sie werden zur Ausschiittung und
zur de novo-Synthese der oben erwdhnten Steroidhor-
mone sowie zum Wachstum (welches mit Proteinsyn-
these in den Zellen verbunden ist) angeregt. (Wegen
der Wachstumsanregung erhielt ACTH auch den
Namen adrenocorticotrophes Hormon, wihrenddem
die Bezeichnung adrenocorticotrop sich auf die Induk-
tion der Funktionszustandsinderung in der Nebennie-
renrinde bezieht.) Erreicht nun der Blutspiegel der
Nebennierenrindenhormone den Sollwert, wird durch
einen Riickkoppelungsmechanismus die Ausschiittung
des ACTH durch die Hypophyse verringert. Auf diese
Weise stellt sich ein den jeweiligen Bediirfnissen des
Organismus entsprechendes Gleichgewicht ein, in wel-
chem alle wichtigen «peripheren» Aufgaben der Neben-
nierenrindenhormone befriedigend erfiillt werden kén-
nen. Eine andere bekannte Wirkung des ACTH
betrifft den Fettabbau in den Fettzellen. Diese Auf-
gabe wird offenbar nicht selbstindig, sondern durch
den Hauptregelkreis Hypophyse-Nebennierenrinde
gesteuert. Eine weitere Eigenschaft des ACTH, ndmlich
die Pigmentausbreitung in den Melanophorenzellen der
Amphibien, gehort vielleicht gar nicht zu den physio-
logischen, sondern beruht nur auf dem Vorhandensein
eines kurzen «Aminosiuren-Wortes», welches auch im
melanophoren-stimulierenden Hormon (x- und f-
MSH) zu finden ist.

Der klinisch und biochemisch beobachtbare Erfolg
des ACTH in den Empfingerzellen (und das gilt wohl
fiir alle Hormone) setzt sich also zusammen aus einer
Vielzahl von Reaktionsabliufen. Einzelne davon, zum
Beispiel die Biosynthese von Steroidhormonen? sind
relativ gut bekannt. Wir wissen aber so gut wie nichts
iiber die Art und Weise der Auslosung solcher Reak-
tionsfolgen durch ein Hormon. Die Situation erinnert
mich immer wieder an die letzten zwei Bilder eines
(sehr zerlesenen) Kinderbuches: « Joggeli soll ga Birli
schiittle» von Lisa WENGER®. In einer Phase des Ge-
schehens (Figur 6) ruht der ganze «Reaktionsweg» vom
Metzger, der das Kilblein stechen sollte, iiber den
Hund, der den Joggeli aktivieren muss, bis zu den
Birnen, die nicht fallen wollen. Ein Peitschenknall des
Meisters bringt das Ganze in Bewegung und sofort
stellt sich der Erfolg ein.

Die uns interessierende Frage lautet: «Was passiert
zwischen Peitschenzweck und Riicken des Metzgers?»
Mit andern Worten: «Welches ist der chemische Me-
chanismus der Reaktion zwischen dem Hormon und
derjenigen Molekel, der Rezeptormolekel, auf welche
das Hormon direkt einwirkt, um die erste in einer
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Reihe von Reaktionen auszulésen, welche zum physio-
logischen Erfolg fithren ? »&.

Um diese Frage zu beantworten, miisste man eine
genaue Kenntnis haben der Chemie: a) des Hormons,
b) der Rezeptormolekel, ¢) des Hormon-Rezeptor-
Komplexes und d) des chemischen Signals (und seiner
Verstiarkung), welches bei der Bildung des Komplexes
generiert wird. Wir wissen einiges tiber die Chemie der
Hormone, wir beginnen etwas zu wissen iiber die allge-
meine Natur der Rezeptormolekeln (welche wahr-
scheinlich Proteine sind) und ihrer ungefihren Lokali-
sierung in der Zelle, aber wir wissen nichts iiber Ein-
zelheiten ihrer Chemie oder iiber die Art der Hormon-
bindung und Signalerzeugung. Allerdings kann man
spekulieren und allgemeine Parallelen zur «allosteri-
schen Regulation» von Enzymen (siehe oben) ziehen?.
Danach koénnte ein Hormon durch Adsorption (Bin-
dung) an ein regulatorisches Oberflichenelement eines
Enzyms die Aktivitit des katalytischen Bereiches er-
héhen (die beiden Bereiche wiren durch das obener-
wihnte allosterische Signal miteinander verbunden).
Das erzeugte Signal fitr den Stoffwechsel wire das
Stoffwechselprodukt des Enzyms. Wenn regulatori-
sches und katalytisches Oberflichenelement sich auf
zwel verschiedenen Seiten einer Membran befinden,
konnte mit diesem Mechanismus ein Signal (ohne

- Stofftransport!) durch eine Membran hindurch ins

Zellinnere gelangen. Diese Situation diirfte fiir eine
ganze Reihe von Hormonen gelten, wobei jedes Hor-
mon von einem andern «Selektors auf der Membran-
aussenseite erkannt wird. Dieses Erkennen fiihrt zur
Aktivierung {des katalytischen Oberflichenelements)
des Enzyms «Cyclase», welches daraufhin auf der Innen-
seite der Membran beginnt, Adenosintriphosphat

Fomo o «Pgripherie>
§
!
' Carticoig-Hormone
i
1
Hypophyse Nebennierenrinde
ACTH
_ Feizellen
Melanophoren

Tig. 5. Hormonaler Regelkreis zwischen Hypophyse und Nebennie-
renrinde.

