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Das partiell durch N-tert.-Butyloxycarbnylgruppen (Abk. BOC) und tert.- 
Butylreste (Abk. t.Bu) geschutzte ~~-23-Corticotropin-tyrosinz3-amid1) wird 
nach dem Schema 10 + 13 rnittels der Nitrophenylester- und der Carbodiimid- 
methode synthetisiert und durch Chromatographie an SephadexB-G 25 an- 
gereichert. Das durch Abspalten der Schutzgruppen mit Trifluoressigslure erhal- 
tene Tricosapeptidamid-trifluoracetat wird durch Chromatographie an Carboxy- 
methylcellulose und durch kontinuierliche Hochspannungselektrophorese 
gereinigt. Die chromatographisch und elektrophoretisch einheitliche Verbm- 
dung zeigt im Sayers-Test an der Ratte bei intraventker Applikation volle 

ACTH-Aktivitat. 

h e r  die Synthese adrenocorticotrop wirksamer Peptide wurde wiihrend der ver- 
gangenen Jahre aus mehreren Arbeitskreisen berichtet 2-71. Unsere eigeneh Arbeiten 
galten vor allem dem Versuch, ergiebige Wege zur Darstellung solcher Peptide zu 
finden. Eine wesentliche Voraussetzung hierfiir war die Wahl geeignekr Schutz- 
gruppen. 

R. SCHWYZER und Mitarbeiters-7) stellten ihre Synthesen adrenocorticotrop wirk- 
samer Peptide auf Endprodukte ab, die nur noch BOC-8) und tert.-Butylreste9) 
als Schutzgruppen tragen. Da die Labilitat des (3-Corticotropins in alkalischem 
Medium und die Anwesenheit von Methionin sowie die Notwendigkeit, eine voll- 
standige und ohne wesentliche Verluste an. wertvollem Peptid verlaufende Abspaltung 
der Schutzgruppen zu erreichen, alle anderen bekannten Reste ungeeignet machte, 
war auch bei unserem Syntheseplan die Verwendung von BOC-Gruppen vorgesehen, 

1) Zur Nomenklatur vgl. Lit.6). Eine Zusammenfassung der verwendeten Abkiirzungen 
findet sich bei J. MEIENHOFER, Chimia [ZILrich] 16, 385 11962). 

2) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, J.-P. WALLER und P. A. JACQUENOUD, Experientia 
[Basel] 12, 446 [1956]. 

3 )  C. H. LI, J. MEIENHOFER, E. SCHNABEL, D. CHUNG, T.-B. Lo und J. RAMACHANDRAN, 
J. Amer. chem. SOC. 82, 5760 [1960], 83.4449 119611. 

SOC. 83, 487 119611, 84, 4475 [1962]. 
4) K. HOFMANN, H. YAJIMA, T.-Y. LIU, N. YANAIHARA und S. LANDE, J. Amer. chem. 

5) R. SCHWYZER, W. R I ~ L ,  H. KAPPELER und B. ISELIN, Angew. Chem. 72, 915 [1960]. 
6 )  R. SCHWYZER und H. KAPPELER, Helv. chim. Acta 44, 1136 [196l], 46, 1550 [1963]. 
7) R. SCHWYZER und P. SIEBER, Nature [London] 199, 172 [1963]. 
8 )  L. A. CARPINO, J. Amer. chtm. SOC. 79,4427 [1957]; F. C. MCKAY und N. F. ALBERTSON, 

ebenda 79,4686 11957; G. W. ANDERSON und A. C. MCGREGOR, ebenda 79,6180 [1957]; 
R. SCHWYZER, P. SIEBER und H. KAPPELER, Helv. chim. Acta 42,2622 [1959]. 

