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Wasser zerrieben und getrocknet. Das orangegelbe Pulver wurde mehrmals aus Methanol-Ather
umgefillt und dann in heissem Acetonitril geldst und abkiihlen gelassen. Dabei- schieden sich
710 mg XIIb (58%) in Form eines festen Pulvers aus. Smp. 143-148°; [a]} = —~57,5° 4- 1° (c =
0,795 in Methanol).

CgoH 25090 Nyp (1750,08)  Ber. N 17,619,  Gef. N 17,589,

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

Hydrierung unter den bei XIV angegebenen Bedingungen entfernte aus XIIb die PZ- und
die beiden Nitro-Gruppen. Zur Aufarbeitung wurde vom Katalysator abgenutscht, das Filtrat
eingedampft, der Riickstand in Wasser gel6st und die Lsung zur Entfernung des bei der Hydrie-
rung (aus der PZ-Gruppe) gebildeten Anilins und p-Toluidins mehrmals mit Ather extrahiert.
Dann wurde mit der wisserigen Phase wie bei XIV beschrieben verfahren. Das dabei erhaltenc
Nonapeptidderivat XIV war identisch mit dem ans XITa dargestellten Produkt.

Herrn Dr. H. ZuBER sei fiir die Ausfiihrung der Papierelektrophoresen und quant. Amino-
saurebestimmung gedankt; die Mikroanalysen, Bestimmung der optischen Drehungen und Titra-
tionen wurden in unseren Speziallaboratorien unter der Leitung der Herren Dres. W. PADOWETZ,
H. HURzELER und H. MAJER ausgefiihrt.

SUMMARY

The synthesis of derivatives of the nonapeptide sequence f4“-%-corticotropin
{Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro) which have been used for the preparation
of a nonadecapeptide, B'~'®-corticotropin, displaying corticotropic activity?), 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 specific 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
VIIT - IX.

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.

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
Pharmazeutische Abteilung

280. B1-16.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?!) haben wir
u. a. auch zur Synthese eines Polypeptids mit den ersten sechzehn N-terminalen
Aminosidureresten des Corticotropins beniitzt. Dieses Polypeptid ist insofern interes-

1 Als Lit.-Quelle vgl. R. SCHWYZER, A. COSTOPANAGIOTIS & P. SIEBER, Chimia (Schweiz) 76,
295 (1962).
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sant, als es nur die Hélfte der auffilligen Sequenz 14 bis 19 (I), welche vier aufein-
anderfolgende, basische Aminosdurereste in sich vereinigt, enthélt:
-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-
14 15 16 17 18 19
I: Sequenz 14—19 des Corticotropins

Die Feststellung seiner biologischen Wirkungsqualitdten soll iiber den fiir die
hormonalen Eigenschaften nétigen Informationsgehalt dieser offenbaren Schliissel-
position Auskunft geben.

Die Synthese geht von dem wichtigen, kristallisierten Decapeptidderivat IT aus?),
welches mittels der Carbodiimid-Methode mit dem Hexapeptidderivat 111 kondensiert
wurde (Formelschema 1). Zur Reinigung des entstandenen Hexadecapeptidderivates
IV leistete die Gegenstromverteilung in der automatischen Apparatur nach HIETara3%)
ausgezeichnete Dienste. Die Abspaltung der Schutzgruppen verlief wie gewohnt
mit hervorragender Ausbeute in Gegenwart von 90-proz. Trifluoressigsdure. Nach
Austausch der Trifluoracetat- gegen Acetat-Ionen wurde das ['-8-Corticotropin-
methylester-tetraacetat (V) an Carboxymethylcellulose mittels eines Puffergradienten
von 0,05M - 0,3M Ammoniumacetat (pH == 6) chromatographiert (Fig. 1).
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Fig. 1. Chromatographie von B1-18-Corticotvopin-methylestey an Carboxymethylcellulose3?)
Optische Dichte des Eluats (----- }; Konzentrationsverlauf des Puffergradienten, welcher durch

Mischen von je 70 ml 0,05M und 0,3M Ammoniumacetat, pH = 6,0 hergestellt wurde (O

H)

