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180. Synthese eines Heptapeptides mit starker CRF-Wirkung?)
von H. Kappeler und R. Schwyzer
(2. VI. 60)

Schon bei der Aufklirung der Struktur der Melanophoren-stimulierenden Hor-
mone («- und §-MSH) ist eine eigenartige Verwandschaft dieser beiden Verbindungen
untereinander und mit dem Adrenocorticotropin (ACTH) aufgefallen?). Sie besteht —
vereinfacht ausgedriickt — in dem Vorkommen einer und derselben Sequenz von
sieben Aminosdureresten in allen drei Hypophysenhormonen. Diese Verhiltnisse
sind im Schema 1 wiedergegeben.

Schema 1
OH
ACTH H-|Ser |Tyr ISer |Met]G1u lHis—lPhelArg ITry |Gly Lys |Pro |Va1 |G1y |Lys “Phe l—OH
1 2 3 4 56 7 8 9 1011 12 138 14 15..39
™
«-MSH Ac—| Ser |Tyr ,Ser jMethlu IHis IPheIArg |Try ]Gly ]Lys]Pro ]Va1 |—NH2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

OH . OH OH

B-MSH?3) H—lzlxsp|5er !Gly IPro !Tyr |Lys iMet[(l}lu {His lPheiArg lTry |G1y iSer |Pro |Pro [Lys fz;sp ‘~OH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 ;14 15 16 17 18

«gemeinsame Sequenz»

Auf die mogliche biologische Bedeutung dieser Sequenz fiir die adrenocortico-
trope, bzw. Melanophoren-stimulierende Wirkung der Hormone wurde schon hin-
gewiesen?)?). Eine Reihe verwandter, relativ kleiner Peptide, die diese Sequenz ganz
oder teilweise umfassen, sind bereits synthetisch zuginglich gemacht und biologisch
untersucht worden (Schema 2). Alle diese kleinen Peptide weisen, soweit sie gepriift
wurden, keine ACTH-Wirkung, dagegen eine geringe MSH-Wirkung auf3). Das
Heptapeptid mit der zur Diskussion stehenden, «gemeinsamen» Sequenz ist jedoch
bis heute nicht synthetisiert worden — wohl wegen gewisser technischer Schwierig-
keiten. Am nichsten an diese Sequenz kommen die synthetischen Peptide IV und V

1) CRF = Corticotropin Releasing Factor, vgl. H. KaAPPELER & R. SCHWYZER, sowie M. P.
DE GARILHE, CL. GROS, J. PoraTH & E.-B. LINDNER, Experientia, im Druck.

%) Zusammenfassung siche C. H. L1, Advances Protein Chemistry 72, 288 (1957).

%) Die hier wiedergegebene Sequenz bezieht sich auf das 8-MSH des Rindes: I. I. GESCHWIND,
C. H. L1 & L. BARNAFI, J. Amer. chem. Soc. 79, 1003, 6394 (1957); vgl. auch 12),

1) J. 1. Harris & P. Roos, Biochem. J. 77, 434 (1959).

5) Zusammenstellung bei R. ScHwYZER: « Synthese von hormonaktiven Peptiden», ITUPAC-
Kongressbericht, B 1}/2, 1960 (R. Oldenbourg, Miinchen, im Druck).

9la



1454 HELVETICA CHIMICA ACTA

(Schema 2) heran, die in vorliufigen Mitteilungen bereits publiziert worden sind.
Eine genaue Beschreibung des Hexapeptides IV gibt KAPPELER!).

