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180. Synthese eines Heptapeptides mit starker CRF-Wirkungl) 
von H. Kappeler und R.  Schwyzer 

(2. VI. 60) 

Schon bei der Aufklarung der Struktur der Melanophoren-stimulierenden Hor- 
mone (u- und /3-MSH) ist eine eigenartige Verwandschaft dieser beiden Verbindungen 
untereinander und mit dem Adrenocorticotropin (ACTH) aufgefallen2). Sie besteht - 
vereinfacht ausgedriickt - in dem Vorkommen einer und derselben Sequenz von 
sieben Aminosaureresten in allen drei Hypophysen hormonen. Diese Verhaltnisse 
sind im Schema 1 wiedergegeben. 

Schema 7 
OH 

H- Ser Tyr Ser Met Glu I His 1 Phe I Arg I Try I Gly I Lys I Pro I Val I Gly I Lys )I Phe I-OH //I I I '  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15..39 

OH 
I 

hc- Ser Tyr Ser /Met 1 Glu I His I Phe I Arg /Try I Gly I Lys I Pro /Val I-NH, I l l  a-MSH 
1 2  3 4  5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3  

OH O H  OH 

P-MSH3) H-ILspl Ser lGly [Pro lTyr lLys ]Met IA1u ]His I Phe I Arg I Try I Gly I Ser I Pro I Pro I Lys I '  Asp 1- OH 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

(( gemeinsame Sequenz 1) 

Auf die mogliche biologische Bedeutung dieser Sequenz fur die adrenocortico- 
trope, bzw. Melanophoren-stimulierende Wirkung der Hormone wurde schon hin- 
g e ~ i e s e n ~ ) ~ ) .  Eine Reihe verwandter, relativ kleiner Peptide, die diese Sequenz ganz 
oder teilweise umfassen, sind bereits synthetisch zuganglich gemacht und biologisch 
untersucht worden (Schema 2). Alle diese kleinen Peptide weisen, soweit sie gepruft 
wurden, keine ACTH-Wirkung, dagegen eine geringe MSH-Wirkung auf 7 .  Das 
Heptapeptid mit der zur Diskussion stehenden, ccgemeinsamen P Sequenz ist jedoch 
bis heute nicht synthetisiert worden - wohl wegen gewisser technischer Schwierig- 
keiten. Am nachsten an diese Sequenz kommen die synthetischen Peptide IV und V 

1) CRF = Corticotropin Releasing Factor, vgl. H. KRPPELER & R. SCHWYZER, sowie M. P. 

,) Zusammenfassung siehe C. H. LI, Advances Protein Chemistry 72, 288 (1957). 
DE GARILHE, CL. GROS, J. PORATH & E.-B. LINDNER, Experientia, im Druck. 

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

*) J. I. HARRIS & P. Roos, Biochem. J. 71, 434 (1959). 
5 )  Zusammenstellung bei R. SCHWYZER: (c Synthese von hormonaktiven Peptiden I), IUPAC- 

Kongressbericht, B 11/2, 1960 (R. Oldenbourg, Miinchen, im Druck). 

9la 
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(Schema 2) heran, die in vorlaufigen Mitteilungen bereits publiziert worden sind. 
Eine genaue Beschreibung des Hexapeptides IV gibt KAPPELER~~) .  

Schema 2: Kleinere. synthetische, m i t  der ugemeinsamen Sequenrr verwandte Peptide 

OH 

H-1 Ser I Tyr I Ser 

.- 

OH 

H-1 Glu I His I Phe 1 Arg 1-OH 

H - F  IPhelArg \Try lGly I-OH IIIs)9) 

NH, 

H-ldlu lHls IPhelArg lTry lGly [-OH IV10) 

N H z  

H-1 Ser I Met I Glu I His I Phe 1 Arg I Try I Gly 1-OH V") 

' NH, 

H- Met I Glu 1 His 1 Phe 1 Arg 1 Try 1 Gly /-OH V l  I 
, " 

Ggemeinsame Sequenzr 

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

Als Ausgangsstoffe dienten N-t-Butyloxy-carbonyl-methionin ( A  7)13), das Dipeptidderivat 
A 2-3 und das Tetrapeptidderivat A 4-7. Die beiden Peptidderivate - gut kristallisierte Ver- 
bindungen - waren Zwischenprodukte unserer Synthese des Hexapeptides H . Glu(NH,)-His- 
Phe-Arg-Try-Gly . OHs)lO). 