Die sehr hygroskopische Substanz erwies sich bei der Elektrophorese als ein-
heitlich, ebenso im Dtinnschichtchromatogramm an Silicagel. Bei der Totalhydrolyse
entstanden die einzelnen Aminosduren im erwarteten molaren Verhiltnis. Das Ver-
hiltnis Tyr/Try ergab sich aus dem UV.-Spektrum zu 0,907. Der Abbau des Total-
hydrolysates mit L-Aminosdureoxydase verlief gleich wie derjenige eines aus L-Amino-
sduren hergestellten Testgemisches; auch diejenigen Aminosduren, welche langsam
abgebaut werden, ndmlich Gly, Pro, Glu und Ser, wurden gleich stark angegriffen
wie die entsprechenden des Testgemisches. Es kann daraus und aus dem Verlaufe
der Synthese geschlossen werden, dass alle optisch aktiven Reste in der L-Konfigu-
ration vorliegen. »

2} R. ScawyzeER & H. KaPPELER, Helv. 44, 1991 (1961).
3) P. K. HieTara, Acta chem. scand. 74, 212 (1960).
%2) E. A. PETERsON & H. A. SOBER, J. Amer. chem. Soc. 78, 751 (1956).
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Biologisch zeigt die Verbindung praktisch keine ACTH-Aktivitit. Ix vitro nach
SAFFRAN & ScHALLY?) wurden 5-10 Einheiten/mg gefunden (verglichen mit einem
Standard-Praparat von 95 USP-E/mg). In wvivo nach SAYERs®) ergab sich eine
Aktivitit von weniger als 1 USP-E/mg. Als Vergleichspriparat diente ACTH,
welches mittels Oxycellulose gereinigt worden war und einen Gehalt von 95 USP-
Einheiten aufwies®).

Formelschema 1
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!
®H,{ Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys I-OCHQ, 4AcO®
V .

Als Ausgangsmaterialien fiir die Synthese des Hexapeptides N*-¢-Butoxycarbonyl-
L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-(N*-¢t-butoxy-carbonyl)-L- lysyl-(N°*-¢-butoxycarbonyl)-
L-lysin-methylester (I1I) dienten das Tetrapeptidderivat VI und das Dipeptidderivat
VIIL?), entsprechend dem Formelschema 2. Alkalische Verseifung von VI ergab die
amorphe, freie Carbonsidure VII, welche mittels der Methode der gemischten Anhy-
dride mit dem Dipeptidderivat VIII kondensiert wurde. Das entstandene, voll-
stindig geschiitzte Hexapeptidderivat IX liess sich aus Acetonitril kristallisieren,

09 H,® H,® H,® H,®
| | | }

Formelschema 2
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4) M. SAFFRAN, A. V. ScHaLLY & B. G. BENFEY, Endocrinology 57, 399 (1957); in verdankens-
werter Weise ausgefiihrt von Frau Dr. B. ScHAR und Dr. H. KAPPELER.

5) M. A. SAYERS, G. SaAvERs & L. A. WoopBURY, Endocrinology 42, 379 (1948); in verdankens-
werter Weise ausgefiihrt von Prof. Dr. W. SCHULER.

8) Von der Firma WiLsoN & Co. Inc., Chicago, Ill., in freundlicher Weise iiberlassen, wofiir
wir auch hier bestens danken mochten.

7) R. ScHwWYZER & W. RitTEL, Helv. 44, 159 (1961).
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wodurch auch die Einheitlichkeit des daraus durch katalytische Hydrierung ge-
wonnenen Amins X gewihrleistet war. Dieses wurde durch Umsatz mit der be-
rechneten Menge p-Toluolsulfonsiure in Pyridin (zur Vermeidung saurer Reaktion,
welche die ¢-Butoxycarbonylgruppen gefihrden wiirde) in das p-Toluolsulfonat TIT
iibergefithrt, welches ohne weitere Reinigung zur Kondensation gemiss Formel-
schema 1 verwendet wurde.

Experimenteller Teil

1. {H,®- Lys(BOC)- Pro-Val-Gly-Lys(BOC)-Lys(BOC)-OCHy, Tos0®] (I1I): 1,104 g des Carbo-
benzoxy-hexapeptid-Derivates IX wurden in 30 ml MeOH durch leichtes Erwarmen geldst und
in Gegenwart von 100 mg 10-proz. Palladium-Kohle bei Zimmertemperatur hydriert. Nach 35 Min.
war die Wasserstoffaufnahme beendet. Nach Abtrennen des Katalysators wurde das Filtrati. V.
zur Trockne eingedampft. Das Eindampfen wurde mit Benzol noch zweimal wiederholt: farbloses
Harz (X), 933 mg (96,19%,). Diinnschichtchromatogramme auf Silicagel im System CHCl,: MeOH
(9:1 Vol.) und in MeOH alleine ergaben nur e¢inen Substanzfleck (Rf = 0,2, resp. 0,5) beim Ent-
wickeln mit REINDEL-HopPPE-Reagens und mit Ninhydrin.