4 A. WETTSTEIN, Experientia 77, 329 (1961). — E. R. SiMpson, D. Y.
Coorer und R. W, EstaBrOOK, Recent Prog. Horm. Res. 23, 523
(1969).

5 BErschienen im Verlag Francke AG, Bern.

6 R. SCHWYZER, Proceedings of the 1st International Pharmaco-
logical Meeting (Pergamon Press, Oxford 1963), vol. 7, p. 203.

? J. Monob, Endocrinology 78, 412 (1966).
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el iy )
—

Mesger motf nid Chalbli fdde,
Chiilbli woft nid Wflerli lappe,

b Mesger woft jifs Chilbli Réde,
Chiilbli wott jit Miijerli lappe,
Wdijerli mott jit Siirli [6ice,

Da geit der Meifter fdlber us
und geif ga rifjoniere.

Fig. 6. Hormonanalogie aus « Joggeli sitt ga Birli schiittles.

(ATP) in Cyclo-3',5"-adenosinmonophosphat (CAMP)
umzuwandeln. Dieses dient als (verstirktes) Signal zur
Auslosung der weiteren physiologischen Schritte {ver-
gleiche 8).

4) Chemste der Polypeptidhormone und Arbeitshypothesen
betreffend Hormon-Derivate, welche zum Studium poten-
tieller Rezeptoren dienen konnten

Intensive chemische Untersuchungen an Polypeptid-
hormonen, an denen auch mein Arbeitskreis beteiligt
war?®, haben uns ziemlichen Einblick in die eindimen-
stonale Organisation der biologischen Information er-
laubt. Die Gruppierung von Aminosiure-Buchstaben
in zusammenhingende («continuate») und unzusam-
menhingende Worter («discontinuate words») und die
moglichen Konsequenzen dieser Organisation auf die
konformationelle Stabilitdt und die Topographie der
Kontaktfliche zwischen Hormon und Rezeptor («inter-
face topography») wurden bereits eingehend behan-
delt1®. Andererseits miissen wir annehmen, dass jede
Rezeptormolekel im ersten Schritt das Hormon erken-
nen und binden muss, bevor in der zweiten Stufe das
Signal ausgeldst wird. Jede Molekel, die ein Hormon
spezifisch binden kann, ist deshalb eine potentionelle
Rezeptormolekel,
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™ Wferli wott nid Suiirii bide,
Siiiirli wott nid Stadli bronne,
Stidali wott nid Biindli haue,
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Riindli woft nid Joageli byfle,
Joageli wott nid Birli [dhttle,
D' Birli wei nid falle!

Siiiirli moft ji6 Stidl brinne,
Stidili moft jits Biindli haue,
biindli mott jit Joageli byfle,

Joageli wotf jits Birli {dhlttle,
D' Birli mei jis falle.

Vielleicht kénnen wir uns diese Einsichten zunutze
machen, um Hormonderivate zu synthetisieren,
welche dazu dienen kénnen, um a) potentielle Rezep-
toren zu lokalisieren und identifizieren, b) die Dynamik
der Komplexbildung zu studieren und c¢) — vielleicht so-
gar — kristalline Komplexe herzustellen, welche fiir
eine Rontgen-Strukturanalyse geeignet sein konnten.

Diese Ideen méchte ich mit einem Beispiel aus dem
Gebiete des adrenocorticotropen Hormons (welches
wir vor einiger Zeit als erste synthetisch herstellen
konnten'!) illustrieren, um zu zeigen, auf welchen
Wegen wir das Hormon-Rezeptor-Problem zur Zeit
bearbeiten.

8 L. BirnsaUMER und M. RopBeLL, J. biol. Chem. 244, 3477 (1969).
— L. W. SuTHERLAND, G. A. RosisoN und R. W. BurcHER, Circu-
lation 37, 279 (1968).

Y E. ScHrODER und K. LuBkE, The Peptides: Synthesis, Occurrence,
and Action of Biologically Active Polypeptides (Academic Press,
New York 1966), vol. 2,

10 R. ScuwvYZER, Excerpta Medica Intern. Congress Series No. 161
Protein and Polypeptide Hormones (1968), p. 201; J. mond.
Pharm. 3, 254 (1968); Proceedings of the 4th International
Pharmacological Meeting (Schwabe, Basel 1969), im Druck.