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

6, K. HOFMANN, A. JOHL, A. E. FURLENMEIER & €I. KAPPELER, J. Amer. chem. Soc. 79, 

7) K. HOFMANN, H. KAPPELER, A. E. FURLENMEIER, M. E. WOOLNER, E. T. SCHWARTZ & 

8 )  K. HOFMANN, M. E. WOOLNER, G. SPUHLER & E. T. SCHWARTZ, J .  Amer. chem. SOC. 80, 

9, R. SCHWYZER & C .  H. LI, Nature 782, 1669 (1958). 
10) H. KAPPELER, vorgesehen fur Helv., vgl. Fussnote in 9) .  

11) K. HOFMANN, TH. A. THOMPSON & E. T. SCHWARTZ, J .  Amer. chem. SOC. 79, 6087 (1957). 
12) R. SCHWYZER, H. KAPPELER, B. ISELIN, W. RITTEL & H. ZUBER, Helv. 42, 1702 (1959). 
13) R. SCHWYZER, P. SIEBER & H. KAPPELER, Helv. 42, 2622 (1959). 

1636 (1957). 

TH. A. THOMPSON, J. Amer. chem. SOC. 79, 1641 (1957). 

1486 (1958). 
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Stoff ergab durch Kondensation mit -4 7 (mittels Carbonyl-diimidazol14)) in 53-proz. Ausbeute 
das kristallisierte Tripeptidderivat B 1-3 (R =-OCH,). Zur weiteren Charakterisierung wurde das 
~benfalls kristalline Hydrazid hergestellt ( B  7-3, R= -NHNH,: Smp. 172-173", [ a ] g  = - 30.9 -& 
0,4", c = 2,559 in MeOH). Verseifung in Dioxan-Wasser rnit Barytlauge ergab die ebenfalls kri- 
stallisierte Saure ( B  1-3, R = -OH). Das Tetrapeptidderivat A 4-7 wurde durch katalytische 
Hydrierung gleichzeitig von der Nitrogruppe und der Carbobenzoxygruppe befreitlO). Das ent- 
standene, amorphe Dihydrochlorid des Esters wurde durch Umsatz rnit Triathylamin in Dime- 
thylformamid und Filtration vom ausgeschiedenen Triathylamin-hydrochlorid in das Mono- 
hydrochlorid B 4-7 iibergefuhrt. 

In der Stufe B -+ C erfolgte die Kondensation mittels Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI)15) in 
1)imethylformamid-Losung. Das entstandene Kondensationsprodukt wurde durch multiplikative 
Verteilung uber 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 uber 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-Athano1 kristallisieren liess. Pa- 
pierchromatographische Analyse, Hochspannungselektrophorese, Abbau rnit Leucinaminopep- 
tidase und quant. Aminosaure-Analyse nach MOORE, SPACKMAN &  STEIN^^) zeigten, dass es sich 
bei dem erhaltenen Produkt tatsachlich um das (auch optisch) einheitliche Heptapeptid E 7-7 
handelt, und dass keine rnit diesen Methoden nachweisbare Verunreinigungen mehr vorhanden 
sind . 

Herr Prof. Dr. W. SCHULER von unserer biologischen Abteilung fand, dass die 
Verbindung im SAYERS-Test 17) keine ACTH-Wirkung aufweist. Auch die MSH-Wir- 
kung in der isolierten Froschhaut, die von Prof. Dr. C. H. LI und Dr. I. I. GESCHWIND 
im Hormone Research Laboratory der Universitat Kalifornien (Berkeley, Calif.) 
bestimmt wurdel*), erwies sich als sehr klein (2,8 x lo5 U/g). Dagegen wurde eine, 
verglichen mit angercichertem natiirlichen Material sehr bedeutende CRF-Wirkunglg) 
in 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 l'Universit6 de Paris nach der 
Methode von SAFFRAN & SCHALLY 19) durchgefiihrt. Jene Autoren berichteten bereits 
uber die Ergebnisse ihrer CRF-Priifungen 20). 