930,5 mg dieses Produktes X wurden in 5 ml Pyridin gelost und mit 182,9 mg #-Toluolsulfon-
siurehydrat versetzt. Nach dem Abdampfen des Lésungsmittels wurde der Riickstand mit Ather
verrieben: 1,043 g (95,59%), farbloses, amorphes Salz.

2. BOC- Ser-Tyv-Ser-Meit-Glu(O But)-His- Phe-Avg-Try-Gly-Lys(BOC)- Pro-V al-Gly-Lys(BOC)-
Lys(BOC)-OCH,,AcOH (IV): 351 mg des Decapeptidderivates 11 wurden mit einem 50-proz.
Uberschuss (414 mg) des Hexapeptid-toluolsulfonates (I1I) in 2 ml Pyridin mit 148 mg Dicyclo-
hexyl-carbodiimid (200-proz. Uberschuss) walrend 5!/, Tagen bei ca. 20° unter Feuchtigkeits-
ausschluss geriihrt. Dabei 16ste sich das Decapeptidderivat langsam auf und es entstand ein galler-
tiger Niederschlag. Dieser wurde, ohne vorher das Pyridin zu entfernen, mehrmals mit ca. 20-50 ml
Essigester-Ather (1:1 Vol.) verrieben und dann abgenutscht. Das Produkt wurde auf der Nutsche
zur Entfernung unreagierten Hexapeptides mit wenig 0,5 N Essigsdure und Wasser nachgewaschen :
758 mg rohes Toluolsulfonat.

Dieses rohe Salz wurde in wenig 50-proz. MeOH gelést und durch eine kleine Saule von
Amberlite IRA-400 (Acetat-Form) filtriert. 708 mg des entstandenen rohen Acetats wurden in
einem Verteilungsapparat nach HieTara3) verteilt. Das Losungsmittelgemisch bestand aus 2 1
CHCl,, 1,142 1 CCl,, 4,571 1 MeOH und 2,284 1 Pufferlosung, pH = 4,5 (28,5 ml Eisessig und
19,25 g Ammoniumacetat zu 1 1). Das Volumenverhiltnis Oberphase zu Unterphase in der Appa-
ratur betrug 1:1, wobei sich in jedem der 240 (= N) Elemente 6,6 ml (= V;) Unterphase und
6,6 ml (= V,) Oberphase befanden. Bei stationdrer Unterphase wurden 1,5 ml Oberphase pro
Minute durchgepumpt. Die Oberphase wurde beiihrem Austritt aus der Apparatur in Fraktionen
zu 18 ml (265 Fraktionen) aufgefangen. Die Reinsubstanz befand sich in den Fraktionen 215-262;

die bis zum Substanzmaximum ausgeflossene Menge Oberphase betrug 4050 ml (= v,). Der Ver-
teilungskoeffizient der gereinigten Substanz ergibt sich zu
N-V, 240 % 6,6
K=—t _ 0,64,

v —N-V, 4050-240x6,6

3. H:Ser-Tyr-Ser-Mel-Glu-His- Phe-Avg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-OCHy,4AcOH (V):
277 mg geschiitztes IV Wurden in 1 ml 90-proz. F;CCOOH geldst und wihrend 1 Std. bei ca. 20°
belassen. Die Trifluoressigsdure wurde darauf i. V. verdampft und der Riickstand in wisseriger
Lésung durch eine kleine Siule (! = 20,5; @ = 0,9 cm) von Amberlite IRA-400 (Acetat-Form)
filtriert. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels verblieben 250 mg V. Dieses Produkt wurde
an einer Saule von 1,3 g Carboxymethylcellulose (! = 10, & == 1 cm) mittels eines Puffergradien-
ten chromatographiert. Der Losungsmittelgradient wurde in zwei offenen Gefissen mit Riihrer
aus 70 ml 0,05M Ammoniumacetat (pH = 6) und 70 ml 0,3M Ammoniumacetat (pH = 6) her-
gestellt. Der Verlauf des Chromatogrammes wurde durch kontinuierliche Messung der UV.-
Absorption des Eluates bei 254 mu8) verfolgt (Fig. 1). Die Fraktionen 6 und 7 enthielten 230 mg

