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N-Sulfa+tilyF3-isopropyl-4-bronz-sydnonimin ( I  V )  : Zur geriihrten Losung von 11,5 g N-Sulf- 
anilyl-3-isopropyl-sydnonimin in 100 ml Eisessig tropft man bei Raumtemperatur langsam eine 
Losung von 7 g Brom in 60 ml Eisessig und l&st anschliessend ubcr Nacht stehen. Es setzt sich 
cin 0 1  ab. von dem die iiberstehende klare Losung abgegossen wird. Man trocknet das 01 im Va- 
kuum, lost es in 140 ml warmem Alkohol und erhalt nach Abkuhlen farblose Kristalle (12 g) vom 
Smp. 140-144' (Zers.). Nach nochmaligem Umlosen aus Alkohol ergibt sich reines N-Sulfanilyl-3- 
isopropyl-4-brom-sydnonimin vom Smp. 145-147" (Zers.), unldslich in verd. wasseriger Salzsaure. 
C,,H,,O,N,BrS Ber. C 36,58 H 3,63 Br 22,12yo Gef. C 36,95 H 3,90 Rr 22,410;, 

Das 1R.-Spektrum in Methylenchlorid zeigt in der 3p-Region die zwei der Amingruppe zu- 
zuordnenden Banden bei 2.85 y und 2,93 y ,  hingegen fehlt die im Spektrum dcs Ausgangsmaterials 
vorhandene C(-4)-H-Bande bei 3,14 p. Das UV.-Spektruni in Feinsprit weist Maxima bei 265 mp 
( E  = 16400) und 306 my ( E  = 11400) auf. 

SUMMARY 

The preparation and the properties of a number of N-sulfanilyl-sydnonimines 
are described. 

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, 
Pharmazeutische Abteilung 

279. Synthese von Peptid-Zwischenprodukten fur den Aufbau eines 
corticotrop wirksamen Nonadecapeptidsl) 

IV. Derivate der Nonapeptidsequenz 
Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg- Arg-Pro 2)3) 

von W. Rittel 

(29. IX. 62) 

Zur Synthese des corticotrop wirksamen Nonadecapeptids l) ~1-19-Corticotropin 
verwendeten wir Derivate der Teilsequenzen 1-lo2) und 11-19. Im folgenden wird 
die Herstellung geeigneter Derivate der letztern Sequenz beschrieben. Dabei dienten 
als Schutzgruppen fur die N"-Aminofunktionen der Lysinreste die BOC-Gruppe4) und 
fur die Carboxylgruppe des endsttindigen Prolinrestes die t-Butylestergruppe ; diese 
Schutzgruppen konnen aus den Endprodukten der Synthese durch Trifluoressig- 
saure in milder Weise wieder abgespalten werden. Die basischen Seitenketten der 
Argininreste wurden durch die hydrogenolytisch abspaltbare Nitrogruppe blockiert 
und die im Verlauf der Synthese wechselweise geschutzten und freien a-Amino- 
gruppen durch den Tritylrest verschlossen ; wie bereits friiher l) 4, festgestellt wurde, 

1) R. SCHWYZER, W. RITTEL, H. KAPPELER & B. ISELIN, Angew. Chem. 72. 915 (1960). 
2) 111. Mitteilung: Helv. 44, 1991 (1961). 
3) In dieser Arbeit erfolgt die Bezeichnung der Aminosaurerestc im wesentlichen nach den Vor- 

schlagen von E. BRAND & J.  T. EDSALL, Ann. Rev. Riochem. 76, 223 (1947) ; gross geschrie- 
bene Symbole bedeuten die L-Form, klein geschriebene die D-Form. Ferner bedeuten: BOC- = 
t-Butyloxycarbonyl-, (CH,),COCO-; 2- = Carbobenzoxy-, C,H,CH,OCO-; PZ- = e-Phenyl- 
azo-benzyloxycarbonyl-, p-(CeH5-N= N)-C,H4-CH,0CO-; OtRu- = t-Butyloxy, (CH,),C-0-; 
DCCI = Dicyclohexyl-carbodurnid. 

4, R. SCHWYZER & W. RITTEL, Helv. 44, 159 (1961). 
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Schema I 

Trityl * Arg * OH + H . Pro * OtBu -+ Trityl * Arg-Pro * OtBu 
I I1 I11 

NO, DCCI NO, 

75-proz. Essigsaure ! 
NO, I + DCCI NO, NO, 

Trityl * &&-Pro . OtBu - H - krg--Pro . OtBu 
V n- 

TS-proz. Essigsaure i 
NO, NO, 
I /  

NH, 
\ /  ' 

C 
H . Arg-Arg-Pro * OtBu 
VI 

Schema 2 

Trityl - Lys-iys * OH ____+ Trityl . Lys-Lys-krg-Arg-Pro . OtBu 

BOC BOC NO, NO, 
B°C B°C VI + DCCI 

1x114) 1x8) 
75-proz. Essigsaure 1 

BOCBOC NO, NO, 
I I 

H . Lys-iys-Arg-&-Pro * OtBu 
X.1 

a) enthllt 10-12~o der L, D, L, L, L-Form. 

Schema 3 

+ X  
CH,CH,OCOCl 

BOC N (CHzCHd 3 
R . j!,ys-Pro-Val-Gly OH 
XIa ,  K = Trity14) I v XIb ,  R = PZ 4, 

R2 p a  7 2  pa 73 
R, . I!,ys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro . OtBu 

XI Ia ,  R, = Trityl, R, = BOC, R, = NO, 

K, = BOC, R, = NO, 

XIIb,  Rl = PZ, R, = BOC, R, = NO, 
75-proz.Essigsaure ~ 1 1 1 ,  K - H, 

1 -  + XI1 a 

XIIb,  XI11 XIV, Rl = H, R, = BOC, R, = H. + 
kann die Tritylgruppe durch Einwirkung wasseriger Essigsaure abgespalten werden, 
ohne dass dabei die ebenfalls saureempfindlichen BOC- oder OtBu-Gruppen ange- 
griffen werden. 