1 R, ScawyzER und P. SiesER, Nature 799, 172 (1963); Helv. chim.
acta 49, 134 (1966).
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4.1) Substitutionsmoglichkeiten im ACTH. Die ACTH-
Molekel (Figur 7) ist in eine Reihe scheinbar zusam-
menhdngender Worter mit verschiedener biologischer
Bedeutung unterteilt1012, Die ersten 18 Buchstaben
(Aminosduren) enthalten praktisch alle Information
fiir die Nebennierenrinde, fiir Fettzellen und fiir Me-
lanophorenzellen. Die steroidogene Wirkung auf die
Nebenniere wird durch die Hexapeptidsequenz 19-24
(die im synthetischen Hormon Synacthen CIBA® ent-
halten ist) noch etwas verstiarkt; der Rest der Molekel,
25-39, enthilt Information fur die Speziesspezifitit,
fir Antigenizitit und fir gewisse Transporteigen-
schaften. Auf Melanophoren- und Fettzellen tibt die
Verlingerung durch die Sequenz 19-24 kaum eine Wir-
kung aus. Deshalb diirfte eine Markierungsgruppe, die
an der e-Aminogruppe des Lysins 21 angebracht wére,
die biologische Wirkung (und damit die Spezifitiat der
Bindung an den Rezeptor und den Rezeptormechanis-
mus) weniger beeintrichtigen, als eine solche Gruppe
an irgendeinem anderen Lysinrest (11, 15 oder 16).
Diese Annahme diirfte auch fiir Anderungen an andern
Aminosiureresten in den Sequenzen 19-24 oder 25-39
im Vergleich zu Anderungen in der essentiellen Sequenz
1-18 gelten. Allerdings kénnten auch hier «fast
isostere» Verdnderungen (Phenylalanin zu Hexahydro-
phenylalanin, Methionin zu Aminobutyryl?? etc.) bio-
logisch normal reagierende Hormonanaloge liefern. Ob
alle diese Derivate im Einzelfall fiir das Studium des
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Rezeptors geeignet sind, kann natiirlich erst nach sorg-

faltiger Priifung ihrer Eigenschaften als Agonist oder
Antagonist mit klassischen pharmakologischen Metho-
den entschieden werden.

Derivate, die im oben erwihnten Sinne brauchbar
wiren, miissten solche chemische Gruppierungen ent-
halten, die a) covalente Bindungen mit dem Rezeptor
eingingen, b) die Adsorption (Bindung) an den Rezep-
tor in einer physikalisch-chemisch sinnvollen Weise
signalisieren konnten, und c¢) zur Losung des Phasen-
problems in der Réntgen-Strukturanalyse beitragen
kénnten.

Zur Zeit sind wir damit beschiftigt, solche geeigneten
Derivate aufzufinden, ihre pharmakologischen Eigen-
schaften zu studieren und sie auf Zellen, Zellpartikel
und -membrane und auf isolierte Proteine einwirken zu
lassen.

4.2) Nt-Dansyllysin®- ACTH -(1-24)-tetrakosipeptid.
Eine Markierungsgruppe, die fiir Bindungsstudien und
fiir rontgenanalytische Zwecke geeignet sein konnte,
ist die 1-Dimethylaminonaphthalin-5-sulfonyl-Gruppe
(Dansylgruppe). Ihre Fluoreszenz konnte fiir Bindungs-

12 R. ScHWYZER, Ergebn. Physiol. 53, 1 (1963).
13 K. HormaNN, R. D. WELLs, M. YAjimMA und J. ROSENTHALER, J.
Am. chem. Soc. 87, 1546 (1963).
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Fig. 7. Primarstruktur des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aus Schweine-Hypophysen.
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studien mit-der Methode der Fluoreszenzpolarisation !4,
ihr Naphthalin-Ringsystem plus die Sulfonylgruppe
bei der Herstellung und Interpretation von Elektronen-
dichte-Karten niitzlich sein. :

Né¢-Dansyllysin?-ACTH-(1-24)-tetrakosipeptid  (Fi-
gur 8) wurde synthetisch, mit kleinen Modifikationen
analog der Herstellung von ACTH-(1-24)-tetrakosi-
peptid?® aufgebaut und durch Gegenstromverteilung
gereinigt18. Wihrend der Verteilung in Gegenwart von
Luft und Licht entsteht laufend ein Nebenprodukt mit
(wahrscheinlich) oxydierter Dansylgruppe. Die Fluo-
reszenzeigenschaften werden dadurch geringfiigig ge-
dndert (Maximum der Emission verschoben). Fiir die
hier beschriebenen Versuche wurde ein Material ver-
wendet, welches dieses Oxyvdationsprodukt noch
enthielt. .

Das ACTH-Derivat erzeugte in isolierten Fettzellen
der Rattenepididymis dieselbe maximale Wirkung
(Ausscheidung von Glyzerin und von freien Fett-
sduren) wie ACTH-(1-24)-tetrakosipeptid. Es zeigte
dieselbe Abhdngigkeit der Wirkung von der Calcium-
Konzentration; die Dosis-Wirkungskurve zeigte iden-
tischen, sigmoiden Verlauf, nur erschien sie erst bei
20mal hoherer Konzentration. Man darf deshalb in
erster Niherung annehmen, dass dieselbe Rezeptor-
population betroffen wird wie im Falle des unsub-
stitutierten Polypeptids??. ‘

Hingegen wurde an der iiberlebenden Nebenniere
keine steroidogene Aktivitit gefunden!s. Ob dieser Be-
fund auf verdnderte Transportverhiltnisse, gestdrten
Rezeptormechanismus oder gar Antagonismus zuriick-
zufiihren ist, muss noch genau abgeklirt werden.

