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170. Synthese eines Tetracosapeptides mit hoher corticotroper
Wirksamkeit: 1-2*-Corticotropin
von R. Schwyzer und H. Kappeler
(11. V. 1963)

In vorliufigen Mitteilungen?) haben wir {iber die Synthese eines Tetracosapep-
tides I berichtet, welches die (vom Aminoende her gezihlten) ersten 24 Aminosiure-
reste des f-Corticotropins (ACTH) aus Schweinehypophysen?) enthdlt. Wir haben
inzwischen die Synthese mehrmals wiederholt und bestéitigt 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

f—24-Corticotropin (Hexaacetat, I) wird aus der geschiitzten Vorstufe II durch
Abspaltung der Schutzgruppen mittels Trifluoressigsdure, Austausch der Trifluor-
acetat- gegen Acetat-Ionen und Lyophilisieren der wisserigen Losung in reinster
Form und in quantitativer Ausbeute erhalten. Reinigungsoperationen sind iiber-
fliissig. Die Verbindung ist sterisch einheitlich (alles-L-Form), [«]f = — 88,6 - 2°
(¢ = 0,5 in 1-proz. Essigsdure). Sie ist in neutraler wisseriger Losung (z. B. wihrend
20 Min. bei 120°) chemisch und biologisch stabil. Mittels Aminosidurenanalyse3),
Diinnschichtchromatographie und Hochspannungselektrophorese liessen sich keine
Verunreinigungen nachweisen.

Behandlung mit Wasserstoffperoxid oxydiert den Schwefel des Methionins
(No. 4) zur Sulfoxidstufe; das entstandene Met-(0)%-f1~%-Corticotropin kann auf

Diinnschicht-Chromatogrammen neben §-24-Corticotropin gut nachgewiesen werden.
Es zeigt keine ACTH-Wirkung.

Die ACTH-Wirkung des synthetischen fg'~%%-Corticotropins (I) betrigt im
SAaYERs-Test4) 106 + 14 Einheiten pro mg5). Eine vergleichbare Wirkungsinten-
sitdit wird auch bei der intravendsen Applikation am Menschen (Parallelver-

1) H. KaPPELER & R. ScHwYZER, Helv. 44, 1136 (1961); R. ScHWYZzER, Protides of the Biological
Fluids, S. 27 (Elsevier, Amsterdam, 1961).

%) R. G. SHEPHERD, 8. D. WiLLson, K. S. Howarp, P. H. BeLL, D. S. DaviEs, 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. STeEIN & S. MooORE, Analyt. Chemistry 30, 1190 (1958), auf einem Automaten der Fa.
BeNDER & HOBEIN, Miinchen, ausgefiihrt.

4) M. A. SAYERSs, G. SaYERs & L. A. WoobpBuUry, Endocrinology 42, 379 (1948).

5) In freundlicher Weise von Herrn Prof. Dr. W. ScHULER ausgefiihrt: Vergleich nach der Vor-
schrift der Pharmakopoe der Vereinigten Staaten von Amerika, subkutane Applikation in
Gegenwart von Gelatine, mit einem Priparat der Fa. WiLson & Co., Inc., Chicago, Ill., mit
95 USP-Einheiten pro mg, sowie mit dem 3. internat. ACTH-Standard?®). Nach Hitzesterili-
sation (20 Min., 120°) und nach Lyophilisieren in Gegenwart von inaktiven Trigermaterialien
wurden meist héhere Werte gefunden, z. B. 225 4+ 50 E/mg; Grund nach unbekannt (Kon-
formationsanderung ?).
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suche mit Handelspriparaten, die ca. 30 Einheiten pro mg besitzen) gefunden?).
Tm Test ¢n vitro nach SAFFRAN ef al.?) wurden ca. 110 ACTH-Einheiten pro mg
gefunden19). _

Die Wirkung auf die Melanophoren der Froschhaut in vitro?) betrigt ca. 1-2 < 108
MSH-Einheiten pro g.

B. Anlage der Synthese

Unser Ziel bestand nicht nur in der Herstellung des Tetracosapeptides p1—24-
Corticotropin, sondern ganz besonders auch in der Entwicklung neuer, allgemein
anwendbarer, rationeller Methoden der Peptidsynthesen. Diese haben sich denn auch,
wie erwartet, zur Synthese verwandter Hypophysenhormone, a-Melanotropin (a-
MSH)1?) und f-Melanotropin (f-MSH)3), ausgezeichnet bewédhrt. Neuerdings haben
sie auch die Synthese der gesamten Kette des ACTH (39 Reste) ermdglicht!3). Sie
sind unverindert auch von andern Arbeitsgruppen iibernommen worden4).

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 Glutaminsidure-, 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 fiir Zwischenprodukte dienen kénnen,
und die Wahl geeigneter Kondensationsmethoden.

1) Das Schutzgruppenproblem: Im Jahre 1956 berichteten Boissonnas & Mit-
arbeiter%) iiber die Synthese eines f!~20-Corticotropin-esters, welcher (nach ihren
eigenen Angaben) noch sehr unrein war (2-39, der erwarteten biologischen Ak-
tivitit). Drei Jahre spiter wurde aus demselben Arbeitskreise!®) eine Synthese des
a-Melanotropins publiziert. Bei beiden Synthesen war Carbobenzoxy- als Amino-
Schutzgruppe gewihlt 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

8

Private Mitteilungen von Prof. Macs, 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. Scuir & P.

DEesaULLEs, 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. B. LerNER & T. B. Frrzratrick, Endocrinology 54, 553 (1954), bestimmt.

a) R. Scuwvyzer, A. CosToraNacloris & P. S1EBER, Chimia 76, 295 (1962); b) Helv. 46, 870

(1963).

R. ScawyzeR, B. IseLIN, H. KaPPELER, B. RINIKER, W. RiTreL & H. ZuBER, Helv. 46, im

Druck (1963).

13a) R, ScHwYzER & P. SIEBER, Mitt. an den VII. Giornate Biochimiche Latine, S. Margherita
Ligure, 25. Mai 1963; Nature 799, im Druck (1963).

14y Vgl. 2.B. K. SturM, R. GEIGER & W. SrEDEL, Chem. Ber. 96, 609 (1963); K. HoFMANN,
R. D. WeLLs, H. YaJjiMa & J. ROSENTHALER, J. Amer. chem. Soc. 85, 1546 (1963).

15) R. A. BorssonNNas, ST. GUTTMANN, J.-P. WALLER & P.-A. JagueENoup, Experientia 72, 446
(1956).

18) St. GuTTMANN & R. A. Boissonnas, Helv. 42, 1257 (1959).

©
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11)
12)

13)
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einen Teil des Tryptophans!?) und produziert (aus der Carbobenzoxygruppe) Benzyl-
bromid-Molekeln, bzw. Benzyl-Kationen, die auf Methionin-Schwefel®), auf den
Benzolring des Tyrosins®) und vermutlich auch auf den Imidazolring des Histidins
alkylierend wirken.

Im Jahre 1959 berichteten wir iiber ein geschiitztes Octadecapeptid mit der
Aminosduresequenz des Rinder-g-melanotropins, welches zum Schutze von Amino-
gruppen mit Carbobenzoxy- und Tosyl-, zum Schutze von Carboxylgruppen mit
Amid- und Methylester-Gruppen ausgestattet war??), 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 fliissigem Ammoniak, welche die Carbobenzoxy- und die beiden
Toluolsulfonyl-Gruppen hitte entfernen sollen.

Ahnliche Erfahrungen wurden von HOFMANN ef al.2!) mit einem synthetischen
Neé-Toluolsulfonyl-Derivat des «-Melanotropins gemacht: auch hier konnte die
Schutzgruppe nicht ohne Zerstérung der biologischen Aktivitit entfernt werden.

Trotz diesen schlechten Aussichten, welche unsere Arbeitsgruppe und diejenige
von HOFMANN bewogen, nach neuen Ldsungen des Problems zu suchen, haben L1
et al.®?) die Synthese des f1-19-Corticotropins mit Toluolsulfonyl-Schutzgruppen ver-
sucht. Neben dem ldnger bekannten N°-Toluolsulfonyl-L-lysin??) wurde dabei das
N“-Tosyl-arginin #) verwendet (dieses Reagens bewihrt sich ausgezeichnet in Fillen,
bei denen eine Behandlung mit Natrium in fliissigem Ammoniak nichts schadet,
z. B. bei Synthesen des Bradykinins??), des Kallidins2) und des Arginin-Vaso-
pressins27)). Die letzte Stufe der Synthese verlief denn auch mit sehr schlechter
Ausbeute (2-39%,)%), was die Erfahrungen mit «- und g-Melanotropin bestitigt.

Auf der Suche nach geeigneteren Schutzgruppen fir die Seitenkettenfunktion
stellten HorMANN et al.2%) vorerst das N°-Formyl-L-lysin dar. Damit bauten sie ein
Derivat des a-Melanotropins auf, das Glu(NH,)®% Lys(FOR)-x-Melanotropin?2?).
Durch Behandlung mit Sdure liess sich die Verbindung jedoch nicht in «-Melano-
tropin {iberfithren3): die Acetylamido-Gruppe (aus Ser') wurde gleichzeitig mit der
Formyl*- und der Carbonamid?-Gruppe hydrolysiert (wohl wegen eines Nachbar-

17) D. M. THEOoDOROPOULOS & J. S. FrRUTON, Biochemistry 7, 933 (1962).

) Vgl. B. Iserin, Helv. 44, 61 (1961).

) B. Iserin, Helv. 45, 1510 (1962).