Schema 2: Kleinere, synthetische, mit der «gemeinsamen Sequensz» vevwandle Peptide

OH
H[ Ser |Tyr ISer ’Met‘élu 1-0H 19)
: OH
H—l(l}lu [His [Phe[Arg|-OH 1)

H] His |Phe |Arg lTry |G1y :I-OH 1118)9)

NH,

H] G!lu 1His 'Phe }Arg |Try IGly i-OH IV10)

NH,

H-I Ser iMet lCllu ‘His lPhe ‘Arg ITry IGly i-OH iy

NH,

<

1

H-iMetJ(‘llu |His |Phe lArg |Try |G1y j-OH

«gemeinsame Sequenz»

Im Verlaufe unserer Untersuchungen zur Synthese von f-MSH und verwandten
Peptiden!?) haben wir die Gelegenheit beniitzt, um aus z. T. vorhandenen Zwischen-
produkten das Heptapeptid H-Met-Glu(NH,)-His-Phe-Arg-Try-Gly-OH (VI), wel-
ches alle Aminosduren der gemeinsamen Sequenz umfasst, herzustellen. Anstelle
der Glutaminsiure wurde vorerst Glutamin eingebaut. Der Verlauf der Synthese
ist in Schema 3 (S. 1458) dargestellt.

Als Ausgangsstoffe dienten N-t-Butyloxy-carbonyl-methionin (4 7)!3), das Dipeptidderivat
A 2-3 und das Tetrapeptidderivat 4 4-7. Die beiden Peptidderivate — gut kristallisierte Ver-
bindungen — waren Zwischenprodukte unserer Synthese des Hexapeptides H-Glu(NH,)-His-
Phe-Arg-Try-Gly - OH?)10),

Das Dipeptidderivat 4 2-3 wurde durch Hydrierung in salzsaurer Losung in das Hydro-
chlorid des Dipeptidesters (4 2-3, H statt Z) ohne Schwierigkeiten iibergefiihrt. Dieser amorphe

%) K. HormanN, A. J6HL, A. E. FURLENMEIER & H. KAPPELER, J. Amer. chem. Soc. 79,
1636 (1957).

7y K. HormanN, H. KapPpELER, A. E. FURLENMEIER, M. E. WooLNER, E. T. Scawartz &
TH. A. THOMPSON, J. Amer. chem. Soc. 79, 1641 (1957).

8) K. HorMaNN, M. E. WOOLNER, G. SPUHLER & E. T. ScawaRTZz, J. Amer. chem. Soc. §0,
1486 (1958).

9 R. ScawvzerR & C. H. L1, Nature 782, 1669 (1958).

10y H. KaPPELER, vorgesehen fiir Helv., vgl. Fussnote in 9).
) K. HorFMaNN, TH. A. THoMpsoN & E. T. ScHWARTZ, J. Amer. chem. Soc. 79, 6087 (1957).
12) R. ScHwvYzER, H. KAPPELER, B. Iserin, W. RiTTEL & H. ZUBER, Helv. 42, 1702 (1959).
13) R. SCHWVZER, P. SIEBER & H. KAPPELER, Helv. 42, 2622 (1959).
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Stoff ergab durch Kondensation mit A 7 (mittels Carbonyl-diimidazol!4)) in 53-proz. Ausbeute
das kristallisierte Tripeptidderivat B 7-3 (R=-OCH,). Zur weiteren Charakterisierung wurde das
ebenfalls kristalline Hydrazid hergestellt (B 7-3, R=-NHNH,: Smp. 172-173°, [2]§ = —30,9 -+
0,4°, ¢ = 2,559 in MeOH). Verseifung in Dioxan-Wasser mit Barytlauge ergab die ebenfalls kri-
stallisierte Sdure (B 7-3, R = -OH). Das Tetrapeptidderivat 4 4-7 wurde durch katalytische
Hydrierung gleichzeitig von der Nitrogruppe und der Carbobenzoxygruppe befreit?). Das ent-
standene, amorphe Dihydrochlorid des Esters wurde durch Umsatz mit Tridthylamin in Dime-
thylformamid und Filtration vom ausgeschiedenen Tridthylamin-hydrochlorid in das Mono-
hydrochlorid B 4-7 iibergefiihrt.