4.3} Affinitat von Dansyllysin®'-ACT H-(1-24)-tetrakosi-
peptid z1u Glucose-6-phos phat-dehydrogenase awns Rinder-
Nebenniere. Neue Versuche weisen darauf hin, dass es
auf der Oberflidche von Zellen eines Nebennierenrinden-
tumors Rezeptoren fiir ACTH gibt'®. Dieser Befund
stimmt mit dem heutigen Wissen iiber Lokalisierung
und Rezeptoreigenschaften der Cyclase?® iiberein. Die
Moglichkeit eines Angriffs des ACTH auf verschiedene
Rezeptoren an verschiedenen Orten auf und in der
Zelle darf aber nicht ausser Betracht gelassen werden.
Mehrere Sorten von Rezeptoren fiir ein Hormon hitten
den biologischen Vorteil, dass die «redundancy» des
kybernetischen Systems vergrossert wiirde, das heisst,
dass bei ‘Versagen (genetisches Versagen, somatische
Mutationen und dergleichen) des einen Rezeptors noch
andere spielen wiirden. Als weiterer Rezeptor wurde
das Enzym Glucose - 6 - phosphat - dehydrogenase
(G6PD), die D-Glucose-6-phosphat: NADP+-oxidore-
ductase (E.C.1.1.1.49), vorgeschlagen?0. Auch damit
kénnten metabolische Reaktionsketten (wie Steroid-
Hydroxylierung und die fiir die Proteinsynthese
wichtige Synthese von Ribose-Zuckern) durch ACTH
reguliert werden. Experimente weisen auf eine Aktivie-
rung des Enzyms durch ACTH (besonders auch durch
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ACTH-(1-24)-tetrakosipeptid) hin: sie betrug in vitro
maximal 50-60%, (Beschleunigung der NADP+-Reéduk-
tion bei 10-*M Enzym, 10-°M ACTH, 10-¢M -NADP+
und 10-*M Glucose-6-phosphat in Phosphatpuffer).

Es wire nun wichtig, eine spezifische Affinitdt des
ACTH fiir dieses "Enzym ‘nachzuweisen: dadurch
koénnte man den einen Aspekt destRezeptors, eben die
spezifische Bindung, genauer beschreiben und spéter
mit dem Signal, hier die NADP+-Reduktion, korrelie-
ren. Als erste Stufe untersuchten wir die Bindung un-
seres Dansylderivates.

Wird eine 1,1 x10-7M Lésung von Dansyllysin?-
ACTH-(1-24)-tetrakosipeptid in Natriumacetatpuffer
(0,3M, pH 5,5) bel Zimmertemperatur mit planpolari-
siertem Licht angeregt, so betrigt die experimentelle
Polarisation der Fluoreszenz, p,. . nur 0,075%1, Dieser
Befund bedeutet hauptsidchlich, dass wihrend der
kurzen Zeit (~10-8 sec), die fiir die Ubertragung der
Energie vom molekularen Anregungsoszillator auf den
Emissionsoszillator gebraucht wird, sich die Molekeln
(infolge schneller Brown’scher Rotation) stark aus der-
jenigen Lage entfernen kénnen, in der sie sich im
Moment der Anregung befanden. Wenn nun der Lésung
grosse Molekeln, Zellpartikel oder Zellen zugefiigt
werden, welche imstande sind, das dansylierte Hormon
zu adsorbieren, so wird derjenige Anteil der Gesamt-
population der fluoreszierenden Molekeln, der adsor-

Dansyllysing®- AGTH-{1-24)-Tetrakosipeptide

Sﬁ(—W—Ser—Met—Glu—His—Pne—A(g—np—Gw—
0

[LysyPro-Val-6ly { Lys~LysT-Arg-Arg-Pro-Val~
1 0
[Lysy Val=Tyr—Pro

M U

v
xS
CH

k)

ot

Fig. 8. NéDansvllysin?- ACTH-(1-24)-tetrakosipeptid.

1 G. WEBER, Adv. Protein Chem. 8, 415 (1953) und dort zitierte
Literatur.

15 R. ScuwyzeR und H. KarpELER, Helv. chim. acta 46, 1550 (1963).

18 Experimentelle Arbeit P. ScHILLER. Wegen Platzmangels in unse-
rem Laboratorium durften Teile der Arbeit in den Laboratorien
der CIBA-Aktiengesellschaft, Basel, ausgefiihrt werden, wofiir wir
Herrn Dr. W. RiTTEL und seinen Mitarbeitern bestens danken.

17 Diese Untersuchungen wurden in freundlicher Weise von Herrn
Dr. P. BaLLy, Pharmakologisches Institut der Universitit Bern,
ausgefiihrt, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken
mochten.