8) Mittels eines ¢ Uvicord» der Firma LKB, Stockholm.
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{ca. 90%, bezogen aut IV) reines V. — [a]#f = —43,7° &£ 2,5° (¢ = 1 in 10-proz. Essigsiure);
UV.-Absorption vgl. Fig. 2. Daraus ergibt sich das Tyr/Try-Verhaltnis zu®):

0,592 - Dygy 4, —0,263 - D

T o e T U0 0,907

Myry 0,263 - Dagy—0,17 - Dygy 4

Dygs4 = 0,320-0,016 (Basisabsorption) = 0,304

Dygy = 0,470-0,018 (Basisabsorption) = 0,452
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0
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vwo  in 0 0 280 250mp
Fig. 2. UV.-Absorption von f1-18-Corticotropin-methylester in 0,18 NaOH

Die Einheitlichkeit der Fraktion wurde durch Behandeln kleiner Proben mit F,CCOOH und
Elektrophorese der Produkte auf Papier (ca. 7 Vjcm, 4,5 Std., 1N Essigsdure) nachgewiesen; das
Hexadecapeptid V liess sich von andern Peptiden durch Wanderungsgeschwindigkeit und Farb-
reaktionen (Ninhydrin, PAuLY-, SAKAGUCHI- und EHRLICH-Reagens) leicht unterscheiden.

Im Diinnschichtchromatogramm auf Silicagel in System 1011%) verhielt sich die Substanz ein-
heitlich mit Rf = 0,49 (Anfirbung mit PauLv- und Ninhydrin-Reagens).

Die quantitative Aminosdureanalyse ergab: His 0,96; Lys 2,85; Arg 0,82; NH; 2,65;
Ser 1,44; Glu 0,83; Pro 0,66; Gly 1,87; Val 1,00; Met 0,76; Tyr 0,88; Phe 0,96; {molare
Verhiltnisse bezogen auf Val = 1). Aus der Zahl von Tyr-Resten und Tyr/Try = 0,907 ergibt
sich Try = 0,80; 1 uMol des fiir die Analyse verwendeten Hydrolysats wurde in 0,3 ml Trispuffer
bei pH = 7,5 gelost und die Losung halbiert: die eine Hilfte wurde mit 0,05 ml Trispuffer (1),
die andere mit 0,05 ml einer 10-proz. EnzymlSsung (L-Aminosiureoxydase)!!) in Trispuffer
(pH = 7,5) versetzt (2). Ein aus reinen Aminosiuren bereitetes Testgemisch wurde in gleicher
Weise vorbereitet (3, 4). Alle 4 Proben wurden nach Zugabe von 1 Tropfen Toluol mit O, begast
und in geschlossenen Gefassen 24 Std. bei 37° unter langsamem Riihren aufbewahrt. Je 19 pl
dieser Losungen wurden auf 4 Papierbogen aufgetragen und in der 1. Richtung mittels Elektro-
phorese (ca. 50 V/cm, pH = 1,9). in der 2. Richtung chromatographisch (BuOH/AcOH/H,0 ==
4:1:1 Vol.) aufgetrennt. Nach Entwickeln mit Ninhydrin bieten die Chromatogramme 1 und 3
{ohne Enzym) dasselbe Bild: alle Aminosduren ausser Try sind vorhanden. Bei 2 und 4 (mit
Enzym) lassen sich Gly, Pro, Glu und Ser, die nicht vollstindig abgebaut werden, in ungefihr
gleicher Menge nachweisen.

%) Vgl. G. H. BEavaN & E. R. HoLipay, Advances Protein Chemistry 7, 319 (1952).

10) Papierchromatogramme und Diinnschichtchromatogramme wurden im Labor der Herren Dr.
R. NEHER und E. voN Arx (CIBA A.G.) ausgefiihrt. Das System 101 besitzt die Zusammen-
setzung: #-BuOH-Pyridin-AcOH-H,O (30:20:6:24 Vol.).