20) R. ScHWYZER, H. KAPPELER, B. IseLIN, W. RrrTEL & H. ZUBER, Helv. 42, 1702 (1959).
)
)

K. HorFMaNN, H. YajiMa & E. T. ScawaRTz, J. Amer. chem. Soc. §2, 3732 (1960).
C. H. L1, J. MEIENHOFER, E. ScANABEL, D. CHUNG, T.-B. Lo & J.. RAMACHANDRAN, J. Amer.
chem. Soc. 82, 5760 (1960); 83, 4449 (1961).
23) R. RoEskE, F. H. C. STEwART, R. J. STEDMAN & V. DU VIGNEAUD, J. Amer. chem. Soc. 78,
5883 (1956).
) R. Scawyzer & C. H. L1, Nature 782, 1669 (1958).
25y St. GuTTMANN, J. PLEss & R. A. BorssoNNas, Helv. 45, 170 (1962).
) J. PLEss, E. STURMER, ST. GUTTMANN & R. A. BoissoNNas, Helv. 45, 394 (1962).
) R. L. HucueNIN & R. A. Borssonnas, Helv. 45, 2707 (1962); R. O. STUDER, Helv. 46, 421
(1963).
28) Personliche Mitteilung von C. H. L1 und Mitarbeitern.
29) K. Hormann, E. Stutz, G. SPUHLER, H. Yajima & E. T. ScawarTz, J. Amer. chem. Soc. 82,
3727 (1960).
30) K. HormMaNN & H. Yarima, J. Amer. chem. Soc. 83, 2289 (1961).

98
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Effektes des Serl-Hydroxyls). Diese Beobachtung der Unselektivitit der Spaltung
von N%Acetyl-serin, N=-Formyl-lysin und von Glutamin in peptidischer Bindung
fithrte zur Verwendung dieser Kombination bei der Synthese von g'-%-Cortico-
tropin®!), g1-®-Corticotropin-Val2*-amid 32) und g-1%-Corticotropin3). In den letzten
Synthesestufen wurden die Schutzgruppen mit 0,55 HCl (100°, 80 Min.) entfernt,
wobei nach Trennung von den Nebenprodukten etwa 20-30 Prozent des gewiinschten
Peptides erhalten wurden.

Nachdem wir uns, unabhingig von HoFMANN, in Vorversuchen iiberzeugt hat-
ten*), dass die Formylgruppe in komplizierten Fallen auch gegeniiber der Peptid-
bindung nicht die gewiinschte Selektivitit aufweist, befassten wir uns mit Schutz-
gruppen, die sich von t-Butanol ableiten. Bei kleinen Peptiden war der Gebrauch der
¢t-Butoxycarbonyl (=BOC—)-Gruppe %) und der #-Butylester (=0Bu’)-Gruppe?$) zum
Schutze von a-Amino- und a-Carboxylfunktion bekannt. Uber die Verwendbarkeit
bel hthern 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*-¢-Butoxycarbonyl-
L-lysin  (IT1)%7), rL-Glutaminsdure-y-i-butylester (IV)!) und 1-Asparaginsiure-§-
t-butylester (V)38) her.

NHCO - OC-CHy 0 on, CH,
CHy  CHy CH, 0-C CH,
Ch, co LH,
CH, CH, co
CH, CH, CH,
H,N-CH-COOH H,N-(H-COOH H,N CH -COOH
111 v v

Es erwies sich, dass die Schutzgruppen durch schonende Behandlung mit Sduren
(Trifluoressigsdure, HCl in Methanol und andern Lésungsmitteln etc.) leicht entfernt

1) K. HormanN, H. Yajima, TER-vUNG L1U & N. YaNAIHARA, J. Amer. chem. Soc. 84, 4475
(1962).

32) K. HoFmanN, H. Yajima, TEB-YUNG Liu, N. YANAIHARA, CH. YaNaiHARA & J. L. Humes,
J. Amer. chem. Soc. 84, 4481 (1962).

33) K. HormanN, N. YaNaiHARA, S. LANDE & H. Yajyiva, J. Amer. chem. Soc. 84, 4470 (1962).

14 Unversffentlichte Arbeiten mit P, SIEBER (1958).

1%) L. A. CarvriNo, J. Amer. chem. Soc. 79, 4427 (1957); F. C. McKay & N. I'. ALBERTSON, tbid.
79, 4686 (1957); G. W. ANDERsON & A. C. McGREGOR, ibid. 79, 6180 (1957); R. SCHWYZER,
P. S1EBER & H. KAPPELER, Helv. 42, 2622 (1959).

) R. W. RoEgskE, Chemistry & Ind. 7959, 1121; E. TascENER, B. LIBERECK, C. WASIELEWSKI
& J. BiErRNAT, Angew. Chem. 77, 743 (1959); E. TascunEg, A. CHIMIAK, B. BaTor & T. Soko-
LowsKa, Coll. czechoslov. chem. Commun. 27, 2234 (1962); E. TASCHNER, A. CHIMIAK, J. F.
BIerNaT & C. WASIELEWSKI, ¢hid. 27, 2237; G. W. AxprrsoN & F. M, CarrLanan, J. Amer.
chem. Soc. §2, 3359 (1960).

37} R. ScuwvzER & W. RItTEL, Helv. 44, 159 (1961).

) R. Scawyzrer & H. DirTricH, Helv. 44, 2003 (1961).
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werden kénnen, ohne dass dabei empfindliche Aminosdurereste (Serin, Tryptophan,
Methionin etc.) geschidigt werden?®?):

HH
21O CH OH
TR [ CHy
R-C-O-C—CHy,-H /> R-C=0 + C=CH, + H)
| CH,”
CH, i

Besonders ihre Selektivitit in Kombination mit andern Schutzgruppen machte
sie fiir unsere Zwecke geeignet. Einige der von uns ausprobierten Kombinations-
moglichkeiten sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt):

Tabelle 1. Schutzgruppenkombinationen
+ bedeutet Entfernung mit dem betr. Reagens; 0 bedeutet unerwiinschte Reaktionen anderer Art

Reagens

‘N

MeOH, etc.
NaOH, Ba(OH),

CH,COOH
809,

HC1 0,2
F,CCOOH
80-1009,
HCl1-N
MeOH, etc.
HBr 2-N
CH,COOH
H,/Pd (C)
MeOH (H+)
NH,NH,

Schutzgruppe

Phthalyl- (PHT)
Methylester

t-Butylester (-OBut)
t-Butoxycarbonyl (BOC-)
Triphenylmethyl (TRI-) +
Carbobenzoxy (Z-)
p-Phenylazo-carbobenzoxy (PZ-)
Nitro (Guanidinogruppe des Arginins)

+ o

+ +
+ 4+
+ 4+ +

+ o+ 4+

T

Wir setzten uns in der Folge zum Ziele, das geschiitzte Tetracosapeptid-Derivat I1
moglichst rein herzustellen. Als das gelungen war, zeigte es sich, dass sich alle
Schutzgruppen quantitativ und ohne Bildung von Nebenprodukten irgendwelcher
Art mit 90-proz. Trifluoressigsiure bei Zimmertemperatur abspalten lassen, wodurch
sich sogar eine besondere Reinigung des Endproduktes eriibrigt 9).

2) Die Unterteslung der Peptidkette und die Wahl der Kondensationsmethoden.
Diese beiden Probleme sind eng miteinander verflochten. Die meisten Methoden zur
Kniipfung der Peptidbindung verursachen eine teilweise Racemisierung des inter-

39) Die Selektivitit der Abspaltung der N2-BOC-Gruppe vor der - und y-¢-Butylester-Gruppe
wurde von H. DieTrICH am (noch unverdffentlichten) Beispiel des BOC - Phe-phe-Asp(OBut)-
Glu(OBu*) - OCHj,, dessen Sequenz im Tyrocidin A enthalten ist, demonstriert. Mit verdiinnter
HCl in Methanol oder ¢-Butanol wird zuerst die BOC-Gruppe abgespalten.

40) Dije neuen Seitenkettenschutzgruppen haben wir bisher zur Synthese von Glu(NH,)s-f1-19-
Corticotropin (R. Scawyzer, W. RirreL, H. KaPPELER & B. IseLIN, Angew. Chem. 72, 915
[1960]), fr-18-Corticotropin-Lys®-methylester (R. SchwvzeEr, W. RirTEL & A. COSTOPANA-
giotis, Helv. 45, 2473 [1962]), Ac-Serl-f1-24.Corticotropin (unveréffentlichte Arbeit mit
ANTIGONE COSTOPANAGIOTIS; Ac-Ser!l-f1-24-Corticotropin besitzt ca. 1 x 10° MSH-Einheiten
pro g, etwa 10 x soviel wie ff1~24-Corticotropin, und ca 10-20 ACTH-Einheiten pro mg, also
5-10x weniger als das nicht acetyliertc Produkt), a-Melanotropint?), f-Melanotropin!3) und
B-Corticotropin!®a) herangezogen.