18 Untersuchungen von Herrn Dr. P. Desavires, CIBA-Aktien-
gesellschaft, Basel, wofiir wir auch hier bestens danken méchten.

¥ B, P. ScuimmeR, K. UepA und G. H. Saro, Biochem. biophys.
Res, Commun. 32, 806 (1968).

20 K. W. McKERNS, in Functions of the Adrenal Cortex (Ed. K. W,
McKERrNs; Appleton-Century-Crofts, New York 1968). — W. E.
Criss und K. W. McKeRrnNs, Biochemistry 7, 2364 (1968).
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biert ist, mit der kleineren Geschwindigkeit der grosse-
ren Teilchen rotieren. Die Lésung wird deshalb eine
entsprechend grossere Fluoreszenzpolarisation aufwei-
sen. Ein vorldufiges Experiment dieser Art, welches
mit kristallisierter Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase
aus Rinder-Nebennieren gemacht wurde, ist in Figur 9
dargestellt 2. Mit einem 20- bis 30fachen Uberschuss
von Enzym {iber Hormon wird p auf etwa 0,23 erhéht.
Die Darstellung der Ergebnisse in der Form einer
«Scatchard-Auftragung»ist in Figur 10 gezeigt. Aus der
Tatsache, dass die Punkte iiber den ganzen Sittigungs-
bereich auf einer Geraden liegen, diirfen wir schliessen,
dass wir es nur mit einer Bindungskonstante zu tun
haben. Es ist also mit grosster Wahrscheinlichkeit nur
eine Sorte von topochemischem Bindungsbereich auf
der Enzymoberfliche fiir die Bindung verantwortlich.

/4 . -
020} 2
[+]
015
010}
0 0 2 30 )

(P07

Fig. 9. Titration von N -Dansyllysin®'-ACTH-(1-24)-tetrakosipeptid
mit Glucose-6-phosphat-dehydrogenase. p = Exp. Fluoreszenzpolari-
sation 2%, [P]= Konzentration des Enzyms. Ubrige Bedingungen siehe
Text.

onsLys¥'-ACTH-(1-24)
G&PD (adrenal)

Fluoreszenzpolarisation
Q

Kyjng, 2215108

Scatchard plot
(pwind/ g =K{maxPrin) P Pmin)]
0 01 02
P Prin
Fig. 10. Affinitdit von N®-Dansyllysin?l-ACTH-(1-24)-tetrakosipep-
tid zu Glucose-6-phosphat-dehydrogenase (Scatchard-Auftragung).
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Daraus (und aus der Grésse der Assoziationskonstante
von ca. 1,5%10% 1/Mol) diirfen wir auf eine grosse
Spezifitit schliessen.

Man wird einwenden, dass die Affinitit dieses fluo-
reszierenden Derivates nichts mit derjenigen des nati-
ven Hormons zu tun hat. Wir sind nun aber in der
Lage, auch diese (und diejenige vieler anderer Peptide)
zu studieren. Man braucht nur Kompetitions-Experi-
mente durchzufiihren, in denen man die eben beschrie-
bene Fluoreszenzpolarisation in Gegenwart verschie-
dener Mengen des nativen Hormons oder anderer zu
untersuchenden Peptide beobachtet, um die Spezifitit
desselben Bindungsbereiches (oder, um ganz genau zu
sein, eventuell anderer, mit diesem in «allosterischer»
Beziehung stehenden Bereiche) fiir diese Polypeptide
zu bestimmen.

5) Eigene Programmierung

Bisher haben wir von Polypeptidmolekeln gehort,
welche von der Natur programmiert wurden. Wir wol-
len uns zum Schluss die Frage stellen, ob wir schon in
der Lage sind, selbst einfache Funktions- und Regula-
tionsprogramme in Polypeptidsprache zu schreiben.
Den Anfang zu einem solchen Versuch mdéchte ich
Thnen im Folgenden kurz beschreiben.

Unter den Wirkungen vieler Hormone finden sich
solche auf den energieverkniipften Transport von
Ionen, speziell auch von Alkaliionen durch Zellmem-
brane hindurch. Das Problem eines solchen Ionen-
transportes besteht darin, ein hydratisiertes Kation aus
der wissrigen Phase auf der einen Seite der Membran
durch die lipophile Membran hindurch und gegen einen
Konzentrationsgradienten in die wissrige Phase auf
der andern Seite zu bringen. Wenn wir ein naives Mo-
dell bauen wollen, so miissen wir zwei Aspekte des Pro-
blems beriicksichtigen. Erstens die Konstruktion eines
Trégers, welcher das Kation komplexieren und in der
lipophilen Phase der Membran 16slich machen kann.
Zweitens die Verkniipfung der Komplexierung be-
ziehungsweise der Diffusion des Komplexes durch die
Membran mit einer Energiequelle, um das Anlaufen
gegen den Konzentrationsgradienten zu ermoglichen.

