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19. Die Totalsynthese des P-Corticotropins 
(adrenocorticotropes Hormon; ACTH) l) 

van R. Schwyzers) und P. Sieber 
(4. X. 6 5 )  

Adrenocorticotropes Hormon aus Schweine-Hypophysen ist ein Gemisch vun 
mindestens sieben chemisch sehr nahe miteinander verwandten Polypeptiden [Z: a))-  
Die Hauptkomponente ist unzweifelhaft das @-Corticotropin (Forrnel I), dessen Mole- 
kel 39 Aminosaurereste umfasst und volle ACTH-Wirkung aufweist. Bei andern 
Spezies sind die Triiger der ACTH-Wirkung fast identische Nonatriaconta-Peptirk, 
welche sich untereinander und vorn Schweine-jf?-Corticotropin nur im Bereiche di r 
Aminosauren No. 25-33 durch kleine Abweichungen in der Sequenz unterscheiden [3-. 
Das porcine j?-Carticotropin kam deshalb, mindestens fur die Zwecke der chemischen 
Synthese, als eine fur das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) reprlisentative Molekel 
angesehen werden. 

Die systematische Anwendung der in unserem Arbeitskreise entwickelten Metho- 
den zur Synthese komplizierter Polypeptid-Naturstoffe (Grarnicidin S 141, Angio- 
tensin I [5] und I1 [ti], a-melanophorenstimulierendes Hormon [7], p-melanophorrn- 
stimufierendes Hormon [S]) hat nun auch die Herstellung des p-Corticotropins (I) in 
Dezigramm-Mengen erlaubt. Mit seinen 39 Aminosaureresten ist dies z. Zt. der gros-te 
und komplizierteste durch Totalsynthese in hoher Reinheit zugHnglich gewordene 
Polypeptid-Wirkstoff, 

Bei unserer Synthese waren sowohl die Verwendung von Aminosaurederivaten mit 
leicht abspaltbaren, vom f-Butanol sich ableitenden Schutzgruppen an Seitenkettm- 
funktionen [9] [lo] als auch die Kniipfung von Peptidbindungen mittels taktivierter 
Ester, [Ill, insbesondere rnit $-Nitrophenylestern [12] [13], fur den Erfolg von Bedew 
tung. Besondere Erwahnung verdient der stufenweise Aufbau des Pentadecapeptideh, 
Pos. 25-39, beginnend mit Aminosaure No. 39, unter Angliederung eines Amino- 
saure-$-nitrophenylesters nach dem anderen, bis zur N-terminalen Arninosaure KO 
25. Alle Stufen der Synthese sind 5- bis 12mal wiederholt worden. 

Das synthetische ACTH wurde eingehend auf seine biologischen Eigenschaftcii 
hin untersucht. Sowohl tierexperimentell (Wirkuna auf die Nebennierenrinrle\ [I 41 
als auch imrnunologisch [lS] {16] ist es ebenso wirksam wie reinste, durch Isolierung 
gewonnene ACTH-Praiparate4). 

Vodaufige Mitteilung bei [l]; die synth. Arbeiten waren im Mai 1963 abgeschlossen; diesever- 
Gffentlichung musste aus iiusseren Griinden bis heute zuriickgestellt werden. 
Neue Adresse: Laboratorium fur Molekularbiologie chemischer Richtung, Eidg. Tcchn. Hor.11- 
schule, 8006 Zurich. 
Inwiefern es sich dabei urn diskrete Hormone mit etwas verschiedenen Wirkungen. urn Mob- 
kiile rnit genetisch bedingten Unterschieden, oder aber urn Aufarbeitungs-Artefakte handtit, 
ist noch fraglich. 
2. €3. ACTH-A, der Firma ORGANON, Oss, Holland. 



Voi. 49, Pasc. P;niilc Chcrbuliez (1966) ~ So .  19 13.5 

L)as Syntheseprodukt besitzt die erwartete Aminosauren-Zusammen~etzung~). 
Dir Elementaranalyse des bei 25" und 0,001 Torr wahrend 20 Std. getrockneten, 
asdiefreien, amorphen Lyophilisats (aus verd. Essigsaure) wies auf eine Zusammen- 
sctzung Cs14HseaOasN6sS, 10 CH,COOH, 20 H,O hin (Formelgewicht 5528.04). Aus 
spektroskopischen Daten errechnet sich ein Formelgewicht zwischen 5490 und 5540 
(Figiir 1) 6). 4 u s  der Aminosauren-Analyse ergibt sich ca. 5580. 

1 n der Ultrazentrifuge verhalt sich das synthetische p-Corticotropin \vie eine ein- 
licitliche Substanz \'om Molekulargewicht 4559,4 (Fig. 2; ber. fur freies Peptjd 
C21dI&860B3N5&: 4567,2) '1. Nach der gleichen Methodik hatten BROWN et al.  1191 
natiirliches j3-Carticotropin untersucht und ein Teilchengewicht von 4360 gefunden. 

no KM 350 Mi 

Fig 1. UI'.-Absorpion U O R  synlh. .4CTH it& O , ? N  Xl'aOH ( A )  und in U,? 'ssigsauve (B) .  Basis- 
absorption extrupoliert (0 )  

Bercdmung nach G. H. BEAVAN & E. R. HOLIDAY, Advances Protein Chcmistry 7, 319 [1952]). 
.M.-Gew. (Einwaage 2,155 mg auf 4,100 ml) : 

8377 - 2,155 
0,802 .4,10 1) aus D,, ( E  bcr. = 8377): = 5490 

Die optische Rotationsdispersionskurve des synthetischdn Hormons in 0,OZ-proz. 
Essigsaure folgt zwischen 195 und 300 nm genau derjenigen eines hochgereinigten 
-~ 
5) Die Bestimmung (nach SPACKMANN, STEIPE Sr MOORE [17J verdanken xvir Herrn Dr. H. ZUBER. 

tiamals CIBA-Akticngescllschaft, jetzt  Laboratorium fiir Molekularbiologie chcmischer Rich. 
tung, ETH. 

