
1550 HELVETICA CHIMICA ACTA 

170. Synthese eines Tetracosapeptides mit hoher corticotroper 
Wirksamkeit : -24-Corti~otropin 

von R. Schwyzer und H. Kappeler 
(11. V. 1963) 

In vorlaufigen Mitteilungen l) haben wir uber die Synthese eines Tetracosapep- 
tides I berichtet, welches die (vom Aminoende her gezahlten) ersten 24 Aminosaure- 
reste des p-Corticotropins (ACTH) aus Schweinehypophysen enthdt. Wir haben 
inzwischen die Synthese mehrmals wiederholt und bestatigt und sind nun in der 
Lage, die chemischen und biologischen Eigenschaften der Verbindung und den 
Gang der Synthese in detaillierter Form bekanntzugeben. 

A. Chemische und biologische Eigenschaften 
j3-24-Corticotropin (Hexaacetat, I) wird aus der geschutzten Vorstufe I1 durch 

Abspaltung der Schutzgruppen mittels Trifluoressigsaure, Austausch der Trifluor- 
acetat- gegen Acetat-Ionen und Lyophilisieren der wasserigen Losung in reinster 
Form und in quantitativer Ausbeute erhalten. Keinigungsoperationen sind uber- 
fliissig. Die Verbindung ist sterisch einheitlich (alles-L-Form), [a]: = - 88,6 & 2" 
(c = 0,5 in 1-proz. Essigsaure). Sie ist in neutraler wasseriger Losung (z. B. wahrend 
20 Min. bei 120') chemisch und biologisch stabil. Mittels Amin~saurenanalyse~), 
Dunnschichtchromatographie und Hochspannungselektrophorese liessen sich keine 
Verunreinigungen nachweisen. 

Behandlung rnit Wasserstoffperoxid oxydiert den Schwefel des Methionins 
(No. 4) zur Sulfoxidstufe ; das entstandene Met-(0)4-p1-24-Cortic~tr~pin kann auf 
Dunnschicht-Chromatogrammen neben p1-24-Corticotropin gut nachgewiesen werden. 
Es zeigt keine ACTH-Wirkung. 

Die ACTH-Wirkung des synthetischen B1-24-Corticotropins (I) betragt im 
SAyE~s-Test~) 106 f 14 Einheiten pro mg5). Eine vergleichbare Wirkungsinten- 
sitat wird auch bei der intravenosen Applikation am Menschen (Parallelver- 

l) H. KAPPELER & R. SCHWYZER, Helv. 44,1136 (1961) ; R. SCHWYZER, Protides of thc Biological 
Fluids, S. 27 (Elsevier, Amsterdam, 1961). 

2, R. G. SHEPHERD, S. D. WILLSON, K. S. HOWARD, P. H. BELL, D. S .  DAVIBS, S. B. DAVIS, 
E. A. EIGNER & N. E. SHAKESPEARE, J. Amer. chem. SOC. 78,5067 (1956). 

3) In  freundlicher Weise von Herrn Dr. H. ZUBER nach der Methode von D. H. SPACKMAN, 
W. H. STEIN & S. MOORE, Analyt. Chemistry 30, 1190 (1958), auf einem Automaten der Fa. 
T ~ E N D E R  & H O B E I N ,  Miinchen, ausgefiihrt. 

4) M. A. SAYERS, G.  SAYERS & L. A. WOODBURY, Endocrinology 42, 379 (1948). 
6, In freundlicher Weise von Herrn Prof. Dr. W. SCHULER ausgefuhrt: Vergleich nach dcr Vor- 

schrift der Pharmakopoe der Vereinigten Staaten von Amerika, subkutane Applikation in 
Gegenwart von Gelatine, rnit einem Praparat der Fa. WILSON & Co., Inc., Chicago, Ill., mit 
95 USP-Einheiten pro mg, sowie rnit dem 3. internat. ACTH-Standardlo). Nach Hitzesterili- 
sation (20 Min., 120') und nach Lyophilisieren in Gegenwart von inaktiven Tragermaterialien 
wurden meist hdhere Werte gefunden. z.B. 225 f 50 E/mg; Grund nach unbekannt (Kon- 
formationsanderung ?) .  
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suche mit Handelspraparaten, die ca. 30 Einheiten pro mg besitzen) gefunden*). 
Im Test in vitro nach SAFFRAN et aL9) wurden ca. 110 ACTH-Einheiten pro mg 
gefunden lo). 

Die Wirkung auf die Melanophoren der Froschhaut in vitroll) betragt ca. 1-2 x los  
MSH-Einheiten pro g .  

B. Anlage der Synthese 

Corticotropin, sondern ganz besonders auch in der Entwicklung neuer, allgemein 
anwendbarer, rationeller Methoden der Peptidsynthesen. Diese haben sich denn auch, 
wie envartet, zur Synthese venvandter Hypophysenhormone, a-Melanotropin (a- 
MSH) 12) und p-Melanotropin (/3-MSH) Is), ausgezeichnet bewahrt. Neuerdings haben 
sie auch die Synthese der gesamten Kette des ACTH (39 Reste) e rmog l i~h t l~~) .  Sie 
sind unveriindert auch von andern Arbeitsgruppen iibernommen worden 14). 

Die eindeutige, reproduzierbare Synthese eines solchen Peptides bietet ganz 
erhebliche chemische Schwierigkeiten, die in diesem speziellen Falle - abgesehen 
von der Grosse der Molekel (Molgewicht = 3294) - durch die Anwesenheit von drei 
Arginin-, vier Lysin-, einem Histidin-, einem Glutaminsaure-, einem Tryptophan-, 
einem Methionin- und zwei Serin-Resten noch vergrossert werden. 

Im Planungsstadium galt es insbesondere, drei Problemkomplexe zu beriick- 
sichtigen : das Schutzgruppenproblem, die Unterteilung der Tetracosapeptid- 
Sequenz in Untereinheiten, welche als Basis fur Zwischenprodukte dienen konnen, 
und die Wahl geeigneter Kondensationsmethoden. 

1) Das Schutzgru~penproblem: Im Jahre 1956 berichteten BOISSONNAS & Mit- 
arbeiter 15) iiber die Synthese eines B1-ao-Corticotropin-esters, welcher (nach ihren 
eigenen Angaben) noch sehr unrein war (2-3y0 der erwarteten biologischen Ak- 
tivitat). Drei Jahre spater wurde aus demselben Arbeitskreise 16) eine Synthese des 
a-Melanotropins publiziert. Bei beiden Synthesen war Carbobenzoxy- als Amino- 
Schutzgruppe gewahlt worden. Die Entfernung in der letzten Synthesestufe verur- 
sachte ausserordentliche Schwierigkeiten, da wegen des Methionin-Schwefels eine 
Hydrierung ausgeschlossen war. Die Spaltung mit HBr in Eisessig zerstort aber 

Unser Ziel bestand nicht nur in der Herstellung des Tetracosapeptides 

Private Mitteilungen von Prof. MACH, Genf, und P.-D. Dr. WALSER, Basel; vgl. auch die ent- 
sprechenden Mitteilungen am Schweiz. Internistenkongress in Bern am 11. Mai 1963. 
M. SAFFRAN, A. V. SCHALLY & B. G. BENFEY, Endocrinology 57,399 (1957). 
In freundlicher Weise von Frau Dr. B. SCHAR bestimmt, vgl. W. SCHULER. B. SCHAR & P. 
DESAULLES, Schweiz. Med. Wschr. (im Druck) 1963. 
In freundlicher Weise von Herrn Dr. P. DESAULLES und von Prof. A. B. LERNER nach K. SHI- 
ZUME, A. €3. LERNER & T. B. FITZPATRICK, Endocrinology 54, 553 (1954), bestimmt. 
a) R. SCHWYZER, A.  COSTOPANAGIOTIS & P. SIEBER, Chimia 16, 295 (1962); b) Helv. 46, 870 
(1963). 
R. SCHWYZER, B. ISELIN, H. KAPPELER, B. RINIKER, W. RITTEL & H. ZUBER, Helv. 46, im 
Druck (19631. 

I ,  

13a) R. SCHWYZER & P. SIEBER, Mitt. an den VII. Giornate Biochimiche Latine, S. Margherita 
Ligure, 25. Mai 1963; Nature 199, im Druck (1963). 

14) Vgl. z.B. K. STURM, R. GEIGER & W. SIEDEL, Chem. Ber. 96, 609 (1963); K. HOFMANN, 
R. D. WELLS, H. YAJIMA & J. ROSENTHALER, J. Amer. chem. SOC. 85, 1546 (1963). 

15) R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, J.-P. WALLER & P.-A. JAQUENOUD, Experientia 12, 446 
(1956). 

la) ST. GUTTMANN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 42,1257 (1959). 
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einen Teil des Tryptophans 17) und produziert (aus der Carbobenzoxygruppe) Benzyl- 
bromid-Molekeln, bzw. Benzyl-Kationen, die auf Methionin-Schwefel la), auf den 
Benzolring des Tyrosinsln) und vermutlich auch auf den Imidazolring des Histidins 
alkylierend wirken. 

Im Jahre 1959 berichteten wir uber ein geschutztes Octadecapeptid mit der 
Aminosauresequenz des Rinder-/?-melanotropins, welches zum Schutze von Amino- 
gruppen rnit Carbobenzoxy- und Tosyl-, zum Schutze von Carboxylgruppen mit 
Amid- und Methylester-Gruppen ausgestattet war 20) .  Schon beim Versuche, durch 
alkalische oder saure Verseifung die Carboxylgruppen freizulegen, wurden unter 
allen Bedingungen viele Nebenprodukte erhalten. Ebenso komplex verlief die Reak- 
tion mit Natrium in flussigem Ammoniak, welche die Carbobenzoxy- und die beiden 
Toluolsulfonyl-Gruppen hatte entfernen sollen. 

khnliche Erfahrungen wurden von HOFMANN et aLZ1) mit einem synthetischen 
NE-Toluolsulfonyl-Derivat des a-Melanotropins gemacht : auch hier konnte die 
Schutzgruppe nicht ohne Zerstorung der biologischen Aktivitat entfernt werden. 