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. PAUL, J. Amer. chem. SOC. 80, 4423 (1958); H. .4. STAAB, Angew. 

15) J.  C. SHEEHAN & G. P. HESS, J.  Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
16) S. MOORE, 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 (0rg.-chemische Anstalt der Universitat Basel) ausgefuhrt und ausgewertet. Dafur moch- 
ten wir auch an dieser Stelle bestens danken. 

Chem. 77, 194 (1959). 

17) M. A. SAYERS, G. SAYERS & L. A. WOODSCRY, Endocrinology 42, 379 (1948). 
l8) K. SHIZUME, A. B. LERNER & T. B. FITZPATRICK, Endocrinology 54, 553 (1954); fur die 

19) M. SAFFRAN, A. V. SCHALLY & B. G. BENFEY, Endocrinology 57, 399 (1957). 
20) M. P. DE GARILHE, CL. GROS, J. PORATH & E.-B. LINDNER, Experientia, im Druck, vgl. 

Ausfuhrung mochten wir auch an dieser Stelle bestens danken. 

auch H. KAPPELER & R. SCHWYZER, Experientia, im Druck. 
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zeichnen. Es wird noch zu eruieren sein, 011 solche Sequenzen als I'orlaufer bei der 
Riosynthese dieser Hornionc fungieren und ob sie strukturell mit dem oder den 
Triiigern der CKF-Aktivitzt des Hypothalamus und der Hypophyse21) verwandt sind. 

Experimenteller Teil 
Smp. wiirden in clrr Kapillare bcstirnmt und sintl nicht korr. Folgendr L~osungsniittelsystemc 

wurdrn hei tlrr papicrchroinatographisehen .L\nalvsr vcr\sendet (Zahlen ohnc weitere Xngabe be- 
deuten T'oluniina in i d )  

System 43. t-Aniylalkohol/Isopro~a~iol/ \~'asser (1 00 : 40 : .5S) 
System 4.5 : src-Butanol/3-proz. I\nimonialr (100.44) 
System 50 : t-Xinylalkol~ol/Isopropanol/l'riatliylaniin/S:ero~ial/\.\'asser (100 : 40 : 0 , 8  : 1,X g :  50) 
System 54 : scc-I~utanol/Isopro~anol/Rlonochlorcssigsa~~rc/\Vasscr (70 : 10 : 3 g : 40) 

I)ic Angabe Kf 43 hetleutrt z. R. den Rf-WcBrt i m  System 43 auf WHATMAN-Papicr Xr. 3 (tiieses 
\vurde durchwegs vcrwcndet) 

1 . t ~ H i ~ ~ t ~ ~ l o ~ ~ y y c u v h o i z y l - ~ - Y n P t i z z o l z z ~ ? z ~ l - ~ ~ - ~ l z i f a i ~ z ~ i ~ ~ ~ l - ~ ~ - l ~ ~ . s t ~ ~ z n ~ e f h ~ ~ l ~ s t e ~  (R 1- 3 ,  K = OCH,) : In  
1.5 nil sbs. ~~inicthylformainid wurden 2,4 g (h,5 mMol) Glutaminyl-histidinmethylester-dihydro- 
chlorid, welches durch hydrogcnolytische Spaltung dcs cntsprechenden Carbobenzoxyderivateslo) 
in (kgenwart von 2,2 Kquivalentcn HCI crhalten n u r d r ,  gelost und unter Kiihren bei 0" mit  
2 ,0  ml (14,4 nihfol) Triathylamin rcagieren gela en. Nach 30 Min. wurde das ausgeschicdenc Tri- 
~ithylainin-hydrochlorid abfiltricrt ( I  ,65 g ;  91 ) .  tlierauf vcrsctzte man die klare Losung init 
2 in1 Benzol und daniplte einigc ml dcs T.osungsniittels bei 20-30" ini Hochvakuum ab. 