6) SHEPHERD e1 QI. [Z] fanden (nach Berucksichtigung von Asche) Iiir das Naturprodulrt C,,,H,,,. 
OB3NmS, 2 CH,COOH, 32 H,O (Formelgewicht 5263,Z). 

T i  Illtrazentrifugen-Versuche und Berechnungen verdanken wir Herrn ROGER WADE, Dept. o 
13iochemistry (Vorstand: Prof. Dr. H. NEURATH), Lhiversity of Washington, Seattle 98105 
USA. 
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Fig. 2. UllraPentef~ge~-La~f No. 4010-2 mif syndh. ACZ'H 

4,6 mg Peptid/l ml 0 . 0 5 ~  KC1+0 ,05~  HC1, ssynthetic boundary cellr, 52564 U./Min., hufnahmen 
mit 16 Min. Abstand, Ausfiihrung: ROGER WADE, Seattle, 22. Juli 1964, auf Spinco hnalyt. 

Vltrazentrifuge. 

Fig. 3. O+fiscke Rofalioffsdispmsion wow A C TH im 0.02-p~oz. Essagsiiure 
(Basislinie des Liisungsmittels abgezogen) 
synth. ACTH, c = 0,0124 mg/ml 
porches ACTH-A, (ORGANON), G = 0,0118 mg/ml ...... I 

Ausfiihrung: Dr. DAVID DERANLEAU rnit Cary Mod. 60. 

Fig. 4. Opfischc Rolaliomdis$ersion VOB ACTX (c = 1 in 2-proz. Essigsaure) 

l / ( [ a ] ~ )  vs. As, Extrapolation gegen l/([a]~) = 0. Synth. ACTH ( . - . * * * ) ;  ACTH-A,, ORGANO? 
( f  + +). Aufnahme auf RUDOLPH Spectrophotopolarimeter. 



1.~1. 49, l'asc. Emilc ~'11crlrulic.r ( ~ ( J ~ I J )  -.  So. I!] 

Pr%par:ltes yon ACTH-A, aus S c h ~ e i n ~ ~ ~ . p o ~ h ~ s e n ~ ~  (Fig. 3 ) .  Die K u n ~  wis t  ein 
Miiiiitinm bei 208 nm auf und steigt bei kiirzeren \Vellenlangen schnell wieder anB). 
Oberlialb 250 nm konnte die Messung in starkerer Essigsaure erfolgen (die Carbonyl- 
.4bsnrption ist bei Wellenlingen unter 230 nm sehr storend) ; zwischen 400 und 600 nm, 

1 s /  

Fig. 5 .  Opdische Rotutio~sdispsvsiofi von A CTN (synth. ACTH und nat. ACTH-.A,) 
. ... ... c = 1,24 4 in 2-proz. Essigsaure 
+ + + c = 1.24 ' 10-6 in 0,OZ-proz. Essigsaure, Wertc mit f = 0,50 reduziert. 

in 2-proz. Essigsaure, sind die Dispersionskurven der beiden Produkte ebenfalls iden- 
tisch. sie folgen einer einfachen DRuDE-Gieichung, [a]* = k'/(A2 - A2) (Fig. 4); 
& = 212 nm. Diese Befunde Iassen eine helicale Konformation (Sekundiirstruk- 
tur-) in diesen Losungsmitteln als ausgeschlossen erscheinen. Die spezifischen Dre- 
hungen von synthetischem und naturlichem ACTH ( E  = 1 in 2-proz. Essigsaure) 
betragen [a]E = - 88,4 f 1" (synth.), bzw. - 88 f 2" (ACTH-A,). SHEPHERD et al. 
ti!; liatten [aJD = -1150" (c = 0.5 in 0,lx Essigssure) gefunden; die Differenz zu 
unsern Messungen ist mindestens teilweise auf Verdunnungseffekte zuriickzufiihren. 
Bei den Messungen in 0,OZ-proz. Essigsaure (c = 0,011 wurde namlich eine Verdoppe- 
lung der (negativen) spezifischen Drehungswerte gegeniiber denen in 2-proz. Essig- 
saure (c = 1) beobachtet. Fig. 5 stellt den Verlauf der optischen Rotationsdispersion 
zivischen 190 und 600 nm, korrigiert auf c = 3. in 2-proz. Essigsaure, dar. 

Schon diese physikalisch-chemischen Untersuchungen deuten auf eine hohe opti- 
sclic Reinheit des syntbetischen p-Corticotropins hin (aIIe Aminosauren in der natiir- 
Iichcn Kanfigurationj. Auch die chemische Ausfuhrung der Synthese gewahrleistet 
optische Reinheit, indem alle Peptidzwischenprodukte in sterisch einheitlicher Form 
i,,,,., ,,,&.,A. I'&-:zg! +;-=+7+ if+ dpn Kettenahschnitt 1-24 siehe friihere Arbei- 
ten, insbesondere [lo]) und die Kondensationsstellen bzw. Kondensationsmethoden 
ausgewahlt wurden, urn partielle Racemisierung auszuschliessen (Schema 1). 

Unsere besondere Aufrnerksamkeit schenkten wir der optischen Einheitlichkeit 
dcr- neuen Pentadecapeptid-Sequenz 25-39. Das entsprechende Peptid wurde mittels 

' i  Wir danken Herrn Dr. S. SZPILFOGEL der Firma ORGANOX, Oss, Holland, fur die Uberlassung 
{:her Probc des Naturproduktes. Diescs ist identisch mit Sch\r-eine-P-Corticotropin ( la] .  

' J  1 )iese %-ersuchc mit dem CaRY-60-Instrument verdanken wir Hcrrn Ur. DAVID DERANLEAU.  
l3ept. of Biochemistry. University of Washington, Seattle. 