In der Stufe B - C erfolgte die Kondensation mittels Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI)!5) in
Dimethylformamid-Lésung. Das entstandene Kondensationsprodukt wurde durch multiplikative
Verteilung tiber 90 Stufen von unumgesetztem Material (B 7-3 und B 4-7) getrennt und durch
Kristallisation rein erhalten.

Die Verseifung von C 7-7 zu D 7-7 erfolgte in 50-proz. Dioxan unter langsamer Zugabe von
NaOH bei einem pH zwischen 10,5 und 11,2. Nach multiplikativer Verteilung in einem n-BuOH/
Ammoniumacetat-System iiber 150 Stufen liess sich das reine BOC-Heptapeptid aus 50-proz.
Methanol kristallisieren.

In der letzten Stufe (D > E) wurde die t-Butyloxycarbonyl-Gruppe durch Einwirkung von
Trifluoressigsaure entfernt. Zur Reinigung wurde wiederum die multiplikative Verteilung heran-
gezogen, worauf sich das reine Heptapeptid E 7-7 aus Wasser-Athanol kristallisieren liess. Pa-
pierchromatographische Analyse, Hochspannungselektrophorese, Abbau mit Leucinaminopep-
tidase und quant. Aminosdure-Analyse nach MooRE, SPACKMAN & STEIN18) zeigten, dass es sich
bei dem erhaltenen Produkt tatsdchlich um das (auch optisch) einheitliche Heptapeptid E 7-7
handelt, und dass keine mit diesen Methoden nachweisbare Verunreinigungen mehr vorhanden
sind.

Herr Prof. Dr. W. SCHULER von unserer biologischen Abteilung fand, dass die
Verbindung im SAYERs-Test!?) keine ACTH-Wirkung aufweist. Auch die MSH-Wir-
kung in der isolierten Froschhaut, die von Prof. Dr. C. H. L1 und Dr. I. I. GESCHWIND
im Hormone Research Laboratory der Universitdt Kalifornien (Berkeley, Calif.)
bestimmt wurdel8), erwies sich als sehr klein (2,8 x 105 UJ/g). Dagegen wurde eine,
verglichen mit angercichertem natiirlichen Material sehr bedeutende CRF-Wirkung?)
tn vitro gefunden. Diese Bestimmung wurde in freundlicher Weise (neben der Unter-
suchung einiger anderer synthetischer Peptide) von Dr. M. P. DE GARILHE und Mlle
CL. Gros im Laboratoire de Chimie Biologique de I'Université de Paris nach der
Methode von SAFFRAN & ScHALLY?) durchgefiihrt. Jene Autoren berichteten bereits
iiber die Ergebnisse ihrer CRF-Priifungen 29).

Mit diesen Befunden beginnt sich die schon lange vermutete, zentrale Stellung
der zur Diskussion stehenden Heptapeptidsequenz in der Biochemie der adreno-
corticotropen und der Melanophoren-stimulierenden Hormone etwas klarer abzu-

14) G. W. ANDERsON & R. Pavur, J. Amer. chem. Soc. 80, 4423 (1958); H. A. Staas, Angew.
Chem. 77, 194 (1959).

15) J. C. SurEHaN & G. P. HEss, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955).

1%) S. Moorg, D. H. SpackMaN & W. H. STEIN, Analyt. Chemistry 30, 1185, 1190 (1958);
die Analysen wurden in freundlicher Weise von den Herren Prof. Dr. M. BRENNER und Dr. R.
WEBER (Org.-chemische Anstalt der Universitiat Basel) ausgefiihrt und ausgewertet. Dafiir méch-
ten wir auch an dieser Stelle bestens danken.

17) M. A. SAVERS, G. SavERs & L. A. Woopsury, Endocrinology 42, 379 (1948).

18) K. SH1zuME, A. B. LERNER & T. B. FITZPATRICK, Endocrinology 54, 553 (1954); fiir die
Ausfiihrung mochten wir auch an dieser Stelle bestens danken.

19) M. SAFFRAN, A. V. ScHaLLY & B. G. BENFEY, Endocrinology 57, 399 (1957).