9) R. W. ROESKE, Chem. and Ind. 1959, 1121 ; E. TASCHNER, B. LIBEREK. Cz. WASIELEWSKI 
und J. BIERNAT, Angew. Chem. 71, 743 [1959]; G. W. ANDERSON und F. M. CALLAHAN, 
J. Amer. chem. SOC. 82, 3359 [1960]. 
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wahrend die Carboxylfunktionen zunachst als Amide blockiert werden sollten. 
Spater gingen wir aus praparativen Griinden dazu uber, die Glu~-y-carboxylgruppe 
als tert.-Butylester zu schutzen. 

Bei der Planung der Synthese kam uns zustatten, dal3 wir schon Erfahrungen uber 
die Darstellung BOC-geschutzter, lysinhaltiger Peptide besakn, deren Azide wir 
unter Erhaltung der BOC-Gruppen hergestellt hatten. In anderem Zusammenhang 
hatten wir gefunden, daR z. B. das empfindliche Insulin gegenuber Trieuoressigsaure 
recht stabil ist und keine EinbuBe an biologischer Wirkung erleidet, wenn man es 
unter Bedingungen, unter denen BOC-Gruppen abgespalten werden, mit Trifluor- 
essigstiure behandelt. Ein Vorversuch zeigte schlieRlich, da13 auch naturliches ACTH 
die Einwirkung von Trifluoressigstiure ohne Verlust an biologischer Aktivitiit uber- 
steht. So schien uns zurnindest von dieser Seite der Weg fur eine solche Synthese 
gee bnet . 

Wir beschreiben im folgenden als Beispiel die Synthese des partiell durch 
BOC- und tert.-Butylgruppen geschutzten ~~-23-Corticotropin-tyrosin23-amids I a  
sowie die Gewinnung des reinen Tricosapeptidamids I b. Die Carbonamidgruppe an 
Tyrosin23 glaubten wir ohne Beeintrachtigung der Wirksamkeit einfuhren zu konnen. 
Diese Annahme wurde inzwischen auch durch die Synthese des p1-20-Corticotropin- 
valinzo-arnidslo), das biologisch voll aktiv war, bestiitigt. 

X 

X X H2' Ha' X 
-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-NHd I l l 1  I n A@ 

15 16 11 18 IS 20 21 22 23 

la: X = BOC Ib: X = Hz@ 
Y Ot.Bu (0-tert .-Butyl)  y = 00 

A@ = Anion (n  = 3) A' = Anion(n = 7) 

Fur die Kondensation grokrer Bruchstucke boten sich die Carboxylgruppen von 
Glylo oder GIy14 an, da hier keine Gefahr der Racemisierung besteht. Gemal3 der 
Tendenz, die Aktivierung der Catboxylgruppe an einem moglichst kurzkettigen 
Peptid vorzunehrnen, wurde fur die Kondensation das Schema 10f13 dem 
ebenfalls moglichen Schema 14+9 vorgezogen, also das Decapeptid IIalL 12) 

mit dem Tridecapeptidamid IIIa 13) zur Reaktion gebracht. Als Kondensationsmittel 
bewahrte sich Dicyclohexylcarbodiimid 4-7), als Losungsmittel Dimethylformamid/ 
Triathylamin oder besser Pyridin. Wir erhielten das Peptid I a  (Ae = Cle) in etwa 
40-proz. Ausbeute, wie aus der biologischen Austestung des Rohproduktes nach 
S A Y E R S ~ ~ )  hervorging. A u k r  der gewunschten Verbindung fanden wir im Roh- 

lo) K. HOFMANN, H. YAJIMA, T.-Y. LIU, N. YANAIHARA, c. YANAIHARA und J. L. HUMS, 
J. Amer. chem. SOC. 84,4481 [1962]. 

11)  R. SCHWYZER und H. KAPPELER, Helv. chim. Acta 44, 1991 [1961]. 
12) R. GEIGER, K. STURM und W. SIEDEL, Chem. Ber. 96, 1080 [1963]. 
13) K. STURM, R. GEIGER und W. SIEDEL, Chem. Ber. 97, 1197 [1964], vorstehend. 
14) M. A. SAYERS, G. SAYERS und L. A. WOODBURY, Endocrinology 42, 379 [1949]. 