I.____ 
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Schema 1 : Zwische~rprodukte der ..I C TH-Synlhese (-4, B,  U, D) rind iltve I’evknis@jung 
(Methoden a,b,c) 

a b C 

C D 
B + A  __j 3 - A  C - B - A  1)-C-U-.-2 

a: 
b : 
c :  

Methode der gemischten Anhydride (Pro wird nicht racemisiert). 
Azid-Methode (Methode schliesst partielle Racemisierung am). 
Methode mit Dicyclohexylcarborliimid (Gly ist symmetrisch, kcine Kaccmisiorung mogiilli ~. 

1 10 11 16 17 24 25 3 Y 

Ser GlY 1 c 1 L Y S  LY51 b Pro I a 1 ASP I’l1e 1 
D C 13 A 

N“-Carbobenzoxy-aminosaure-#-nitrophenylestern vom Carboxyl- gegen das Arninii- 
ende hin stufenweise aufgebaut (Schema 2). Auch dieses, sonst als zuverlassig ange- 
sehene Verfahren garantiert jedoch nicht ohne weiteres optische Einheitlichkeit, [la 
Carbobenzoxy-aminosaure-p-nitrophenylester im iiblicherweise basischen Kondeii- 
sationsmedium u. U. racemisiert werden [ZO]. Wir konnten diese Gefahr umgehcii, 
indem wir die Kondensationsreaktion in neutralem bis schwach essigsaurem Mediuin 
ausfuhrten (einen katalytischen Effekt der Essigsaure hatten wir schon friiher bcob- 
achtet [21]). 

Zum Nachweis seiner optischen Einheitlichkeit wurde das synthetische @-Cort i i w -  

tropin-(25-39)-pentadecapeptid-Denvat XXX (woriiber in einer separaten Ahc i t  
berichtet werden wirdlo)) von seinen Schutzgruppen befreit und der Wirkung \.on 
Aminopeptidase A [22]11) untenvorfen. Die quantitative Bestimmung der Aminosau- 
ren im Hydrolysat ergab, dass alle Aminosauren, aus denen das Pentadecapeptid auf- 
gebaut ist, in der envarteten Menge freigesetzt wurden, ausgenommen Phenylahnin 
Nr, 35 und Prolin Nr. 36. Offenbar vermag diese Aminopeptidase (ahnlich wie IAW 
cinaminopeptidase) die Phe-Pro-Bindung nicht zu spalten und enthailt sie eine ca rho- 
xypeptidatische Wirkung [23], welche Phenylalaninsg, GlutaminsiiureSB und Leucin:j’ 
abhydrolysiert. Die optische Reinheit des nicht freigesetzten Phenylalaninrestes Nr .  
35 wurde durch Totalhydrolyse des Pentadecapeptides rnit HC1 und Oxydation dcs 
Totalhydrolysates rnitteis L-Aminosaure-Oxydase [24] bewiesen: quantitative Amino- 
sauren-Analyse zeigte vollstandige Oxydation des Phenylalanins an, d. h. alle Plrc- 
Reste besit zen L-Konfiguration. 

Damit ist die optische Einheitlichkeit des synthetischen 8-Corticotropins ai i f  

physikalisch-chemischem, chemischern und biochemischern Wege sichergestellt i int l  

seine Identitat mit naturlichem @-Corticotropin der ForrneI I bewiesen. 
&-I-&- ---.L--- I >  n:,. c.-cL,.,, .....- A- ..-,A ao+. .+-* 4-.:1... .  . 

entwickelten Gesichtspunkten [9] [lo] angelegt, um auch grossere Zwischenprodulite 
rnit moglichst guter Ausbeute und ohne Racernisierung verkniipfen zu konnen. Es x i  
hervorgehoben, dass die Abspaltung der Schutzgruppen vom Nonatriakontapepiiil- 
Derivat XXXXI mitteIs Trifluoressigsaure in quantitativer Weise gelang : lag ti;!.: 

I _ _  _ _  - _ _  - . , _ _  - - ___  - _. - _ _ _  . . _ _  I___ _ _  . . . . . --- -,---.--- - -- 

lo) Untersuchung zusamrnen rnit B. RIDGE und P. GROCG, ausgefuhrt rnit finanzieller Hilfc ( I t  5 

rOTro-NKcsLI-Preiar und der University of Washington, Seattle. 
11) Dieses Enzym gleicht der bekannten Leucinaminopeptidase. hydrolysiert jedoch (was Iii I I 

besonders wichtig ist) auch L-Peptide mit sauren Aminosaureresten. Die Uberlassung < ‘ I I : L I  

Probe von Carboxypeptidase A verdanken wir H e m  Dr. G. G. GLENNER, NIH, Bethesda >I<!.  
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geschiitzte ACTH (XXXXI) in chemisch reiner Form vor, so wurde daraus das frek 
ACTH (I) direkt in reinster Form erhaltenlg). 