HELVETICA CHIMICA ACTA

15

ULG043091140 )31l €S2PZINYISIDH 1T T

fo +Z €z 7z 1z 0z 3 81 LT 91 <1 +1 €1
Bt ol u OOOH)N-OOH)HN-OJH)IHN- 0um_umz ODHOHN-OOH)~N- oumumzlloé_umv,loomﬂma oum,umz ODH)HN-ODHJHK-
fu \/ Nm_u AN @ :_9 AN A\/ HO nmm_uv @ HO) FE HO) m AN
_\/: HN m/_ :/_, HX HX
. i i
N~ o9 P PN 0? o?
mm o N ONH HN @ zf 0 o
fuﬂw\fu ulw\fu mmuw_u\”:u
o *Ho *HO
Al 1 o1 6 8 L 9 S ¥ € z 1 mm_o
-0D \u /|Oumumz OOHOHN-OJHIHN-OJHOHN-OOHIHN-OOHOHN-OOH)HN-OOHOHN-OOH)HN~ oEomz\oEumzloo u| HD
¢ £(2 4 3 2 H N Sy
P D) m Mu Am_ov mu mu Nmn_v Fu m_o mw o mo
E_A " HY \/: N ﬁ HO *HD HO \/_ HO
o7 pu— o NS = o $ f¥
e} § ‘UN” @ N°H o} *HD E_u
4 \¥\m » / \ By I_\n
HO-O-"HD HO=)~"HD
i) _ 1o



Volumen xrvi, Fasciculus v (1963) — No. 170 1557

medidr aktivierten Carbonsdurerestes (mit Ausnahme des - optisch inaktiven -
Glycin-Restes und des Prolin-Restes, welcher in dieser Hinsicht stabiler ist)41):

H_ R H R H_ R
X-NH-C-COOH + H,NR’ —— > XNH-CZCO-NHR’ + XNH-C CO-NHR’

Einzig die Curtius’sche Azidmethode?®?) scheint eine Ausnahme zu machen;
allerdings liuft man bei ihrer Anwendung auf langsame Reaktionen (bei sterischer
Hinderung der Amino- und Carboxyl-Komponenten) die Gefahr, dass CurTIUS-Um-
lagerung eintritt mit nachfolgender Bildung von Harnstoffderivaten, die von dem
erwiinschten Peptid oft nur schwer zu trennen sind 3):

H R -N, H R H,NR’ H_ R

. . -~
XNH-C-CO-Ng —>» XNH-C-N=C=0 —> XNH-C-NHCONH-R’

Ausnahmen sind ferner N*-Alkoxy- (oder Aryloxy-)-carbonyl-, N*-Toluolsulfonyl-
und N®Trityl-Derivate von Aminosduren; solche Derivate kénnen ohne Racemi-
sierungsgefahr zur Reaktion gebracht werden. Daraus ergeben sich gewisse Vorteile
eines stufenweisen Aufbaus von Peptidketten (Angliederung einer Aminosdure nach
der andern)44).

Schema 1. Unterteilung dev Tetrvacosapeptidsequenz in synthetische Unteveinheiten
A B C D
Ser-Tyr-Scr-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly | Lys-Pro-Val-Gly | Lys-Lys-Arg-Arg-Pro | Val-Lys-Val-Tyr-Pro
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 t t

Dicyclohexyl-carbodiimid  Azid-Methode = Anhydrid-Methode

| Ser—Tyr—Ser-Met—Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly| A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

|L?—Pro -Val-Gly| B
11 12 13 14 e e A_B_C-D
. B
| Lys-Lys-Arg-Arg-Pro | C
15 16 17 18 19 B
> B_C-D
l Val-Lys-Val-Tyr-Pro | D -

20 21 22 23 24

41) Vgl. als neuesten Beitrag zu diesem Probleme: I'. WEvGaND, A. ProX, L. SCHMIDHAMMER &
W. K6niG, Angew. Chem. 75, 282 (1963).

4?) THu. CURTIUS, Ber. deutsch. chem. Ges. 35, 3226 (1902).

49 R. ScuwYzER & H. KAPPELER, Helv. 44, 1991 (1961), wo die Umlagerung IR.-spektroskopisch
verfolgt wird, vgl. 13).

44 R. A. BoissoNNas, ST. GUTTMANN, P. A. JAQUENOUD & J. P. WALLER, Helv. 38, 1491 (1935);
vgl. M. BopANszKY & V. DU VIGNEAUD, Nature 783, 1324 (1959).
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Unter gewissen Umstanden kann jedoch bei der Synthese kleinerer Peptide eine
Racemisierung in Kauf genommen werden, dann ndmlich, wenn sich das uner-
wiinschte Diastereomere leicht erkennen und abtrennen ldsst und racemisierungs-
freie Methoden keine bessern Ausbeuten liefern??).

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

C. Ausfithrung der Synthese

Zur Umsetzung unserer oben entwickelten Absichten (Synthese des geschiitzten
Tetracosapeptids II, Unterteilung der Sequenz nach Schema 1, Verwendung von
Schutzgruppen-Kombinationen 1t. Tabelle 1) in die Praxis synthetisierten wir die
im Schema 2 angegebenen Zwischenprodukte. Sowohl die Derivate des f1-10-Corti-
cotropins (VI)*3) und des B1!-24-Corticotropins (IX), die beiden wichtigsten Vor-
laufer des geschiitzten f'-24-Corticotropins (II), kristallisierten, was ihre Brauch-
barkeit ungemein erhohte. Die Kristallisationstendenz des Tetradecapeptid-Deri-
vates IX scheint von der farbigen p-Phenylazo-benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe )
begiinstigt zu werden. Die Loslichkeitseigenschaften aller dieser Zwischenprodukte,
die ja von den Schutzgruppen wesentlich mitbestimmt werden, erwiesen sich bei
allen Reaktionen als sehr giinstig.

1) Derivate der Untereinheiten A, B, C und D: Eine detaillierte Publikation iiber
die Synthese des Decapeptidderivates (VI, entsprechend A) liegt bereits vor#3)47);
die Synthese ist neuerdings mit geringfiigigen Anderungen wiederholt worden %),

Die Peptidsequenz B lag in geeigneter Form als PZ-Lys(BOC)-Pro-Val-Gly-
0C,H; (XIX) vor®?). Uber die Synthese des Pentapeptides B in Form des Derivates
H-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu (XXIV) publizieren wir separat ).

Fir die Sequenz C, die wir als TRI-Lys(BOC)-Lys(BOC)-Arg(NO,)-Arg(NO,)-
Pro-OCH, (VII) einsetzen wollten, verfiigten wir bereits tiber Erfabrung, da wir
den entsprechenden #-Butylester frilther hergestellt hatten4®). Der Gang der hier
beschriebenen Synthese ist im Schema 3 aufgezeichnet; er weicht von unserem
frithern Schema?®) hauptsichlich in der Verwendung von Carbobenzoxy-nitro-
arginin®) anstelle von N*-Trityl-N“-nitro-arginin ab. Jenes wurde entweder mittels
45) R. SCHWYZER, B. RINIKER & H. KAPPELER, Helv. 46, 1541 (1963).

48) R. SCHWYZER, P. SIEBER & K. ZaTsSKO, Helv. 47, 491 (1958).

47 Die spezifische Drehung von VI wurde neu bestimmt und betrigt [a]j, = — 18,8 4+ 1° (¢ = 1,
Dimethylformamid). Der Unterschied ist vermutlich auf die Qualitit des verwendeten Di-
methylformamids zuriickzufiihren; in Lit, 4¢) wurde ebenfalls der niedrigere Wert gefunden.

48} R. GEIGER, K. STURM & W. S1EDEL, Chem. Ber. 96, 1080 (1963).

49 W. RritTEL, Helv. 45, 2465 (1962); vgl. R. Scuwvzer, W. RitteL, H. KaPPELER & B. IsELIN,
Angew. Chem. 72, 915 (1960).

50y Betreffend die Herstellung einfacher Aminosiurederivate sei anf das Werk von J. P. GREEN-

STEIN & M. Winitz, «Chemistry of the Amino Acids» (John Wiley & Sons, Inc., 1961), hin-
gewicsen,
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der Methode der gemischten Anhydride5!) oder mittels Dicyclohexyl-carbodiimid 52)
mit Prolin-methylester zu Carbobenzoxy-nitro-L-arginyl-L-prolin-methylester (X))
kondensiert. Abspaltung des Carbobenzoxyrestes aus X und Reaktion mit einer
weitern Molekel Z- Arg(NO,) - 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 mit HBr in Eisessig?54)
vorgenommen. Nach Entfernung von HBr mittels eines Ionenaustauschers in der
OH!-)-Form wurde das erhaltene Tripeptid-Derivat mit TRI-Lys(BOC)-Lys(BOC)-
OH (XV)?®) nach zwei Methoden umgesetzt: Kondensation mit Dicyclohexyl-
carbodiimid lieferte 649, diejenige mit N-Athyl-5-phenyl-isoxazonium-3’-sul-
fonat5%) ergab 819, des festen, aber amorphen Pentapeptidderivates VII. Umfillen
aus Aceton-Ather entfernte offenbar die bei beiden Reaktionen erwartete Beimengung
des diastereomeren TRI-Lys(BOC)-lys(BOC)-Arg(NO,)-Arg(NO,)-Pro:OCH; (L-D-
L-L-L}, denn das Produkt wurde (nach Entfernung der beiden BOC-Gruppen) mit
Trypsin zwischen Lys!® und Arg(NO,)®® vollstindig gespalten, was in Anbetracht
der Stereospezifitit der Enzymreaktion beim (L-D-L-L-L)-Isomeren nicht der Fall
gewesen wire. Das Pentapeptidderivat VII ist also sterisch einheitlich.

2) Synthese des geschiitzten Tetradecapeptid-Devivates 1X iiber das Nonapeptid-
Deytvat VIII, Schema 4: Aus dem Tetrapeptid-Derivat XIX?37) wurde das kristalli-
sierte Sdurehydrazid XX hergestellt, um es (vi@¢ Sdureazid) mit dem Pentapeptid-
Derivat XXI kondensieren zu kénnen. Letzteres wurde durch selektive Abspaltung
des Ne-Tritylrestes aus VII mittels Essigsdure3?) 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 Aminosiduren®) ergab, dass alle Aminosduren
zu mindestens 999, die L-Konfiguration aufweisen (Pro und Gly wurden natiirlich
nicht oxydiert).