) M. P. DE GARILHE, CL. GRos, J. PoraTH & E.-B. LINDNER, Experientia, im Druck, vgl.
auch H. KaPPELER & R. ScHWYZER, Experientia, im Druck,
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zeichnen. Es wird noch zu eruieren sein, ob solche Sequenzen als Vorlaufer bei der
Biosynthese dieser Hormone fungieren und ob sie strukturell mit dem oder den
Triagern der CRF-Aktivitit des Hypothalamus und der Hypophyse?') verwandt sind.

Experimenteller Teil

Smp. wurden in der Kapillare bestimmt und sind nicht korr. Folgende Lésungsmittelsysteme
wurden bei der papierchromatographischen Analyse verwendet (Zahlen ohne weitere Angabe be-
deuten Volumina in ml):

System 43: t-Amylalkohol/Isopropanol/Wasser (100:40:55)

System 45: sec-Butanol/3-proz. Ammoniak (100:44)

System 50: t-Amylalkohol/lsopropanol/Tridthylamin/Veronal/Wasser (100:40:0,8:1,8 g:50)

System 54: scc-Butanol/Isopropanol/Monochloressigsdure/Wasser (70:10:3 g:40)

Die Angabe Rf 43 bedeutet z. B. den Rf-Wert im System 43 auf WaHAaTMAN-Papier Nr. 3 (dieses
wurde durchwegs verwendet).

1. t-Butyloxycavbonyl-L-methionvi-L-glutaminvi-L-histidinmethylester (B 1-3, R = OCH,): In
15 ml abs. Dimethylformamid wurden 2,4 g (6,5 inMol) Glutaminyl-histidinmethylester-dihydro-
chlorid, welches durch hydrogenolytische Spaltung des entsprechenden Carbobenzoxyderivates1?)
in Gegenwart von 2,2 Aquivalenten HCI erhalten wurde, gelést und unter Rithren bei 0° mit
2,0 ml (14,4 mMol) Tridthylamin rcagieren gelassen. Nach 30 Min. wurde das ausgeschiedene Tri-
dthylamin-hydrochlorid abfiltriert (1,65 g; 919,). Hierauf versctzte man die klare Lésung mit
2 ml Benzol und dampfte einige ml des 1.osungsmittels bei 20-30° im Hochvakuum ab.

Gleichzeitig I6ste man 1,6 g (7,2 mMol) 75-proz. Carbonyl-diimidazol!) in 5 ml Dimethvl-
formamid, gab 1,8 g (7,2 mMol) BOC-Methionin dazu und liess 15 Min. bei Zimmertemperatur
reagieren.

Die beiden Lésungen wurden unter Eiskiithlung vereinigt und 15 Std. bei Zimmertemperatur
reagieren gelassen.

Das Loésungsmittel wurde bei 40 im Vakuuim abgedampft und der Ester mit viel Essigester
ausgefillt: 3,24 g, Smp. 185-187°. 2,9 g des Rohesters wurden aus 35 ml Methanol kristallisiert:
1,85 g (53%) B 7-3 (R = -OCH,), Smp. 192-193°. Analyse nach mehrmaligem Umkristallisieren
aus Methanol.