Die Nonapeptidsequenz 11-19 wurde, wie in den Formelschemen 1-3 angegeben, 
aus Derivaten der Teilsequenzen 11-144), 15-164) und aus Trityl. Arg(N0,)-Arg- 



Volumen XLV, Fasciculus VII (1962) - No. 270 2467 

(NO2)-Pro. OtBu (V) aufgebaut. Zur Synthese von V dienten die neuen Aminosaure- 
derivate Trityl*Arg(NO,j *OH (I) und H.Pro.OtBu (TI). Tritylierung von Nitro-L- 
arginin nach der Methode von ZERVAS & THEoDoRoPou~os~) gab I in einer Ausbeute 
von 38% der Theorie; I1 wurde nach ROESKE~) aus freiem L-Prolin durch saure- 
katalysierte Veresterung mit Isobutylen dargestellt und in das kristalline Hydro- 
chlorid iibergefiihrt. 

Zur Reinheitskodrolle der geschutzten Peptidzwischenprodukte erwies sich die 
Diinnschichtchromatographie unter Venvendung organischer Losungsmittelsysteme 
niedriger Polaritat als besonders geeignet ; dabei wurde ausgezeichnete Auftrennung 
erhalten ; die Substanzen miissen auch nicht erst durch Abspaltung der Schutz- 
gruppen in eine nachweisbare Form iibergefiihrt werden (wie z. B. bei Papier- 
chromatographie), sondern konnen direkt mit dem empfindlichen REINDEL-HOPPE- 
Reagens ’) 6) sichtbar gemacht werden. Zum Nachweis der Nitroarginin-Peptide und 
YDerivate dienten Diinnschichtplatten, deren Schichtmaterial einen Leuchtstoff bei- 
gemischt enthielt (vgl. exp. Teil) ; im ultravioletten Licht erscheinen aui. diesen 
Chromatogrammen die Nitroarginin-Derivate wegen der Absorption der Nitro- 
guanidino-Gruppe bei 270 m p  als dunkelviolette Flecke auf hell fluoreszierendem 
Hintergrund. 

Trityl~Arg(NO,)-Arg(NO,)-Pro~OtB~ ( V )  Schema I). Kondensation von I und I1 
mittels Dicyclohexyl-carbodiimid s, gab in einer Ausbeute von 58% das kristalline 
Dipeptidderivat 111. Als Nebenprodukt wurde das schwerlosliche Lactam VII lo) 

erhalten. Nach Enttritylieren von I11 mit wasseriger Essigsaure zum Dipeptidester 
IV wurde dieser erneut mit I und Dicyclohexyl-carbodiimid umgesetzt. Aus dem 
Rohprodukt wurde wieder Lactam VII und nach Gegenstromverteilung das reine, 
amorphe Tripeptidderivat V in einer Ausbeute von 43% erhalten. Abspaltung der 
Trityl- und OtBu-Gruppe mit konz. HC1 fiihrte V in papierchromatographisch reines 
H - Arg(N0,)-Arg(N0,)-Pro - OH iiber ; Leucinaminopeptidase spaltete dieses Tri- 
peptid vollstandig in Nitroarginin und Nitroarginyl-prolin ; das Enzym griff das 
letztere Dipeptidderivat erwartungsgemassll) nicht an. V wurde in gleicher Weise 
wie I11 zum Tripeptidester VI enttrityliert. 

Trityl -Lys( B0C)-Lys(B0C)-Arg(N0,)-Arg(N0,)-Pro - OtBu ( I X )  (Schema 2). 
Dieses Pentapeptidderivat wurde aus VI und VIII mittels Dicyclohexyl-carbo- 
diimid hergestellt. Gegenstromverteilung des Rohproduktes gab diinnschicht- 
chromatographisch reines, amorphes I X  in einer Ausbeute von 43 yo. Nach Abspalten 
der Trityl-, BOC- und OtBu-Gruppen mit konz, HC1 und Inkubation des dabei er- 
haltenen Lysyl-lysyl-nitroarginyl-nitroarginyl-prolins mit Leucinaminopeptidase 
blieben 10-12% des Pentapeptids vom Enzym ungespalten. IX enthalt somit ein 

G, J. Amer. chem. SOC. 78, 1359 (1956). 
6) Chemistry & Ind. 1959, 1121. 
7)  In der Ausfiihrungsform von C. G. GREIG & D. H. LEABACK, Nature 788, 310 (1960). 
8)  E. VON ARX & R. NEHER, unveroffentlichte Versuche. 
0) J.  C. SHEEHAN & G. P. HESS, J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 (1955). 
10) Ein ahnliches Nebenprodukt bei Venvendung von ZaArg(N0,) -OH beobachteten M. BO- 

DANSKY & J. c. SHEEHAN, Chemistry & Ind. 7960, 1268, sowie R. P A U L ,  G. W. ANDERSON & 
F. M. CALLAHAN, J. org. Chemistry 26, 3347 (1961). 

11) Zur Spezifitat der Leucinaminopeptidase vgl. E. L. SMITH & H. D. SPACKMAN, J.  biol. Chem- 
istry 212, 27 (1955), oder auch H. ZUBER, Chimia 74, 405 (1960). 
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Diastereomeres, vermutlich die L,  D, L, L, L-Form; diese durfte durch partielle 
Racemisierung des carboxyl-endstandigen Lysinrests in VIII bei der Carbodiimid- 
Kondensation entstanden sein. Eine Abtrennung des racemisierten Materials gelang 
erst beim Nonapeptidderivat XI1 a. Durch wasserige Essigsaure wurde IX zum 
Pentapeptidester X enttrityliert. 