Das kristallisierte Pentapeptid-Derivat XXIII (entsprechend D} wurde durch
katalytische Hydrierung von der Carbobenzoxygruppe befreit#%). Umsatz des ent-
standenen Peptid-Derivats mit freier a-Aminogruppe mit dem gemischten Anhydrid
aus VIII und Kohlensiure-dthylester ergab das geschiitzte f11-#-Corticotropin (IX),
welches aus Acetonitril kristallisiert wurde (Ausbeute 809,).

51) R. A. Boissownas, Helv. 34, 874 (1951); TH. WieLaND & H. BERNHARD, l.iebigs Ann. Chem.
572,190 (1951).

5%) J.C. SHEEHAN & G. P. HEss, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955).

53) Die Verbindung wurde unabhéngig von uns von H. GiBian & E. ScHRODER, Licbigs Ann.
Chem. 642, 145 (1961), beschricben: Smp. 159-160°, [a]D = — 53,0° (¢ = 2, Mcthanol). Diese
Autoren kondensierten Z-Arg(NO,)-OH mit H-Pro-OCH, in Tetrahydrofuran-Dimethyl-
formamid mittels Dicyclohexyl-carbodiimid.

%) D. BEN-Isaar & A. BERGER, J. org. Chemistry /7, 1564 (1952).

5) R.B. WooDpwaRD & 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) B. RINIKER & R. SCHWYZER, Helv, 44, 658 (1961).
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Schema 3. Synthese des geschiitzten Pentapeptid-Devivales VII
Aminosduresequens 15-19 von p-Corticotropin

I\O O H - Pro- OCH,
56 %
- Arg - OCOC,H, \
NO, 53)
B 2N HBr
Z-| Arg-Iro |-OCH; ——»
NO, P AcOH
. Pro - OC - X
Z-;;\rg' OF H- Pro- OCH, 74,
(e
NO, NO,
1 {

NEt,

— —— Arg(NO )
[m@ ®H,- Arg-Pro |_ocu,,] —5 B Ao locH, - 2

NO, NO, NO, NO,
L 1) HBr/AcOH S N
2| Arg-Arg-ro |-OCH, B H—{ Arg-Arg-Pro |-OCH,
_ 2) Amon- Austausch —_—
XIII (OH®) XIv

s (e ()

BOC BOC 7 BOC BOC NO, NO,
\ [ ) \04 L :
TRILys-Lys }—OH / TRI- yb—Lys;Arg—-’\rg;Pro -OCH,
XV VII
/s,
. o czHF
A
(—)0y87
XVII
NO, NO, , | Lys-Lys|-OH
1,CCOOH Lt Trypsin -

—————» H-| Lys-Lys-Arg-Arg-Pro |-OCH,

NO, NO,
\ T
4 Hw] Arg-Arg-Pro |-OCH,

XVIII

XVI

3) Die Endstufen der Synthese (Schema 5): Wir beabsichtigen, den Nitro-Schutz
der Arginin-Guanidogruppen, nachdem wir ihn durch spezielle Massnahmen bis
hieher erhalten hatten (Abspaltung von Carbobenzoxy aus dem Tripeptid-Derivat
XIII mittels HBr, Einfithrung der N*-Tritylgruppe in das Pentapeptid-Derivat VII
mittels XV, damit die a-Aminogruppe trotz Gegenwart von Nitro- und BOC- selek-
tiv freigelegt werden konnte), nun gleichzeitig mit dem p-Phenylazo-benzyloxy-
carbonyl-Rest durch Hydrierung zu entfernen. Bei der hydrierenden Spaltung von
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Nitrogruppen muss man unter sauren Bedingungen arbeiten, um die Entstehung
von N“-Amino-arginin zu verhindern®). Wir arbeiteten in 90-proz. Essigsdure, in
der die N*-BOC-Gruppen der vier Lysinreste noch geniigend stabil sind. Zur Kon-
trolle der Reaktion setzten wir eine Probe des Reaktionsproduktes mit 2,4-Dinitro-
fluorbenzol um und hydrolysierten das Produkt mit Salzsiure. Es war nur eine
Dinitrophenylaminosdure nachweisbar und zwar N*-Mono-dinitrophenyl-lysin. Das
Hydrierungsprodukt besitzt also die Struktur XXV (als Triacetat), bei der nur die
o-Aminogruppe in freier Form vorhanden ist. Eine ganz unbedeutende, auf Diinn-
schicht-Chromatogrammen erkennbare Verunreinigung wurde durch Chromato-
graphie an Carboxymethylcellulose?) entfernt. Das gereinigte Produkt zcigte die
richtige Aminosdurezusammensetzung. Da die Acetat-Anionen unter den Bedin-
gungen der ndchsten Stufe acetylierend wirken wiirden (CH,COOH -+ Dicyclohexyl-
carbodiimid), mussten sie durch Anionen einer stirkern Sdure ersetzt werden. Dies
gelang, ohne die BOC-Gruppen anzugreifen, durch Behandlung mit der dquivalenten
Menge Toluolsulfosiure in Pyridin; beim Eindampfen verfliichtigte sich das ent-
standene Pyridinium-acetat. Die Elementaranalyse stimmt auf die Struktur XXV,

Die Kondensation dieses Tetradecapeptid-Derivates XXV mit 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. Multiplikative Verteilung iiber 400 Stufen in cinem
Gemisch aus CCl,, CHCl;, Methanol und Ammoniumacetat-Puffer fithrte zum
reinen, geschiitzten f'-24-Corticotropin (I1I). Zur Reinigung bewihrt sich auch
Chromatographie an Carboxymethylcellulose. Wir haben die Erfahrung gemacht?®),
dass Polykationen mit Schutzgruppen (die in wisserigen Pufferlésungen zu schwer
18slich sind) sich in 50-proz. ¢{-Butanol unter Zusatz steigender Mengen von Essig-
sdure sehr gut an Carboxymethylcellulose und Carboxymethyl-SEPHADEX® chromato-
graphieren lassen. Die Charakterisierung und Reinheitspriifung erfolgte ferner durch
UV.-Absorptionsspektrographie, Aminosdureanalyse und Diinnschichtchromato-
graphie.

Aus einem derart gereinigten Tetracosapeptid-Derivat II ldsst sich durch ein-
faches Losen in 90-proz. Trifluoressigsdure, gefolgt vom Austausch der Trifluor-
acctat-Ionen ein Priparat von f~%-Corticotropin (Hexaacetat, I) in sozusagen
quantitativer Ausbeute gewinnen, in welchem keine Verunreinigungen nachge-
wiesen werden konnen (Elektrophorese in drei Puffersystemen, Diinnschicht-
Chromatographie). Nach dem Aufbau ist die Verbindung sterisch einheitlich; die
Aminosdureanalyse gibt dic erwarteten Werte59),

57) Vgl. CLAUDE GRos, M. PRIVAT DE GARILHE, ANTIGONE COSTOPANAGIOTIS & R. SCHWYZER,
Helv. 44, 2042 (1961).

5%) E. A. PETERSON & H. A. SOBER, J. Amer. chem. Soc. 78, 751 (1956).

59) Zusammen mit P. SIEBER.

393) Bei einzelnen Praparationen, deren geschiitzte Vorstufe nicht absolut rein war, licss sich im
Diinnschichtchromatogramm auf Al,O, (DA) eine kleine, schneller wandernde Verunrcinigung
(ca. 5%) nachweisen, die sich durch multiplikative Verteilung (sec-Butanol/0,5-proz. Trichlor-
essigsdure) von I abtrennen ldsst. Sie unterscheidet sich von 1 ausserdem durch die spez.
Drehung: [¢)¥ = —80,2° (¢ = 1 in 1-proz. Essigsiure), nicht aber durch Hochspannungs-
clektrophorese (bei versch. pH-Werten), UV.-Absorptionsspektrum und Aminosdurcnanalyse.
Wir werden die Verbindung chemisch und biologisch weiter untersuchen.
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Die Oxydation mit H,0, ergab das Methionin-sulfoxid-Analoge des p!~2*-Corti-
cotropins, welches diinnschichtchromatographisch neben f1-24-Corticotropin gut
nachweisbar ist. Es kann mit Thioglykolsdure wieder reduziert werden. Offenbar
ist bei der multiplikativen Verteilung keine Oxydation des geschiitzten Tetracosa-
peptids eingetreten, was sonst bei Verwendung fiblicher, butanolhaltiger Systeme
fast immer der Fall ist): neben der grossen Anpassungsfihigkeit beziiglich der
Verteilungskonstante ist das ein grosser Vorteil der von uns immer wieder ver-
wendeten, chloroform- und methanolhaltigen Systemen 1),

Experimenteller Teil

Dic Smp. sind in der Kapillarc im Smp.-Apparat nach Dr. Torror1 (Firma W. Btcai, Flawil)
bestimmt und nicht korrigiert. « Ubliche Aufarbeitung» bedeutet Aufnehmen in einem in Wasser
schwerloslichen organischen Losungsmittel und Waschen mit verd. Siure, Wasser, verd. Alkali,
Wasser, Trocknen mit Natriumsulfat, Eindampfen im Vakuum im Rotationsverdampfer (org.
I.m., Siurc und Alkali werden jeweils spezifiziert).