Trotz diesen schlechten Aussichten, welche unsere Arbeitsgruppe und diejenige 
von HOFMANN bewogen, nach neuen Losungen des Problems zu suchen, haben LI 
et a1.22) die Synthese des /?1-19-Corticotropins mit Toluolsulfonyl-Schutzgruppen ver- 
sucht. Neben dem langer bekannten N"-Toluolsulfonyl-L-lysin 23) wurde dabei das 
N"-Tosyl-arginin 24) verwendet (dieses Reagens bewahrt sich ausgezeichnet in Fallen, 
bei denen eine Behandlung mit Natrium in flussigem Ammoniak nichts schadet, 
z. B. bei Synthesen des Bradykinins25), des KallidinsZ6) und des Arginin-Vaso- 
pressinsZ7)). Die letzte Stufe der Synthese verlief denn auch rnit sehr schlechter 
Ausbeute (2-3:/,) 28), was die Erfahrungen rnit a- und p-Melanotropin bestatigt. 

Auf der Suche nach geeigneteren Schutzgruppen fur die Seitenkettenfunktion 
stellten HOFMANN et aZ.Zn) vorerst das NE-Formyl-L-lysin dar. Damit bauten sie ein 
Derivat des E-Melanotropins auf, das Glu(NHJ5, Lys(FOR)Il-a-Melanotropin 21). 
Durch Behandlung mit Saure liess sich die Verbindung jedoch nicht in cr-Melano- 
tropin uberfiihren 30) : die Acetylamido-Gruppe (aus Serl) wurde gleichzeitig rnit der 
Formylll- und der Carbonamid6-Gruppe hydrolysiert (wohl wegen eines Nachbar- 

D. M. THEODOROPOULOS & J.  S. FRUTON, Biochemistry 7, 933 (1962). 
Vgl. B. ISELIN, Helv. 44, 61 (19Gl). 
B. ISELIN, Helv. 45, 1510 (1962). 
R. SCHWYZER, H. KAPPELER, B. ISELIN. W. RITTEL & H. ZUBER, Helv. 42,1702 (1959). 
K. HOFMANN, H. YAJIMA & E. T. SCHWARTZ, J. Amer. chem. SOC. 82, 3732 (1960). 
C. H. LI, J .  MEIENHOFER, E. SCHNABEL, D. CHUNG, T.-B. Lo & J. RAMACHANDRAN, J. Amer. 
chem. SOC. 82, 5760 (1960); 83,4449 (1961). 
R. ROESKE, F. H. C. STEWART, R. J STEDMAN & V. DU VIGNEAUD, J .  Amer. chem. SOC. 78, 
5883 (1956). 
R. SCHWYZER & C. H. LI, Nature 782,1669 (1958). 
ST. GUTTMANN, J .  PLESS & R. A. BOISSONNAS, Helv. 45, 170 (1962). 
J .  PLESS, E. STURMER, ST. GUTTMANN & R. A .  BOISSONNAS, Helv. 45, 394 (1962). 
R. L. HUGUENIN & R. A. BOISSONNAS, Helv. 45, 2707 (1962); R. 0. STUDER, Helv. 46, 421 
(1963). 
Personliche Mitteilung von C. H. LI und Mitarbeitern. 
K. HOFMANN, E. STUTZ, G. SPUHLER, H. YAJIMA & E. T. SCHWARTZ, J. Amer. chem. SOC. 82, 
3727 (1960). 
I(. HOFMANN & H. YAJIMA, J.  .4mer. chem. SOC. 83,2289 (1961). 
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Effektes des Serl-Hydroxyls). Diese Beobachtung der Unselektivitat der Spaltung 
von N"-Acetyl-serin, W-Formyl-lysin und von Glutamin in peptidischer Bindung 
fuhrte zur Verwendung dieser Kombination bei cler Synthese von p1 - 23-Corti~o- 
tropin 31), ~~-~0-Corticotropin-Val2~-amid 32) und /3-1R-Corticotropin 33). In den letzten 
Synthesestufen wurden die Schutzgruppen mit 0 , 5 ~  HC1 (looo, 80 Min.) entfernt, 
wobei nach Trennung von den Nebenprodukten etwa 20-30 Prozent des gewunschten 
Peptides erhalten wurden. 

Nachdem wir uns, unabhangig von HOFMANN, in Vorversuclien iiberzeugt hat- 
ten 34), dass die Formylgruppe in komplizierten Fallen auch gegenuber der Peptid- 
bindung nicht die gewunschte Selektivitat aufweist, befassten wir uns mit Schutz- 
gruppen, die sich von t-Butanol ableiten. Bei kleincn Peptiden war der Gebrauch der 
t-Butoxycarbonyl (=I3OC-)-Gr~ppe~~) und der t-Butylester (=OR~' ) -Gruppe~~)  zum 
Schutze von u-Amino- und a-Carboxylfunktion bekannt. ifber die Verwendbarkeit 
bei hohern Peptiden und insbesondere zum Schutze von Amino- und Carboxyl- 
Funktionen in Seitenketten lagen aber keine Beobachtungen vor. 

Als Erstes stellen wir uns deshalb die drei Schliisselderivate N'-f-Butaxycarbonyl- 
L-lysin (111) 37), r~-Glutaminiaure-y-t-hutylest~r (IV) l) und r,-Asparafiiniaiure-P- 
t-butylester (V) 38) her. 

TTI I L' 

Es erwies sich, dsss die Schutzgruppen durch schonende Behandlung init Sauren 
(Trifluoressigsaure, HC1 in Methanol und andern LRsungsmitteln etc.) leicht entfernt 

31)  I<. HOFMANN, H. YAJIMA, TEH-YUNG LIU & N. YANAIHARA, J.  Amcr. chcm. SOC. 84, 4475 
(1962). 

32) I<. HOFMANN, H. YAJIMA, TEH-YUNG LIU, N. YANAIHARA, CH. YANAIH,ARA & J. L. HUMISS, 
J.  Amer. chem. SOC. 84, 4481 (1962). 

33) K. HOFMANN, N. YANAIHARA, S. LANUE & H. YAJl>lA. J. Amcr. chem. SOC. 84, 4470 (1062). 
l') Unveroffentlichtc Arbeiten mit P. SIEHER (1958). 
15) L. A. C.%RPINO, J. Amer. chcm. SOC. 79, 4427 (1 957) ; F. C .  McKav & N. I;. ALRERTSON, zh%d. 

79, 4686 (1957); G. W. ANDERSON & A.  C. MCGREGOR, ibid.  79, 6180 (19.57); K. SCHWYZEK, 
P. SIEBER & H. KAPPELER, Helv. 42, 2622 (1959). 
K. W. ROESKE, Chemistry & Tncl. 7959, 11.21; E. TASCHNER, B. LIBERECK, C. WASIBLEWSRI 

& j. BIERNAT, Angcw. Chem. 71, 743 (1959); E. TASCHNEK, A. C H I M I A K ,  B. HATOK &'r. SOKO- 

LOWSKA, COIL czechoslov. chem. Commun. 27, 2234 (1062) ; E. TASCHNLR, A. CHIMIAK, J. I:. 
RIERNAT & C. WASIELEWSKI, ihid. 27, 2237; G. \V. 'ARDKRSON & T:. M. CALLAHAN, J .  Amcr. 
chem. SOC. 82, 3359 (1960). 

37) K. SCHWYZER & W. RITTEL, Hclv. 4.1, 159 (1961). 
R8) R.  SCHWYZER K. H, DI~TTNICH, Hclv. 4.1, 200.3 (1061). 
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werden konnen, ohne dass dabei empfindliche Aminosaurereste (Serin, Tryptophan, 
Methionin etc.) geschadigt werden37) : 

H(+l 

\ 
OH CH, 

C=CH, + H(+) 
y/, C H 3 p  I 

K-C--O--C--CH2-H t-- R-C=O + 
I CH3” c H, 

Besonders ihre Selektivitat in Kombination mit andern Schutzgruppen machte 
sie fur unsere Zwecke geeignet. Einige der von uns ausprobierten Kombinations- 
moglichkeiten sind in der Tabelle 1 aufgefiihst 89) : 

Tabelle 1. SchutzgrzLp~,enkomb.inationen 
+ bedcutet Entfernung mit dem betr. Reagens; 0 bedeutet unerwiinschte Rcaktioncn anderer Art 

o +  + 
Phthalyl- (PHT) 
Methylestcr 
l-Butylester (-0Rul) + 
t-Butoxycarbonyl (BOC-) + +  
Triphenylmethyl (TRI-) + + +  
Carbobenzoxy (2-) 
p-Phenylazo-carbobcnzoxy (PZ-) 
Nitro (Guanidinogruppe des Arginins) 

0 

Wir setzten uns in der Folge zum Ziele, das geschutzte Tetracosapeptid-Derivat I1 
moglichst rein herzustellen. Als das gelungen war, zeigte es sich, dass sich alle 
Schutzgruppen quantitativ und ohne Bildung von Nebenprodukten irgenclwelcher 
Art mit 90-proz. Trifluoressigsaure bei Zimmertemperatur abspalten lassen, wodurch 
sich sogar eine besondere Reinigung des Endproduktes eriibrigt 40). 

2) D i e  Unterteilumg der Pe;btidkette und die Wahl der Kolzdensationsmethoden. 
Diese beiden Probleme sind eng miteinander verflochten. Die meisten Methoden zur 
Kniipfung der Peptidbindung verursachen eine teilweise Racemisierung des inter- 

s$) Die Selektivitat der Abspaltung der Nu-BOC-Gruppc vor der /3- und y-t-Butylester-Gruppc 
wurde von H. DIETRICH am (noch unveroffentlichten) Beispiel dcs BOC. Phe-phc-Asp(0But)- 
Glu(0Bu‘) . OCH,, dessen Scquenz im Tyrocidin A enthalten ist, demonstricrt. Mit verdiinnter 
HC1 in Methanol odcr t-Butanol wird zuerst die BOC-Gruppc abgespalten. 