TrityZeLys(B0C) - Pro- Val-Gly-Lys(B0C) -Lys(BOC) -Arg(NO,)  -Arg(NO,) - Pro. 
OtBu ( X I I a )  (Schema 3) .  Kondensation von X I a  und X mittels der Methode der 
gemischten Anhydride gab das Nonapeptidderivat XI1 a als in organischen Losungs- 
mitteln schwerlosliches Pulver, welches nach Dunnschichtchromatographie einheit- 
lich war. XI1 a wurde durch wasserige Essigsaure zum papierchromatographisch 
und elektrophoretisch reinen Nonapeptidester XI11 enttrityliert. Katalytische Hy- 
drierung von XI11 entfernte die beiden Nitrogruppen; das dabei erhaltene XIV 
war nach Papier-Chromatographie und -Elektrophorese einheitlich. Zur Priifung 
auf optische Reinheit wurde nach Totalhydrolyse das erhaltene Aminosauregemisch 
einem Abbau mit L-Aminosaureoxydase unterworfen ; die gesamte ursprunglich vor- 
handene Menge Lysin wurde dabei abgebaut. Da auf Grund des eingeschlagenen 
Syntheseweges Racemisierung an einer andern Stelle als beim Lys16 nicht wahr- 
scheinlich ist, zeigt dieser Versuch, dass die Derivate XIIa, XI11 und XIV im 
Gegensatz zu I X  und X kein racemisiertes Material mehr enthielten, sondern in 
optisch reiner Form vorlagen. Bei der Reinigung des Rohprodukts XIIa  wurden 
somit etwa vorhandene Diastereomere als in organischen Losungsmitteln leichter 
loslich von der schwer loslichen B alles-L-Form R abgetrennt. 

Zur weiteren Verarbeitung wurde das als essigsaures Salz erhaltene Nonapeptid- 
derivat XIV in das zur Synthese des Nonadecapeptids besser geeignete Tritosylat 
ubergefuhrt, 

PZ. Lys( ROC)-Pro-VaZ-GZy-Lys(B0C)-Lys(B0C) -Arg(NO,) -Arg(NO,) -Pro * OtBu 
( X I I b )  (Schema 3) .  Die Synthese von XI Ib  erfolgte in analoger Weise zu derjenigen 
von XI Ia  aus den Teilsequenzen XI  b und X, die Ausbeute betrug 58% der Theorie. 
Katalytische Hydrierung fuhrte XI Ib  unter Entfernung des PZ-Restes und der 
beiden Nitrogruppen in das Derivat XIV uber, welches mit dem aus XI1 a erhaltenen 
Produkt identisch war. 

Synthesen der Nonapeptidsequenz 11-19 unter Verwendung anderer Schutz- 
gruppen und eines andern Aufbauwegs sind auch von KAPPELER & SCHWYZER~~) 
sowie von LI und Mitarbeiternls) beschrieben worden. 

Herrn Prof. Dr. R. SCHWYZER mochte ich fur sein stetes Interesse und fur die Forderung 
dieser Arbeit herzlich danken. 

Experimenteller Teil 
Die Smp. sind auf einem Smp.-Block nach Dr. TOTTOLI (der Firma W. BUCHI, Flawil) be- 

stimmt und unkorrigiert. aubliche Aufarbeitungu bedeutet : Aufnehmen in Essigester oder Chloro- 
form, Waschen (unter Eiskiihlung) mit verdiinnter Zitronensaurelosung, Wasser, NaHCO,-Lijsung 
und Wasser, Trocknen mit Natriumsulfat und Eindampfen. 

lz) Helv. 44, 1136 (1961). 
15) C. H. LI, J .  MEIENHOFER, E. SCHNABEL. D. CHUNG, T:B. 1-0 & J .  RAMACHANDRAN, J.  Amer. 

chem. SOC. 82, 5760 (1960). 
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ZUr Papierchromatographie14) (auf WHATMAN-Papier Nr. 1) dienten folgende Losungsmittel- 
systeme (Zahlenangaben bedeuten Volumteile, wo nichts anderes angegeben) : 
System 40: la-Butanol-Athanol-Wasser 2 : 2 : 1. 
System 41 : 12-Butanol-ted-Butanol-Wasser 4:  3 : 3. 
System 42 : n-Propanol-Essigester-Wasser 7 : 1 : 2. 
System 45 : sec.-Butanol-3% NH, 100 : 44. 
System 49 : sec.-Butanol-Isopropanol-Triathylamin-Diathylbarbitursaure-Wasser 

100 : 10: 0.2 : 1.8 g: 60 (pH: 8-9). 
System 54 : sec.-Butanol-Isopropanol-Monochloressigsaure-Wasser 70 : 10 : 3 g : 40. 
System 87 : Isopropanol-Ameisensaure-Wasser 20: 1 : 5. 

Diinnschicht~hromatographie~~) : dem zur Herstellung der Platten verwendeten Silicagel (der 
Firma MERCK, Darmstadt) wurden 15-20y0 Leuchtstoff S 5, griin (Leuchtstoffwerk Heidelberg), 
beigemischt. Die Chromatogramme wurden zur Lokalisierung der Nitroarginin-Peptide und 
-Derivate erst unter der UV.-Lampe (Filter: 240 mp) ausgewertet und dann zum Nachweis des 
gesamteu Peptidmaterials mit R~1NDEL-HoppE-Reagens') entwickelt. 