21 Die experimentelle Polarisation wird definiert als p = I n—1 ll
I, + I, wobei I;; und I; die Intensitaten derjenigen Komponenten
des emittierten Fluoreszenzlichtes bedeuten, welche parallel be-
ziehungsweise senkrecht zur Polarisationsebene des anregenden
Strahles polarisiert sind. Herr PETER ScHILLER hat die Messungen
am Department of Biochemistry, University of Washington,
Seattle, mit freundlicher Erlaubnis und Hilfe der Herren Prof. Dr.
D. A. DEraNLEAU?? und Prof. Dr. H. NEURATH an einem auto-
matischen Fluoreszenzspektropolarimeter ausgefiihrt. Wir méch-
ten auch an dieser Stelle fiir die gewihrte Gastfreundschaft bestens
danken.

22 D. A. DERANLEAU, Analyt. Biochem. 76, 438 (1966).

28 Das Experiment wurde 3fach ausgefiihrt. Fiir die Uberlassung des
kristallisierten Enzyms (Molekulargewicht 240000, Reinheit 80%,)
danken wir Herrn Prof. Dr. P. G. SQUIRE, Vorsteher des Depart-
ment of Biochemistry, University of Colorado, Fort Collins 2.

24 P, G. SqQuIRE, Int. J. Protein Res. 7, 141 (1969).
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5.1) Konzept esnes Polypeptid-Trigers fiir A-Kationen.
Fir die spezifische Komplexierung von A-Kationen
(mit kugelsymmetrischer Verteilung der chemischen
Eigenschaften auf der Kationoberfliche) gibt es Bei-
spiele. Gut bekannt sind gewisse Antibiotika, die be-
sonders an der Eidg. Technischen Hochschule von
Dunirz, PRELOG und SimMoN und ihren Mitarbeitern
sehr genau untersucht wurden (zum Beispiel 25). In
diesen Komplexen sitzen die Kationen im Innern von
Kifigen, die aus Keto-, Ester- und Athersauerstoff be-
stehen. Die Spezifitit wird weitgehend durch die
Grosse des Kifigs — entsprechend den verschiedenen
Durchmessern der nicht ionisierten Kationen — be-
stimmt. Zu grosse Kationen finden in einem bestimm-
ten Kifig keinen Platz, zu kleine «wackeln» darin.

Koénnte man nun auf reiner Polypeptidbasis einen
solchen Kifig konstruieren? Eine Moglichkeit ist in
Figur 11 skizziert. Kombiniert man zwei kleine Cyclo-
peptidringe (durch die das Kation nicht hindurch-
schliipfen kann) um ein Zentralkation (Z), so konnten
bei paralleler Ausrichtung der C=0-Dipole der Peptid-
bindungen geeignete Kationen im entstandenen Kifig
gefangen werden. Beriicksichtigt man, dass zwei Ringe
und ein Kation an der Reaktion teilnehmen und das
dazu noch die Konformation der Ringe geindert wer-
den muss, so erscheint dieses Modell als energetisch
sehr unwahrscheinlich. Kénnte man die Ringe aber an
einer oder an mehreren Stellen miteinander verkniipfen,
so wire die Situation wesentlich besser.

Angenommen, dieses Scheme wiirde zum gewiinsch-
ten Erfolg der Komplexbildung fiihren: Wie koénnte
man den Transport mit einer Energiequelle ver-
kniipfen ? Wiirde man die Verkniipfungsstelle der bei-
den Ringe zum Beispiel als Disulfidbindung zwischen
zwei Cysteinresten ausbilden, so liesse sich ein in der
oxydierten Form (mit verkniipften Ringen) gebildeter
Komplex durch Reduktion l6sen. Daraus ergidbe sich
das in Figur 12 dargestellte Transportschema, welches
die Umwandlung von Redoxenergie in osmotische
Energie (Konzentrationsenergie) erlauben sollte. Links
der Membran moge die Kaliumionen-Konzentration
grosser sein als rechts; links befinde sich ein geeignetes
Reduktionsmittel, rechts ein Oxvdationsmittel, in der
Membran die Cyclopeptide. Rechts wiirde durch Oxy-
dation die Triagermolekel entstehen, ein Kation an-
nehmen und es entlang dem Konzentrationsgradienten
des Komplexes (aber entgegen dem dussern, in der
Membran nicht vorhandenen K+-Gradienten) trans-
portieren. Links angelangt, wiirde die Molekel reduktiv
zerfallen und das Kation abgeben (welches ja selbst
nicht durch die Membran zuriick kann). Die Molekel-
hilften wiirden darauf — wieder entlang ihrem eigenen
Konzentrations-Gradienten — nach rechts zuriick-
diffundieren.

Die praktische Verwirklichung wenigstens des ersten
Teils dieses Konzepts, des Baus eines Polypeptid-
Tragers fir A-Kationen, ist kiirzlich gelungen. Der Auf-
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bau der nétigen Systeme und analytischen Werkzeuge
fiir den zweiten Teil wird noch einige Zeit beanspru-
chen 8, Als Komplexbildner haben wir S, S'-Bis-cyclo-
glycyl-L-hemicystyl-glycyl-glycyl-L-prolyl hergestellt
(Figur 13). Die in Wasser sehr schwer 16sliche Verbin-
dung 18st sich leicht in Gegenwart von Lithium-, Na-
trium- und Kaliumsalzen (dies gilt auch fur gewisse
organische Losungsmittel). Nach SimoN und Piopa?”