1964 Synthese eines biologisch aktiven Tricosapeptidamids 1209 

produkt noch unter anderem unveriinderte Ausgangsstoffe und als Nebenprodukt 
den Acylharnstoff IIc. Trennt man das Gemisch in die einzelnen Komponenten auf, 
was z. B. mit der unten beschriebenen Methode geschehen kann, lassen sich zwar 
die wiedergewonnenen Ausgangsprodukte emeut zur Kondensation einsetzen, der 
betrachtliche Anted an IIc ist jedoch nicht mehr zu verwerten. 

yt.Bu HZ@ 
I BOC-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-R 

1 a 3 4 5 s 7 8 s 10 

IIa : R = OQ IIb: R = - 0 e 2 , C l o  - IIc: R = -~-C6HIl,Cl0 

Y o  
HN-CeH11 

1 BOC 
3 A@ 

IIIa: AO = CI@ IIIb: A' * CH.qCOO' 

Auf der Suche nach Kondensationsmethoden, die weniger Nebenprodukte 
liefern wiirden, fanden wir schlieDlich, d a D  der Decapeptid-nitrophenylester I1 b mit 
dem Tridecapeptidamid IIIb ebenfalls in etwa 40-proz. Ausbeute das Tricosapeptid- 
amid I a  liefert. Der Nitrophenylester laDt sich aus dem Hydrochlorid von IIa uiid 
iiberschiissigem 4-Nitro-phenol in Dimethylformamid als Losungsmittel unter Zusatz 
von Dicyclohexylcarbodiimid ohne Bildung des unerwiinschten Acylharnstoffs I1 c 
herstellen. 

Auch die nachfolgende Kupplung mit dem Tridecapeptidamid IIIa verlauft ohne 
nennenswerte Bildung von Nebenprodukten. Geht man vom Tridecapeptidamid-atat 
aus, eriibrigt sich der Zusatz einer Base, wird das Chlorid eingesetzt, benotigt man 
1 Aquivalent Triathylamin. Die parallel zur Aminolyse des Nitrophenylesters ver- 
laufende Hydrolyse durch stets vorhandenes und auch durch Trocknen im Hoch- 
vakuum nicht vollig zu entfernendes Wasser bewirkt, daD neben dem im UberschuD 
eingesetzten Tridecapeptidamid I11 b kein unumgesetzter Nitrophenylester I1 b, 
sondern nur dessen Verseifungsprodukt I1 a gefunden wird. Da das Rohprodukt nun 
frei von Acylharnstoff ist, wird die Bilanz der Kondensation durch die anschlieknde 
Trennung gegeniiber der Carbodiimid-Methode verbessert. 

Fiir die Auftrennung des Rohproduktes in Tricosapeptidamid Ia, Decapeptid IIa 
und Tridecapeptidamid 111 b fanden wir in der Chromatographie an SephadexB-G 2515) 
ein einfaches Verfahren. 

Nach der Theorie der Gelfiltration16) sollten die Peptide bei der Saulenchromato- 
graphie an Sephadex in der Reihenfolge ihrer Molekiilgrok - das hohermolekulare 
zuerst - aus der Saule austreten. Diesem reinen Molekularsieb-Effekt iiberlagert sich 

15) Firma Pharmacia, Uppsala. 
16) P. FLODIN, Dextran gels and their applications in gel filtration, Uppsala 1962. 
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aber eine Adsorption, die durch den Gehalt der Peptide an aromatischen Amino- 
sauren bedingt ist. Als Folge davon erscheint nicht das Tricosapeptidamid Ia, sondern 
das Tridecapeptidamid IIIb als erstes im Eluat. Ihm folgt das Tricosapeptidamid l a  
und in etwas groBerem Abstand das Decapeptid IIa. 

Trotz der geringen Loslichkeit des Tricosapeptidamids I a  in reinem Puffer wurde 
eine gute Trennung erreicht. Die Konzentration der Peptide im Eluat war oft so hoch, 
daD man stark opaleszierende Fraktionen erhielt, die bald einen Niederschlag aus- 
schieden. Ein Zusatz von Alkoholen zum Eluans erhohte die Loslichkeit der Peptide. 