Stufenwelser Aufbau des P-Corticotropin- (2539) -pentadecapeptid-Deriva - 
tes X X X  (Schema 2 und Tab. I und 11). -Ausser bei der Herstellung des Dipeptid- 
derivates 111 (wo Dicyclohexylcarbodiimid als Kondensationsrnittel verwendet wurdc) 
wurden die anzufugenden Aminosiiure-Einheiten als N"-Carbobenzoxy-arninosaure- 
#-nitrophenylester eingesetzt (Kolonne t Aktiver Ester o in Schema 2). Ihre Konden- 
sation mit Peptid-Derivaten mit freier a-Aminogruppe konnte durch Venvendung 
eines uberschusses (1,l-1,6) der caktiven Ester-Komponente H quantitativ gestaltet 
werden; mit grosser werdender Kettenlange unterscheidet sich die Loslichkeit des 
aktiven Esters immer mehr von derjenigen des entstandenen (unloslichen) Peptid- 
derivates, wodurch das Reinigungsproblem gerade bei grosseren Peptiden ausser- 
ordentlich vereinfacht wird. Vor den Methoden, die rnit unloslichen TrZgersubstanzen 
arbeiten (2. 3. MERRIFIELD [29] ; LETSINGER [30]), bietet das hier angewandte Ver- 
fahren (Diskussion vgl. [lo] und auch BODANSZKV [33]) den zusatzlichen Vorteil, d a s  
Meine Verunreinigungen (2. €3. Spuren unumgesetzten, efreien b Peptids) abgetrennt 
werden konnen und nicht bis zum Schluss mitgeschleppt werden mussen. Diese Reini- 
gung haben wir vorgenommen rnittels Umfallen (heisses Methanol-Wasser-Gemkc11 
hat sich besonders bewahrt), Kristallisation (3 von 28 Zwkchenprodukten liessen sicli 
kristallisieren) und Gegenstromverteilung (dieses Verfahren wurde nur einmal, bei 
einem Vorversuch zum Pentadecapeptid (XXX) angewandt und konnte spater durch 
Umlosen ersetzt werden). Ein weiterer Vorteil ist die Moglichkeit der Reinheitsprii- 
fung und Analyse auf jeder Stufe (von 28 Zwischenprodukten haben wir die Reinheit 
eines jeden mittels Diinnschichtchromatographie und die Identitat von 10, inklusive 
Endprodukt, durch AnaIyse festgestellt ; vgl. Tab. I). 

Bei der schnttweisen Rettenverlangerung entstanden in der vorliegenden Arbeit 
Na-Carbobenzoxy-peptide mit t-Butoxy-carbonyl-(Boc-)-Schutzgruppen an Seiten- 
ketten-Aminofunktionen und mit mittels t-Butanol veresterten Carboxylgruppen 
(ungerade Nurnmern, Schema 2). Der Na-Schutz l ies  sich quantitativ und selektiv 
mitt& Hydrierung in essigsaurem Medium entfernen, wobei die Acetate (geradr 
Nummernj entstanden, welche direkt zur Kondensation mit dern aktiven Ester ein- 
gesetzt wurden. Hochmolekulare Verbindungen neigen dazu, Palladium-Kohle und 
andere heterogene Hydrierungs-Katalysatoren zu blockieren; diesem Umstande (wel- 
cher wohl dem Verfahren der stufenweisen Synthese in der vorliegenden Form eine 
obere Grenze der Kettenlange setzen diirfte) konnte durch Arbeiten in 80-proz. Essig- 
same als Lijsungsmittel und durch Anwendung grosser Verdiinnung und rel. grosser 
Katalysatormengen entgegengewirkt werden. 

l8) HOPMANN und Mitarb. 1251 behaupten, dass unsere Methode der Abspaltung von Schutzgrup- 
pen mit Trifluoressigsaure auch die Saureamidgruppe von Glutaminresten (insbesondere in 
Stellung 5) von Corticotropinsequenzen hydrolysiere. Wir kljnnen dies nicht besiiitigen. Erstens 
hatten wir rnit Trifluoressigsaure bereits friiher analvsenreine, z. T. kristallisierte Peptide erhaI- 
ten, z. B. Met-Gln-His-Phe- Arg-Trp-Gly [26], Ser-Tyr-Ser-Met-Gln-His-Phe- Arg-Trp-Gly [27 
und Gln-His-Phe-Arg-Trp-Gly [28] : zweitens beweisen wir in dieser Arbeit anhand des P-corti- 
cotropin-(27-39] -tridecapeptides XXYI, dass Trifluoressigsaure auch GlnW nicht hydrolysiert 
Schliesslich erpb der quantitative enzymatische Abbau des durch 2-stdg. Einwirkung yon Trj ~ 

iluoressigsaure a m  XXX gewonnenen Pentadecapeptides die envarteten Mengen von Glutamin 
und GlutaminsBure. 
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Carbobenroxy-L-glutaminsaure-y-t-butylesterla) wurde mittels Dicyclohexylcarbodiimid in 
Chloroform rnit Phenylalanin-l-butylester 14) kondensiert ; die Hydrierung von 44.2 g des kristalli- 
sierten Dipeptid-Derivates 111 in 800 ml Feinsprit (6 g 10-proz. Palladium-Kohle) ergab den ni- 
peptid-diester IV als freie Base. Dieser (730 mg) wurde direkt rnit l, l Aquivalenten (740 mg) Car- 
bobenzoxy-L-leucin-p-nitrophenylester in 3 ml Essigester umgesetzt, wobei das Trdpepladderiuaf i' 
auskristallisierte. 23.4 g V wurden in 600 ml8O-proz. Essigsaure rnit 2,5 g Pd-C hydriert; das ent-  
stehende olige Acetat (VI) wurde als solchcs weiterverwendet, nachdern festgestdlt worden war, 
dass es sich quantitativ in das kristaulisierte Hydrochorid (VIa) iiberfiihren Iiess. Kondensation 
von VI (20,7 g) rnit Carbobenzoxy-r-prolin-$-nitrophenylester (15,8 g) in 90 ml Essigester (18 Std. 
bci 20") lieferte das kristallisierte Tetvapepdidderivat VII* welches (22  g )  in 600 ml 80-proz. Essig- 
sauure mit Waserstoff und 2,5 g 10% Pd-C in den kristallisierten Tehupepfiddiesder VIIZ (19,5 g) 
iibergefiihrt wurde. Dieses (16.8 g)  wurde mit 1,2 xquiv. Carbobenzoxy-L-phenylalanin-p-nitro- 
phenylester (13.8 g) in 32 ml abs. Dimethylformamid in quant. Xusbeute zum amorphen Carbo- 
herezoxy-~eenfa~pe~fidderivaf I X  (25 g) kondensiert (15 Std., 20'). 