Trztyl . Arg(N0,) . OH ( I ) .  Eine Lasung von 32,9 g (0,15 Mol) Nitro-L-argininl6) in 150 mi 
1~ Natronlauge, 33 ml Diathylamin und 330 ml Isopropanol wurde unter intensivem Riihren im 
Verlauf von 1 Std. mit 56 g (0,20 Mol) Triphenylchlormethan versetzt und weitere 3 Std. bei 
Haumtemperatur geriihrt. Dann wurde das ungeldste Material abgenutscht, das Filtrat rnit 500 ml 
Wasser versetzt und im Vakuum vom Isopropanol befreit. Die triibe wasserige Losung wurde 
durch Waschen mit Ather und Filtration gekltirt, hierauf rnit viel Essigester iiberschichtet, in Eis 
gekiihlt und rnit fester Zitronensaure angesaueq, Das dabei ausfallende I wurde im Essigester 
aufgenommen, die Essigesterlosung rnit Eiswasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und 
bei 25" Badtemperatur eingedampft. Der Eindampfriickstand (rohes I) wurde rnit wenig eiskaltem 
Methanol angeteigt und das Produkt sofort durch Zugabe von viel Ather ausgefalt. Das anfang- 
lich amorphe I wurde unter Eiskiihlung zemeben, wobei es kristallin erstarrte. Die Ausbeute 
betrug 26,6 g (38,5% d.  Theorie), Smp. 145-152'. 
C,,H,,O,N, (461,51) Ber. C 65,06 H 5,90 N 15,18% Gef. C 64,87 H 6,16 N 15,32% 

I zersetzt sich in Losung rasch (Abspaltung der Tritylgruppe), es wurde deshalb auf weitere 
Umkristallisation verzichtet. 

H . Pro OtBw (11). - a) Hydrochlorid: In einem Druckgefass wurden 5,O g (43,4 mMol) 
trockenes L-Prolin, 150 ml trockenes Chloroform und 5 ml konz. H,SO, bei -20' rnit 150 ml 
fliissigem Isobutylen versetzt und die Mischung unter Druckverschluss bei Raumtemperatur 
so lange geschuttelt, bis klare Usung eintrat (2-4 Tage). Nach Abkiihlen des Gef-es wurde das 
iiberschiissige Isobutylen im Vakuum abdestilliert und die verbleibende Chloroformphase rnit 
eiskalter, gesattigter Pottasche- und Natriumsulfat-Losung gewaschen, rnit Natriumsulfat ge- 
trocknet und eingedampft. Eine Probe des oligen Riickstandes wurde rnit Saure titriert, wobei 
sich ein Gehalt von 34,5 mMol (entsprechend 80% d. Theorie) an freiem Ester I1 ergab. Zur 
Reinigung wurde das Produkt in das kristalline Hydrochlorid iibergefiihrt; dazu wurde das 01 
in Methanol gelljst, bei - 15' mit der genau berechneten Menge HC1 in Methanol versetzt und die 
Losung eingedampft. Der Ruckstand gab aus Benzol-Ather 6,88 g des Hydrochlorids von I1 in 
Prismen, Smp. (70") 107-108" (Ausbeute 76%). Zur Analyse wurde aus Aceton-Ather und Metha- 
nol-&her umkristallisiert: Smp. 10&lllo; [ a ] g  = - 27' & 1' (c = 1,036 in Methanol). 
CBH180,NCl (207,70) Ber. C 52,04 H 8,74 C1 17,07% Gef. C 51,74 H 8,55 C1 16,83y0 

In andern Ansatzen zeigte das Rohkristallisat einen Smp. von 70-95'; aus diesem Material 
wurde die haherschmelzende Form (Smp. 107-109') durch Kristallisation aus Benzol-Ather und 
Animpfen gewonnen. 

b) freier Ester 11; Dieser wurde aus dem Hydrochlorid in iiblicher Weise16) mittels Ather- 
Pottasche in einer Ausbeute von 95% erhalten: das Produkt ist ein 01. 

14) In  verdankenswerter Weise ausgefiihrt in unserem Papierchromatographie-Laboratorium 
unter der Leitung der Herren Dr. R. NEHER und E. VON ARX. 

15) K. HOFMANN, W. D. PECKHAM & A..RHEINER, J. Amer. chem. SOC. 78, 238 (1956). 
16) E. FISCHER, Ber. deutsch. chem. Ges. 34, 436 (1901). 
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l 'r i tyl .  Avg(NO,)-Pvo * OtBu (111). Zu einer Losung von 17,s g (0,104 Mol) I1 und 46,O g 
(0,104 Mol) I in 500 ml Acetonitril wurde bei - 15" 21,5 g (0,014 Mol) Dicyclohexyl-carbodiimid 
gcgcben. Nach 1 Std. bei - 15" und 3 Tagen bei 2" wurde das ausgeschiedene Kristallisat (17,8 g, 
Smp. ca. 208-222", Gemisch von Dicyclohexylharnstoff und Lactam VII) abgenutscht und das 
Filtrat eingedampft. Der Eindampfriickstand wurde mit Petrolather zerrieben und die unloslichen 
Anteile in Essigcster wie iiblich neutral gewaschen. Der Neutraltei.1 (64,3 g Harz) wurde mit 300 ml 
eiskaltcm Methanol versetzt, wobei 3,5 g Lactam V I I ,  Smp. 171.-175", ungelost blieben 17). Das 
gelbliche Methanolfiltrat wurde mit Tierkohle entfarbt und eingedampft. Der Eindampfriickstand 
gab aus Aceton-Ather 31,6 g 111 in Nadeln vom Smp. (161") 163-168'; aus der Mutterlauge 
kristallisierten nach Einengen noch 1 , l  g weniger reines Material, Smp. (148') 157-165". Die Aus- 
beute an kristallinem I11 betrug 58%. Umkristallisation der beiden Kristallfraktionen aus Aceton- 
Ather und aus Aceton lieferte 25,l g reines 111, Smp. 174-177". Zur Analyse wurde noch zweimal 
aus Aceton-Ather kristallisiert: Smp. 176-178"; [a]g  = f37' f 1" (c = 1.24 in Methanol). 