CppoHggONgS (528,64) Ber. C 49,98 H 6,86 S 6,05%  Gef. C 4968 H 7,02 S 6,05%,

Im Papierchromatogramm zeigte B /-3 (R = --OCH,) mit PavuLy-Reagens und Platinchlor-
wasscrstoffsdure/K ] positive Reaktion; Rf 43 = 0,88; R 54 = 0,82.
2. t-Butyloxycarbonyl-L-methionyl-1.-glulaminyl-L-histidinhydvazid (B 1-3, R = -NHNH,):
1,2 g (2,25 mMol) B 7-3 (R == -OCH,) wurden unter Erwdrmen in 16 ml Dimethylformamid ge-
lost; die auf Zimmertemperatur abgekiihlte Lésung wurde mit 1 ml Hydrazinhydrat versetzt
und bei 20° belassen. Nach 18 Std. wurde das Reaktionsprodukt mit viel Ather ausgefillt, ab-
filtriert, gut mit Ather nachgewaschen und im llochvakuum iiber P,0O, und Schwefelsdure ge-
trocknet. Das rohe Hydrazid wurde aus 12 il Mcthanol umkristallisiert: 840 mg (70%,) reines
B 1-3 (R = -NHNH,).
Zur Analyse wurde nochmals aus Methanol umkristallisiert:
(528,65) Gef. C 47,71 H 6,86 N 21,20 S 6,079%,
CyyHggOgNgS  Ber. ,, 47,42 |, 6,84 ,, 21,00 ,, 6,149
Der Verteilungskoeffizient fiir das System Methanol: Wasser: Chloroform : Tetrachlorkohlen-
stoff (8:2:5:5) betrug 5,4.
Im PPapierchromatogramm zeigte die Verbindung in den Systemen 43, 50 und 54 mit Platin-
chlorwasserstoffsdure/K] und PauLy-Reagens nur je 1 Fleck; Rf 43 = 0,86; Rf 50 = 0,81;

21) Vgl. R. GuiLLeMmIiN, W. R. Hearx, W. R. CHEEK & D. H. HousEHOLDER, Endocrinology
60, 488 (1957); A. V. ScHALLY, M. SAFFRAN & DB. ZIMMERMANN, Biochem. J. 70, 97 (1958);
A. V. ScHaLLy & R. GuiLLEMIN, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 700, 138 (1959); Biochim. biophys.
Acta 3/, 252 (1959); CL. Gros & M. P. pE GariLHE, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 249, 2234
(1959); P. C. Rovce & G. SavEers, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 703, 447 (1960); M. LINGUETTE,
G. BisERrTE, . Fossatr & M. Bexoit, C. r. Séances Soc. Biol. /53, 1358 (1959).
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3. t-Butyloxycarbonyl-L-methionyl-L-glutaminyl-L-histidin (B 1-3), R = -OH):1,0 g (1,9 mMol)
B 7-3 (R = -OCH,) wurden in 19 ml 50-proz. Dioxan heiss gelost, die wieder auf Zimmer-
temperatur abgekiihlte Losung wurde unter Stickstoff mit 4,45 ml 0,47 N Bariumhydroxydlésung
versetzt und 30 Min. bei Zimmertemperatur gehalten. Unter Eiskiihlung wurde die Losung mit
2,1 ml 1N Schwefelsiure neutralisiert (End-pH = 5,7) und anschliessend das Ldsungsmittel Dei
40° im Vakuum verdampft. Der amorphe Riickstand wurde in 25 ml kaltem Wasser aufgenom-
men und durch Celit vom Bariumsulfat abfiltriert. Nach dem Verdampfen des Wassers wurden
970 mg (99%,) amorphes B 7-3 (R = -OH) erhalten; Rf 43 = 0,65; Rf 50 = 0,55.
Das Analysenpriparat wurde wiederholt aus einem Gemisch von Methanol und Essigester
umkristallisiert.
(514,62) Gef. C 49,01 H 6,66 N 1599 S 6,239
Cy Hy,O,NgS  Ber. ,, 48,80 ,, 6,80 ,, 16,33 ,, 6,05%

4. t- Butyloxycarbonyl-L-methionyl-L-glutaminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-avginyl-L-try ptop hyl
-glycin-methylester-acetet (C 1-7): 3,8 g (5,4 mMol) Phenylalanyl-arginyl-tryptophyl-glycinmethyl-
ester-dihydrochlorid (noch mit ungef. 1 Aquivalent Ammoniumchlorid verunreinigt)!?)in 18,5 ml
Dimethylformamid wurden 40 Min. bei 0° mit 0,83 ml (5,9 mMol) Tridthylamin gerithrt. Das
gebildete Tridthylamin-hydrochlorid wurde abgetrennt und das tiberschiissige Tridthylamin im
Hochvakuum wihrend 10 Min. bei 30° abgedampft.