Hydrierung (25 g IX, 2,6 g Pd-C, 700 ml 80-proz. Essigsaure) ergab das Acefuf X, welchcs 
durch Ausschiitteln seiner Llisung in Essigester mit wenig Wasser vollstaindig von einer Spur einer 
diinnschichtchrornatographisch feststellbaren Verunreinigung abgetrennt werden konnte. Die 
Kondensation von X (21.75 g) mit 10 g aktivem Ester 34 in 40 ml Essigester ergab Curbobenaoxv- 
hsxupeptidderivaf X I ,  welches durch Usen in Essigester, Versetzen rnit gleichviel Ather und Ein- 
t.ropfen in Petrollther fest und chromatographisch rein gewonnen werden konnte (24,85 g). 

Die Hydrierung (22.85 g XI, 2.3 g Pd-C, 680 ml8O-proz. Essigsaure) lieferte in normaler Weise 
chromatographisch reines, mit aktivem Ester 33 umsetzbares Hexapeptid-metal X I I .  Wurde cia- 
gegen in aeutraler Ltisung hydriert oder das reine XI1 (2,4 mg) mit 2,4 mg Pd-C und 2 pl Triathyl- 
amin in 48 PI Methanol 1 Std. bei 60" aufbewahrt, entstanden posse Mengen eines Nebenproduk- 
tes mit kleinerem Rf-Wert ( 0 , 1 5 4 2 ,  System 7, DS), welches nicht rnit aktivem Ester 33 reagiert, 
sich aber ohm weiteres in das urspriingliche XI1 zuriickverwandeln l a s t  (Behandeln rnit HCI bis 
zum scheinbaren pH von 4.3 in 60-proz. Methylcellosolve)=). Nun wird wie bei XI1 (18 g XII, 
12.4 g Carbabenzoxy-L-glutamins~ure-oc-p-ni~op~eny~-~-~-buty~~~ter, 26 ml abs. Essigester) clas 
kristallisierte Carboben~o~y-~~~prapepliddcrivat X I I  I in guter Ausbeute gewonnen. 

Die Hydrierung von XlII (17,5 g XIII, 530 ml 80-proz. Essigsaure, 1,8 g Pd-C), desscn R ~ T -  
GEN-Pulverdiagramm auf vollstandige KrktaHinitat hinweist, lieferte amorphes, chromatogra- 
phlsch einheitliches %?pfapeplidacelaf X I V ,  welches (16,5 g) mit 1,27 Kquiv. Carbobenzoxy-L- 
alanin-f-nitrophenylester (6,65 g) in 19 ml Dimethylformamid gum ebenfalls amorphen Curbo- 
benzoxy-octapepfddey~vat X V lrondensiert wurde. 

Bei dieser Kondensation erstarrte die Mischung gallertig; nach 18 Std. bei 20" wvurde rnit 
Ather verdiinnt und verrieben, das feste Produkt abgenutscht und mit Ather-Essigester (2 : I )  
gewaschen. 11,s g XV wurden in 350 ml80-proz. Essigsaure hydriert (1.2 g Pd-C) ; das entstandfnc 
f?clapepldddcriuaf-acelat X V  I erwjes sich diinnschichtchromatographisch aln rein. Seine Konden- 
sation mit Carbobenzoxy-L-leucin-fi-nitrophenylester (1,35 Aquiv. = 5 g,  plus 11,Z g XVI in 
21 ml Essigester+4 ml t-Butanol, 18 Std. bei 50", Eintropfen in Ather) lieferte reines, amorplies 
Carbobenzoxynonaapepi~dderiual X V I I ,  melches zu amorphem Acetat X VIII hydriert wurde (10,9 g 
XVII, 2 g W-C, 330 ml 80-proz. Essigsaure). Hier liegt der erste Pall vor, wo die Hydrierung i n  
konzentrierter Msung (2. B. 1 :lo) nicht mehr gelingt. Die Arninosihreanalyse und das Diinii- 
schichtchromatogramm wiesen auf cine einheitlichc Verbindung rnit der richtigen Prirnarstruktiir 
bin (Tab. I ) .  

Fiir Literaturangaben betreffcnd einfachere Arninosaurederivate vg1. friihere Arbciten a u s  
nnserem Kreise (z. B. [lo]) sowie das Handbuch von GREENSTEIN (zitiert in [lo]). 
Durch Hydrierung van nach TASCHNER [31 J dargestelltem und mit L-Aminosaureoxydase auf 
optische Reinheit geptuftem Carbabenzoxy-L-phenylalanin-l-butylester . 
Ein &hnliches Verhalten haben wir bisher nur in einem Falle, und zwar ebenfalls bci cincin 
Hexapeptid-Ester. dem M-VaI-Tyr-Val-His-ho-Phe-OCHs, beobachtet. Es stellt sich tlic 
Frage, ob man es mit einer Ring-Ketten-Isomerie zu t un  habe, zu der die or-Arninogruppe einvs 
Hcxapeptides aus sterischen Griinden besonders befahigt ware, z. B. 