Fig. 11. Idee fur die Komplexierung eines zentralen A-Kations mit-
tels zweier kleiner Peptidringe.

Reduktion  J|[-SH
SH
KX Q d Kt x
N S -~
N
00 -
S—3S
[s-g] [| Oxycation
Hydrophobische
Hy0 Membran Hy0

Ifig. 12. Idee fiir cin Modell eines encrgieverkniipften Kationen-
transportes.

S

|
Ol
$8-Bis-Cyslo=glycyl-hemicystyl-glycyl-glycyl-pralyl

C,——$

Fig. 13. Strukturformel des «programmierten» Transportpeptids.

2 B. T. KiLBourN, J. D. Dunirz, L. A. R. Piopa und W. SiMon,
J. molec. Biol. 30, 559 (1967).

28 R. ScHWYZER, AUNG Tun-Kyr, M. Caviezer und P. Mosgr, Helv.
chim. Acta 53, 15 (1970).

27 Friulein Dr. L. A, R. Propa und Herrn Prof. Dr. W. Simon,
Organisch-chemisches Laboratorium der KTH, Ziirich, danken wir
auch hier bestens fiir ihre Zusammenarbeit und Hilfe.
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Fig. 14. Raumfiillendes Modell von 8§,S’-Bis-cyclo-glycyl-L-hemi-
cystyl-glyeyl-glyeyl-L-prolyl,

transportiert die Verbindung Kationen durch kiinst-
liche Lipidmembrane hindurch. Die Spezifitit zeigt die
Reihenfolge: K+> Na+> Lit> Catt. Bei der Kom-
plexbildung erfolgt eine deutliche, im Zirkulardichrois-
mus und in der optischen Rotationsdispersion sich aus-
driickende Anderung der Konformation der Peptid-
bindungen. Im Zirkulardichroismus sieht man auch den
Beitrag der Disulfidbindung. Eine Analyse davon
zeigt, dass der Diederwinkel um die Disulfidbriicke wie
normal fiir sterisch ungehinderte Systeme etwa 90°
betrigt und dass die Chiralitit der Bindung einer
rechtsgingigen Schraube entspricht. Daraus und aus
dem Komplexierungsverhalten kann man die folgenden
Modelle als Arbeitshypothesen ableiten: Figur 14 zeigt
die unkomplexierte Verbindung und Figur 15 den
Kaliumkomplex.

6) Schiussbemerkungen

Alle diese Arbeiten und die vielen, die ihnen voran-
gegangen sind, hitten ohne die Mitarbeit vieler lieber
Kollegen und Kolleginnen, Mitarbeiter und Mitarbei-
terinnen nicht geleistet werden konnen. Es sind dies
(zur Hauptsache) diejenigen, die in Figur 16 aufgezihlt
sind.

Ausserdem habe ich von vielen Freunden, Vorge-
setzten und Kollegen in den Laboratorien, an denen
ich titig war, immer wieder selbstlose Férderung
meiner Interessen erfahren diirfen. Thnen allen sei
herzlich gedankt; sie alle hier aufzuzdhlen wire ein
Ding der Unmdéglichkeit.

Nur einem méchte ich hier ganz speziell und be-
sonders herzlich danken: meinem verehrten und lieben
Lehrer, Herrn Prof. Dr. PAuL KARRER. Mein Dankes-
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Fig. 15. Raumfiillendes Modell des Kaliumkomplexes von S, S’-Bis-
cyclo-glycyl-L-hemicystyl-glycyl-glycyl-L-prolyl (ochne Gegenion).

wort darf sich vielleicht an dasjenige anlehnen, welches
schon von KEKULE in stark verkiirzter Form einmal
gebraucht wurde.

Aus dem 11. Jahrhundert ist uns durch John of
Salisbury folgende Aussage des Bischofs Bernard von
Tours iiberliefert: «Dicebat Bernardus Carnotensis nos
esse quasi nanos gigantium humeris insidentes; ut
possimus plura eis et remotiora videre, non utique pro-
prii visus acumine aut eminentia corporis, sed quia in
altum subvehimur et extollimur magnitudine gigan-
tea»?s 29,

Mitarbeiter

M. FEURER H. BOSSHARD
B. Gorur J. CARRION

B. IseLIN M. CaviezeL
H. KAPPELER D. DERANLEAU
B. RINIKER B. DonzEL

W. RITTEL E. FiscHER

P. SIEBER C. pE HAEN
H. ZuBER U. LUDESCHER

CIBA bis 1963 P. MosEr

P. ScHILLER

Avung Tun-Kvr .

Eidg. Technische Hochschule

ab 1965

A. COSTOPANAGIOTIS

C. HURLIMANN

G. TESSER

Universitit Ziirich bis 1963

Fig. 16. Mitarbeiter, die zu diesen Arbeiten beigetragen haben.