Die wieder auf 0-5° gekiihlte Lésung wurde mit der vorgekithlten Losung von 2,5 g B 7-3
(R = -OH) in 18,5 ml Dimethylformamid versetzt und anschliessend mit 28 ml Acetonitril ver-
diinnt. Darauf wurden 1,11 g (5,4 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid, in 5,4 ml Dimethylformamid/
Acetonitril (1:2) geldst, zugegeben und die Losung 48 Std. bei 0° aufbewahrt. Der ausgeschiedene
Harnstoff (0,85 g, 789%,) wurde abgetrennt, mit wenigen ml eincs Gemisches von Dimethylforma-
mid/Essigester (1:1) nachgewaschen und das rohe Reaktionsprodukt mit viel Essigester aus-
gefillt.

Der rohe, noch mit Ausgangsmaterial verunreinigte BOC-Heptapeptidester wurde abfiltriert,
auf der Nutsche mit viel Essigester und Petroldther gewaschen und im Hochvakuum bei 40° ge-
trocknet: 5,6 g amorphes Material. Das Papierchromatogramm (System 43-50) zeigte neben der
Hauptmenge BOC-Heptapeptidester mit den Rf-Werten 0,75 und 0,85 noch wenig B 7-3 (R =
OH) (Rf 43 = 0,66; Rf 50 = 0,59).

9,43 g roher, geschiitzter Ester (aus 2 in gleicher Weise ausgefithrten Versuchen) wurden in
einer Verteilungsapparatur mit 100 ml Unterphasenvolumen zwischen n-Butanol/0,1M Am-
moniumacetat (pH = 7,1) iiber 90 Stufen verteilt.

Die Teste mit diazotierter Sulfanilsiure und Ninhydrin zeigten in den Elementen 24-38 zur
Hauptsache B 7-3 (R = -OH), in den Elementen 64-82 ein Gemisch aus B 4-7 mit wenig C 7-7,
wahrend sich in den Fraktionen 83-91 7,37 g papierchromatographisch reines C 7-7 befanden;
Rf 43 = 0,43; Rf 54 = 0,75. Zur Analyse wurde eine Probe aus 95-proz. Dioxan umkristallisiert.
Trocknen 8 Std./80°/P,0;/1072 Torr. Die getrocknete Substanz ist stark hygroskopisch.

CyH,,0,,N;,, S  Ber. C 54,15 H 6,64 N 17,00 CH, (AcOH) 1,31%,
(1153,36) Gef. ,, 54,06 ,, 6,47 ,, 16,9 . 1,19%

5. t- Butyloxycarbonyl-L-methionyl-L-glutaminyl-L-histidyl-L-p henylalanyl-L-arginyl-L-tvy ptop hyl
-glycin (D 7-7): 980 mg (0,93 mMol) reines C 7-7 wurden in 50-proz. Dioxan wihrend 43 Min.
mit 0,5~ Natronlauge versetzt. Das pH wurde zwischen 10,5 und 11,2 gehalten. Totaler Ver-
brauch: 4,6 ml. Dann wurde mit 0,4 ml 2N Salzsiure und wenigen Tropfen Eisessig pH 5 ein-
gestellt. Unter Zusatz von 5 Tropfen Nonan-5-ol wurde darauf das Losungsmittel bei 40° i. V. ab-
gedampft; 1,0 g noch mit Salz verunreinigtes rohes Verseifungsprodukt. Das Material wurde zwi-
schen n-Butanol/0,1M Ammoniumacetat (pH = 7) iiber 150 Stufen verteilt. Die Hauptmenge
des papierchromatographisch reinen D 7-7 befand sich in den Elementen 128-140. Nach dem Ver-
dampfen der Phasen und Absublimieren des Ammoniumacetates bei 40° im Hochvakuum wurden
600 mg reines D 7-7 gewonnen. Zur Analyse wurde eine Probe aus 50-proz. Methanol umkristal-
lisiert, Rf 43 = 0,70; Rf 45 = 0,70. Trocknen 15 Std./60°/P,0;/107% Torr. Bei der Einwaage
nahm die Substanz ca. 25 ug Feuchtigkeit pro Min. auf.