C,H,,O,N, (614,72) Ber. C 66,43 H 6.89 N 13,67% Gef. C 66,17 H 6 3 6  N 1330% 

Bei Diinnschichtchromatographie zeigte I11 einen Fleck, Rf-Wert = 0,59 (Chlor0form-~4ceton 
7 : 3 )  ; = 0,64 (Dioxan) ; = 0,80 (Methanol) (REINDEL-HOPPE-ReagenS, UV.-Fluoreszenz). 

H . .4vg(NO,)-Pro * OtBu ( I V ) .  2.58 g (420 mMol) I11 wurden in 40 ml 75-prOz. Essigsaure 
gelost und 30 Min. bei 30" belassen. Nach Abnutschen des ausgeschiedenen Triphenylcarbinols und 
Eindampfen des Filtrats wurde der Riickstand zur Entfernung des restlichen Triphenylcarbinols 
mit Ather zerrieben, wobei 1,78 g des essigsauren Salzes von IV als Pulver vom Smp. 57-75" 
ungelost blieben (98% der Theorie). Zur Uberfuhrung in den freien Ester IV wurdcn 1,49 g des 
Acetats in wassergesattigtem n-Butanol gclost und die Losung rnit 20% Pottasche- und mit ge- 
sattigter Natriumsulfat-Lbsung gewaschen: die wasserigen Phasen passierten einen zweiten 
Scheidetrichter rnit 12-Butanol. Die vereinigtcn Butanolphasen gaben nach Trocknen mit Natrium- 
sulfat und Eindampfen 1,22 g (94%) IV als farbloses Harz. 

Die Substanz erwies sich bei Papierchromatographie (Rf-Wert = 0,66 (System 40); = 0,73 
(System 54)) und bei Diinnschichtchromatographie (Rf-Wert = 0,22 (Methanol) ; = 0,05 (Chloro- 
form-Methanol 9: 1) ; = 0,20 (Dioxan-Wasser 9: 1)) als einheitlich (Ninhydrin, REINDEL-HOPPE- 
Reagens, UV.-Fluoreszenz) . 

Tvityl * Arg(N0,)-Arg(NO,)-Pvo . OtBzr ( V ) .  2,61 g I (5,66 mMol) und 2,lO g IV (5,62 mMol) 
wurdcn rnit 40 ml Acetonitril versetzt und auf - 15' gekiihlt, wobei das Salz aus den beiden 
Peptidderivaten als gallertiger Niederschlag ausfiel. Nach Zugabe von 1,17 g (5,66 mMol) DCCI 
wurdc 1 Std. bei - 15' und 3 Tage bei 2" geriihrt; dabei ltiste sich der gallertige Niederschlag 
wieder auf und Dicyclohexylharnstoff kristallisierte aus. Er wurde abgenutscht (1.01 g ,  81 yo) und 
das Filtrat zur Trocknc vcrdampft. Der Eindampfriickstand wurde in Essigester gelost und wie 
ublich neutral gewaschen. Zur Reinigung wurden die neutralen Anteilc erst aus Aceton-Ather 
umgefallt und dann rnit wenig Methanol versetzt, wobei 160 mg Lactam V I I  (Snip. 173-183') 
ungelost blieben. Die methanolloslichen Anteile (2,84 g) wurden einer multiplikativen Verteilung 
iiber 54 Stufen im System Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff-Methanol-Wasser 5 : 5 : 8 : 2 unter- 
worfen. 

Nach LXinnschichtchromatographic (vgl. unten) der einzelnen Fraktionen befand sich das 
rcine Tripeptidderivat V in den Fraktionen 17-27 (Gewichtsamaximum der Verteilungskurve in 
Fraktion 21, Verteilungszahl K = 0,64). Diese Fraktionen wurden vereinigt und gaben nach 
Umfallen aus Aceton-Ather 1,99 g analysenreines V (Ausbeute 43%) als festes Pulver vom Smp. 
136-160': [a18 = - 31,2O f 1" (G = 0,801 in Methanol). 

C,H,,08N11 (815,95) Ber. C 58,88 H 6.55 N 18,88% &f. C 58,87 H 6,55 N 18,92% 
Bei Diinnschichtchromatographie zeigte das Produkt einen Fleck, Rf-Wert = 0,02 (Chloro- 

form-Accton = 7 : 3) : = 0.29 (Dioxan) : = 0.77 (Methanol) (REINDEL-HoPPE-Reagens, UV.- 
Fluoreszenz). Abspalten der Trityl- und OtBu-Gruppe rnit konz. HCI (10 Min. bei 40") gab papier- 
chromatographisch einheitliches H . Arg(NO,)-Arg(NO,)-I2o * OH, Rf-Wert = 0,43 (System 54) ; 
= 0.44 (System 87) (Ninhydrin). Leucinaminopeptidase18) spaltete dieses Tripeptidderivat voll- 
standig in Nitroarginin und Nitroarginyl-prolin. 

17) llmkristallisieren aus Methanol und Aceton-Ather gab analysenreines VII, Smp. 192-194". 
C,,H,,O,N, (443,49) Bcr. C 67,70 H 5,68 N 15,79"/, Gef. C 67,87 H 5,84 N 15,76%. 
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H . Avg(~Oz)-~~g(NO~)-~vo . OtBu ( V I ) .  3,80 g (4,65 mMol) V wurden in 80 ml 75-proz. Es- 
sigsaure wie bei IV angegeben enttrityliert. Analoge Aufarbeitung ergab 2,35 g (88%) freien Tri- 
peptidester VI als Harz. Bei Papierchromatographie zeigte VI nur einen Fleck, Rf-Wert = 0,82 
(System 49) ; das Material war auch nach Diinnschichtchromatographie einheitlich, Rf-Wert = 
0,Ol (Chloroform-Methanol 9:  1); = 0,26 (Dioxan-Wasser 9:  1); = 0,25 (Methanol) (Ninhydrin, 
REINDEL-HOPPE-Reagens, UV.-Fluoreszenz) . 