Gleichzcitig loste man l , h  g ( 7 , 2  mMol) 7.5-proz. ~ a r b ~ ) n ~ ~ I - ~ l i i n i i d a z o l l ~ )  in .S nil Dimethyl- 
formamid, gab 1 ,S g (7,2 mhlol) ROC-Methionin dazu und liess 15 Min. bei Zimniertrmpcratur 
reagieren. 

IXe beiden 1,iisungt-n wurtien uritcr Eiskiililung wrr in ig t  und 15 Std. bei Zimmertemprratur 
reagieren gelassen. 

Das LBsi~ngsmittcl \vurdc bei 40 ' im Vakuuin abgctlampft und der Ester mit vie1 Essigester 
ausgefdlt :  3,24 p, Smp. 185-187". 2,O g dcs Kohesters wurden aus 35 ml Methanol kristallisiert: 
1,85 g (53'34) 13 1 3 (R = -OCH,), Smp. 192-103". Analyse nach mehrmaligem Vmkristallisieren 
a m  Methanol. 
C,,H,,O,N,S (528,64) Her. C 49.08 H 0,8h S 6,0.in" G f .  C 49,68 H 7,02 S 6,050/;, 

Im 1'apic.rchroniatogranini zcigtc H I-.? (K = OC'H,) niit P ~ u ~ y - K e a g e n s  und T'latinchlor- 
wasserstoffsaiirc/KJ positive Rcaktion; Rf 43 = 0 , 8 8 ;  R I  54 = 0,82. 

2 .  t-But~~lox~vcavbo~zyl-~-~z~f~~ioi~~vl-~~-~lz~lu~~z~i~~~l-~-~izst~d~~zh~~dva~~d (B 1L3, R = -SHA\-H,) : 
1,2 g (2,25 mhlol) H 7-3 (K = -OCH,) wurtlen untcr Erwarnien in 16 ml Dimethylformamid ge- 
lijst ; die auf Zimmcrtemperatur abgekiihltc l ,osung \vurde niit l ml Hydrazinhydrat versetzt 
und liei 20" lielassen. Nach 1 X  Std. wurdc das Iieaktionsprodukt mit vie1 Athcr ausgefallt, ab- 
filtricrt, gu t  rnit .Kther nachgcwaschen u n d  ini 1Iochvakuum iibcr P,05 und Schwefelsaure ge- 
trocknet. I)as rohe Hyclrazid wurde aus 12 ml Methanol uinkristallisiert : 840 mg (7004) reines 
B 1-3 ( K  : -SI INH,) .  

Zur :\nalysr wurde nochmals ails Mrthaiiol unikristalhsicrt : 
(528,65) Gef. C 47,71 H h,Sh S 21.20 S 6,070," 
CalH,,0,r\T8S Her. ,, 47,42 ,, 6,84 ,, 21,OO ,, 6.147, 

I k r  \'(~rtciluiigskoeffizicnt fur das System ;Ilctlianol: \\'\'asstar: Chloroform : l'etrachlorkohlcn- 
stoil (8 : 2 : 5 : 5) brtrug 5,4. 