28 JoHN OF SALISBURY, Metalogicus, 1114, ed. Webb, p. 136; vgl. auch
PrerrE DE Brois, Epist., 92, ed. Migne, Patr. lat., Bd. CCVII, c.
290, und ALEXANDER NECKHAM, De naturis rerum, ch. 78, ed.
WRIGHT, p. 123.

22 Herrn Dr. RINGGER, Kantonales Literargymmasium Zirichberg,
danke ich fiir die freundliche Angabe der Literaturzitate.



15. 6. 1970

In meiner etwas laienhaften Ubersetzung etwa:
«Bernhard von Tours pflegte zu sagen, wir seien wie
Zwerge, die auf den Schultern von Riesen sdssen; dass
wir mehr und entlegeneres als diese sehen, ist offen-
sichtlich nicht unserer besonderen Sehschirfe oder
unserem hohen Wuchse zuzuschreiben, sondern der
Tatsache, dass wir von ihrer gigantischen Grdsse in die
Hohe gefiithrt und emporgehoben wurden». Einer dieser
Riesen ist PAUL KARRER.

Summary. Polypeptides and proteins are compared
with programmed machines capable of automatic
functioning and of regulation. Among the regulatory
processes, endocrine regulation is examined in more
detail. Parallels are drawn to kybernetic devices, and
concepts of organization and read out of information
contained in polypeptide hormones are briefly dealt
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with. These views lead to recent work on a fluorescent
derivative of ACTH, dansyllysine-21-ACTH-(1-24)-
tetrakosipeptide, which is capable of binding to po-
tential receptors. By means of fluorescence polariza-
tion it was discovered that this hormone derivative
is specifically and strongly bound to glucose-6-phos-
phate dehydrogenase from cow adrenals.

Other work is described which pertains to the ques-
tion of whether it is possible to write an original
program in polypeptide language in order to obtain
molecules with new (biological) activities. We were
able to construct a bicyclic peptide, S,S’-bis-cyclo-
glyeyl-hemicystyl-glycvl-glycyl-prolyl, capable of spe-
cifically complexing potassium cations and trans-
porting them through a lipophilic membrane. It is
hoped to be able to achieve coupling of this transport
to redox energy differences.
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Synthesis of Tyrocidine B!

BaTTERSBY and CraiG? fractionated in 1952 a mixture
of tyrocidine family into 3 components designated as
tyrocidine A, B and C, using a technique of counter-
current distribution. In 1955 King and Craic? isolated a
crystalline hydrochloride of tyrocidine B (TB), and pro-
posed the structure of TB to be a cvclic decapeptide
shown as II in Figure®. However, they did not mention a
quantitative feature of its antibacterial activity and data
of some measurements such as melting point and specific
rotation® 4.

E L-Val-L-Orn-L-Leu-p-Phe-L-Pro—
L-Tyr-L-Gln-L-Asn-p-Phe-L-X <

Structure of tyrocidine A (I) and B (1I). X represents an
amino acid residue such as Phe (I) and Trp (11).

We reported previously the synthesis of tyrocidine A®
and E¢ and have been attempting to synthesize other
tyrocidines. We wish to report here the synthesis of the
cyclic decapeptide (II) designated as TB, and the
chemical and biological properties of the synthetic pro-
duct?.

Z-GIn-Tyr-OEt5 was hydrogenated in the presence of
palladium black and an equivalent of hydrogen chloride
in a mixture of ethanol and DMF to produce H-GIn-Tyr-
OEt-HCI (I1I)8, 94%, mp 157-158°, [a]p + 22.4°. Con-
densation of Z(OMe)-Asn-ONp? with III gave Z(OMe)-
Asn-GIn-Tyr-OEt (IV), 639, mp 213-214° dec, [o]p
—11.0° (DMF), which was treated with hydrazine in
DMF to produce Z(OMe)-Asn-GIn-Tyr-NHNH, (V), 95%,
mp 243°dec, [a]p —11.0° (dimethyl sulfoxide). Condensa-
tion of the azide derived from V with H-Val-Orn(d-Z)-

Leu-p-Phe-Pro-OH-HCI® gave Z(OMe)-Asn-Gln-Tyr-Val-
Orn(d-Z)-Leu-p-Phe-Pro-OH (VI), 879%, mp 226-227°,
[alp —22.2° (DMF). (Anal. calcd. for Cg;Hg,O,,N,4,-2H,0:
C, 58.77; H, 6.75; N, 11.60. Found: C, 59.03; H, 6.88; N,
11.67.) Removal of the p-methoxybenzyloxycarbonyl
group from VI by treatment with trifluoroacetic acid
yielded amorphous H-Asn-Gln-Tyr-Val-Orn(é-Z)-Leu-p-
Phe-Pro-OH-CF,COOH (VII) in quantitative yield.

! Presented at the 7th Symposium on Peptide Chemistry at Tokyo
University, Tokyo (Japan}, 22 November 1969.
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