Trityl Lys(B0C)-Lys(BOC)-Avg(N0,)-Avg(N0,)-Pro . OtBu ( I X ) .  Eine auf - 15' gekiihlte 
Losung von 2,04 g (2,84 mMol) VII14) und 1,68 g (2,93 mMol) VI  in 15 ml Dimethylformamid und 
80 ml Acetonitril wurde rnit 0,88 g (4,26 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt und dann 
15 Min. bei - 15' und 4 Tage bei 2" belassen. Hierauf wurde der ausgeschiedene Dicyclohexyl- 
harnstoff abgenutscht (537 mg), das Filtrat eingedampft und der Ruckstand in Essigester wie 
iiblich neutral gewaschen. Der Neutralteil wurde zur Abtrennung des iiberschiissigen DCCI mit 
Petrolather und ather  zerrieben und das ungeldste Material (2,18 g) einer multiplikativen Vertei- 
lung ubcr 66 Stufen im System Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff-Methanol-Wasser = 5 : 5 : 8 : 2 
unterworfen. Nach Diinnschichtchromatographie der einzelnen Fraktion war das reine Penta- 
peptidderivat I X  in den Fraktionen 14-28 (Maximum der Gewichtskurve in Fraktion 21, K = 
0.44) enthalten. Diese Fraktionen gaben nach Umfallen aus Aceton-&her 1,71 g (60%) I X  als 
festes Pulver vom Smp. (110"). 128-155'; [ x ] g  = -42,4" & 1" (c= 1 , O l  in Methanol). 

C,,H,,Ol,NI, (1272,55) Ber. C 58,52 H 7,37 N 16,51% Gef. C 58,13 H 7,54 N 16,42% 

Das Produkt war nach Dunnschichtchromatographie einheitlich, Rf-Wert = 0,75 (Methanol) ; 
= 0,52 (Dioxan) ; = 0,09 (Chloroform-Methanol 19 : 1) (REINDEL-HoPPE-Reagens, UV.-Fluores- 
zeuz) . 

I X  wurde durch konz. HCl (10 Min. bei 40") unter Abspaltung der Trityl-, BOC- und OtBu- 
Gruppen in Lysyl-lysyl-nitroavg~nyl-nibroavg~ny1-p iibergefiihrt, welches bei Papierelektro- 
phorese (3000 V;  p H  = 1,9; 60 Min.) eine Laufstrecke von 16,l cm zeigte. Leucinaminopepti- 
dasels) spaltete die Hauptmenge dieses Pentapeptidderivates in Lysin, Nitroarginin und Nitro- 
arginyl-prolin. In mehreren Versuchen rnit verschiedenen Enzymkonzentrationen blieben stets 
10-12% 19) des Pentapeptids unhydrolysiert. 

H . Lys(BOC)-Lys(BOC)-Ar~g(NO,)-Arg(NO,)-Pro OtBu ( X ) .  1,02 g (0,803 mMol) I X  wurden 
wie bei IV beschrieben enttrityliert. Analoge Aufarbeitung ergab 665 mg X (80%) als farbloses 
Harz. Das Material war nach Papierchromatographie (Rf-Wert = 0,85 (System 40); = 0,95 
(System 45)) und nach Diinnschichtchromatographie (Rf-Wert = 0,52 (Methanol) ; = 0,63 (Di- 
oxan-Wasser 9 : 1)) einheitlich (Ninhydrin, REINDEL-HoPPE-Reagens, UV.-Fluoreszenz) . 

Trityl - Lys(BOC)-Pro-T/aZ-GZy-Lys(BOC)-Ly~(~OC)-Arg(NO,)-Arg(NO,)-Pro . OtBu (XIZa) .  
Eine Losung von 5,72 g (7,70 mMol) getrocknetem XIa4) und 1,13 ml (8.10 mMol) absolutem Tri- 
athylamin in 100 ml absolutemTetrahydrofuran wurde bei - 15" versetzt rnit 0,73 ml (7,70 mMol) 
Chlorameisensaurc-athylester und 30 Min. bei - 15' belassen (Abscheidung von Triathylamin- 
hydrochlorid). Hierauf wurde unter Riihren eine auf - 15" gekiihlte Losung von 5,30 g (5,13 mMol) 
X in 100 ml absolutem Tetrahydrofuran zugetropft und das Reaktionsgemisch 18 Std. bei 2" 
belassen. Der Hauptteil des Nonapeptidderivats XI1 a schied sich dabei in gallertiger Form aus! 
Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und unter Zentrifugieren rnit wenig Tetrahydrofuran 
gewaschen (Verarbeitung der Tetrahydrofuranlosung vgl. unten) . Die tetrahydrofuran-unloslichen 
Xnteile wurden zur Entfernung von Triathylamin-hydrochlorid mit Wasser zerrieben, abgenutscht 
und getrocknet. Zur weitercn Reinigung wurde das Rohprodukt unter jeweiligem Zentrifugieren 
mehrmals mit Aceton und dann Methanol zerrieben, wobei 3,90 g des reinen Nonapeptidderivats 
XI1 a als methanol-schwerlosliches, feinkorniges Pulver vom Smp. 168-180' erhalten wurden. 