l m  l'apierchromatogranini zeigte die \'crbintlung in den Systcmen 43, 50 und 54 mit Platin- 
cli lorisasserstoffs~ure/l~J nnd PxuLY-licagcms nur j r  1 1;lcck; Kf 43 = O,M: Rf 50 = 0,Xl:  
RI 54 = 0,72. 

~~~ 

21) Vgl. R. GUILLEXIN, W. I t .  HEARK, \\:. K. CHEEK & L). 1-1. HOUSEHOLDER, Endocrinology 
60, 488 (19.57); A. V. SCHALLY, hf. S .~FPR.~K & 13.  ZINMERMAKN,  Biochrm. J .  70, 97 (1958); 
A .  v. SCHALLY & R. GUILLEMIK,  Froc. Soc. c u p  1301. Xed. 100, 138 (1959); Riochim. biophys. 
Acts 31, 25.2 (1959); CL. Giios & XI. 1'. DE G,XRILHE, C .  r.  helitl. Seances ..\cad. Sci. 249, 2234 
(1959); 1'. C. l Z o v c ~  & G. SIYERS, Proc. Soc. ('up. ()I. 1 ~ .  103, 447 (1960); nf. LINGLTETTF., 

c;. T3ISERTE, 1'. I'OSSATI & 31. REYOIT,  c. r .  S6allCcs r Biol. 15,?, 1358 (19.59). 
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3 .  t-Butyloxycarbonyl-~-methionyl-L-glutaminyl-L-hist~din (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 Zimmcr- 
temperatur abgekiihlte Losung wurde unter Stickstoff mit 4,45 ml 0,47 N Bariumhydroxydlosung 
versetzt und 30 Min. bei Zimmertemperatur gehalten. Unter Eiskiihlung wurde die Losung mit 
2 , l  ml 1~ Schwefelsaure neutralisiert (End-pH = 5,7) und anschliessend das Losungsmittel bei 
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 Wassrrs wurden 
970 mg (99%) amorphes B 7-3 (R  = -OH) erhalten; Rf 43 = 0,65; Rf 50 = 0,55. 

Das Analysenpraparat wurde wiederholt aus einem Gemisch von Methanol und Essigester 
umkristallisiert. 

(514,62) Gef. C 49,01 H 6,66 N 15,99 S 6,23% 
C,,H,,O,N,S Rer. ,, 48,80 ,, 6,80 ,, 16,33 ,, 6,05% 

4. t- Butyloxycarbonyl-L-meth~onyl-L-glutuman~~l-~-histzdyl-~-~henylula~yl-~-urginyl-~-tryptophyl 
-glycin-methylester-acetet (C 7-7) : 3,s g (5,4 mMol) Phenylalanyl-arginyl-tryptophyl-glycinmethyl- 
ester-dihydrochlorid (noch mit ungef. 1 Aquivalent Ammoniumchlorid verunreinigt)lO) in 18,5 ml 
Dimethylformamid wurden 40 Min. bei 0" rnit 0,83 ml (5,9 mMol) Triathylamin geriihrt. Das 
gebildete Triathylamin-hydrochlorid wurde abgetrennt und das iiberschussige Triathylamin im 
Hochvakunm wahrend 10 Min. bei 30" abgedampft. 

Die wieder auf 0-5" gekiihlte Losung wurde rnit der vorgekiihlten Losung von 2,s  g B 7-3 
(R = -OH) in 18,s ml Dimethylformamid versetzt und anschliessend mit 28 ml Acetonitril ver- 
diinnt. Darauf wnrden 1,11 g (5,4 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid, in 5,4 ml Dimethylformamid/ 
Acetonitril (1 : 2 )  gelost, zugegeben und die Losung 48 Std. bei 0" aufbewahrt. Der ausgeschiedene 
Harnstoff (0,85 g, 78%) wurde abgetrennt, rnit wenigen ml eincs Gemisches von Dimethylforma- 
mid/Essigester (1 : 1) nachgewaschen und das rohe Reaktionsprodukt mit viel Essigester aus- 

Der rohe, noch mit Ausgangsmaterial verunreinigte BOC-Heptapeptidester wurde abfiltriert, 
auf der Nutsche mit viel Essigester und Petrolather gewaschen und im Hochvakuum bei 40" ge- 
trocknet : 5,6 g amorphes Material. Das Papierchromatogramm (System 43-50) zeigte neben der 