CoH 01 NS Ber. C 5546 H 6,46 N 18,489
(1061,26) Gef, ,, 55,67 ,, 6,67 ,, 18,63%

92
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6. L-Methionyl-L-glutaminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-glycin-acetat (E
7-7): 1,1 g (1 mMol) D 7-7 wurden mit 8,5 ml Trifluoressigsdure 1 Std. bei Zimmertemperatur
stehengelassen. Das Reaktionsgemisch verfiarbte sich dabei dunkelviolett. Der grosste Teil der
Trifluoressigsdure wurde im Vakuum abgedampft und das Trifluoracetat des Heptapeptides mit
viel Ather ausgefallt. Das kornige Rohprodukt wurde wiederholt mit abs. Ather verrieben und
die leicht grau gefirbte Verbindung im Hochvakuum getrocknet; 1,33 g.

Zur Reinigung wurden obige 1,33 g zwischen n-Butanol und 0,3M Ammoniumacetatpuffer
(pH = 7,1) in 2 Verteilungselementen (20 ml Unterphasenvolumen) eingefiillt und anschliessend
iber 70 Stufen verteilt. Der Test mit PavLy-Recagens und Ninhydrin ergab in den Verteilungs-
elementen 14-34 {ibcreinstimmende, positive Reaktion. Das papierchromatographisch reine
Heptapeptid befand sich in den Elementen 20-28, deren Inhalt vereinigt und bei 40° i. V. zur
Trockene eingedampit wurde. Das Ammoniumacetat wurde im Hochvakuum bei 40° absubli-
miert, 670 mg Riickstand.

Einmaliges Umkristallisieren aus Wasser/Athanol ergab 436 mg reines L-Methionyl-L-glu-
taminyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-arginyl-L-tryptophyl-glycin-monoacetat, £ 7-7. Zur Ana-

Schema 3. Synthese des Heptapeptides

1 2 3 4 5 6 7
NH, NO,
— J !
A BOC-| Met \-OH z-| Glu His |-OCH, 2-| Phe Arg Try Gly |-ocH,
0l Smp. 171-174°, Smp. 130-133° (aus LEssigester),
o3 = —32,4° +0,6° [0]2® = —18,5° -+ 0,5° (¢ = 1,336 in
(c = 1,17 in 1x HCH).  McOH)10),
lCDI lm_c, H,, HC1') dann NEt,
NH, H,HCl
{ {
B BOC- Met Glu His |-R H-{ Phe Arg Try Gly |-OCH,
R = OCH,: Smp. 200°, amorphes Dihydrochlorid.

()35 = —25,9° 4 0,9°

(¢ = 2,599 in MeOH); R = —OH,
Smp. 198-199° (Zers.), [a] 5

= -22,2° -+ 0,7 (¢ = 1,1695 in

1x HOAQ).
lD(‘CI
NH, H, HOAc
C BOC—! Met (‘}lu His Phe z;rg Try Gly ‘—OCH3
Smp. 173-174°, [a]f)s = - 32° 4+ 1° (¢ = 1,175 in Dimethanylformamid)
NH, H
D BOC-! Met é1u His Phe fl\rg Try Gly I-OH
Smp. 212° {Zers.), [oc]?;’ = — 21,8° 4 0,4° (¢ = 1,008 in Dimethylformamid)
NH, H,HOAc
B H| Met Gl His Phe j!\rg Try Gly ]-OH

Smp. 196° (Zers.), [(x]zDﬁ = —27,4° + 1,3° (¢ = 0,985 in Dimethylformamid).
Abkitrzungen: BOC- = t-Butyloxy-carbonyl-; Z = Carbobenzoxy-;
CD1 = Carbonyl-diimidazol; DCCI = Dicyclohexyl-carbodiimid.
Starke untere Linie bei der Formel bedeutet krisialline Verbindung.
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lyse wurde nochmals umkristallisiert und getrocknet, 12 Std./70°/P,0,/107% Torr. Bei der Ein-
waage werden ca. 36ug Feuchtigkeit pro Min. aufgenommen.