Die bei der Aufarbeitung der Reaktionsmischung erhaltene Tetrahydrofuranlosung wurde 
auf cin kleines Volumen eingeengt, wobei eine zweite Fraktion rohes, gallertigcs XI1 a anfiel. Es 
wurde abzentrifugiert und, wie oben heschrieben, gereinigt; dabei wurden noch 0.84 g X I I a  
erhalten (Gesamtausbeute 52%). 

18) Die Ausfiihrung der enzymatischen Abbauversuche und die Gewinnung des Enzympraparates 
geschah nach den Angaben von R. L. HILL, D. H. SPACKMAN, D. M. BROWN & E. L. SMITH, 
Riochem. Preparations 6, 35 (1958). Die Vorschrift zur Isolierung wurde bis und mit der 
Acetonfallnng befolgt; das Enzym besass eine spezifische Aktivitat von C, = 15. 
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Zur Analyse wurde aus Dimethylformamid-Aceton umgefallt : Smp. 173-182"; [u]g = 
-15,5" & 1" (c = 1,846 in Dimethylformamid). UV.-Spektrum; A,, = 272 mp, log E = 4,50. 
C,,Hls2O,,N,,, (1754,15) Ber. C 58,20 H 7,59 N 15,97% Gef. C 57.89 H 7,32 N 1538% 

Bei Diinnschichtchromatographic zeigte XI1 a nur 1 Fleck, Rf-Wert = 0,54 (Chloroform- 
Methanol 9:  1) ; = 0.79 (Dioxan-Wasser 9: 1) (REINDEL-HOPPE-Reagens, UV.-Fluoreszenz). Ab- 
spaltung der Trityl-, BOC- und OtBu-Gruppen rnit konz. HC1 (10 Min. 400) gab H.Lys-Pro-Val- 
Gly-Lys-Lys-Arg(N0,)-Avg-(NO,)-Pro . OH, welches bei Papierelektrophorese (3000 V; pH = 
1,9; 60 Min.) einheitlich war (Laufstrecke 18 cm). 

H . L y s ( B O C )  -Pro- Val-Gly-Lys-BOC) - L y s ( B O C )  - A  rg(N0, ) -A  rg(N0, )  -Pro * 0 t h  ( X I I I )  . 
400 mg (0,228 mMol) X I I a  wurden wie bei IV beschrieben enttrityliert und gaben 353 mg (98%) 
des essigsauren Salzes von XI11 als atherunlosliches Pulver, Smp. 118-151". Bei Diinnschicht- 
chromatographie zeigte das Material nur 1 Fleck, Rf-Wert = 0,4S (Methanol) ; = 0,52 (Dioxan- 
Wasser 9 : 1) (Ninhydrin, REINDEL-HoPPE-Reagens, UV.-Fluoreszenz). Die uberfuhrung des Ace- 
tats in den freien Nonapeptidester XI11 geschah wie bei IV beschrieben (Ausbeute 94%). 

H . L y s  ( B O C )  - Pro- Vd-GZy-Lys(BOC) -Lp(  BO C )  -A rg-A vg- Pro. Ot BU ( X I  V )  . 333 mg (0,213 
mMol) XI11 (essigsaures Salz) wurden in 10 ml75-proz. Essigsaure gelost und in Gegenwart von 
100 mg Pd-C (10% Pd) hydricrt. Nach 8l/, Std. und Aufnahme von 33,3 ml (ber. 38,2 mlao)) kam 
die Hydrierung zum Stillstand. Hierauf wurde vom Katalysator abgenutscht, das Filtrat ein- 
gedampft und der Riickstand zur Entfernung des bei der Hydrierung gebildeten Ammonium- und 
Hydroxylamin-acetats unter jeweiligem Losen in wenig Wasser mehrmals lyophilisiert. Das dabei 
erhaltene Triacetat von XIV (200 mg) wurde in 5 ml Pyridin gellist, 90 mg p-Toluolsulfonsaure 
zugegeben und die Losung eingedampft. Zerreiben des Riickstands mit Aceton gab das Tritosylat 
von XIV als festes Pulver vom Smp. (122") 130-150"; [a]:; = - 41,5O & 1' (c = 0,97 in Methanol). 

C,,H,,,O,,NIBS, (1938,40) Ber. S 4,96% G-ef. S 5,11% 
Elektrometrische Titration (in 80-proz. Methylccllosolve) : .kq.-Gew. : 1910; pK, = 6,64. - 

Das Produkt zeigte bei Papierelektrophorese einen Fleck, Laufstrecke = 14.4 cm (3000 V; pH = 
1,9; 60 Min.); bei Papierchromatographie Rf-Wert = 0,91 (System 40); = 0,87 (System 41); 
= 0,86 (System 42). - Quant. Aminosiiurebestimmung (Totalhydrolyse rnit 6~ HC1) gab ein 
molares Aminosaurcverhaltnis von Lys 3,00, Arg 1,75, Pro 1,98, Gly 1.00, Val 1,04 (NH, 0,065). 

Abbau mit L-Aminosaureoxydaseal) : 12 mg cles Gemischs der Aminosaure-hydrochloride 
(enth. 2540 y (17,4 mMol) Lysin) aus obigem Totalhydrolysat wurden mit 0.09 m l 1 ~  LiOH und 
0,33 ml 0,2 M Tris-hydroxymethyl-aminomethan-Puffer (pH = 7,2/37") versetzt und 0,l ml einer 
10-proz. Losung des Enzyms im gleichen Puffer sowie ein Tropfchen Toluol zugegeben. Hierauf 
wurde in einer 0,-Atmosphare 36 Std. bei 38" geriihrt. Nach dicser Zeit wurden 0,OZ ml der Lo- 
sung (urspr. Lysin-Gehalt : 100 y )  entnommen und direkt diinnschichtchromatographisch unter- 
sucht; dabei licss sich kein Lysin mehr feststellen (nachweisbare Menge: 0,5-1 y Lysin). 