H,N-CO- 2 HN----COH. 
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lCristallisiert konntc die niiichstc. Stutc, (la* ( ~ i 1 1  IiciL1.iizc~s!-tlcc:tp~~rtitIrlcri~at 1 1  S,  gcwclnnen 
werilen (10,hb g Sj-11 I und 4,4 g ~ a r l l o l , c i i z ~ r s ~ - L g l u t a i n i n - P - n i t r o p i l ~ s t ~ r  in 17 nil Dimethyl- 
formamid). Die Reaktionsmischung wurdt. 2 Tage lang boi bW u ~ i d  rbnn 2 Tdgt. lang bei 20" ge- 
schiittelt, wobci das Froclukt langsam auskristallisicrtc ( u m  gutc uncl quantitative Kristallisation 
zu Lekommcn, ist das Einhnltcn (liescr Redingungcn wiclitig). Einige dcr S verschicdeiien Xnsatxe 
elithielten Spurcn vun Vmunrcinigungcn, die aber Icicht (lurch Urnkristallisieren aus heissem 
IW.hanol-H,O (250 rnl :IXO ml) cntfcrnt worden konnten (:\usbcute auf unlkrist. Substanz ber., 
..\nalyse: Tab. I ) .  IJic Hydricrung erfolgle wiederurn in 1 :30 \'crdiinnung (96 g XIX, 2 g Pd-C) 
in  300 ml abs. I~irnctli~lforiiinmi(1ni~1, drnon 6.55 nil 1 .OS HCI zugcsctzt worden waren. Uieser Zusatz 
beuirkt vollstandige Protonierung d e ~  freigesctztsn z-Xminogruppc. wotlurch dic intramalckulare 
Zykhierung des S-tcrrninalcn Glutaminrestcs zum Krstc  dcr P>-roglutaminsiure \.erhindert wird 
( I l k  in essigsaurer LBsung schncll yonstatten gchtj 

Die liondensation dcs Nvrlrochlariris -YS+ (Y,% g) rnit Carbobenzox)l-L-asparagins9ure-sr-p- 
nitrophenyl-B-l-but?-Icstcr (1,1 Xquiv., 4.07 g) erfolgte w&hrmcl 18 Std. bci 50" unter Schutteln 
in 30 ml Dimethylfurmamid untcr Zusatz 1-on 0.905 ml Triathylamin. Das Produkt XXI wurrle 
ui i t  Ather ausgefallt und aus vie1 heisscm Methanol unter Vcrdiinnun mit heissem Wasser auf ca. 
hO"& Methanolgehalt {Abkiihlcn irn Dcirergcfass) nmgulost. Dic Hydrierung irorde wvie iiblich in 
80-proz. Ess igshrc  (300 ml, 9+8 g IS, 2 g Pd-C) ausgsliihrt. Einc Spur einer Vcrunreinigung wurde 
tlurch. Losen in 2.50 ml tz-Hntanwl+ 50 nil Wasser und 3maligem 1Vaschcn rnit Wasser cntfernt: 
d:is C~~deca~epfidde1.iL.a[ -Ye\-f I (mit Ireier x-.\minogriippc) ve rbk l i  nls reines Acetat in dcr Buta- 
nol-Phasc. 

9.6 g dieses Proclulrtcs wurden rnit C a r b o b e n z o x y - ~ - g l u t a m i n s ~ u ~ e - ~ - ~ - n i t r o p ~ ~ n ~ ~ l - ~ - ~ - ~ ~ ~ y l -  
ester (4,12 g) in 35 in1 Ieuchtcm IXmethylfurmamid 18 Std. bci SO5 kondensicrt. Die Lijsung wurde 
sorlann in 12itO ml Ather eingctropft, der S d g .  in 400 ml sictlendern Methanol gelost, mit 400 ml 
heissem Wasser versetzt untl wie iiblich sehr langsani auf 0' gekiihlt. Drrimaiige Wiederholung 
des Umloscns fuhrtc tum chromatographisch reinen -DodecapepdidderivaI X S I  TI (Ausbeute 61 yo). 
wrlches durch Hydrierung (6,8 g SXIII ,  250 ml RO-proz. Essigsaure, 1,s g Prl-C) ebenfatls reines 
.4retlot XXIl- crgab. 

Dessen Jionclensntion init Carbobcnzoay-L-alaiiin-p-nitrophcnylcster fuhrte zu analysenrei- 
ncm, kristsllisiortem T r i d t c a p c p t i d d e r i v u l ~ ~ ~ i ~ v u ~  X S  I' (6,65 g S S I V ,  27 rnl Dimethylformamid. 
2 , l l  g aktiver Ester 27; Kond. 18 StcL bri 50'; k i s t .  aus hcissem Ncthanot rnit Zugabe von ca. 
25% lieissem Wasser). Zur Hydrierung voii SST' iiiusstc Iwrcits in Vcrdiinnungcn von 1:50 ge- 
arbeitet wertlcn; das Produkt SXVI  (.icetat) wurrle in n-Butanol-Essigcster l :1 aufgenommen 
und nit Wasser, den1 etwas -Xrnrnonacetat zugesctrt worden war, gcwaschen. Dcr Ruckstand der 
organischen Phase bestand ails rcinem. ainorphen S S V  [. Zur liontrolle, fib Trifiuoressigsaurc- 
Spaltung der I-Butosycarbonpl- und ~-But~.lestcr-Grupp:'n evcntucll die y-Xrnidgruppc des Glut- 
aminrestcs S r .  30 in Mitlcidenschaft ziche, wurden 6.2 mg (3.4 p3101) SB\.I in 0,6 ml Triflaor- 
cssigsaure hci 20a wahrend ca. 31) X n .  aufbeaabrt  und im Kiickstand der .Xmrnoniak auf dem auto- 
inat. Aminosauren-Analysator bestinirnt; Ref. 0,OS SH,, bcr. 1 , O O .  

Zur Kontrollc murde cine Probe rnit lmnzcntriertcr HCl itahrcnd 12 Strl. auf 50" erhitzt: gef. 
1.04 NH,, brr. 1.00. I-nter den ubtichen Udingungcn. melclie zur Entfernung der Schutzgruppcn 
ai:sreichend sintl. wirrl die Sanreamidgruppc. also niclit gespaltcn. 