40) Die neuen Seitenkcttenschutzgruppen haben wir bisher zur Synthese von G I U ( N H ~ ) ~ - P ~ - ~ ~ -  
Corticotropin (R. SCHWYZER. W. HITTEL, H. KAPPELER & B. ISELIN, Angem. Chem. 72, 915 
[1960]), bl-la-Corticotropin-Lys’s-methylcster (R. SCHWYZER, W. RITTEL & A. COSTOPANA- 
GIOTIS, Helv. 45, 2473 [1962]), A~-Ser~-/3~-~~~-Cort icotropin (unvcrbffentlichte Arbeit mit 
ANTIGONE COSTOPANAGIOTIS ; A ~ - S e r ~ - ~ ~ - ~ ~ - C o r t i c o t r o p i n  bcsitzt ca. 1 x lo9 MSH-Einheiten 
pro g, etwa 10 x soviel wie /?1-24-Corticotropin, und ca 10-20 ACTH-Einheitcn pro mg, also 
5-10 x weniger als das nicht acetylicrte Produkt), a-Melanotropin 12), P-Melan~tropin’~) untl 
/l-Corticotropin13a) herangezogen. 
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mediar aktivierten Carbonsaurerestes (mit Ausnahme des - optisch inaktiven - 
Glycin-Restes und des Prolin-Restes, welcher in dieser Hinsicht stabiler ist) *l) : 

H. ,R H... ,R H... ,R 
X-NH~-COOH + H,NR’ __+ XNHLC-CO-NHR’ + XNH~C-CO-NHRJ 

Einzig die CuRTIus’sche Azidmethode 42) scheint eine Ausnahme zu machen ; 
allerdings lauft man bei ihrer Anwendung auf langsame Reaktionen (bei sterischer 
Hinderung der Amino- und Carboxyl-Komponenten) die Gefahr, dass CumIus-Urn- 
lagerung eintritt mit nachfolgender Bildung von Harnstoffderivaten, die von dem 
erwiinschten Peptid oft nur schwer zu trennen sindd3) : 

H.. ,R -N, H... ,R H,NR’ H-.. ,R 
XNH’C-CO-N, __* XNH;C-N=C=O -- XNH~C-NHCONH-R’ 

Ausnahmen sind ferner Na-Alkoxy- (oder Aryloxy-)-carbonyl-, Nu-Toluolsulfonyl- 
und Nu-Trityl-Derivate von Aminosauren ; solche Derivate konnen ohne Racemi- 
sierungsgefahr zur Reaktion gebracht werden. Daraus ergeben sich gewisse Vorteile 
eines stufenweisen Aufbaus von Peptidketten (Angliederung einer Aminosaure nach 
der andern) 44). 

+ B-c- 

- C 

Schema 1. Untertetlung der Tetracosapeptidsequenz in synthetzsche U?ztereznheaten 

A E C D 

1 Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-€’he-Arg-TryGly I Lys-Pro-Val-Gl y 1 Lys-Lys- Arg-Arg-Pro I Val-Lys-Val-Tyr-Pro I 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

t r t 
Dicyclohexyl-carbodiimid Azid-Methode , Anhydrid-Methode 

I Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phc-Arg-Try-tily I 
1 2  3 4 5 6 7 8 9 10 

L - P r o  -Val-Cly I 
11 12 13 14 

bys-Lys- Arg- Arg-Pro I 
15 16 17 18 19 

- I Val-Lys -Val-Tyr-Pro I 
20 21 22 23 24 
-- 

+ B-C-D 
D 

Vgl. als neuesten Beitrag zu diesem Probleme: 1;. WEYGAND, A. PROX, L. SCHMIDHAMMER & 
W. KONIG, Angcw. Chem. 75, 282 (1963). 
TH. CURTIUS, Ber. deutsch. chem. Ges. 35, 3226 (1902). 
R. SCHWYZER & H. KAPPELER. Helv. 44, 1991 (1961). wo die Umlagerung 1R.-spektroskopisch 
verfolgt wird, vgl. 18). 
R. A. BOISSONNAS, ST. GUTTMANN, P. A. JAQUENOUD & J. P. WALLER, Helv. 38, 1491 (1955) ; 
vgl. M. RODANSZKY & V. DU VIGNEAUD, Nature 183, 1324 (1959). 
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Unter gewissen Umstanden kann jedoch bei der Synthese kleinerer Peptide eine 
Racemisierung in Kauf genommen werden, dann namlich, wenn sich das uner- 
wunschte Diastereomere leicht erkennen und abtrennen lasst und racemisierungs- 
freie Methoden keine bessern Ausbeuten liefern45). 

Unter Beriicksichtigung dieser Gegebenheiten schien es uns vorteilhaft, vorerst 
geschutzte Derivate von vier kleinern, sterisch einheitlichen Peptiden (A, B, C und D) 
mit carboxylendstandigem Glycin, bzw. Prolin, aufzubauen. Bei der Zusammen- 
fassung dieser Einheiten zu grosscrn Zwischenprodukten und schliesslich zum ge- 
schiitzten Tetracosapeptid I1 liessen sich dann irgendwelche geeignet erscheinende 
Kondensationsmethoden anwenden, ohne dass man Racemisierung befurchten 
musste. In  der Praxis bewahrte sich die Unterteilung und Zusammenfassung nach 
Schema 1 (S. 1557). 

C .  Ausfiihrung der Synthese 
Zur Umsetzung unserer oben entwickelten Absichten (Synthese des geschutzten 

Tetracosapeptids 11, Unterteilung der Sequenz nach Schema 1, Verwendung von 
Schutzgruppen-Kombinationen It. Tabelle 1) in die Praxis synthetisierten wir die 
im Schema 2 angegebenen Zwischenprodukte. Sowohl die Derivate des ,PIO-Corti- 
cotropins (VI) 43) und des ,811-24-Corticotropins (IX), die beiden wichtigsten Vor- 
laufer des geschutzten ~1-24-Corticotropins (11) , kristallisierten, was ihre Brauch- 
barkeit ungernein erhohte. Die Kristallisationstendenz des Tetradecapeptid-Deri- 
vates IX scheint von der farbigen $-Phenylazo-benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe 46) 

begunstigt zu werden. Die Ibslichkeitseigenschaften aller dieser Zwischenprodukte, 
die ja von den Schutzgruppen wesentlich mitbestimmt werden, erwiesen sich bei 
allen Reaktionen als sehr gunstig. 

1) Derivate der Untereinkeiten A ,  B,  C und D: Eine detaillierte Publikation iiber 
die Synthese des Decapeptidderivates (VI, entsprechend A) liegt bereits V O ~ ~ ~ )  4') ; 
die Synthese ist neuerdings mit geringfiigigen Anderungen wiederholt worden 48), 

Die Peptidsequenz B lag in geeigneter Form als PZ. Lys(B0C)-Pro-Val-Gly . 
OC,H, (XIX) ~ 0 , ~ ~ ) .  Ober die Synthese des Pentapeptides B in Form des Derivates 
H - Val-Lys(B0C) -Val-Tyr-Pro . OBut (XXIV) publizicren wir separat 45). 

Fur die Sequenz C, die wir als TRI .Lys(BOC)-Lys(B0C)-Arg(N0,)-Arg(N0,)- 
Pro. OCH, (VII) einsetzen wollten, verfiigten wir bereits iiber Erfahrung, da wir 
den entsprechenden t-Rutylester fruher hergestellt hattend9). Der Gang der hier 
beschriebenen Synthese ist im Schema 3 aufgezeichnet ; er weicht von unserem 
fruhern Schema49) hauptsachlich in der Verwendung von Carbobenzoxy-nitro- 
arginin 50) anstelle von W-Trityl-Nw-nitro-arginin ab. Jenes wurde entweder mittels 

R. SCHWYZPR, B. RINIKER 82 H. IIAPPELER, IIelv. 46,1511 (1963). 
R. SCHWYZER, P. SIEBER Lk K. Z A T S K ~ ,  Helv. 41,491 (1958). 
Die spczifische Drehung von VI wurde neu bcstimmt und betragt [uID = - 18,8 1" (c = 1, 
Dimethylformamid). Der Untcrschied ist vermutlich auf die Qualitat des venvendeten Di- 
methylformamids zuriickzufuhrcn; in  Lit. 48) wurdc ebenfalls der niedrigere Wcrt gefunden. 
R. GEIGER, I<. SruRM & M7. SIEDEL, Chem. Ker. 96, 1080 (1963). 
'VV. RITTEL, Hclv. 45, 2465 (1962); vgl. R. SCHWYZER, W. KITTEL, H. KAPPRLER & R. ISELIN, 
Angew. Chem. 72, 915 (1960). 
Bctreffend dic Herstellung einfachcr Aminosaurederivatc sei auf tlas Werk von J.  P. GREEN- 
STEIN & M. WINITZ, ((Chemistry of thc Amino Rcidsa (John Wiley & Sons, Inc., 1961), hin- 
gewiesen. 
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der Methode der gemischten Anhydride 51) oder mittels DicyclohexyLcarbodiimid52) 
mit Prolin-methylester zu Carbobenzoxy-nitro-L-arginyl-L-prolin-methylester (X)53) 
kondensiert. Abspaltung des Carbobenzoxyrestes aus X und Reaktion mit einer 
weitern Molekel Z. Arg(N0,) .OH ergab das kristallisierte, geschiitzte Tripeptid XIII,  
welches infolge des stufenweisen Aufbaues als sterisch einheitlich (L-L-L) anzusehen 
ist. Die Abspaltung der Carbobenzoxygruppe wurde wieder rnit HRr in Eisessig54) 
vorgenommen. Nach Entfernung von HRr mittels eines Ionenaustauschers in der 
OH(-)-Form wurde das erhaltene Tripeptid-Derivat rnit TRI-Lys(B0C)-Lys(B0C) * 
OH (XV) 37) nach zwei Methoden umgesetzt : Kondensation rnit Dicyclohexyl- 
carbodiimid lieferte 64%, diejenige mit N-~thyl-5-phenyl-isoxazonium-3'-sul- 
fonat 55) ergab 81 yo des festen, aber amorphen Pentapeptidderivates VII. Umfallen 
aus Aceton-Ather entfernte offenbar die bei beiden Reaktionen erwartete Beimengung 
des diastereomeren TRI-Lys(B0C)-lys(B0C)-Arg(N0,)-Arg(NO,)-Pro.OCH, (L-D- 
L-L-L), denn das Produkt wurde (nach Entfernung der beiden BOC-Gruppen) rnit 
Trypsin zwischen Lys16 und Arg(N0,)18 vollstandig gespalten, was in Anbetracht 
der Stereospezifitat der Enzymreaktion beim (L-r+L-L-L)-Isomeren nicht der Fall 
gewesen ware. Das Pentapeptidderivat VII ist also sterisch einheitlich. 