Losungsmittel fiir Papierchromatographic (PC) und Diinngchichtchromatographie (Zahlen-
angaben = Volumenteile, wo nichts anderes angegeben) :

45: sec-Butanol, 3-proz. Ammoniak (100:44)
48: n-Butanol, Accton, Didthylamin, Hy(O (100:100:20:50)
49: sec-Butanol, iso-Propanol, Tridthylamin, Veronal, H,0 (100 m1:10 ml:0,2 ml:1,8 g:60 ml),

pH = 8-9
52: n-Butanol, Eisessig, H,O (100:10:30, d.h. gerade mit H,O gesittigt)

54: sec-Butanol, iso-Propanol, Chloressigsdure, H,O (70 ml: 10 mi: 3 g : 40 ml)
87: iso-Propanol, Ameisensdure, H,O (400:20:100)

100: Essigester, Pyridin, Eisessig, H,O (60:20:6:11)

101: n-Butanol, Pyridin, Eisessig, H,O (30:20:6:24)

Schichtmaterialien fiir die Diinnschichtchromatographic werden wie folgt bezeichnet: DS =
Kieselgel G, DA == Aluminiumoxid G.

Analytische Elektrophorese erfolgte auf Papierstreifen ScHLEICHER & ScHULL Nr. 2043D in
ciner Apparatur mit Kithlung (HSE).

Priparative Elektrophorese crfolgte auf hingendem gekithltem Karton in der ELPHOR-
Apparatur (BENDER & HoBEIN, Miinchen).

Aminosidurcanalysen, vgl. 3).

Trispuffer ist aus Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan und HCI hergestellt.

Mikroanalysen und Spektren wurden in den analytischen laboratorien der CIBA A.G. aus-
gefithrt (Dr. W. PADOWETZ).

Papier- und Diinnschichtchromatogramme wurden im Speziallaboratorium der CIBA A.G.
(Dr. R. NEHER und E. voN Arx) ausgefiihrt.

A.Schema3.-X:Z-Avg(NQy) - Pro-QCH,, Carbobenzoxy - nitro-L-arginyl-L- prolin - methyl-
ester. — a) Nach dev Carbodiimidmethode. 500 mg L-Prolin-methylester-hydrochlorid wurden in
wenig Wasser geldst, mit 50 ml Ather iiberschichtet und unter Eiskiihlung mit so viel K,CO, ver-
setzt, dass die wiasserige Phase kornig und fest wurde. Die Pottasche wurde abgenutscht und mehr-
mals mit Ather gewaschen. Die gekiihlten Atherphasen wurden mit Na,SO, getrocknet und cin-
gedampft: 367 mg (94,5%) L-Prolin-methylester.

223 mg L-Prolin-methylester wurden in 4 ml Acetonitril gelést und mit einer L&sung von
610 mg Z-Arg(NO,)-OH in 2 ml Dimethylformamid versetzt. Zur entstandenen, klaren Loésung
wurden bei —15° 426 mg Dicyclohexyl-carbodiimid zugegeben. Nach 30 Min. bei —15° wurde der
Ansatz 3 Tage bei 0° anfbewahrt. Danach wurde der ausgeschiedene Dicyclohexylharnstoff ab-
genutscht und mit kaltem Acetonitril gewaschen: 329 mg, Smp. 227-228°. Das Filtrat wurde bei
40° Badtemperatur zuerst bei 12 Torr, dann bei 0,01 Torr von den Losungsmitteln befreit. Der
Riickstand wurde in 25 ml Essigester gelést und im Scheidetrichter nacheinander mit 3,5 ml

60) Beobachtungen von Dr. B. RINIKER.
61) R, ScHwvzeR & I, Sirrkr, Helv. 40, 624 (1957).
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2N H,50,, 5 ml H,0, 5 ml NaHCO;-H,0 (halbgesittigt) und 5 ml H,0O gewaschen. Bei dieser
Prozedur schied sich nochmals Dicyclohexylharnstoff aus, der abfiltriert wurde: 63,5 mg Smp.
210-211°. Die Waschfliissigkeiten wurden mit 5 ml Essigester gewaschen. Die vereinigten Essig-
esterextrakte wurden 15 Std. bei 0° aufbewahrt, wobei das Dipeptid-Derivat X, nunmehr frei von
Dicyclohexyl-harnstoff, auszukristallisieren begann: 366 mg (45,7%,), Smp. 158-159°, Die Mutter-
lauge wurde auf ca. 10 ml eingeengt und schied bei 0° nochmals 259 mg (32,39%,) kristallisiertes X
aus, Smp. 155-157°. Nun wurde die Mutterlauge zur Trockne verdampft und der Riickstand aus
wenig Essigester kristallisiert: 15,4 mg (1,9%), Smp. 156,5-157,5°. Alle Kristallfraktionen mit
Smp, zwischen 155 und 160° wurden zusammengenommen und aus Methanol umkristallisiert:
600 mg (74%), Smp. 159-161°. [«]Ff = ~ 36,04° (¢ = 1,3 in Dimcthylformamid).

CygHypqO,;Ny (464,47)  Ber. € 51,71 H 6,08 N 18,10%  Gef. C 51,98 H 6,20 N 18,32%,

b) Uber das gemischte Anhydrid mit Kohlensdure-dthylester. 3 g Z- Arg(NO,)-OH und 1,17 ml
Trifthylamin wurden in 9 ml Dimethylformamid und 15 ml Tetrahydrofuran gelést. Unter Kiih-
lung auf — 10 bis — 15° und Rithren wurde nun 0,82 ml Chlorameisensiure zugegeben. Nach 10 Min.
wurde eine vom ausgeschiedenen Tridthylamin-hydrochlorid abfiltrierte I.6sung von 1,4 g L-
Prolin-methylester-hydrochlorid und 1,3 ml Tridthylamin in 4,2 ml Dimethylformamid zugefiigt.
Der Ansatz wurde !/, Std. bei 0° und 2 Std. bei 20° aufbewahrt. Die rétlich gefirbte Mischung
wurde mit 200 ml Essigester verdiinnt und dreimal mit 1N HCI, Wasser, NaHCO;-Losung und
Wasser gewaschen. Darauf wurde die organische Schicht i.V. vom Losungsmittel befreit. Der
Riickstand wurde aus 20 ml Mcthanol kristallisiert: 2,4 g (61%), Smp. 156-157°. Umkristallisiercn
licferte 2,2 g (569%,) Z - Arg(NO,)-Pro-OCH,, Smp. 159-160°, identisch mit dem unter a) erhaltenen
Produkt.

XIII:Z-Avg(NO,)-Avg(NO,)-Pro-OCH,, Carbobenzoxy-witvo-L-arginyl-nityo-L-arginyl-L-pro-
lin-methylester : Eine Mischung von 13,04 g Arg(NO,)-Pro - OCHg, HBr (X1, Herstellung analog X1V)
und 60 ml Dimethylformamid wurde auf — 10° gekiihlt, mit 8,1 m]l Tridthylamin versetzt und 30 Min.
bei dieser Temperatur gerithrt. Das Tridthylamin-hydrobromid wurde abfiltriert und das Filtrat
im Rotationsverdampfer bei 20° Lufttemperatur und 0,01 Torr vom iiberschiissigen Tridthylamin
befreit. Danach wurde die Losung auf —~ 10° gekiihit und nacheinander mit den Lésungen von
8,75 g Z- Arg(NO,) - OH in 40 m! Dimethylformamid und 5,7 g Dicyclohexyl-carbodiimid in 30 ml
Acetonitril versetzt. Nach 1 Std. bei —10° und 20 Std. bei 0° wurdc der Dicyclohexylharnstoff
abfiltriert, das Filtrat mit 1 ml Eisessig angesduert und bei 45°/0,01 Torr auf ein kleines Volumen
cingeengt. Der sirupartige Riickstand wurde in einem Gemisch von Chloroform und #-Butanol
(1:1) gelost und mit je 10 ml 1x HCl, H,0, 1N-Sodalésung und H,O gewaschen. Nach dem
Trocknen iiber Na, SO, wurde die Losung auf ein kleines Volumen eingedampft und das Peptid mit
Ather ausgefillt: 11,5 g. Umkristallisieren aus 300 ml heissem #-Butanol: 9,52 g (56%,) Z - Arg(NQ,)-
Arg(NQ,)-Pro+OCH,, Smp. 120° (u. Zers.). Die Analysenprobe wurde nochmals aus #-Butanol um-
kristallisiert und 13 Std. bei 80° und 0,001 Torr getrocknet; Smp. 120° (u. Zers.). [a) = — 46,3
+1° (¢ = 1,00 in Methanol). UV.-Absorptionsspektrum (EtOH): 4 . == 271 mp (¢ = 32200)
entsprechend 2 Mol. Nitroarginin.

CoeHggOyoN;;  Ber. C 46,91 H 591 0O 24,04 N 23,159,
(665,69) Gef. ,, 47,09 ,, 6,00 ,, 24,08 ,, 22,909

XIV: H-Arg(NO,)-Arg(NO,)-Pro-OCH,, Nitvo-L-arginyl-nitro-L-arginyl-L-prolin-methylester :
4,2 g Z- Arg(NO,)-Arg(NO,)-Pro-OCH, (XIII) wurden wihrend 1 Std. bei 20° mit 24 ml 2~ HBr
in Eisessig decarbobenzoxyliert. Nach 15 Min. begann dic Ausscheidung des HBr-Salzes von XIV.
Das Reaktionsgemisch wurde bei 40°/11 Torr auf ein kleincs Volumen eingedampft und mit Ather
versetzt. Die unlosliche, klebrige Masse wurde mchrmals mit frischem Ather verricben, wobei sie
vollstindig erstarrte. Die wisserige Lsung dieses Produktes (15 ml) wurde mit Essigester gewa-
schen und dann durch eine Siule eines stark basischen Ionenaustauschers in der OH®-Form
gegossen (MeRck III). Das Filtrat hinterliess beim Verdampfen 3,2 g (95%) amorphen Tripeptid-
ester XIV. PC einheitlich: Rf = 0,65 (49); 0,5 (54) (Ninhydrin). HSE cinheitlich: 92 cm (pH = 1,9)
(Ninhydrin).