4,65 g Acctat S S V I  wurdcn nun zusamincn mit 1,44 g CarbobenzoEv-glvcin-p-nitrophcnyl- 
ester wahrend IS S t d .  liei 50" in 24 ml ah. I>irnethylformamid geschiittclt und die Losung in 
mn ml Wannpr r inve tmdt .  Uas feste l'eirnderape9tiddevivaf XS 1'1 I wurde rnit \l'asser und Ather 
gtawaschcn unrl atis 2.20 ml sieclcndcm Methanol tnit hcissem \Vasser (110 ml, his ziir Lrubung zu- 
gt-fiigt) umgclost. Die Hydrkrung zum TefrarlecapeplirZ-aceiu~ XST-I I ' I  gclang in einer 1-crdiin- 
niing von 1 5 0  in MI-proz. Essigsaure init 21) Gewichtsprozent Pd-C (10-prozentig). 

Die Kontlcnsation Zuni vollstanrlig geschiitzten Peiztadecnpspfid .YXIX- wvurde mit eioem GO- 
pmz. ~bcrschuss \-on C a r t ~ u ~ c n z u x ~ - ~ - a s p a r a g i n s P u r e - ~ - ~ - n i ~ r ~ p l i e n ~ ~ - ~ - ~ - ~ u t ~ l e s t e r  in abs. Di- 
inethylformamid bei 50" ausgefuhrt. Das Produkt, welclics durch Eintropfen der Reaktionslosung 
i n  die 2Ofache Menge \%-&sser isohert worden war. ivurde durch rmloscn aus der 50fachen Menge 
!irissen Methanols untcr Zirsatz \-on . 2 6 O , ,  heisscm \Vasscr gercinigt. Hydrierung in 80-proz. Essig- 
siiure (Verddnnung 1 :250) fiihrte zum rcincn gesdiiitzten Pentadecapeptid XXS rnit freier E- 

Aminogruppe. 
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Synthese des P-Corticotropin- (17-24) -0ctapeptidderivates XXXV (Sche- 
ma 3, Tab. 111 und Exp. Teil). - Ausgehend von Carbobenzosy-~-arginyl-~-arginyI- 
~-prolyl-L-va~yl-(N"-d-butoxycarbonyl)-t-lysyl-~-valyl-L-tyros~~-L-prolin-t-b~tylester- 
sulfat (XXXI) la) wurde durch AbspaItung'aller t-Butylgruppen rnit Trifluoressigsaure 
und Behandlung des a-Carbobenzosy-octapeptides (XXXII) mit t-Butylformazat das 
kristalIisierte Octapeptidderivat Carbobenzoxy-L-arginyl-L-argin?ll-L-~r~l~l-L-~~alyl- 
(N"-t-butoxycarbonyl)-L-lysJrl-L-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-hemisulfat (XXXIII) herge- 
stellt. Diese Verbindung besitzt iiun die beiden Arninogruppen in selektiv geschiitzter, 
die r-Carboxylgruppe des Prolinsu in freier, aktivierbarer Farm. Urn Schwierigkeiten 
rnit der Loslichkeit und mit der Abspaltung zudtzlicher Schutzgruppen (2. B. Nitro- 
gruppen) zu umgehen, setzten wir die Argininreste mit ztngeschiitzter Guanidinfdt- 
tioaon ein (sie sind ja unter pH 12 rnit dern Proton geschiitzt). Urn jedoch fur die weitere 
Synthese und vor allem fur die Herstellung des gemischten Anhydrids rnit Trimethyl- 
essigsaure giinstige Verhaltnisse zu schaffen, tauschten wir die Sulfationen gegen 
Chlorionen aus. Dies geIang durch Ionenaustausch-Chromatographie, aber erst nach- 
dem das schwerlosliche Hemisulfat XXXIII mittels der berechneten Menge HC1 aus 
der Form eines innern Salzes in das Hemisulfat-hydrochIorid XXXIV ubergefiihrt 
worden war. Das Octapeptid-dihydrochlorid XXXV erwies sich als amorphe, aber 
dunnschichtchromatographisch einheitliche Verbindung. 

Synthese des p - Corticotropin - (17- 39) - tricosapeptidderivates XXXVIII 
(Schema 4, Tab. I11 und Exp. Teil). - Das Octapeptidderivat XXXV wurde in 
Dimethylformamid rnit Triathylamin und Pivaloylchlorid zum gemischten Anhydnd 
XXXVI (Schema 4) umgesetzt. Durch verschiedene Versuche wurde festgestellt, dass 
die Bildung des gemischten Anhydrids nach genau 3 Minuten bei - 10 "C optimal ist ; 
wartet man langer, so vermindert sich die Ausbeute an Tricosapeptid XXXVII, und 
Nebenprodukte, die nur die Aminosauren des Octapeptides enthalten, treten in sto- 
rendem Masse auf. Es diirfte sich dabei urn Produkte der Selbstkondensation von 
XXXVI handeln, z. B. urn intermolekulare Ester zwischen der C-terminalen Carbo- 
xylgruppe und der phenolischen Hydroxylgruppe des Tyrosinrestes. 

Der Umsatz des gemischten Anhydrids XXXVI mit dem Pentadecapeptidderivat 
XXX verlauft bei - 10 bis - 5' in Dimethylformamid. Das Produkt, welches im 
wesentlichen zwei Verunreinigungen, eine wasserlosliche (rnit XXXV verwandt) und 
eine weniger wasserlosliche (XXX) enthielt, konnte mittels Gegenstromverteiiung 
vollstiindig rein gewonnen werden (Figur 6). Solchermassen gereinigtes Trikosapeptid 
lieferte h i  der katalytischen Hydrierung direkt analysenreines Trikosapeptid-tri- 
acetat XXXVIII (Tabelle 111). 