2)  Syntkese des geschutzten Tetradecapeptid-Derivates I X  iiber das Nonapefitid- 
Derivat V I I I ,  Schema 4: Aus dem Tetrapeptid-Derivat XIX 37) wurde das kristalli- 
sierte Saurehydrazid XX hergestellt, um es (via Saureazid) rnit dem Pentapeptid- 
Derivat XXI kondensieren zu konnen. Letzteres wurde durch selektive Abspaltung 
des N"-Tritylrestes aus VII mittels Essigsaure 37) gewonnen. Diese Reaktionen ver- 
liefen ohne besondere Schwierigkeiten ; das farbige Nonapeptid-Derivat XXII 
wurde aus Acetonitril kristallisiert und u. a. mittels Diinnschichtchromatographie 
und Ultraviolettabsorption charakterisiert. Die Verseifung zu VIII verlief erstaun- 
lich schnell (Prolinester sind oft schwer zu verseifen). Dieses Zwischenprodukt 
wurde nochmals auf sterische Einheitlichkeit gepriift : Totalhydrolyse und enzy- 
matische Oxydation der entstandenen Aminosauren 56) ergab, dass alle Aminosauren 
zu mindestens 99y4 die L-Konfiguration aufweisen (Pro und Gly wurden naturlich 
nicht oxydiert) . 

Das kristallisierte Pentapeptid-Derivat XXIII  (entsprechend D) wurde durch 
katalytische Hydrierung von der Carbobenzoxygruppe befreit 45). Umsatz des ent- 
standenen Peptid-Derivats mit freier a-Aminogruppe mit dem gemischten Anhydrid 
aus VIII und Kohlensaure-athylester ergab das geschutzte p11-24-Corticotropin (IX) , 
welches aus Acetonitril kristallisiert wurde (Ausbeute 80%). 

61) K. A. ROISSONNAS, I-Ielv. 34, 874 (1951) ; TH. WIELAND & €I. BERNHARD, liebigs Ann. Chem. 

5B) J. C. SHEEHAN & G. P. HESS, J .  Amer. chcm. SOC. 77, 1067 (1955). 
53) Die Verbindung wurde unabhangig von uns von H. GIBIAN & E. SCHRODER, Licbigs Ann. 

Chem. 642, 145 (1961), beschriebcn: Smp. 159-160°, [ a ] ~  = -53,O" (c = 2, Mcthanol). Diese 
Autorcn kondensierten Z .  Arg(N0,). OH mit H . Pro * OCH, in Tetrahydrofuran-Dimethyl- 
formamid mittels Dicyclohcxyl-carbodiimicl. 

54) D. BEN-ISHAI & A. BERGER, J. org. Chemistry 17, 1564 (1952). 
56) R. 13. WOODWARD & R. A. OLOFSON, J .  Amer. chem. Soc. 83, 1007 (1961); R. B. WOODWARD, 

R. A. OLOFSON & H. MAYER, J .  Amer. chem. SOC. 83, 1010 (1961). 
56) H. RINIKER & R. SCHWYZER, Hclv. 44,658 (1961). 

572, 190 (1951). 
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3)  I)ic Endstufen der Synthese (Schema 5): Wir beabsichtigen, den Nitro-Schutz 
der Arginin-Guanidogruppen, nachdem wir ihn durch spezielle Massnahmen bis 
hieher erhalten liatten (Abspaltung von Carbobenzoxy aus dem Tripeptid-Derivat 
XI11 mittels HBr, Einfuhrung der N'*-Tritylgruppe in das Pentapeptid-Derivat VII 
mittels XV, damit die cc-Aminogruppe trotz Gegenwart von Nitro- und BOC- selek- 
tiv freigclegt werden konnte), nun gleichzeitig mit dem #-Phenylazo-benzyloxy- 
carbonyl-Rest durch Hydrierung zu entfernen. Bei tier hydrierenden Spaltung von 
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Nitrogruppen muss man unter sauren Bedingungen arbeiten, um die Entstehung 
von Nu'-Amino-arginin zu verhindern 57). Wir arbeiteten in 90-proz. Essigsiiure, in 
der die N"-BOC-Gruppen der vier Lysinreste noch genugend stabil sind. Zur lion- 
trolle der Reaktion setzten wir eine Probe des Reaktionsproduktes mit 2,4-Dinitro- 
fluorbenzol um und hydrolysierten das Produkt mit Salzsaure. Es war nur eine 
Dinitrophenylaminosaure nachweisbar und zwar N"-Mono-dinitrophenyl-lysin. Das 
Hydrierungsprodukt besitzt also die Struktur XXV (als Triacetat), bei der nur die 
a-Aminogruppe in freier Form vorhanden ist. Eine ganz unbedeutende, auf Dunn- 
schicht-Chromatogrammen erkennbare Verunreinigung wurde durch Chromato- 
graphie an Carboxymethylcellulose 58) entfernt. Das gereinigte Produkt zcigte die 
richtigc Aniinosaurezusammensetzung. Da die Acetat-Anionen unter den Bedin- 
gungen der nachsten Stufe acetylierend wirken wiirden (CHJOOH + Dicyclohexyl- 
carbodiimid), mussten sie durch Anionen einer starkern Saure ersetzt werden. Dies 
gelang, ohne die ROC-Gruppen anzugreifen, durch Behandlung rnit der aquivalenten 
Menge Toluolsulfosaure in Pyridin ; beim Eindampfen verfliichtigte sich das ent- 
standene Pyridinium-acetat. Die Elementsranalyse stimmt auf die Struktur XXV. 

Die Kondensation dieses Tetradecapeptid-Derivates XXV rnit dem Decapeptid- 
Derivat VI  erfolgte in absolutem Pyridin mittels Dicyclohexyl-carbodiimid. Nach 
ciner Reaktionszeit von drei Tagen wurden im Reaktionsgemisch die Tosylat-Ionen 
gegen Acetat-Ionen ausgetauscht. hfultiplikative Verteilung iiber 400 Stufen in cinem 
Gemisch aus CCl,, CHCI,, Methanol und Ammoniumacetat-Puffer fuhrte zum 
reinen, geschiitzten /3-24-Corticotropin (11). Zur Reinigung bewahrt sich auch 
Chromatographie an Carboxymethylcellulose. Wir haben die Erfahrung gemacht 59), 

dass Polykationen rnit Schutzgruppen (die in wasserigen Pufferlosungen zu schwer 
loslich sind) sich in 50-proz. t-Rutanol unter Zusatz steigender Mengen von Essig- 
saure sehr gut an Carboxymethylcellulose und Carboxymethyl-SEPHADEx@ chromato- 
graphieren lassen. Die Charakterisierung und Reinheitsprufung eriolgte ferner durch 
UV.-Absorptionsspektrographie, Aminosaureanalyse und Diinnschichtchromato- 
grapliie. 

Aus eincm derart gereinigten Tetracosapeptid-Derivat I1 l a s t  sich durch ein- 
faches Losen in 90-proz. Trifluoressigsaure, gefolgt vum Austausch der Trifluor- 
acetat-Ionen ein Praparat von /3-24-Corticotropin (Hexaacetat, I) in sozusagcii 
quantitativer Ausbeute gewinnen, in welchem keine Verunreinigungen nachgc- 
wiesen werden konnen (Elektrophorese in drei Puffersystemen, Dunnschicht- 
Chromatographie). Nach dem Aufbau ist die Verbindung sterisch cinheitlich ; die 
Aminosaureanalyse gibt die erwarteten Werte59a), 

57) Vgl. CLAUDE GROS, M. PRIVAT DE GARILHE, ~ N I T G ~ N K  CosroIJ.w2\(;IwrIs 8z I<. SCIIWYZLR, 
Hclv. 44, 2042 (1961). 

5 8 )  E. A.  PETERSON I% H. A. SOBER, J. Anier. chcni. SOC. 7S, 751 (195G). 
5D) Zusammen mit P. SIEBER. 
59a) Bei einselnen F'raparationen, clcrcn geschiitzte Vorstufc niclit absolut rein war, lisss sich irn 

Diinnschichtchromatogramm auf AI,O, (U.4) eine klcine, schnellcr wandernde Verunrcinigung 
(ca. 5 yo) nachweisen, die sich durch multiplikativc Verteilung (sec-Butanol/0,5-proz. Trichlor- 
cssigsaure) von I abtrennen laisst. Sie unterschcidet sich von I ausserdcm durch die spez. 
Drehung: [ G C ] ~  = - 80,2" (c = 1 in 1-proz. Essigsaure), nicht abcr durch Hochspannungs- 
clektrophorese (bei versch. pKWerten), CJV.-Absorptionsspektrum und Aininosaurcnanalyse. 
Wir werdcn die Verbindung chemisch und biologisch weitcr untersuchen. 
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1 56b HELVETICA CHIMICA ACTA 

Die Oxydation rnit H202 ergab das Methionin-sulfoxid-Analoge des p1-24-Corti- 
cotropins, welches dunnschichtchromatographisch neben p1-24-Corticotropin gut 
mchweisbar ist. Es kann rnit Thioglykolsiiure wieder reduziert werden. Offenbar 
ist bci der multiplikativen Vcrteilung keine Osydation des geschutzten Tetracosa- 
peptids eingetreten, was sonst bei Verwendung ublicher, butanolhaltiger Systeme 
fast immer der Fall ist 60) : neben der grossen Anpassungsfahigkeit bezuglich der 
Vcrteilungskonstante ist das ein grosser Vorteil der von uns immer wieder ver- 
wentleten, chloroform- und methanolhaltigen Systemen 61). 

Experimenteller Teil 
The Smp. sind in der Kapillarc im Sinp.-Apprat nach Dr. TOTTOLI (Firma W. BUCHI, Flawil) 

Ix~stimmt und niclit korrigiert. (( fhlichc Aufar1)aitungr bedeutet Aufnehmen in einem in Wasscr 
schwcrloslichen organischcn Losungsmittcl uncl Waschen mit verd. Saure, Wasser, verd. Alkali, 
Wasser, Trocknen mit Natriumsulfat, Eindampfen im Vakuum im Rotationsverclampfer (org. 
I.m., Saurc und Alkali werden jewcils spezifiziert). 

I~osungsmittel fiir Pnpicrchromatographic (PC) untl ~iinnschichtchromatographie (Zahlen- 
angaben = Volumentcile, wo nichts ancleres angcgeben) : 
45 : spc-Butanol, 3-proz. Ammoniak (I00 : 44) 
4s : $9-Hutanol, .4ccton, I)i%thylamin, H,() (100 : 100 : 20 : 50) 
40: sec-Uutanol, iso-Propanol, Triathylamin, Vcronal, II,O (100 ml: 10 ml:O,2 ml: 1,8 g : 6 0  ml). 