CyaHggOgN 4S8 Ber. C 54,10 H 6,32 N 19,20 OH, (AcOH) 1,45%
(1021 19) Gef, ,, 53,71 ,, 6,42 ,, 19,51 . . 1,55%
Die Rf-Werte in den Systemen 45 und 54 sind 0,51 bzw. 0,59. [oz]f)‘s =~-253°40,7; (c =
1,108 in Dimethylformamid).
Mit Leucinaminopeptidase wurde das Heptapeptid vollstdndig zu den Aminosduren abgebaut.
Die quantitative Aminosdurebestimmung nach der Methode von Moore & STEIN (Total-
hydrolyse mit HCl) ergab folgende Aminosiurezusammensetzung!6): Metl; Glu!; His!; Phel;
Argl; Gly'; NHy%! (Tryptophan wurde durch die Hydrolyse zerstort).
Die Hochspannungselektrophorese, 45 Volt/em bei pH 1,9, ergab auf Papier nur 1 Band,
das sich sowohl mit PavLy-Reagens und mit Ninhydrin als auch mit SakacucHi-Reagens an-
farben liess. Der zuriickgelegte Weg betrug nach 60 Min. 15 cm.

SUMMARY
The synthesis of the heptapeptide H-Met-Glu(NH,)-His-Phe-Arg-Try-Gly-OH
{acetate) (VI) comprising the sequence of seven amino acid residues common to
ACTH and «- and -MSH is described in detail. The compound shows a very weak
MSH-activity, no ACTH-activity, but a very pronounced CRF-activity (cortico-
tropin releasing activity) ¢z vitro.

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Pharmazeutische Abteilung

181. Synthesen in der Isochinolinreihe
Halogensubstituierte 1-(w-Phenylalkyl)-1,2,3,4-tetrahydro-
-isochinoline als Analgetica
von A.Brossi, H. Besendorf, B. Pellmont, M. Walter und O. Schnider
(14. V. 60)

Im Verlaufe unserer Arbeiten in der Morphinan- und spiter in der Benzofa]-
chinolizin-Reihe hatten wir verschiedentlich 1-Methyl-3,4-dihydro-isochinoline
(z. B.1) in den Hinden. Diese lassen sich, wie wir gefunden haben, in priparativ
ergiebiger Weise in 2-(#-Acetamidodthyl)-acetophenone (z. B. III) tiberfithren')?).
Beim Kochen mit verdiinnten Mineralsduren oder durch Behandlung mit Phos-
phoroxychlorid kénnen letztere wieder in die urspriinglichen 3,4-Dihydroverbin-
dungen zuriickgefithrt werden. Diese Ringdffnung ist interessant, weil die Aceto-
phenonderivate vor dem Ringschluss noch weiteren Reaktionen unterworfen werden
konnen. So stellen sie, wie im folgenden gezeigt wird, wertvolle Zwischenprodukte
zur Synthese von 1-(3-Phenithyl)-tetrahydro-isochinolinen dar. Nichthalogenierte
Vertreter dieser Korperklasse sind schon frither als analgetisch wirksam beschrieben
worden?). Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob in dieser

1) A. Brosst, J. WURscH & O. SCHNIDER, Chimia 72, 114 (1958).
2) J. GARDENT, C. 1. hebd. Séances Acad. Sci. 247, 2010 (1958).
#) Vgl. Deutsche Reichspatente der TRoPONWERKE Koln-Millheim aus den Jahren 1936-1940.