Eluatvolumen- 

Chromatographie des rohen Kondensationsprodukts an SephadexB-G 25. Elutionskuwe 

Als Eluans venvendeten wir Ammoniumacetat-Essigaurepuffer pH 3.8. Der Peptid- 
gehalt der einzelnen Fraktionen wurde durch Messen der Tyrosin- und Tryptophan- 
absorption bei 275 mp bestimmt, die Peptide durch Lyophilisieren als wasserhaltige 
Acetate isoliert. Die Verbindungen IIIb und l a  sind noch nicht vollig voneinander 
getrennt. Das Tridecapeptidamid 111 b, das noch 3-5 % Ia  enthalt, wurde jedoch ohne 
weitere Reinigung erneut zur Kondensation eingesetzt, das Decapeptid IJa w d e  vor 
der Herstellung des Nitrophenylesters I1 b durch Lyophilisieren rnit verdiinnter Salz- 
dure in das Hydrochlorid iibergefuhrt. 

Das gereinigte Tricosapeptidamid I a wurde durch Behandeln mit Trifluoressig- 
saure von den Schutzgruppen befreit, das zuntichst vorliegende Trifluoracetat in 
waDriger Losung durch Behandeln mit der Acetatform eines basischen Ionenaus- 
tauschers in das Acetat iibergefiihrt und nach Lyophilisieren als solches gewonnen. 
Die biologische Aktivitiit lag im Sayers-Test bei 60 -70 I. E./mg. 

Eine weitere Anreicherung konnte wahlweise durch Chromatographie an Carb- 
oxymethylcellulose4) oder durch kontinuierliche Hochspannungselektrophorese er- 
reicht werden; beide Verfahren lieferten ein Produkt mit etwa 100 I. E./mg (Sayers- 
Test, bezogen auf den 2. internat. ACTH-Standard), das chromatographisch und elek- 
trophoretisch einheitlich war. Die optische Drehung wurde in 1-proz. Essigslure zu 
-76.8 f 1.5" bestimmt. 

In gleicher Weise wie das Tridecapeptidamid 111 wurden auch die in der voranstehenden 13) 

und einer friiher erschienenen Arbeit 17) beschriebenen Deca- bis Tetradecapeptidderivate 
rnit dem Decapeptid IIa oder dessen Nitrophenylester IIb zu den entsprechenden Eicosa- 
bis Tetracosapeptidderivaten umgesetzt. Sie alle waren nach Abspaltung der Schutzgruppen 
und Reinigung biologisch voll aktiv. Bei der Reinigung der Rohprodukte wurde in diesem 

17) K. STURM, R. GEIGER und W. SIEDEL, Chem. Ber. 96, 609 [1963]. 
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Fall auf die Wiedergewinnung eines Teils der nicht umgesetzten Ausgangsstoffe verzichtet 
und die Reinigung durch Chromatographie an Carboxymethylcellulose und anschlieDend 
durch kontinuierliche Hochspannungselektrophorese nach Versuch 4. C. vorgenommen. 

Wir danken Herrn Dr. G. V ~ G E L  fur die biologische Auswertung der Verbindungen, Herrn 
Dr. H. H. SCHLINE fur AminosHureanalysen und Fermentuntersuchungen. 

BESCHREIBUNG D E R  V E R S U C H E  

Wegen der LBnge der Peptidketten wird in der vorliegenden Arbeit auch im Versuchsteil 

Aufsteigende Papierchromatographie auf Papier Nr. 2043 b der Firma Schleicher & Schiill 
die abgekiirzte Schreibweisel) eingefiihrt. 

in System A (n-Butanol/Essigslure/Pyridin/Wasser (30: 6: 20: 24)) 4.12). 