Hauptmenge B0C.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 (am 2 in gleicher Wcise ausgefiihrten Versuchen) wurden in 

einer Verteilungsapparatur rnit 100 ml Unterphasmvolumrn zwischen n-Butanol/O,lM Am- 
moniumacetat (pH = 7,l)  iiber 90 Stnfen verteilt. 

Die Testc mit diazotierter Sulfanilsaure 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 rnit 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,/10-3 Torr. Die getrocknete Substanz ist stark hygroskopisch. 

gefallt. 

C,,H,,O,,N,,S Ber. C 54,lS H 6.64 N 17,00 CH, (AcOH) 1,317; 
(11 53,36) Gef. ,, 54,Oo ,, 6,47 ,, 16,96 ,, 1,1976 

5, t-Butyloxycarbonyl-L-methionyl-~-gla~taminyl-L-hzsti~yl-L-phenylalanyl-~-arginyl-L-tryptophyl 
-glycin (D 7-7) : 980 mg (0,93 mMol) reines C 7-7 wurden in 50-proz. Dioxan wahrend 43 Min. 
mit 0 , 5 ~  Natronlauge versetzt. Das pH wurde zwischen 10,5 und 11," gehalten. Totaler Ver- 
brauch: 4,6 ml. Dann wurde rnit 0,4 ml 2~ Salzsaure und wenigen Tropfen Eisessig pII 5 ein- 
gestellt. Unter Zusatz von 5 Tropfen Nonan-5-01 wurde darauf das Losungsmittel bei 40" i. V. ab- 
gedampft ; 1,0 g noch rnit Salz verunreinigtes rohes Verseifungsprodukt. Das Material wurde zwi- 
schen n-Butanol/O,lM 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 hmmoniumacetates 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,/10-3 Torr. Bei der Einwaage 
nahm die Substauz ca. 25 pg Feuchtigkeit pro Min. auf. 

C49H6801,N14S Ber. C 55,46 H 6,46 N 18,48% 
(1061,26) Gef, ,, 55,67 ,, 6,67 ,, 18,63y0 

92 
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ROC- 

6. ~ - M e t h i o n y l - ~ - g l u t a ~ ~ n y l - ~ - h i s t i d y l - ~ - ~ h e n y l a l a ~ ~ ~ l - ~ - a v g ~ n y l - ~ - t v y p t o p h y l - g l y c i n - ~ c e t a t  ( E  
7-7): 1,l g (1 mMol) L) 7-7 wurden mit 8,5 ml Trifluoressigsaure 1 Std. bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Das Reaktionsgemisch verfarbte sich dabei dunkelviolett. Der grosste Teil der 
Trifluoressigsaure wurde im Vakuum abgcdampft und das Trifluoracetat des Heptapeptides mit 
vie1 Ather ausgefallt. Das kornige Rohprodukt wurde wiederholt mit abs. Ather verrieben und 
die leicht grau gefarbte Vcrbindung im Hochvakuum getrocknet; 1,33 g. 

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

Einmaliges Umkristallisieren aus Wasser/kthanol ergab 436 mg reines L-Methionyl-L-glu- 
taminyl-~-histidyl-~-phenylalanyl-~-argin~~l-~-tryptophyl-glycin-monoacetat, E 7-7. Zur Ana- 

Met Glu His Hie Arg Try Gly /-OH 

A 

€3 

c 

n 

E 

Schemu 3. Syiithese des Heptapept ides  
1 L J 4 J 6 7 

B O C - W - O H  Z-I A1u q - O C H ,  Z-I €'he a r g  Try Gly 1-OCH, 

N H, KO2 

- 
0 1  Smp. 171-174", Smp. 130-133" (aus Essigester), 

24 [%ID - 32,4" & 0,6" [a]: = - 18,s" 0,s" (c = 1,336 in 
( 6  = 1,17 in 1~ HC1)l"). McOH)lo). 

lWC, H,, HC1lO) dann NEt, i 
NH, H,HC1 
I __ 

BOC-I Met G1 u His 1-R H - p e  Arg Try Gly 1-OCH, 

R = OCH,: Smp. 200", amorphes Ilihydrochlorid. 
[c(12Dg,5 = - 25,go t 0 , ~  