VII: TRI-Lys(BOC)-Lys(BOC)-Avg(NO,)-Arg(NQ,)-Pro-OCH,, Trityl-(Ne-t-butoxycarbonyl)-
L-lysyl-(N*-t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-nitro-L-arginyl-nitvo-L-arginyl-L-prolin-methylester. — a) Mut
Dicyclohexyl-carbodiimid. Eine auf —10° gekiihlte Losung von 1,5 g H-Arg(NO,)-Arg(NO,)-
Pro-OCH, (XIV) in 20 ml Dimethylformamid wurde unter intensivem Rithren mit 2 g TRT-
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Lys(BOC)-Lys(BOC)-OH (XV) und dann mit einer Losung von 640 mg Dicyclohexyl-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 Lésungsmittel bei 40°/0,01 Torr abdestilliert.
Der Riickstand wurde in wenig Essigester gelost, filtriert und nochmals vom Loésungsmittel
betreit, worauf er 2mal aus Aceton-Ather umgefillt wurde: 2,2 g (64%,), Smp. 134-136°, [a]} =
—41,2 4 1° (¢ = 2,703 in Methanol). UV.-Absorptionsspektrum (EtOH 96-proz.): 4, = 271
(¢ = 32500). PC einheitlich: Rf = 0,29 (49) (Trifluoressigsiure, dann Ninhydrin), PC der mit Tri-
fluoressigsidure vorbehandelten Verbindung einheitlich: Rf = 0,43 (49) (Ninhydrin).

L) Mit N-Athyl-5-phenyl-isoxazonium-3'-sulfonat. Eine Loésung von 7,2 g TRI-Lys(BOC)-
Lys(BOC)-OH (XV) und 1,39 ml Tridthylamin in 80 ml Acetonitril wurde bei 0° mit 2,53 g
N-Athyl-5’-phenyl-isoxazonium-3’-sulfonat versetzt. Die Mischung wurde 3 Std. bei 0° geriihrt,
wobei eine klare Lésung entstand. Nun wurden 5,3 g H-Arg(NO,)-Arg(NQ,)-Pro-OCH4 (XIV)
zugegeben und der Ansatz 24 Std. bei Zimmertemperatur geschiittelt. Die Reaktionslosung wurde
darauf mit Essigester verdiinnt und mit viel Wasser gewaschen. Der Essigester wurde im Vakuum
abgedampft und der Riickstand zweimal aus Aceton-Ather umgefillt: 10 g (81%), nach Smp.,
[elp. UV. und PCidentisch mit der nach a) erhaltencn Verbindung VII.

Totalhydyolyse und Oxydation von V I T mit L-Aminosdureoxydase®®) : Proben von nach a) und b)
hergestellten VII wurden wie tiblich mit HCI gespalten und mit L-Aminosdureoxydase inkubiert.
I.ysin und Arginin wurden vollstindig abgebaut, woraus auf die alles-rL-Konfiguration von VII
geschlosscn werden kann.

Spaltung von VII wmit Trypsin: 100 mg TRI-Lys(BOC)-Lys(BOC)-Arg(NO,)-Arg(NO,)-
Pro-OCH; wurden mit 0,5 ml Trifluoressigsdure behandelt (15 Min. bei 20°). Nach Verdampfen
der Sdure wurden je 2 mg des Riickstandes, ein Trifluoracetat von H:Lys-Lys-Arg(NO,)-
Arg(NO,)-Pro-OCH, (XVI), in 0,2 ml 0,05m Trispuffer (pH = 9,4) gelost und mit 0,016 ml einer
0,25-proz. Trypsinlésung wahrend 6 Std. bei 37° inkubiert. HSE (pH = 1,9): H-Lys-Lys-OH bei
30 cm und H- Arg(NO,)-Arg(NO,)-Pro- OCH, bei 9,5 cm (Ninhydrin}; Lys (bei 27 cm) kann nicht
aufgefunden werden, ebenso erscheinen keine andern Flecken. Die vollstindige Spaltung deutct
auf die Abwesenheit des L-D-L-L-L-Isomeren im Endprodukt.

Aminosdureanalysevon VII:Lys 1,95; Orn 0,08; Arg1,52; Pro 1,0; NH; 0,47,

B. Schema 4. - XX PZ-Lys(BOC)-Pro-Val-Gly- NHNH,, p-Phenylazo-benzyloxycavbonyl-
(N&-t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycin-hydrazid: 2,34 g PZ-Lys(BOC)-Pro-Val-Gly-
OC,H; (X1X)} wurden in 30 ml Methanol mit 1,25 ml Hydrazinhydrat 1 Std. am Riickfluss
gekocht. Das Losungsmittel wurde bei 11 Torr bis auf ein kleines Volumen verdampft und das
Realktionsprodukt mit viel Ather gefallt. Kristallisation aus 30 ml hecissem Acetonitril ergab
1,95 g XX, Smp. 163-164°.

Cg;H;304 Ny (751,88) Ber. €59,11 H 7,11 N 16,779%, Gef. € 58,98 H708 N 16,979,

XXI:H:Lys(BOC)-Lys{(BOC)-A4rg(NO,)-Avg(NQ,)- Pro- OCH,, (N’-t- Butoxycarbonyl)-L-lysyl-
(Ne-t-butoxycarbonyi)-L-lysyl-nitvo-L-arginyl-nitvo-L-arginyl-L-prolin-methylester: 6,0 g TRI-Lys-
{BOC)-Lys(BOC)-Arg(NO,)-Arg(NOQ,)-Pro-OCHy (VII) wurden in 200 ml 75-proz. Essigsiure
geldst und 45 Min. bei 30° gehalten. Die Essigsdure wurde bei 11 Torr fast vollstindig abgedampft
und der wisserige Riickstand mehrmals mit Ather gewaschen (Entfernung von Triphenylcarbinol;
1,2 g = 1009%,). Die wisserige Phase wurde hierauf vollstandig getrocknet. Der Riickstand wurde
nun zwischen 50 mi z-Butanol und 10 ml 0,58 Sodalésung (beide Phasen miteinander dquili-
briert) verteilt. Die organische Phase wird noch dreimal mit je 10 ml Sodalésung und dann fiinfmal
mit je 10 ml Wasser (Emulsion!) gewaschen und bei 11 Torr verdampft: Riickstand 4,48 g (94%,).

XXI1: PZ:Lys(BOC)-Pro-Val-Gly-Lys(BOC)-Lys(BOC)-Arg(NO,)-Arg(NO,)-Pro-OCH,, p-
Phenylazo-benzyloxycavbonyl-(Ne-t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-(N¢ -t-butovycar-
bonyl)-L-lysyl-( Ne-t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-nitro-L-arginyl-nitro-L-avginyl-L-prolin-methylester: 2,7 g
PZ-Lys(BOC)-Pro-Val-Gly - NHNH, (XX) wurden in 30 ml Dimethylformamid geclost, auf —15°
gekiihlt und mit 12 ml eiskalter 1N HCI versctzt. Bei —10° wurden nun 4,2 ml 1N NaNO,-Losung
zugetropft, wobei sich das Azid als klebriger Niederschlag ausschied. Nach 2 Min. wurden 180 ml
gesittigte, eiskalte Na,S0O,-1.6sung und 24 ml 1N NaHCO,;-Lésung zugesetzt und darauf das Azid
mit Essigester extrahiert. Dic Extrakte wurden mit H,O neutral gewaschen und iiber Na,SO, bei
0° getrocknet.
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Die Azidiésung wurde darauf mit der Lésung von 3 g H-Lys(BOC)-Lys(BOC)-Arg(NO,)-
Arg(NO,)-Pro-OCH, in 36 ml Dimethylformamid bei 0° vereinigt und 24 Std. bei dieser Tempe-
ratur belassen. Darauf wurde der Ansatz mit viel Essigester verdiinnt und mit Wasser, 1-proz.
Essigsdure, NaHCO,-I.6sung und Wasser griindlich gewaschen. Nach Verdampfen des Essigesters
wurde der Riickstand aus Chloroform-Ather umgefillt (5,13 g) und dann aus 100 ml heissem
Acetonitril kristallisiert: 3,9 g (75%), Smp. 136-138°. Ultraviolett-Absorptionsspektrum in
96-proz. Athanol: Amaz = 272 mu (e = 36600); 320 mu (e = 22400). DS: Rf = 0,65 (Dioxan-
H,0, 9:1); 0,20 (CHCl,-CH40OH, 9:1).

CpH 9500, Ny, (1708,0)  Ber. C54,15 H 7,20 N 18,08%  Gef. C 53,81 H 7,25 N 18,05%

VIII: PZ-1ys(BOC)-Pro-Val-Gly-Lys(BOC)-Lys(BOC)-Arg(NO,)-Avg(NO,}-Pro-OH, p- Phe-
nylazo - benzyloxycarbonyl-(N £-t-butoxycarbonyl) -L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-(Ne-t-butoxycarbo-
nyl) -L-lysyl-(Ne-t-butoxycarbonyl)-L-ly syl-nitro-L-avginyl-nitro-L-arginyl-L-prolin : 1,34 g (0,78 mMol)
Nonapeptidester XXII in 9 ml 75-proz. Dioxan wurden mit 1,58 ml 1,958 NaOH 15 Min. bei 20°
verseift. Zur Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz in 140 ml Eiswasser, welches 3,08 ml 1N
HCI und 0,1 ml Eisessig enthielt, gegossen. Der gelbe, flockige Niederschlag wurde abzentrifugiert,
mit viel Wasser gewaschen und bei 0,001 Torr getrocknet: 1,26 g. DS-einheitlich: Rf = 0,25 (Dio-
xan-H,0, 9:1), 0,0 (HCCl,-CH,OH, 9:1). Zur Analyse wurde aus Acetonitril (100 mg auf 3 ml)
kristallisiert: Smp. 140-145°. Ultraviolett-Absorptionsspektrum in 96-proz. Athanol: Apax =
271 mu (e = 37200); 319 myu (¢ = 21700).