1. BOC-Ser-Tyr-Ser-Met-Glu(Ot.Bu)-His-Phe-Arg-Try-Gly-ONP, HCI (IIb):  1.55 g 
(1 mMol) Ila-HCI, das aus der entsprechenden, 1 Aquiv. Essigstiure enthaltenden Verbin- 
dunglz. 18)  durch Lyophilisieren mit 0.14 g Tritithylamin-HC1 und Trocknen bei 60" i. Hoch- 
vak. erhalten wurde, und 0.560 g (4 mMol) 4-Nitro-phenol werden in 20 ccm Dimethylformamid 
gelUst. Man fiigt 0.620 g (3 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid zu und riihrt 24 Stdn. bei Raum- 
temperatur. Der gebildete Nitrophenylester wird rnit peroxydfreiem Ather ausgefiillt und 
nach Trocknen ohne weitere Reinigung verwendet. Ausb. 1.6 g. 

2. BOC-Ser- Tyr-Ser- Met-Glu (0t.Bu)-His- Phe- Arg - Try- Gly-Lys (B0C) -  Pro- Val-Gly-Lys- 
(B0C)-Lys( B0C)-Arg-Arg-Pro- Val-Lys( B0C) -  Val-Tyr-NHz, CH3C02H (bzw. HCI) ( la ,  
Rohprodukt) 

A .  Nitrophenyfester-Methode: Man trocknet 2.9 g (1.3 mMol) Tridecapeptidamid IIIb- 
hexahydrat 2 Stdn. bei 60" i. Hochvak. und last es sodann zusammen mit 1.7 g (1 mMol) I I b  
in 30 ccrn absol. Pyridin. Dann lPDt man 3 Tage bei Raumtemperatur stehen oder erwarmt 
3 Stdn. auf 70-80" und ftillt anschlieknd mit 300 ccm Essigesterlxther 4.4 g eines gelb 
gefarbten Rohprodukts aus, das im Exsiccator getrocknet wird. 

B. Carbodiimid-Methode: 1.49 g (1 mMol) IIa, die durch Trocknen der essigsaurehaltigen 
Verbindunglz) bei 60' i. Hochvak. erhalten wurden, werden zusammen rnit 2.17 g (1 mMol) 
IIIa-Hexahydrat, gewonnen aus dem essigsauren Salz durch Lyophilisieren rnit Trigthylamin- 
hydrochlorid, nochmals 2 Stdn. bei 60" i. Hochvak. getrocknet. Dann nimmt man das Ge- 
misch in 10 ccrn absol. Pyridin auf, gibt 620 mg (3 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid zu und 
riihrt 4 Tage bei Raumtemperatur. AnschlieOend fiillt man das rohe Kondensationsprodukt 
durch Zugabe von Essigester aus und w k h t  den Niederschlag rnit Aceton. Ausb. 3.4 g. 

18) Wtihrend der Niederschrift der vorliegenden Arbeit erschien die VerUffentlichung von 
R. SCHWYZER und H. KAPPELER~), in der fiir IIa als neu bestimmte Drehung -18.8 f I 0  
(c = 1 in Dimethylformamid) angegeben und die Ursache fllr die Differenz zum friiher 
gefundenen Wert von -12.4 *0.8" (c = 1.328 in Dimethylformamid) in der unterschied- 
lichen Qualitat des Wsungsmittels vermutet wird. Wir fanden frlr IIa in Dimethylform- 
amid stets Werte zwischen -13.0 und -13.6O und untersuchten nun den EinfluD einiger 
Zusiitze auf den Drehwert. Der Zusatz von Ssiure oder Base wirkte sich kaum aus; die 
Anderung von [U]D lag innerhalb der Fehlergrenzen. In anderen Gemischen ergaben sich 
folgende Werte: 
[u]D: -18.6 f1.2" ( E  = 0.75 in 90% Dimethylformamid + 10% Wasser) 