1) r-Aminosiureoxydase der Firma MANN Research Laboratories, New York, N.Y.
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4. Z-Lys(BOC)-Pro-Val-Gly-OH (VII): Zu ciner Lésung von 26,76 g (40,4 mMol) Z - Lys(BOC)-
Pro-Val-Gly -OEt (VI)?) in 500 ml Athanol gab man unter Eiskithlung 50 ml 1~ Natronlauge und
liess 2 Std. bei 2° stchen. Hierauf versetzte man mit 700 ml Wasser und neutralisierte die iiber-
schiissige Lauge mit festem CO,. Der Alkohol wurde im Vakuum bei 40° Badtemperatur abdestil-
liert, wobei aus der verbleibenden wisserigen Losung ein Teil des Natriumsalzes von VII als
gallertiger Niederschlag ausfiel. Er wurde durch leichtes Erwérmen in Losung gebracht, eine Spur
unlssliches Matcrial abfiltriert, das Filtrat auf 0° gekiihlt und das Tetrapeptidderivat durch Zu-
gabe von 30 ml ciskalter, 28 HCl ausgefillt. Der feinkérnige Niederschlag wurde abgenutscht, mit
Eiswasser gewaschen und iiber H,SO, getrocknet: 22,2 g (879), amorphes Pulver, Smp. ca. 72-95°.
Zur weiteren Verarbeitung ist das Rohprodukt geniigend rein; zur Analyse fillte man aus Aceton-
Ather um.

CyH,,00N; (633,73)  Ber. C 58,75 H 748 N11,05%  Gef. C5838 H7,47 N10,75%

5. Z+Lys(BOC)-Pro-Val-Gly-Lys(BOC)-Lys(BOC)-OMe (IX}: In eine Losung von 23,26 g
(36,8 mMol) Z-Lys(BOC)-Pro-Val-Gly-OH (VII) (24 Std. bei 40° und 0,01 Torr getrocknet) und
5,65 ml (40,5 mMol) abs. Tridthylamin in 200 ml abs. Tetrahydrofuran liess man bei —15° unter
Riihren 3,63 ml (38,2 mMol) Chlorkohlensiure-dthylester eintropfen. Nach 20 Min. Riihren bei
—15° wurde bei dieser Temperatur eine Losung von 17,60 g (35,9 mMol) H-Lys(BOC)-Lys{BOC) -
OCH, ?) in 80 ml abs. Tetrahydrofuran zugetropft. Hierauf wurde 24 Std. bei Raumtemperatur
belassen, wobei ein gallertiger Niederschlag ausfiel. Desscnungeachtet dampftc man das Reak-
tionsgemisch im Vakuum bei 40° Badtempcratur auf ein kleines Volumen cin und nahm den
gallertigen Riickstand in viel Essigester und Wasser auf. Die Essigesterlosung wurde unter Eis-
kithlung mit verdiinnter Zitronensiureldsung, Wasser, NaHCO,-Losung und Wasser gewaschen,
die wiisserigen Phasen mit viel Essigester nachgewaschen, die Essigesterlésungen vereinigt, mit
Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Den Eindampfriickstand zerrieb man zur Reinigung
mehrmals mit viel Ather und dann dreimal mit je 11 Tetrahydrofuran-Ather-Gemisch (1:4). Die
ungeldsten Anteile wurden getrocknet (31,3 g), in 300 ml heissetn Acetonitril gelést und dann
langsam abkiihlen gelassen, wobei das Hexapcptidderivat in feinen Nadeln zu kristallisieren
begann. Neben den Kiristallen schied sich anfinglich auch gallertiges Material aus. Der Kolben-
inhalt wurde dann jeweils wieder auf 50-60° erwirmt, wobei die amorphen Anteile in Losung
gingen und die Kristalle ungelost blieben. Nach mehreren Tagen war das gesamte Produkt durch-
kristallisiert. Abnutschen der Kristalle und Waschen mit viel Acetonitril gab 30,12 g (769%,) reines
X, Smp. 119-126°. Zur Analyse wurde aus Methanol und aus Acetonitril umkristallisiert: Smp.
121-126°; [a]P= ~50,8° £ 0,5° (¢ = 1,885 in Methanol).

CyatiggOysN, (1104,38)  Ber. C 58,73 H 8,12 N 11,42%  Gef. C58,43 H 8,19 N 11,39%

Aus dem geschiitzten Hexapeptid werden durch konz. HCl bei 40° innert weniger Sekunden
die BOC-Gruppen und innert 1 Std. die Carbobenzoxy- und Methylester-Gruppe abgespalten.
Das dabci entstehende, freie Hexapeptid H:Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys:OH zeigt bei Papier-
chromatographie die Rf-Werte 0,04 (System 4512)) und 0,05 (System. 87 13)), sowie eine Laufstrecke
von 5 cm (System 45, 40 Std. Laufzeit). Bei diesen Hydrolysen tritt aber schon nach 15 Min.
eine geringe, bei lingeren Hydrolysczeiten merklich zunehmende Spaltung der Peptidbindungen
cin.