5 2 :  w h t a n o l ,  Eisessig, H,C) (1OO:lO: 30, t1.h. gcratlc mit H,O gesattigt) 
54 : sec-Uutanol, iso-I'ropanol, Chloressigsiure, H,O (70 nd : I 0  ml : 3 g : 40 ml) 
S7 : ;so-Propanol, Amcisensaurc, H,O (400 : 20 : 100) 
100 : Essigcster, .Pyridin, Eisessig, H,O (60 : 20: 6 : 3 1 ) 
1 0 1  : 1-z-Uutano1, Pyridin, Eisessig, H,O (30: 20 : 6 :  24) 

Tiicsclgcl G, I).% =: Aluminiumoxid G. 

rincr Apparatur mit Kuhlung (HSE). 

Apparatur (BENDER &- HOBEIN, Miinchen). 

pH = 8-9 

Schichtmaterialien fur die l~iinnschiehtchromatographic \.vcrtlcn wic folgt bezeichnct : DS = 

Analytische Elcktrophorcsc erfolgte auf Papierstrcifm SCHLEICHER & SCHULL Nr. 2043 1) in 

T'raparative Elektrophoresc crfolgte a i i f  h8ngendcm gcliiihltcm Karton in der ELPHOR- 

hminosaurcanalysen, vgl. 3). 
l'rispuffer ist aus Tris-(hydroxymcthyl) -aminomcthan untl H C I  hcrgestcllt. 
Mikroanalysen und Spektrcn wurdcn in den nnalytischcn 1,aboratorien der CIBA A.G. aus- 

gcfiihrt (Tlr. W. PADOWETZ). 
Papicr- untl Dunnscliichtchromatogramnic wnrtlcn im Sp(?"iallal)oratorium tlcr CTRA AG.  

(1h. K. NEHER und E. vON ~ R X )  ausgefiihrt. 

A. Schema 3 . - - X : Z .  Avg(N0, )  - Pro.OCH,, Cavbobencox)i-ni tvo-~-argiPzyl-~-prol in-meth~i l -  
r s f e r .  - a) Nach der Carbodiinzidmethode. 500 mg L-Prolin-mcthylester-hydrochlorid wurden in 
wenig Wasser gelost, mit 50 ml Ather iiberschichtet und unter Eiskiihlung mit so vie1 K,CO, ver- 
sctrt, class die \v%sscrigc Phase kdrnig und fest wurtle. Die Pottasche wurde abgenutscht und mehr- 
mals mit ;ither gew hen. Die gekiihltcn Xthcrphascn wurtlcn mit Na,SO, getrocknct untl cin- 
gcdampft : 367 mg (94.5%) L-Prolin-methylcster. 

223 mg L-Prolin-methylester wurden in 4 ml .4cctonitril gelost und mit einer Losung von 
61 0 mg Z. Arg(K0,) .OH in 2 ml Dimethylformamirl vcrsetzt. Zur entstandencn. klaren Losung 
wurtlcn bci - 15" 426 mg Dicvclohcxyl-carbodiimid zugegebcn. Nach 30 Min. bei - 15" wurde der 
hnsatz 3 Tagc bci 0" aufbewahrt. 1)anach wurde rler ausgeschiedene Dicyclohexylharnstoff ah. 
gcnutscht untl mit kaltem Acetonitril gewaschen: 329 mg, Smp. 227-228'. Das Filtrat wurtle bci 
40" 13adtcmperatur zuerst bei 12 Torr, dann bei 0,Ol Torr von den Losungsmitteln hcfreit. l k r  
Riickstantl wurcle in 25 ml Essigcstcr gelost untl im Scheitletrichter nacheinander mit 3,s ml 

6") Heobachtungen von n r .  B. RINIKER. 
O1)  Ti. S( .HWV/~R & P. SIGHT K, FTc,lv 'lo, 024 (lq.57) 
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2~ H,SO,, 5 ml H,O, 5 ml NaHCO,-H,O (halbgesattigt) und 5 ml H,O gewaschen. Rci diescr 
Prozedur schied sich nochmals Dicyclohexylharnstoff aus, der abfiltriert wurde: 63,5 mg Smp. 
210-211". Die Waschfliissigkeiten wurden rnit 5 ml Essigester gewaschen. Die vereinigten Essig- 
esterextrakte wurdcn 15 Std. bei 0" aufbewahrt, wobei tlas Dipeptid-Derivat X, nunmchr frei von 
IXcyclohexyl-harnstoff, auszukristallisieren hcgann: 366 mg (45,7%), Smp. 158-159'. Die Mutter- 
huge wurde auf ca. 10 ml eingeengt und schied bei 0" nochmals 259 mg (32.3%) kristallisiertes X 
aus, Smp. 155-157". Nun wurdc die Mutterlauge zur Trockne verdampft und dcr Ruckstand aus 
wenig Essigester kristallisiert : 15.4 mg (1,9%), Smp. 156,5-157,5". Alle Kristallfraktionen init 
Smp. zwischcn 155 unrl 160" wurtlen zusammengmommen untl aus Methanol umkristallisicrt : 
600 mg (74%), Smp. 1.59-161". ralg = - 36,01' (c = 1,3 in Dimcthplformamid). 
CZOH,,O,N, (464,47) Ber. C 51,71. H 6,08 N 18,100/;, Gef. C 51,98 H 6.20 N 18,32% 

b) Uher das gemischte Anhydrid mit Kohlensaure-athylester. 3 g Z .  Arg(N0,) .OH und 1,17 rnl 
Triithylamin wurden in 9 ml Dimethylformamid und 1 5  ml Tetrahydrofuran gelost. Unter Kuh- 
lung auf - 10 bis - 15" und Ruhren wurde nun 0,82 ml Chloramcisensaure zugcgeben. Nach 10 Min. 
wurcle eine vom ausgcschiedenen Triathylamin-hydrochlorid abfiltrierte Losung von 1.4 g L- 

Prolin-methylester-hydrochlorid und 1,3 ml Triathylarnin in 4.2 ml Dimethylformamid zugefiigt. 
L)er Ansatz wurde l/, Std. bei 0" und 2 Stcl. bei 20" aufbewahrt. Die rotlich gefarbte Mischung 
wurde rnit 200 ml Essigester verclunnt und clreimal rnit 1~ HC1, Wasser, NaHC0,-Losung untl 
Wasser gewaschen. Darauf wurde die organische Schicht i. V. vom T,osungsmittel bcfreit. Der 
Ruckstand wurdc aus 20 ml Methanol kristallisiert : 2.4 g (61 %). Smp. 156~157". IJmkristallisiercn 
lieferte 2,2 g (560/,) Z.Arg(NO,)-Pro.OCH,, Smp. 159-160°, identisch rnit Clem untcr a) erhaltenen 
Produkt. 

X I  IT: Z * Arg(NO,j-Arg(NO,)-Pro.  OCH,, Carbobenzoxy-nitro-L-arginyl-nitro-L-arginyl-L-pro- 
Zin-methylester: Einc Mischung von 13,04g .4rg(N02)-Pro.0CHI, HBr (XI,  Herstellung analog XIV) 
und 60 ml Dimethylformamid wurde auf - 10" gekiihlt, rnit 8 , l  mlTriathylamin versetzt und 30 Min. 
bei dieser Temperatur gcriihrt. Das Triatbylamin-hydrobromid wurde abfiltriert und clas Filtrat 
im Rotationsverdampfcr bei 20" Lufttemperatur und 0,01 Torr vom uberschussigcn Triathylamin 
befreit. Danach wurdc die Losung auf - 10" gekuhlt und nacheinander mit den T,osungcn von 
Y,75 g Z .  Arg(NO,) . OH in 40 ml Dimethylformamid und 5,7 g Dicyclohexyl-carbodiimid in 30 ml 
Acetonitril versetzt. Nach 1 Std. bei - 10" und 20 Std. bei 0" wurdc der LXcyclohexylharnstoIf 
abfiltriert, das Filtrat rnit 1 ml Eisessig angesauert uncl bei 45'/0,01 Torr auf ein klcincs Volumen 
cingeengt. Dcr sirupartige Ruckstand wurdc in einem Gemisch von Chloroform untl n-Butanol 
( 1 : l )  gelost und mit je 10 ml 1~ HCl, H,O, 1N-Sodalosung uncl H,O gewaschen. Nach dem 
Trocknen iiber Na2S0, wurde die Losung auf ein kleines \'ohmen eingeclampft und tlas Peptid mi t 
Ather ausgefAllt: 11,5 g. Umkristallisieren aus 300 ml heissemn-Butanol: 9,52 g (56%) Z.Arg(N0,)- 
Arg(N0,)-Pro * OCH,, Smp. 120" (u. Zers.). Die Analysenprobe wurdc nochmals aus n-Butanol um- 
kristallisiert und 13 Std.  bei 80" und 0,001 Torr getrocknet; Smp. 120' (u. Zers.). [a]g = -46,3 
+ 1" (c = 1,OO in Methanol). UV.-Absorptionsspektrum (EtOH) : A,,, = 271 m/r ( c  = 32200) 
vntsprechcntl 2 Mol. Nitroarginin. 

C,6H3~Ol,,Nll Ber. C 46,91 H 5 , O l  0 24,04 N 23, l  
(665'69) Gef. ,, 47,OU ,, 6,OO ,, 24,08 ,, 22,90%, 

X I  V :  H '  Arg(N0, ) -Arg(N0, ) -  Pro. OCH,, Nitro-L-arginyl-nitro-~-ar~inyl-~-prolin-~ethylester: 
4.2 g Z.4rg(N0,)-Arg(N0,)-Pro.0CH3 (XIII)  wurden wahrend 1 Std. bci 20" mit 24 ml 2~ t lBr  
in Eiscssig decarbobenzoxyliert. Nach 15 Min. begann die Ausscheitlung des HBr-Salzrs von X I V .  
Das Reaktionsgemisch wurde bei 40'111 Torr auf ein lrltiincs Volumen eingedampft uncl rnit Athcr 
versetzt. Die unlosliche, klebrigc Masse wurde mchrmals rnit frischem Ather verrieben, wobci sie 
vollstandig erstarrte. LXe wasserige Losung dieses Produktes (15 ml) wurde mit Essigcstcr gewa- 
schen und dann durch eine Saule eines stark basischcn Ionenaustauschers in cler OHe-Form 
gegossen (MERCK 111). Das Filtrat hinterliess beim Verclampfen 3,2 g (95%) amorphcn Tripeptitl- 
ester XIV. PCeinheitlich: Rf = 0,651 (49); 0,5 (54) (Ninhydrin). HSE cinheitlich: 9cm (pH = 1,O) 
(Ninhydrin). 