(c = 2,599 in MeOH) ; I< : -OH, 
Smp. 198-199" (Zers.), 
- - - 22,Z" & 0,7 (c = 1,1695 in 
I N  HO.\C). 

NH, H,HOAc 

EOC-1 Met Glu His Phe Arg Try Gly 1-OCH, 

Smp. 173-174", = - 32" 1" (c = 1,175 in Dimethanylformamid) 

NH, H 
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lyse wurde nochmals umkristallisiert und getrocknet, 12 Std./70°/€'z0,/10-3 Torr. Bei der Ein- 
waage werden ca. 36pg Feuchtigkeit pro Min. a.ufgenommen. 

C,,H,,O,N,,S Ber. C 54,10 H 6.32 N 19,20 OH, (AcOH) 1,45% 
(1021 19) Gef, ,, 53,71 ,, 6,42 ,, 19,51 ,, , I  1,55% 

Die Rf-Werte in den Systemen 45 und 54 sind 0,51 bzw. 0,59. [a]g = - 25,3" j, 0,7; (c = 

Mit Leucinaminopeptidase wurde das Heptapeptid vollstandig zu den Aminosauren abgebaut. 
Die quantitative Aminosaurebestimmung nach der Methode von MOORE & STEIN (Total- 

hydrolyse mit HCl) ergab folgende Aminosaurezusammensetzung 16) : Met1 ; Glul ; His1; Phel ; 
Arg'; Glyl; NH,1J (Tryptophan wurde durch die Hydrolyse zerstort). 

Die Hochspannungselektrophorese, 45 Volt/cm bei pH 1,9, ergab auf Papier nur 1 Band, 
das sich sowohl mit PAuLY-Reagens und mit Ninhydrin als auch mit SAKAGUCHI-ReagenS an- 
farben liess. Der zuriickgelegte Weg betrug nach 60 Min. 15 cm. 

1,108 in Dimethylformamid). 

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 cc- and P-MSH is described in detail. The compound shows a very weak 
M SH-activity, no ACTH-activity, but a very pronounced CRF-activity (cortico- 
tropin releasing activity) in vitro. 

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel 
Pharmazeutische Abteilung 

181. Synthesen in der Isochinolinreihe 
Halogensubstituierte 1- (w-Phenylalky1)-1 ,2,3,4-tetrahydro- 

-isochinoline als Analgetica 
von A. Brossi, H. Besendorf, B. Pellmont, M. Walter und 0. Schnider 

(14. V. 60) 

Im Verlaufe unserer Arbeiten in der Morphinan- und spater in der Benzo[a]- 
chinolizin-Reihe hatten wir verschiedentlich l-Methyl-3,4-dihydro-isochinoline 
(z. B. I) in den Handen. Diese lassen sich, wie wir gefunden haben, in praparativ 
ergiebiger Weise in 2-(~-Acetamidoathyl)-acetophenone (z. B. 111) uberfuhren1)2). 
Beim Kochen mit verdunnten Mineralsauren oder durch Behandlung mit Phos- 
phoroxychlorid konnen letztere wieder in die ursprunglichen 3,4-Dihydroverbin- 
dungen zuriickgefiihrt werden. Diese Ringoffnung ist interessant, weil die Aceto- 
phenonderivate vor dem Ringschluss noch weiteren Reaktionen unterworfen werden 
konnen. So stellen sic, wie im folgenden gezeigt wird, wertvolle Zwischenprodukte 
zur Synthese von 1-(8-Phenathy1)-tetrahydro-isochinolinen dar. Nichthalogenierte 
Vertreter dieser Korperklasse sind schon fruher als analgetisch wirksam beschrieben 
worden3) Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob in dieser 

l) A. BROSSI, J. WURSCH & 0 .  SCHNIDER, Chimia 12, 114 (1958). 
2, J. GARDENT, C. r. hebd. Seances Acad. Sci. 247, 2010 (1958). 
3, Vgl. Deutsche Reichspatente der TROPONWERKE Koln-Miilheim aus den Jahren 1936-1940. 