CreH2pO2oN, (1693,08)  Ber. € 53,80 H 7,14 N1819% Gef. C53,57 H7,20 N18,52%

Totalhydvolyse und Oxydation von VIIT wmit L-Aminosdureoxydase: 4 mg dieser Verbindung
wurden wie tiblich %) mit HCl hydrolysiert und mit L-Aminosiureoxydase inkubiert. PC 87 und 48:
neben nicht oxydierten Aminosduren Pro und Gly hochstens Spuren von Lysin.

I1X: PZ-Lys(BOC)-Pro-Val-Gly-Lys(BOC)-Lys(BOC)-Arg(NOQ,)-Arg(NO,)- Pro-Val-Lys(BOC)-
Val-Tyr-Pro-OBu?, p- Phenylazobenzyloxycarbonyl-(Ne-t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-
glycyl-(Ne-t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-(Ne-t-butoxycarbonyl)-L- ly syl-nitro-L-arginyl-nitro-L-arginyl-L-
prolyl-L-valyl-(Ne-t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-L-valyl-L-tyvosyl-L-prolin-t-butylester: 990 mg (0,58 mMol)
durch azeotrope Destillation mit Benzol und Trocknen iiber P,O, vorbehandeltes PZ-Nonapeptid
VIII wurden in 15 ml Dimethylformamid-Tetrahydrofuran (1:2) gelost, auf —15° gekiihlt, mit
0,58 mMol Tridthylamin (in 1 ml Tetrahydrofuran) und nach 15 Min. mit 0,58 mMol Chlor-
ameisensidure-isobutylester (in 1 ml Tetrahydrofuran) versetzt. Nach 15 Min. bei —15° wurde die
vorgekiihlte Losung von 450 mg (0,58 mMol) H-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBuf (XXIV) in
4 ml abs. Tetrahydrofuran unter Rithren zugegeben; Reaktion 30 Min. bei — 15° und 90 Min. bei
20°. Die Losung wurde vom [Et,N, HCI] abfiltriert und i. V. auf ein kleines Volumen verdampft.
Das Rohprodukt wurde mit viel Ather ausgefillt, abfiltriert und bei 45°/0,01 Torr getrocknet. Man
15ste es darauf in wenig Chloroform und chromatographierte diese Losung an einer Saule von neu-
tralem Aluminiumoxid (Akt. I11;130 g, @ = 2,5 cm, ! = 26 cm). Nach griindlichem Waschen mit
Chloroform wurde das Tetradecapeptid-Derivat mit Chloroform-Methanol (95:5 Vol.) eluiert, wo-
bei nicht umgesetztes Nonapeptid-Derivat oben in der Siule blieb.

Die dabei erhaltenen 1,31 g IX wurden aus 60 ml heissem Acectonitril kristallisiert: 1,14 g
(809,) orangegelbe, feinste Kristalle, Smp. 160-165°. DS einheitlich: Rf = 0,65 (Dioxan-H,0,
9:1); Ultraviolett- Absorptionsspektrum in 96-proz. Athanol: Apax = 272myu (e = 36800); 319 myu
(¢ = 20400).

CpysHy 0050 Npg (2436,95)  Ber. € 56,68 17,53 N16,09% Gef. C56,04 H7,53 N1585%

Schema 5. — XXV : H:Lys(BOC)-Pro-Val-Gly-Lys(BOC)-Lys(BOC)-Avg-Avg-Pro-Val-Lys-
(BOC)-Val-Tyr-Pro-QOBut, 3 Tos:OH; Né-t-Butoxycarbonyl-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-(N*-t-
butoxycarbonyl)-L-lysyl-(Ne-t-butoxycarbonyl)-L-lysyl-L-arginyl-L-avginyl-L-prolyl-L-valyl- (N&-t-bu-
toxycarbonyl)-L-lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-t-butylester-tritosylat: 6,3 g (2,58 mMol) PZ-Tetra-
decapeptid-Derivat 1X wurden in 150 ml 90-proz. Essigsiure gelost und in Gegenwart von 1,3 g
10-proz. Pd-Kohle 5 Std. bei 5 Atm. und 20° hydriert. Anschliessend wurden nochmals 500 mg
Katalysator zugegeben und dic Hydrierung 18 Std. bei ca. 720 Torr und 20° weitergefiihrt (ent-
stehendes CO, wurde in ecinem zweiten Gefdss iiber KOH absorbiert). Darauf filtrierte man die
Losung, 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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DS: Hauptfleck (positive Reaktion mit PauLy-, Ninhydrin-, SakacucHI- und REINDEL-HoPPE-
Reagentien) Rf = 0,35 (45) und 0,25 (52); schwacher Ncbenfleck (mit densclben Reagentien
anfiarbbar) mit kleinerem Rf.

Die Dinitrophenylierung des rohen Hydrierungsproduktes, gefolgt von Totalhydrolyse, ergab
Na-DNP-Lysin als einziges gelbgefirbtes Aminosiure-Derivat, DS (100): Rf = 0,1 (insbesondere
weder Bis-DNP-, Rf = 0,7 oder Ne-DNP-Lysin, Rf = 0,2).

Zur weiteren Reinigung wurden 4 g des Hydrierungsproduktes, in 0,01M Ammoniumacetat-
Puifer, pH = 6, geldst, auf eine Sidule von Carboxymethylcellulose (90 ml) gegossen und stufen-
weise mit je 250 m! Ammoniumacetat-Puffer, pH = 6, {folgender molarer Konzentrationen eluiert:
0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,4 und 0,5. Die Hauptmenge (2,8 g = 709,) erschien mit 0,1 bis
0,2Mm Puffer und erwies sich als chromatographisch einheitlich: DA, Rf = 0,4 (100). Dic langsamer
wandernde Verunrcinigung war schon bei Molaritidten von 0,01 und 0,05 cluiert worden: 900 mg;
DA, Rf = 0,08 (100).

Dinitrophenylierung und Hydrolyse beider Fraktionen ergab wiederum nur N%-DNP-Lysin
(DS 100: Rf = 0,1).

Das Hauptprodukt besitzt folgende Eigenschaften: [o]}, == —~ 83,9 4+ 2° (¢ = 0,54, Wasscr);
Ultraviolett-Absorptionsspektrum in 96-proz. Athanol: Aax = 278 mpu (& = 1650) (Tyrosin).
CyorH 106030 Nz, (2288,80)  Ber. N 14,69 CHg(-CO) 1,98%  Gef. N 14,52 CH,y(-CO) 1,749

Nach Totalhydrolyse wurden folgende Aminosdure-Verhiltnisse gefunden: Lys 4,15; Arg
1,75; Pro 3,05; Gly 1,23; Val 3; Tyr 0,96; NH; 0,18 (bezogen auf Valin).

Dieses Triaccetat wurde wie folgt in das Tritosylat XXV iibergefithrt: 5 g (2,18 mMol) Triacetat
wurden in 7,5 ml Pyridin gel6st und bei 0° mit der Lésung von 1,11 g wasserfreier p-Toluolsulfo-
siure in 7,5 ml Pyridin versetzt. Das Pyridin (und Pyridin-acetat) wurde bei 0,01 Torr verdampft.
Der Riickstand wurde mit Ather und Benzol mehrmals verrieben und gewaschen: 5,7 g (100%);
Talp = —41,4 @ 1° (¢ = 0,943, Pyridin); Titration in 80-proz. Methylcellosolve®2): Gef. {Mol-
gewicht) 2490, pK s = 7,0.

CraoH1ggN3 0538y Ber. € 55,82 H 7,60 N 12,81 S 3,66%
(2625,25) Gef. ,, 5549 ,, 761 , 12,69 ,, 3,909%

I11: BOC-Ser-Tyy-Ser-Met-Glu(O But)-His- Phe-Avg- Tvv-Gly-Lys(BOC)- Pro-Val-Gly-Lys(BOC)-
Lys(BOC)-Avg-Arg-Pro-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBut, 3 AcOH (geschiitztes f-24-Cortico-
tropin): 5,69 g (2,14 mMol) Tctradecapeptid-tritosylat XXV und 4 g BOC-Ser-Tyr-Ser-Met-
Glu(OBu?)-His-Phe-Arg-Try-Gly-OH (V1) (2,75 mMol) wurden in 53 ml abs. Pyridin 30 Min.
geriihrt und dann mit 1,8 g (8,7 mMol) Dicyclohexyl-carbodiimid versetzt. Nach 3 Tagen (Riihren
bei 20°) wurde der auskristallisierte Dicyclohexylharnstoff abfiltriert (500 mg), das Filtrat auf ein
kleines Volumen eingedampft und das Reaktionsprodukt mit vicl Essigester ausgefillt. Durch
Chromatographie an eine Sdule von Amberlit IR-4B3 wurde Tosylat-Ion gegen Acetat-Ton aus-
getauscht.