~-lysyl-(N~-t-butoxycarbonyl)-L-lysyZ-nitro-L-arginyl-~iitr~-~-argin~yl-~-prolin-~zeth~vle~ter. - a) M i f  
DicyclohexyE-carbodzi~~d. Einc auf - 10" gekiihlte Losung von 1,5 g H .Arg(N02)--4rg(N02)- 
Pro.OCH, (XIV) in 20 ml Dimethylformamitl wurdc unter intensivcm Riihren mit 2 g TIXI. 

V I I ; T R  I. L ~ s  ( ROC j  - L ~ s  ( B O C )  -A rg(h'0,) -A vg(N0,)  - Pro*OC1-i,, T d y  Z- ( R;'-t-b,/~tox?,curbon.yl) - 
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Lys(I3OC)-Lys(BOC) .OH (XV) und dann mit einer Losung von 640 mg Uicyclohexyl-carbodiimid 
in 15 ml Acetonitril versetzt und 30 Min. bei - 10" und 2 Tage bei 0" aufbewahrt. Der auskristalli- 
sierte Dicyclohexylharnstoff wurde abfiltriert und die Losungsmittel bei 40"/0,01 Torr abdestilliert. 
Der Ruckstand wurde in wenig Essigester gelost, filtriert nnrl nochmals vom I.osungsmitte1 
befreit, worauf er 2mal aus Aceton-Athcr umgefallt wurde: 2,2 g (64%), Smp. 134-136", [a]g  = 

-41,Z 1" (c  = 2,703 in Methanol). UV.-Absorptionsspektrum (EtOH 96-proz.): A,,, = 271 
( E  = 32500). PC einheitlich: Rf = 029 (49) (Trifluoressigsaure, dann Ninhydrin). P C  der rnit Tri- 
fluoressigsaure vorbehandelten Verbindung einhcitlich : Rf = 0,43 (49) (Ninhytirin) . 

b) M t t  N-~thyl-5-phenyl-~~soxazonium-,3'-sulfona~. Eine Losung von 7,2 g TRI .Lys(BOC)- 
Lys(BOC).OH (XV) und 1,39 ml Tridthylamin in 80 ml Acetonitril wurdc bei 0" rnit 2,53 g 
N-~thyl-5'-phenyl-isoxazonium-3'-sulfonat versetzt. Die Mischung wurde 3 Std. bei 0" geriihrt, 
wobei eine klare L1Ssung entstand. Nun wurden 5,3 g H..4rg(N02)-.4rg(N02)-Pro.0CH, (XIV) 
zugegeben und der Ansatz 24 Std. bei Zimmertemperatur geschuttelt. Die Reaktionslosung wurde 
ciarauf mit Essigester vertliinnt und rnit viel Wasser gewaschen. Der Essigester wurde im Vakuum 
abgedampft und der Riickstand zweimal aus Aceton-Ather umgcfallt: 10 g (81%), nach Smp., 
[a]D,  IJV. und PC identisch mit der nach a) erhaltenen Verbindung VII. 

Totalhydrolyse i m d  OxydatioPz von V I T mit ~ - ~ 4  minosaureoxydase6G) : Proben von nach a) und b) 
hergestelltcn VII wurden wie iiblich rnit HC1 gespalten und rnit L-hminosaureoxydase inkubiert. 
1,ysin und Arginin wurden vollstandig abgebaut, woritus auf die alles-L-Konfiguration von VII 
geschlossen werden kann. 

Sfialtung won V Z l  *nit Trypsin: 100 mg TRI  .Lys(BOC)-Lys(l3OC)-Arg(N0,)-Arg(N0,)- 
Pro. OCH, wurden mit 0,5 ml Trifluoressigsaurr behandelt (15 Min. bci 20"). Nach Verdampfen 
tler Saure wurclen je 2 mg des Riickstandcs, ein Trifluoracetat von H 'Lys-Lys-Arg(N0,)- 
Arg(NO,)-Pro.OCH, (XVI), in 0,2 ml 0 , 0 5 ~  Trispuffer (pH .= 9,4) gelost und rnit 0,016 in1 einer 
0,25-proz. Trypsinlosung wahrend 6 Stti. bei 37" inkubiert. HSE (pH = 1.9) : H.Lys-Lys.OH bei 
30 cm und HsArg(N0,)-Arg(N0,)-Pro.OCH, bei 9,s em (Ninhydrin); Lys (bei 27 em) kann nicht 
aufgefunden werden, ebenso erscheinen keine andern Flcckcn. Die vollstllndige Spaltung deutct 
nuf die Abwesenheit des L-D-L-L-L-Isomeren im Endprodukt. 

Arninosiiureanalyseuon V I I :  Lys 1,95; Om 0,053; Arg 1.52; Pro 1,O; NH, 0,47. 

B. Schema 4. - X X :  P~.Lys(BOC)-Pro-Val-GLy . N H N H 2 ,  p-Phenylazo-benzyloxycarbonyl- 
( N E - t - h u t o x y c a r b o ~ z ~ l ) - ~ - l y ~ ~ y l - L - p r o l y l - ~ - v a l y Z - ~ l ~ ~ c i n - h y ~ r a z ~ ~ :  2.34 g PZ.T,ys(BOC)-Pro-VaI-Gly. 
OC,H, (XIX) wurden in 30 ml Methanol mit 1,25 ml Hydrazinhydrat 1 Std. am Riickfluss 
gekocht. llas Losungsmittel wurde bei 11 Torr bis auf ein kleines Volumen verdampft und das 
Iiealctionsprodakt rnit viel Ather gefallt. Kristallisation ails 30 in1 heisjem hcetonitril ergab 
1,95 g XX. Smp. 163-1 64". 

C,,H,,O,N, (751,88) Ber. C 59, l l  H 7,11 N 16,77% Gef. C 58.98 H 7,OX N 16,97% 

X X  I :  H + Lys( r30C)-Lys(BOC)-.4rg(NO,)-A rg(NO,)-Pro. OCH,, (N.-t-Butoxycavbonyl)-L-lysyl- 
(N~-t-butox~carbon~Z)-~-lysyl-nitro-~-ar~inyl-nitro-L-arg~nyl-~-p~olin-me~hyles~er: 6,0 g TRI-Lys- 
(BOC)-Lys(BOC)-Arg(NO,)-Arg(NO,)-Pro.OCH, (VII) wurden in 200 ml 75-proz. Essigsaure 
gelijst und 45 Min. bci 30' gehalten. Die Essigsaurc wurde bei 11 Torr fast vollstandig abgedampft 
untl clcr wasserige Riickstand mehrmals rnit kther gewaschen (Entfernung von Triphenylcarbinol; 
1,2 g = 100%). Die wasserige Phase wurcle hierauf vollstandig getrocknct. Der Ruckstand wurde 
nun zwischen 50 rnl n-Butanol und 10 ml 0 , 5 ~  Sodalosung (beide Phasen miteinander aquili- 
briert) verteilt. Die organische Phase wird noch dreimal mit je 10 ml Sodalosung und dann funfmal 
rnit je 10 ml Wasser (Emulsion!) gewaschcn untl bei 11 Torr verdampft: Rucltstantl 4,48 g (94y0), 

X X  I I : PZ. L.ys( B0C)-Pro- Val-Gly-l~ys(BOC)-Lys( BOC)-Arg(NO,)-Arg(NO,)-Pro.  OCH,, p- 
Phenylazo-benzyloxycarbonyl- (NE-t-butoxycarbon?ll) -~ - l , y~y l -~ -p ro ly l -~ -  ualyl-glycyl-(.VE -t-butoxycar- 
bonyl) -~-lysvZ-( NE-t-butoxycarbonyl)-L-Zysyl-nitro-L-ar~inyl-nitvo-L-arginyl-L-prolin-methylester: 2,7 g 
€'Z*Lys(ROC)-Pro-Val-Gly.NHNH, (XX) wurden in 30 ml Dimethylformamid gelost, auf - 15" 
gekuhlt und rnit 12 ml eiskalter 1~ HC1 versctzt. Bei - 10" wurden nun 4,2 ml 1~ NaN0,-Losung 
zugetropft, wobei sich das Azid als ltlebriger N+-derschlag ausschied. Nach 2 Min. wurden 180 ml 
gesattigte, eiskalte Na,S04-T.osung und 24 ml 1~ NaHCO,-Losung zugesetzt und darauf tias Azid 
mit Essigester extrahiert. T)ic Extrakte wurden rnit H,O neutral gewaschen und iiber Na,S04 bei 
0' getrocknet. 
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Die Azidlosung wurde darauf mit der Losung von 3 g H 9 Lys(B0C)-Lys(B0C)-Arg(N0,)- 
Arg(N0,)-Pro.OCH, in 36 ml Dimethylformamid bei 0" vereinigt und 24 Std. bei dieser Tempe- 
ratur belassen. Darauf wurde der Ansatz mit vicl Essigestcr vcrdiinnt und mit Wasser, I-proz. 
Essigsaure, NaHCOB-l,osung und Wasser griindlich gewaschen. Nach Verdampfen des Essigesters 
wurde der Riickstand aus Chloroform-Ather umgefallt (5,13 g) und dann aus 100 ml heissem 
Acetonitril kristallisiert : 3,9 g (75y0), Smp. 136-138". Ultraviolctt-Absorptionsspektrum in 
96-proz. Athanol: A,,, = 272 mp ( E  = 36600); 320 mp ( E  = 22400). DS: Rf = 0,65 (Dioxan- 
H,O, 9: 1) ;  0,20 (CHCL-CH,OH, 9:l). 