- 15.7 f I .Oo (c  = 1 in 95 % Dimethylformamid + 5 % Wasser) 
-10.6 *1.5O (c = 0.5 in 90% Dimethylformamid + 10% Formamid) 
-15.2 f1.5' (c = 0.5 in Dimethylformamid mit 0.2% Dicyclohexylha.rnsko@ 
-17.7 *l.Oo (c = 1 in 90-proz. Essigsaure) 

la* 
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3. Reinigung des geschiitzten Tricosapeptidamids l a  an Sephade&’-G 25: Man MBt 100 g 
Sephadexce-G 25, medium, 15) iiber Nacht in 2 I einer Pufferlbsung quellen, die 10 ccm Essig- 
saure und 3 g Ammoniumacetat pro I Wasser enthalt. Dann fiillt man das Gel in eine Glas- 
skule von 2 cm Durchmesser und 130 cm Lange, lest 2.0 g rohes l a  in 8 ccm Dimethylform- 
amid, verdiinnt mit 8 ccm der Pufferlbsung, gibt die klare Lbsung auf die Saule und eluiert 
rnit demselben Puffer. Das Eluat wird in Fraktionen zu 10 ccm aufgefangen; der Peptidgehalt 
der einzelnen Fraktionen wird durch Messung der Extinktion bei 275 mp kontrolliert. Man 
erhalt eine der Abbildung entsprechende Elutionskurve. Bei der Reinigung eines nach 2.A. 
gewonnenen Rohprodukts erhielten wir zum Beispiel in der angegebenen Reihenfolge: 

640 mg Tridecapeptidamid 111 b 
930 mg Tricosapeptidamid Ia  (Ae = Acetat; ca. 70 I. E./mg nach Abspaltung der Schutz- 

gruppen) 
300 mg Decapeptid IIa 

4. H-Ser- Tyr-Ser- Met-Glu- His- Phe- Arg- Try-Gly - Lys - Pro - Val- Gly - Lys- Lys - Arg - Arg - Pro- 
Val-Lys- Val-Tyr-NH2, 7 CH3CO2H, aq. ( I b )  

A.  Abspaltung der Schutzgruppen: 1.0 g geschiitztes Tricosapeptidamid l a  wird in 8 ccm 
Tritluoressigsaure, der 1 Tropfen Thioglycolslure zugesetzt wurde, 45 Min. bei Raumtempe- 
ratur aufbewahrt. Man fallt das Reaktionsprodukt rnit 100 ccrn peroxydfreiem Ather, wascht 
mit Ather und trocknet i. Vak. Ausb. 1.0 g. Nach Lbsen in wenig Wasser, Filtrieren iiber 
eine kurze Saule Amberlite IRA 410-Acetat und Lyophilisieren des Filtrats erhalt man 0.80 g 
Ib-Acetat. 

B. Endreinigung eines an Sephadex@ vorgereinigten Tricosapeptidamids 

a )  durch Chromatographie an Carboxymethylcellulose4): 20 g Carboxymethylcellulose 
(Whatman) werden mit 200 ccm 0.1 n HCI in eine Saule 3.2 x 11 .O cm eingeschllmmt. Man 
wascht rnit Wasser Cle-frei, beladt mit der Lbsung von 600 mg Ib-Acefat (nach Versuch 3. 
und 4.A. gewonnen) in 20 ccrn Wasser und eluiert bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 
4 ccm/Min. nacheinander mit 

0.4 I0.10m Ammoniumacetatpuffer pH 6.0 
0.4 10.20m Amrnoniumacetatpuffer pH 6.5 
0.4 I 0.25 m Ammoniumacetatpuffer pH 7.0 
0.4 I 0.28 m Ammoniumacetatpuffer pH 8.0 
0.4 10.30m Ammoniumacetatpuffer pH 9.0 
0.8 10.30m Ammoniumacetatpuffer pH 9.2 

Man nimmt Fraktionen zu 40 ccrn ab, stellt diese sofort rnit Eisessig auf pH 5 ein und miBt 
ihre UV-Absorption bei 275 my gegen Wasser. Die Verbindung I b  erscheint bei pH 8-9 
und befindet sich in den Fraktionen 40-60. Nach zweimaligem Lyophilisieren werden 
395 mg I b rnit etwa 100 I. E./mg gefunden, d. s. ungefahr 85 % der eingesetzten Aktivitat. 