Die weitere Reinigung erfolgte mittels multiplikativer Verteilung%?) iiber 400 Stufen im
System Methanol, Puffer, CHCI;, CCl, (8:4:5:2 Vol.; Puffer: 285 ml Eisessig + 192,5 g Ammo-
niumacetat mit Wasser auf 10 1 aufgefiillt, pH = 4,5). Wahrend der ersten 20 Verteilungsschritte
(Unterphase = 100 ml) tratcn Emulsionen auf, die sich aber mit liingeren Wartczeiten meistern
lassen; spater machte die Vertcilung keine Miihe. Die Hauptmenge des geschiitzten Tetrakosa-
peptids II befindet sich in den Elementen Nr. 75-121 (K = 0,45). Nach Verdampfen des Losungs-
mittels und Absublimieren des Ammoniumacctates verblieben 4,2 g (559%,) dcs reinen, geschiitzten
Tetracosapeptid-Derivates I1. [a]p = — 52,5 + 3° (¢ = 0,45 in Methanol); Ultraviolett-Absorp-
tionsspektrum in 0,58 NaOH-Methano! {1:1 Vol): 4 . = 244 mpu (¢ = 29200), 284 mu (e =
9650), 290 mp (e = 9950), woraus sich das Molverhdltnis Tvr/Try = 2,19 bercchnete®). DA:
Rf = 0,3 (100), einheitlich.

Aminosiureanalyse des Totalhydrolysates crgab: Arg 2,76; Glu 1,01; Gly 2,08; His 1,07;
Lys 4,08; Met 1,06; Phe 1,10; Pro 3,15; Ser 1,74; Tyr 2,10; Val 3 (Bezugspunkt).

Das geschiitzte f1-2*-Corticotropin-triacctat lisst sich auch mittels Chromatographic an
Carboxymethylcellulose (CMC) aus dem rohen Peptidgemisch gewinnen: 7,49 g dieses Gemisches

82) Vgl. W, Stmon, Helv. 47, 1835 (1958).
%) Die Ausarbeitung verdanken wir Dr. B. RINIKER.
69 Vgl G. H. Beavan & E. R. HoLipav, Advances Protein Chemistry 7, 319 (1952).
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wurden in ctwa 50-proz. -Butanol gelést und auf eine CMC-Siule (25 g) gegossen und dann mittels
diskreten, steigenden Mengen von Essigsiure chromatographiert. Das gewiinschte Tetracosa-
peptid-Derivat erscheint mit 50-proz. -Butanol-2N Essigsidure beim Volumenverhiltnis 98:2 und
96:4. Ausbeute 3,15 g (509%,). DA: Rf = 0,3 (100), einheitlich.

I: H:Sey-Tyy-Ser-Met-Glu-His- Phe- Avg-Tvy-Gly-Lys- Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Avrg-Avg- Pro-Val-
Lys-Val-Tyr-Pro-OH,6 AcOH ; L-Seryl-L-tyrosyl-L-seryl-L-methionyl-L-glutamyl-L-histidyl-L-phenyl-
alanyl-L-avginyl-L-iryptophyl-glycyl-L-lysyl-L-prolyl-L-valyl-glycyl-L-lysyl-L-lysyl-L-avginyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-valyl-L-lysyl-L-valyl-L- tyvosyl-L-prolin-hexaacetat: 2,125 g reines, geschiitztes Tetracosa-
peptid-Derivat IT wurden in 10 ml 90-proz. Trifluoressigsiure geldst und 1 Std. bei 20° aufbewahrt.
Die Siure wurde bei 20° Badtemperatur und 12 Torr abdestilliert. Den Riickstand trocknete man
iiber KOH und P,O, bei 0,001 Torr und filtrierte ihn in wisseriger Lésung durch eine Ionenaus-
tauschersiunle (Merck III) in der Acetatform. Das Filtrat wurde verdampft und der Riickstand
getrocknet: 1,68 g (909%,).

DA einheitlich: Rf = 0,55-0,60 (101), positive Reaktion mit PauLy-, Ninhydrin-, Saka-
GucHI- und ReINDEL-Horpre-Reagens. Elektrophorese einheitlich; bei ca. 30 Vjcm auf Papier-
trager fand man nach 1 Std. folgende Quotienten der Wanderungsstrecken {Lys = 1):

pH =19 pH = 6,3 pH = 9,3

pr-1o 0,50 0,20 0,3 cm
pr-a 0,65 0,65 0,60 cm
pr-u 0,85 0,85 1,0 cm

Es konnten weder ff1-10- noch ff11-2¢-Corticotropin nachgewicsen werden. Ultraviolett-Absorptions-
spektrum in 0,1n NaOH: 4, = 283 mu (¢ = 8550); 289 mu (¢ = 8810); Molverhiltnis Tyr/Try
= 2,09, []}} = — 88,6 + 2° (¢ = 0,511 in 1-proz. Essigsiure).

Aminosauveanalyse von I: vgl. auch die Werte in 128}, Proben wurden bei 115° mit 7,18 HCI
wihrend 24 und 72 Std. verseift. Eine typische Analyse ergab (Bezugswert: Val = 3):

His Lys Arg NH; Ser Glu Pro Gly Val Met Tyr Phe

24 Std. 1,13 3,97 292 063 1,80 110 315 2,08
72 Std. 1,11 420 266 1,59 1,12 0,88 3,10 1,98
Ber. 1,00 4,00 3,00 0,00 200 1,00 300 200

093 195 091
0,72 165 1,03
1,00 2,00 1,00

W ow W

Oxydationsprodukt von I: Behandlung mit H,0O, in Essigsidure ergal das Met*-Sulfoxid-Derivat
des fB1-#4-Corticotropins. DA einheitlich: Rf = 0,45 (101); es kann neben f1-24-Corticotropin
mittels DA gut nachgewiesen werden. Die Verbindung wird mit verd. wisseriger Thioglykolsiure-
16sung bei 50° wieder zu $!--Corticotropin reduziert. Das Analysenpriparat wurde in 0,01~ Essig-
sdure faserfrei filtriert, lyophilisiert und 24 Std. bei 0,001 Torr iiber P,0;, getrocknet.

Cia6Hg10081 NS, 6 CHCOOH, 14 HyO = CppqH,eoNyoS (3546,01)
Ber. 50,13 H 7,45 N 1580 $0,90 CH,COOH 2,529
Gef. ,, 50,31 ,, 7,03 ,, 1577 ,, 1,18 . 2,887,

w w5034 717 1550  — . 2,609,

Titration in 80-proz. Methylcellosolve®?): Gef. (Molgewicht) 3440.

SUMMARY

The synthesis of the tetracosapeptide f'-24-corticotropin, containing the N-
terminal 24 amino-acid residues of B-corticotropin (ACTH)?), is described in detail.
Many intermediates, including derivatives of the decapeptide pl~1%-corticotropin
and of the tetradecapeptide f'!-2-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 11
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which contains only protective groups derived from ¢-butanol. These may be removed
quantitatively, without formation of side-products. g*~#%-Corticotropin (I) is thus
obtained directly in an analytically pure state; [e}®® = — 88,6 4-2° (¢=0,5 in
1 per cent acetic acid). The biological activity of the product was found to be 106 + 14
USP-U/mg (ACTH). It is equally active on intravenous application in human
beings.
Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
Pharmazeutische Abteilung

171. Analyse radiochimique par activation aux neutrons thermiques

Dosage direct du vanadium dans un acier 18/8, par mesure
de I'activité du vanadium 52 (période 3,76 minutes) )

par W, Haerdi, Ed. Martin et D. Monnier
(30 1V 63)

1. Introduction. — Dans deux publications précédentes?), nous avons décrit des
applications intéressant l'analyse par activation aux neutrons thermiques, basée
sur la formation d’isotopes & courte période (dosage du cobalt par activation du
cobalt 60m). Nous proposons ici un dosage, sans séparation, de traces de vanadium
dans 'acier 18/8. Cette méthode est plus précise et plus rapide que les méthodes
chimiques et physico-chimiques ordinaires.

Le dosage radiochimique du vanadium par activation en %2V a été utilisé par
divers auteurs: BROOKSBANK et coll.?) déterminent ainsi le vanadium dans le titane;
THOMSON et coll3), dans le silicium (la méthode est peu précise); KEMP et coll.4),
dans les roches et météorites; Dryris & ALBERT?), dans l'aluminium, et enfin,
dans les aciers, LELIAERT et coll.®), par discrimination (entre 1,3 et 1,55 MeV),
méthode basée sur la décroissance du 52V et du %Mn (principal radio-isotope génant).

La courte période du 5V (T = 3,76 min) exige un dosage radiochimique trés
rapide, si possible sans séparations chimiques.

Le dosage que nous proposons différe de celui de LELIAERT par la méthode
d’irradiation, d’étalonnage et de mesure. Il se fait directcment sur 1'échantillon
solide (¢non destructif» N.D., sans séparation chimique).

1I. Mesure de I’activité. — Dans le cas de courte période il faut connaitre de fagon
précise, non seulement le temps qui s’écoule entre la fin de l'irradiation et le début
de la mesure de l'activité ('), mais aussi la décroissance de l'isotope au cours du

1y D. MonN1ER, W. HAERDI & J. VoGEL, Helv. 44, 897, 1565 (1961).

2) W. A. BRoOKSBANK, G. W. LEDDICOTTE & S.A. REYNALDS, Analyt. Chemistry 28, 1033 (1956).
3) B. A. THomsoN, B. M. SHAUSE & M. B. LEBOEUF, Analyt. Chemistry 30, 1023 (1958).

4 D. M. KEmp & A. A. SMALES, Analyt. chim. Acta 23, 397 (1960).

5 M. Devris & PH. ALRERT, Rev. Métallurg., Mémoires scient. 59, 14 (1962).

6) (5. I.ELIAERT, ]J. HosTE & J. EECKHAUT, Analyt. chim. Acta 79, 100 (1958).