C,,H,,,O,,N,, (1708,O) Ber. C 54,15 H 7,20 N 18,08% Gef. C 53,81 H 7,25 N 18,05% 

V I  I I :  PZ-Lys(BOC) - Pro- Val-Gly-Lys (BOC) -Lys(BOC) -A vg(N0,)-A rg( NO,)-Pro. OH,  p- Phe-  
nylazo - benzyloxycavbonyl- ( N E -  t-butoxycarbonyl) -~- lysyl-~-p~olyl  -L-valyl -glyryl-(Ne- t-butoxycarbo- 
nyl) -L-lys~vl-(N&-t-butox~vcarbonyl)-L-lysyl-nitro-L-argin~l-nitro-L-arginyl-L-prolin : 1,34g (0,78 mMol) 
Nonapeptidestcr XXII in 9 ml75-prOz. Dioxan wurden mit 1,58 m l 1 , 9 5 ~  NaOH 15 Min. bei 20" 
verseift. Zur Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz in 140 ml Eiswasser, welches 3,08 ml 1~ 
HCl und 0,l ml Eisessig enthielt, gegossen. Der gelbe, flockige Niederschlag wurde abzentrifugiert, 
rnit viel Wasser gewaschen und bei 0,001 Torr getrocknet: 1,26 g. DS-einheitlich: Rf = 0,25 (Dio- 
xan-H,O, 9 : I ) ,  0,O (HCCl,-CH,OH, 9 :  1). Zur Analyse wurde aus Acetonitril (100 mg auf 3 ml) 
kristallisiert : Smp. 140-145". Ultraviolett-Absorptionsspektrum in 96-proz. Athano1 : A,n,, = 
271 mp ( E  = 37200); 319mp (e  = 21700). 
C,,H,,,O,,N, (1693'98) Ber. C 5339 H 7,14 N l8,19% Gef. C 53,57 H 7.20 N 18,52y0 

Totalhydvolyse und Oxydation von V I  I I mit L-AminosuZ1veoxydase: 4 mg dieser Verbindung 
wurden wie i i b l i ~ h ~ ~ )  mit HC1 hydrolysiert und mit L-Aminosaureoxydase inkubiert. PC 87 und 48 : 
neben nicht oxydierten Aminosauren Pro und Gly hochstens Spuren von Lysin. 

I X :  PZ.Lys (BOC)  -Pro-Val-Gly-Lys( BOC) -Lys( BOC)-A rg(NO,) -A rg(NO,)-Pro- Val-Lys (BOC) - 
Val-Tyr-Pro'OBut, p-Phenylazobenzyloxycarbonyl-(N~-t-butoxycarbonyl)-~-lysyl-L-~rolyl-L-valyl- 
glycyl- (NE-t-butoxycarbonyl) -L-lysyl-(NE-t-butoxycarbony1)-L- Zysyl-nitro-L-arginyl-nitro-L-arginyl-L- 
pvolyl-~-valyl-(h~~-t-butoxyycarbonyl)-~-l~vsyl-~-valyl-~-t~~osyl-~-prolin-t-butylester: 990 mg (0,58 mMol) 
durch azeotrope 1)estillation mit Benzol und Trocknen iiber P,O, vorbehandeltes PZ-Nonapcptid 
VIII wurden in 15 ml Dimethylformamid-Tetrahydrofuran (1 : 2) gelost, auf - 15" gekiihlt, rnit 
0,58 mMol Triathylamin (in 1 ml Tetrahydrofuran) und nach 15 Min. rnit 0.58 mMol Chlor- 
ameisensaure-isobutylester (in 1 ml Tetrahydrofuran) versetzt. Nach 15 Min. bei - 15" wurde die 
vorgekiihlte Losung von 450 mg (0,58 mMol) H.Val-Lys(B0C)-Val-Tyr-Pro.OBut (XXIV) in 
4 ml abs. Tetrahydrofuran unter Hiihren zugcgebcn; Reaktion 30 Min. bei - 15" und 90 Min. bci 
20". Die Losung wurde vom [Et,N, HCl] abfiltriert und i.V. auf ein kleines Volumen verdampft. 
Das Rohprodukt wurde mit viel Ather ausgefallt, abfiltriert und bei 45"/0,01 Torr getrocknet. Man 
loste es darauf in wenig Chloroform und chromatographierte diese Losung an einer Saule von neu- 
tralem Aluminiumoxid (Akt. 111; 130 g, 0 = 2,5 cm, 1 = 26 cm). Nach griindlichem Waschen mit 
Chloroform wurdc das Tetradecapeptid-Derivat rnit Chloroform-Methanol (95 : 5 Vol.) eIuiert. wo- 
bci nicht umgcsetztes Nonapeptid-Derivat oben in der Saule blieb. 

Die dabei crhaltenen 1,31 g IX wurden aus 60 ml hcissem Acetonitril kristallisiert: 1,14 g 
(80%) orangegelbe, feinste Kristalle, Smp. 160-165". DS einheitlich: Rf = 0,65 (Dioxan-H,O, 
9:  1) ; Ultraviolett-Absorptionsspektrum in 96-proz. Athanol : A,,, = 272 mp ( E  = 36800) ; 319 mp 
( E  = 20400). 
C116H182030N28 (2436,95) Ber. C 51,68 11 7,53 N 16,09% Gef. C 56,04 H 7,53 N 15,850/, 

Schema 5. - X X  V :  11. I-ys(BOC)-Pro- Val-Gly-Lys(BOC)-Lysys(BOC)-Arg-Avg-Pro- Val-Lys- 
(B0C) -  Val- T y r -  Pro * O R d ,  3 Tos  O H ;  N~-t-B~toxycarbonyl-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-~lycyl-(hrE-t- 
butoxycarbonyl)-L-lysyl-(N~-t-butoxycarbonyl)-~-lysyl-L-arginyl-~-arginyl-L-prolyl-~-valy~- (NE-t-bu- 
toxycarbonyl)-L-lysyl-L-valyl-~-tyrosyl-~-prol~n-t-b~tylester-tritosylat: 6.3 g (2,58 mMol) PZ-Tetra- 
decapeptid-Derivat I X  wurden in 150 ml 90-proz. Essigsaure gelost und in Gegenwart von I ,3 g 
10-proz. Pd-Kohle 5 Std. bei 5 Atm. und 20" hydriert. Anschlicssend wurden nochmals 500 mg 
Ilatalysator zugegeben und dic Hycirierung 18 Std. bci ca. 720 Torr und 20" weitcrgefiihrt (ent- 
stehendes CO, wurde in cinem zweiten Gefass iiber KOH absorbiert). Darauf filtrierte man die 
Lbsung, verdampfte sic im Vakuum und wiederholte die Verdampfung sechsmal unter Zugabe von 
Wasser (zur Entfernung von Ammoniumacetat und organischen Basen) : 5,3 g (90%) Rohprodukt. 

99 
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L)S : Hauptfleck (positive Reaktion mit PAULY-, Ninhyclrin-, SAKACUCHI- und REINDEL-HOPPE- 
Reagentien) Rf = 0,35 (45) und 0,25 (52) ; schwacher Ncbcnfleck (mit densclben Reagentien 
anfarbbar) mit kleinerem Rf. 

Die L)initrophe.rz?,Zierung dcs rohen Hydrierungsprocluktes, gefolgt von Totalhydrolyse, ergab 
N~-l)NP-Lysin als einziges gelbgcfarbtes Aminosaure-Dcrivat, 1)s (100) : Rf = 0 , l  (insbesondcrc 
wcder Bis-DNP-, Rf = 0.7 oder NE-DNP-Lysin, Rf = 0,2). 

Zur weiteren Reinigung wurden 4 g des Hydrierungsproduktes, in 0,01 M Ammoniumacetat- 
Puffer, pH = 6, geltist, auf cine Saule von Carboxyinethylcellulosc (90 ml) gcgossen und stufen- 
weisc mit je 250 ml Arnmoniumacetat-Puffer, pH = 6, folgendcr molarer Konzentrationcn eluiert: 
0,05; 0.1; 0,15; 0,2;  0,25; 0,3; 0,4 und 0.5. Die Hauptmcnge (2,s g = 70%) crschien mit 0.1 bis 
0,2 M Puffer und erwies sich als chromatographisch einheitlich: D h ,  Rf : 0,4 (100). Dic langsamer 
wandernde Verunrcinigung war schon bei Molaritsten von 0,Ol untl 0,05 cluiert wordcn : 900 rng; 

Dinitrophcnylierung und FTyclroiyse heidcr Fraktioncn ergab wictlrrum nur NN-DNP-Lysin 

I)as llauptprodukt hesitzt folgende Eigenschaften: [a),, == -83.9 2" (c = 0,54, Wasscr); 
I;ltraviolett-Absorptionsspektrum in 96-proz. Athanol : A,,, = 278 mp ( E  = 1650) (Tyrosin). 
C,,,,H,,,O,,N\;,, (2288,XO) Rcr. H 14,69 CH,(-CO) 1 ,98yo Gcf. N 14,52 CH,(-CO) 1,747; 

Nach Totalhydrolyse wurtlcn folgendc Aminosaurc-Vcrhaltnissc gcfuntlcn : Lps 4,15 : h r g  
3,75; Pro 3,05; Gly 1,23; Val 3; Tyr 0,96; NH, 0,18 (bczogen auf Valin). 

IXeses Triacctat wurde wie folgt in tlas Tvitosylat XXV iibcrgefuhrt: 5 g (2,18 mMol) Triacetat 
wurden in 7,s rnl Pyridin gelost uncl bci 0" mit cler Tlisung von 1,11 g masserfrcier p-Toluolsulfo- 
saure in 7,s ml Pyridin versetzt. Das Pyridin (uncl Pyridin-acctat) wurde bei 0,01 Torr verdampft. 
Dcr Riickstsnd wurde mit Ather und Benzol mehrmals verrieben und gewaschen: 5.7 g (100%); 
'crIn = - 41,4 1" (c = 0,943, Pyridin) ; Titration in 80-proz. Methylcellosolvc82) : Gef. (Mol- 
gcwicht) 2490, p K &  = 7,O. 

C,22H,,,N,40,,S, Ber. C 55,82 H 7,60 h' 12,81 S 3,66% 
(262525) Gef. ,, 55,49 ,, 7,61 ,, 12,69 ,, 3,90% 

I I : BOC-Ser- T~yyr-Ser-il/lct-Glu(O But) -His- Phs-A rg- Tr?i-Gly-I,ys( B O C )  - Pro- Vul-Gly-Lys( B O C )  - 
L?~s(noC)-Arg-Arg-Pro-  Vul-L,ys(BOC)- Val-Tyr-Pro. OHut, .3 AcOH (geschiitzfes p*-2a-Cortico- 
tropin) : 5,69 g (2,14 mMol) Tctradecapeptid-tritosylat XXV und 4 g BC)C-Ser-Tyr-Ser-Met- 
(;lu(OBul)-His-Phe-Rrg-Try-Gly. OH (VI) (2,75 mMol) wurtlcn in 55 ml abs. Ppritlin 30 Min. 
geriihrt und tlann mit 1.8 g (X,7 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versctzt. Nach 3 Tagen (Riihren 
bei 20") wurde cler auskristallisierte Dicyclohexylharnstoff abfiltriert (500 mg), das Filtrat auf ein 
Iclcincs Volumen cingedampft und clas Iieaktionsproclukt mit vie1 Essigester ausgcfallt. Durch 
C,hromatographie an eine Siiulc von Ambcrlit IR-4R wurdc Tosylat-Ion gcgcn .\cctat-Ion aus- 
getauscht. 