640 mg (0,865 mMol) XIb4)  und 0,125 ml (0,90 mMol) abs. Triathylamin wurden in einem Ge- 
misch von 5 ml abs. Tetrahydrofuran und 5 ml abs. Dimethylformamid gelost und die auf - 5" 
gekiihlte Losung rnit 0,082 ml (0,87 mMol) Chlorameisensaure-athylester versetzt. Es wurde 
30 Min. bei - 5' geriihrt, hierauf eine Losung von 715 mg (0,695 mMol) X in 10 ml Dimethyl- 
forrnamid zugegebcn und das Rcaktionsgemisch 22 Std. bei Raumtemperatur belassen. Dann 
wurde im Vakuum zur Trockne verdampft, der Ruckstand mit verdiinnter NaHCO,-L6sung und 

l9) Die Bestimmung crfolgte mittels Papierelektrophorese ; die mit Ninhydrin entwickelten Phero- 
gramme wurden mit Cu(NO.J2-Losung fixiert, die Flecke mit Methanol eluiert und die Farb- 
intensitat der Losung colorimetrisch (bei 507 mp) gemessen unter Vergleich mit einer aus dem 
Pcntapeptidderivat hergestellten Standardkurve. 

20) Der berechnctc Wert beruht auf hnnahme eines Verbrauchs von 4Mol. H, pro Nitroargininrest, 
d. h. von Arginin und NH, als Endprodukten der Hydrierung. In  obigem Versuch waren zum 
Schluss neben NH, aber merkliche Mengen Hydroxylamin vorhanden (Nachweis mit GRIESS'- 
schem Reagens, vgl. F. FEIGL, Spot Tests in Inorganic Analysis, 1958, p. 245), welches unter 
den angewendeten Bedingungen nicht weiter reduziert wird ; somit wurden pro Nitroguanidin- 
Cruppe nur 3,5 Mol. H, aufgenommen. 
L-ilmino-acid oxidase, MANN Research Laboratories, New York. 

PZ L y s (  BOC)-Pro-  J"al-Gly-Lys(BOC) -Lys(,BOC) -A rg(N0.J -A yg(NO2) -Pro. OtBu (XI1 b) . 
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Wasser zemeben und getrocknet. Das orangegelbe Pulver wurde mehrmals aus Methanol-Ather 
umgefallt und dann in heissem Acetonitril gelost und abkiihlen gelassen. Dabei schieden sich 
710 mg X I I b  (58%) in Form eines festen Pulvers aus. Smp. 143-148”; “1%” = - 57,5” & lo (c = 
0,795 in Methanol). 

C,,H,,,O1,N,, (1750.08) Ber. N 17,61% Gef. N 17,58% 

Das Proddkt war nach Dunnschichtchromatographie einheitlich, Rf-Wert = 0,65 (Chloro- 
form-Methanol 8 : 2) ; = 0,73 (Methanol) (REINDEL-HoPPE-Reagens, UV.-Fluoreszenz). 

Hydrierung unter den bei XIV angegebenen Bedingungen entfernte aus XI1 b die PZ- und 
die beiden Nitro-Gruppen. Zur Aufarbeitung wurde vom Katalysator abgenutscht, das Filtrat 
eingedampft, der Riickstand in Wasser geltist und die Losung zur Entfernung des bei der Hydrie- 
rung (aus der PZ-Gruppe) gebildeten Anilins und p-Toluidins mehrmals mit Ather extrahiert. 
Dann wurde mit der wasserigen Phase wie bei XIV beschrieben verfahren. Das dabei erhaltenc 
Nonapeptidderivat XIV war identisch mit dem aus XI1 a dargestellten Produkt. 

Herrn Dr. H. ZUBER sei fur die Ausfiihrung der Papierelektrophoresen und quant. Amino- 
saurebestimmung gedankt ; die Mikroaualysen, Bestimmung der optischen Drehungen und Titra- 
tionen wurden in unseren Spezidlaboratorien unter der Leitung der Herren Dres. W. PADOWETZ, 
H. HURZELER und H. MAJER ausgefiihrt. 

SUMMARY 

The synthesis of derivatives of the nonapeptide sequence ,411-1e-corticotropin 
(Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro) which have been used for the preparation 
of a nonadecapeptide, ~1-19-corticotropin, displaying corticotropic activity l), is 
described in detail. Combination of acid-labile protecting groups (BOC-, OtBu- and 
Trityl-) were found to be especially useful for this and subsequent work, as they 
can be cleaved in a very specitic manner under very mild conditions. 

The nonapeptide derivatives XII-XIV have been obtained as optically pure 
entities despite the fact that some racemisation had apparently occurred in step 

Whereas paper chromatography of protected peptide derivatives usually gives 
bad separations, thin layer chromatography has been found to be very valuable for 
assessing the purity of intermediates and products. 

vIrr + IX. 

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel, 
Pharmazeutische Abteilung 

280. ,!?1-16-Corticotropin-methylester 
von Robert Schwyzer, Werner Rittel und Antigone Costopanagiotis 

(29. IX. 62) 

Die von unserem Arbeitskreise ausgearbeiteten Methoden zur Darstellung von 
komplizierten Polypeptiden der Corticotropin- und Melanotropin-Reihe l) haben wir 
u. a. auch zur Synthese eines Polypeptids mit den ersten sechzehn N-terminalen 
Aminosaureresten des Corticotropins beniitzt. Dieses Polypeptid ist insofern interes- 

1) Als Lit.-Quelle vgl. R. SCHWYZER, A. COSTOPANAGIOTIS & P. SIEBER, Chimia (Schweiz) 16, 
295 (1962). 