SUMMARY

The synthesis of f18-corticotropin methyl ester is described!4). As in previous
work from these laboratories, #-butyl- and #-butoxycarbonyl groups were employed
for the protection of side chain carboxyl and amino groups, respectively. This
warrants excellent yields in the critical last step of the synthesis of large polypeptides:
the removal of blocking groups. The compound was shown to be pure by thin layer

12) System 45: sec.-BuOH + 3-proz. wisserige NH,-Losung (100:44 Vol.).

13) System 87: Isopropanol-Ameisensiure-Wasser (20:1:5 Vol.).

1) Nach Einreichung dieses Manuskripts erfahren wir, dass K. HormanN & H. Yajima, Recent
Progress in Hormone Research 78, 41 (1961), f*™18-Corticotropin (ohne Ester-Gruppe) her-
gestellt haben.
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chromatography on silicagel, by electrophoresis on paper, by amino-acid analysis,
and by digestion of the total hydrolysate with L-amino-acid oxidase of snake venom.
The ACTH-activity displayed was 5-10 U/mg in the ¢n vitro assay of SAFFRAN &
ScHALLYY) and less than 1 USP-U/mg in the subcutaneous test according to SAYERS?)
(solution in 19, gelatin).

Organisch-Chemisches Institut der Universitdt Ziirich, und
Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
Pharmazeutische Abteilung

281. Fluoreszierende Stoffe aus Ephestia kithniella ZELLER
3. Mitteilung?)

Isolierung und Strukturen von Erythropterin, Ekapterin und
Lepidopterin
von M. Viscontini und H. Stierlin
(1. X. 62)

Nachdem bei fritheren Untersuchungen?) an Ephestia kithniella ZELLER (Mehl-
motte) das Vorkommen verschiedener Pterine nachgewiesen und vier dieser Pterine
als Xanthopterin, Isoxanthopterin, 2-Amino-6-hydroxy-pteridin (Hb;) und Bio-
pterin (Hb,) identifiziert werden konnten, erschien es in Fortsetzung dieser Ar-
beiten wiinschenswert, die iibrigen bisher in ihrer Struktur noch nicht aufgeklirten
Pterine zu untersuchen. Es handelt sich hauptsichlich um das bereits erwdhnte,
voraussichtlich mit Xanthopterin verwandte Pterin G,, sowie um eine in unserer
ersten Arbeit erwihnte orange-fluoreszierende Substanz. Damals wurde zur Iso-
lierung der Substanzen mit den ganzen Tieren gearbeitet, wir konnten aber in der
Zwischenzeit feststellen, dass die uns interessierenden Pterine in annehmbarer
Menge in den Kopfen der Mehlmotten vorkommen. Wir verwendeten daher in der
vorliegenden Arbeit die abgetrennten Kopfe, was den grossen Vorteil hat, dass bei
der Siulenchromatographie unerwiinschte Begleitstoffe wie Proteine, Lipide usw.
weitgehend fehlen.

Als tierisches Material wurden die schwarzbrauniugige Wildform a* und die rot-
dugige Mutante a von Ephestia kihniella verwendet. Beide Stimme wurden uns
in sehr freundlicher Weise von Herrn Prof. A. KUuN, Max-PrLaxck-Institut fiir
Biologie, Tiibingen, tiberlassen.

Zunichst priiften wir mit Hilfe der iiblichen zweidimensionalen Papierchromato-
graphie das genaue Muster der in den Ephestia-Kopfen vorhandenen fluoreszierenden
Substanzen nach.

Bei der Verwendung ammoniakhaltiger Laufmittel stellte sich heraus, dass
Ephestia-Pterine wihrend der Aufarbeitung teilweise zersetzt werden; es wurde

1) Vorldaufige Mitteilung: M. ViscoNTint & H. STierLIN, Helv, 44, 1783 (1961).
2) M. ViscoNTIinI, A. KUHEN & A. EGELHAAF, Z. Naturforsch. 775, 501 (1956).