b)  durch kontinuierliche Hochspannungselektrophorese: 200 mg rohes, nach Versuch 3. 
und 4.A. gewonnenes Ib-Acetat (auch die entsprechende Menge Trifluoracetat kann eingesetzt 
werden) werden in der tragerfreien Elphor VaP-Apparatur der Firma Bender & Hobein, 
Munchen, in einem Puffer, der 50 g Ammoniumacetat und 25 ccm Eisessig in 10 bzw. 30 I 
Wasser enthalt, bei 1500 V und 160 mA der Elektrophorese unterworfen. Die Substanz wird 
in 10 ccm Puffer gelbst und innerhalb 20 Stdn. eingepumpt (10 rng/Stde.). Bei einer Auf- 
trennung in 48 Fraktionen - Fraktion 1 entspricht der stiirksten Ablenkung - befindet sich 
das Peptid Ib in den Fraktionen 32-35 und wird durch zweimaliges Lyophilisieren gewonnen. 
Ausb. 125 mg mit etwa 100 I. E./mg, d. s. ungefahr 80% der eingesetzten Aktivitat. 
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C. Reinigung eines rohen Reaktionsproduktes l a  durch kombinierte Chroma tographie an 
Carboxymethylcellulose und Hochspannungselektrophorese nach Abspaltung der Schutz- 
gruppen: 1 .O g eines nach 2.B. gewonnenen geschutzten Tricosapeptidamids l a  (nach Abspal- 
tung der Schutzgruppen ca. 40 I. E./mg) werden mit 20 ccm 0.05 m Ammoniumacetatpuffer 
pH 3.8 griindlich verrieben. Das UngelSste, in dem sich das Reaktionsprodukt I a  befindet, 
wiegt nach dem Trocknen 790 mg. Aus dem Filtrat werden durch Lyophilisieren 180 mg 
nicht umgesetztes Tridecapeptidamid Ill  als Ruckstand erhalten. Das angereicherte Tricosa- 
peptidamid l a  wird nun wie beschrieben von den Schutzgruppen befreit. Bei der anschliekn- 
den Chromatographie an Carboxymethylcellulose nach 4.B.a) erhllt man 460 mg Ib  mit 
ca. 75 I. E./mg, die nach erneuter Reinigung durch kontinuierliche Hochspannungselektro- 
phorese nachversuch 4.B.b) 315 mg I b  mit etwa 100 I. E./mg ergeben, d. s. ungeflhr 70% 
der urspriinglich eingesetzten Aktivitlt. 

Das hochgereinigte ~~-~~-Corticotropin-tyrosin23-amid Ib ist chromatographisch und elektro- 
phoretisch einheitlich. Es besitzt mit etwa 100 1. E./mg im Sayers-Test bei intravenbser Appli- 
kation annlhernd die fur ahnliche Peptide gefundene biologische Aktivitlt 4,6110). 

RF (A) 0.32-0.33 (= 1.3, bezogen auf R H ~  = 1) 
[ a ] ~ :  -76.8 f 1.5' (c = 0.5 in 1-proz. EssigsBure). 

Die quantitative AminosBurebestimmung nach Totalhydrolyse mit HCl ergab (theoret. 
Werte in Klammern): 4.12 (4) Lys; 0.95 (1) His; 1.51 (1) NH3; 2.92 (3) Arg; 1.69 (2) Ser 
0.99 (1) Glu; 2.26 (2) Pro; 2.28 (2) Gly; 3.03 (3) Val; 1.01 (1) Met; 1.94 (2) Tyr; 1.00 (1) Phe 
(Bezugswert) . 

Das Tyr/Try-Verhiiltnis wurde spektrophotometrisch zu 2.03 (2.0) bestimmt 19). 

19) G. H. BEAVEN und E. R. HOLIDAY, Advances in Protein Chemistry 7, 319 [1952]. 