Die weitere Reinigung erfolgte mittels multiplikativer V e r t e i l ~ n g ~ ~ )  uber 400 Stufen im 
System Methanol, Puffer, CHCI,, CC1, (8:4:5:2 Vol.; Puffer: 285 ml Eisessig + 192,5 g Ammo- 
niumncetat mit Wasser auf 10 1 aufgefiillt, pH = 4,5).  Wahrcnd der ersten 20 Vcrtcilungsschritte 
(ITnterphase = 7 00 ml) tratcn Emulsionen auf, die sich sber mit IiLngeren Wartczeiten meistern 
lasscn ; spater machte die Vcrtcilung keine Muhc. Die Hauptmcngc tlcs geschiiteten Tctrakosa- 
peptitls I1 bcfindet sich in den Elcmenten Nr. 7.5-121 (A' = 0,45). Nach Verdampfcn dcs Losungs- 
mittcls u n d  hbsubliniieren des .4mmoniumacctates verbliebcn 4,2 g (550/,) clcs reinen, geschutzten 
Tetracosapcptid-L)erivates 11. [ a ] ~  = - 52.5 & 3" (c = 0,45 in Methanol); TJltraviolett-Absoq- 
Lionsspektrum in 0 , 5 ~  SaOH-Methanol (1 : l  Vol): Am,,& = 244 rnp ( E  = 29200), 284 mp ( F  = 
0650), 290 m p  ( P  = 9950), woraus sich das Molvcrhaltnis TvrlTry z 2,19 bercchneteR4). T)A: 
RI = 0,3 (100). einheitlich. 

hminosaureanalyse des Totalhvdrolvsates ergat): Arg 2.76; Glu 1.01 ; Gly 2.08; His 1,07; 
L y s  4,08; Met 1.06; I'he 1.10; Pro 3,15; Ser 1,74; Tyr 2.10; Val 3 (Bezugspunkt). 

Lhs geschiitztc P1-24-Corticotropin-triacctat laisst sich auch rnittels Chromatographic an 
C:arboxymethylcellulose (CMC) aus ciem rohen Pcptitlgcmisch gewinncn : 7,49 g dicscs Gcmisches 

62) Vgl. W. SIMON, H'elv. 47, 1835 (1958). 
6s) Die I\usarbcitung verdanken wir I)r. I3. RINIIWR. 
a4) Vgl. G. H. REAVAN & E. R. HOLIDAY, Atlvanccs Protein Chemistry 7, 319 (1952). 

n.4, Kf = 0.08 (100). 

(DS 100: Hf = 0, l ) .  
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wurden in ctwa 50-proz. t-Butanol gelost und auf eine CMC-Saule (25 g) gegossen und dann mittels 
diskreten, steigenden Mengen von Essigsaurc chromatographiert. Das gewiinschte Tetracosa- 
peptid-Derivat erscheint rnit 50-proz. t-Butanol-2 N Essigsaure beim Volumenverhaltnis 98 : 2 untl 
96:4 .  Ausbeute 3,15 g (50%). DA:  Rf = 0,3 (loo),  einheitlich. 

I : H . Ser- Tyr-Ser-Met-Glu-His- Phe-A rg- Try-Gly-Lys-Pro- Val-Gly-Lys-Lys-A rg-A rg-Pro- Val- 
I.ys- Val- I y r -  Pro. O H ,  6 A cOH; L-Seryl-L-tyrosyl-L-sery2-L-methiortyl-L-~l~~ta~~~l-~-his~i~yl-~-phen~l- 
a l a n ~ y l - ~ - a r ~ i n , y l - ~ - t ~ y ~ t o p h y l - g l y c y l - ~ - l y s y l - ~ - p ~ o l y l - ~ - u ~ l y l - g l ~ ~ c y l - ~ - l y s y l - ~ - l y s y l - ~ - a ~ ~ i ~ a y l - ~ - u r g ~ ~ a y l -  
L-~rolyl-~-valyl-r-lysyl-L-valyl-L-2yrosyl-L-prolin-hexccacetat : 2,125 g reines, geschutztes Tctracosa- 
peptid-Derivat I1 wurden in 10 ml90-proz. Trifluoressigsaure gelost und 1 Std. bci 20" aufbewahrt. 
Die Saure wurde bci 20" Badtemperatur und 12 Torr abdestillicrt. Den Riickstand trocknete man 
iibcr KOH und P,O, bei 0,001 Torr unsl filtrierte ihn in wasseriger Losung durch eine Ionenaus- 
tauschersaule (MERCK 111) in der A4cetatform. Das Filtrat wurdc verdampft und der Riickstand 
getrocknet: 1,68 g (90%). 

1)A einheitlich: Rf = 0,.55-0,60 (101), positive Reaktion rnit PAULY-, Ninhydrin-, SAKA- 
GUCHI- und REINDEL-HOPPE-ReagenS. Elektrophorese einheitlich; bei ca. 30 V/cm auf Papier- 
trager fand man nach 1 Std. folgencle Quotientcn der Wanderungsstrecken (Lys = 1) : 

ptl = 1,O pH = 6,3 pH - 9,3 

PI-lo 0,50 0,20 0,3 cm 
0,6S 0 , G S  0,60 cm p i - a 4  

f i l l -24  0 3 5  0,8S 1,0 cm 

Es konnten wecler P I -  10- noch pil- 24-Corticotropin nachgewicsen werdcn. IJltraviolett-Absorptions- 
spektrum in 0 , l ~  NaOH: I.,,,,, = 283 mp ( E  = 8550) ; 289 mp ( E  = 8810) ; Molverhaltnis Tyr/Trp 
= 2,064). [ c c ] ~  = - 88,6 f 2" (c = 0,511 in 1-proz. Essigsaure). 

Aminosau,reanulyse von 1: vgl. auch die Werte in la,) .  Proben wurden bei 115" mit 7,l N HC1 
wahrentl 24 und 72 Stcl. verseift. Eine typische Analyse ergab (Bczugswert : Val = 3) : 

I His T.ys Arg NH, Ser Glu Pro Gly Val Met Tyr Phc 

24 Sttl. 
72 Stcl. 
Ber. 

1,13 3,97 2,92 0.63 1,80 1.10 3,15 2.08 3 0.93 1,95 0,91 
1.11 4,20 2,66 1,59 1.12 0.88 3,lO 1,98 3 0,72 1,G5 1,03 
1 , O O  4,OO 3.00 0,00 2.00 3,00 3,OO 2,OO 3 1,OO 2,OO 1 , O O  

SUMMARY 

The synthesis of the tetracosapeptide /3-24-corticotropin, containing the N- 
terminal 24 amino-acid residues of p-corticotropin (ACTH) z), is described in detail. 
Many intermediates, including derivatives of the decapeptide i3-1°-corticotropin 
and of the tetradecapeptide b11-a4-corticotropin, were obtained in the cristalline 
state. A new scheme for the protection of amino and carboxyl groups in the side 
chains of amino-acid residues was developed: this led to a blocked tetracosapeptide I1 
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which contains only protective groups derived from t-butanol. These may be removed 
quantitatively, without formation of side-products. p1-24-Corti~otropin (I) is thus 
obtained directly in an analytically pure state; [uIZ5 = - 88,6 f 2” (c = 0,5 in 
I per cent acetic acid). The biological activity of the product was found to be 106 f 14 
USP-U/mg (ACTH). It is equally active on intravenous application in human 
beings. 

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Easel, 
Pharmazeutische Abteilung 

171. Analyse radiochimique par activation aux neutrons thermiques 
Dosage direct du vanadium dans un acier lSjS, par mesure 

de l’activitb du vanadium 52 (pbriode 3,76 minutes) l) 

par W. Haerdi, Ed. Martin et  D. Monnier 

(30 I V  6 3 )  

I. Introduction. - Dans deux publications prCcCdentes’), nous avons dkcrit des 
applications intkressant l’analyse par activation aux neutrons thermiques, bade  
sur la formation d’isotopes A courte pkriode (dosage du cobalt par activation du 
cobalt 60m). Nous proposons ici un dosage, sans separation, de traces de vanadium 
dans l’acier 18j8. Cette me5thode est plus prCcise et plus rapide que les mkthodes 
chimiyues et physico-chimiques ordinaires. 

Le dosage radiochimique du vanadium par activation en 52V a 6tC utilisk par 
divcrs auteurs : BROOKSBANK et ~011.~) dCterminent ainsi le vanadium dans le titane; 
’THonisoN et c011.~), dans le silicium (la mCthode est peu precise); KEMP et 
dans Ies roches et m6t6orites; DEYKIS &  ALBERT^), dans l’aluminium, et enfin, 
dans les aciers, LELIAEKT et co1L6), par discrimination (entre 1,3 et 1,55 MeV), 
mkthode baske sur la dkcroissance du 52V et du 56Mn (principal radio-isotope genant). 

La courte pkriode du 62V ( T  = 3,76 min) exige un dosage radiochimique trks 
rnpide, si possible sans skparations chimiques. 

Le dosage que nous proposons diff6re de celui de LELIAERT par la mCthode 
d’irradiation, d’ktalonnage et de mesure. I1 se fait directcment sur I’kchantillon 
solide (man destructif M N.D., sans skparation chimique). 

11. Mesure de l’activitb. - Dans le cas de courte periode il faut connaftre de f a p n  
prkcise, non seulement 1e temps qui s’ecoule entre la fin de l’irradiation et le dkbut 
de la mesurc de I’activite5 (i’), mais aussi la dkcroissance de l’isotope au cours du 

1) 1). MONNIBR, W. HAERDI & J.  VCXEL, Helv. 44, 897, 1565 (1961). 
2) \\’. A. BROOKSBANK, G. W. LEDDICOTTF. & S.A. REYNALDS, Analyt. Chcmistry 28, 1033 (19%). 
3, H. A. THOMSON, B. M. SHAUSE & M. B. LEBOEUF, Analyt. C.hemistry 30, 1023 (1958). 
4, T). M. KEMP & A. A. SMALES, -4nalyt. chim. Acta 23, 397 (1960). 
5) M. DEYRIS & PH, .\LHERT, Rev. MCtallurg., MCmoires scient. 59, 14 (1962). 
6 )  C;, I.BLIAERT, J .  HOSTE & J .  EECKHAUT, Annlyt. chiin. Acta 19, 100 (1958). 