Tab. 111, Exp. Teil). - Das Hexapeptid-hvdrazid 2-Lys(l3oc)-Pro-Val-Gly-Lys(Boc)- 
Lys(Boc)-NHNHZ1@) wurde ins Azid ubergefiihrt und rnit dem Tricosapeptid-triacetat 
XXXVIII kondensiert. Urn moglichst alles Tricosapeptid umzusetzen, wurden 100 
Proz. uberschuss des Azids verwendet. Nach 3 Std. Reaktionsdauer wurde das iiber- 
schiissige Azid rnit CyclohexyIamin urngesetzt, urn seine CuRTIus'sche Urnlagerung 
und die BiIdung kornplizierter Folgeprodukte zu verhindern. Das Reaktionsprodukt 

. ,._ _ L  rn--&L-- -  A " - .. -.,----"- -1- Y-YUL c l ~ v c i  up-- \rA-J7) - 1 r U I U C U S a p ~ p L l ~ e S  AL (3LllelIla *, 

la) Die uberlassung dieses Produktea verdanken wir Herrn Dr. D. ~ S E L ~ K  in unseren Laboratorien. 
I@) Wir verdanken dieses Zwischenprodukt Nerrn Dr. W. RITTEL in unseren Laboratorien. 





20 60 100 140 I80 Element-No 
Fig. 8. Mulfiplekaliue L'erfeiEung L s  v o f i e ~ ~  ~~olonfrincontapcpfiddevivales X L I .  280 Stufen im 
System CHCI,. CCl,, MeOH, 0,lna Amrnoniumacetat, S:R:17:7 ;  K,, = 1,W. 1,62 g Kohprodukt in 
7 Elemente (10 ml Unterphase) eingefiillt; 412 rng (38% d. Th.) reinstes XLI in den Elementen 

120-152: in den ELementen 105-119 und 153-162 86 mg (So/,) verunreinigte Substanz. 

2 Arg-Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro 

I . . . .  . . .  I 
67 93 120 ml Durchfluss. 

voturnen 

-OH, SO,-a, 

Fig. 9. Chromatographie uon syntk. &CorlicotvopiH art Cap.boxymethyl-Sepkadex G 25. 38 mg XLI 
mit 2 mI CF,COOH wahrend 15' bei 20" behandelt und mit einem linearen Konzentrationsgradien- 
ten aus j e  100 m l O . 0 5 ~  und 0,8v Ammoniumacetat (pH = 6,s) an 1 g CM-Sephadex G 25 chro- 
matographiert. .4 = Lichtabsorption (O.D.) bci 254 nm (Uvicord). 3 = Ilonzentrationsgradient. 

Schema 3. Aufbau des geschiilzfen @-Corficotrupin-( 77-24)-octa$eplides (XXA+V) 

Arg-Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro 

Fir. Bedingu ngen Ausbeute 

H a +  ++ BOC 

-OH, 2 C1- 

24 Arg-Arg-Pro-Val-Lys-Val-Tyr-Pro (-OBd, SO,-e XXXI CF,COOH, 1 Std. 20' 

XXXII l-Bntyl-forrnazat, 
DMF(5). H , 0 ( 1 ) .  
NEt, 

XXXIII O,IN f lCl  in I-BuOH 
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Aus dem Keaktionsprodukt liess sich die iiberschiissige I)ecapcptidkoii~pc)rlente 
i II f olge ihrer Schwerloslichkeit in einern Clilwrof 01-rn- Met hanol-~~asser-Gemiscli Ieicht 
abtrennen. Das rohe, geschiitzte Nonatriacontapeptidderivat musste durch multipli- 
kative Verteilung (Fig. 8) gereinigt wverden (Analyse: Tab. 111). Das Produkt enthielt 
k i n  Sulfouid-Peptid (Esp. Ted). 

Die Abspaltung samtlicher Schutzgruppen l i e s  sich rlui-ch 15miniitige Einwir- 
kung von konzentrierter Trifluoressigsaure bei Zimmertemperatur leicht bewerkstel- 
ligen. Eine nennenswerte Osydation des Methioninschwefels zum Sulfosid, wic etwa 
beim P-MSH [32], konnte nicht beobachtet werden. Bei der Ionenaustauschchromato- 
graphie (Fig. 9) und bei der Dunnschichtchromatogaphie verhielt sich das synthe- 
tische Nonatriacontapeptid wie eine einheitliche Substanz (weitere Charakterisierung 
siehe Anfang dieser Arbeit) . 

Experimentellet Teil 
Einlcitung und Anmerkungen siehc [lo] anf S .  156h. \Vir verdanken unsern Speziallaborato- 

rien (Dr. W. PADOWETZ, Dr. R. NEHEB und E. VON ARX) die Ausfiihrung von Mikroanalysen, 
Spektren und Dunfischichtchromato~ammen. 

Abhiivzungen: D M F  = Dimethylformamid; I'HF = Tetrahydrofuran; i.V. = im Vakuum 
(mis t  10-14 Torr); u.2. = unter Zersetzung: JRH = RerHuEL-I-ioPPE~Reagcns; NE = Nin- 
hydrin in Essigsaurc; MCS = Methylc6llosolve. 

Hernisulfal VOR C a r b o b ~ n s o x y - ~ - a r g i ~ ~ y ~ - ~ c r r g i n ? l l - L ~ ~ ~ o l ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ y l - ~ - ( ~ ~ e - t - b ~ ~ t o x ~ c ~ ~ b o n ~ ~ )  -[ySJd- 
~ ~ v ~ ~ E ~ - # y ~ o s e ' n y l ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~  ( X X X I I I ) ,  ~ 5 g Z~Arg-Arg-Pro-\'al-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu~, 
HESO, (XXXI, C,H,,,O,,N,,, H,SO,, M.-Gew. 1402.6) wurden wie iiblich in 65 ml Trifluoressig- 
same gel&& und 1 Std. bei ca. 20* aufbewahrt, urn die I-Butoxycarbonvl- und f-Butylestergruppcn 
zii entfernen. Das Losungsmittcl wurdc i.V. vcrdampft; beim Vcrreibcn rnit h h c r  wurde der 
Riickstand sofort fest : 4,6 g XXXI, Carbobenzox~-L-arginyl-L-arginyl-~-prolyI-L-valyl-~-lysyI- 
L-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-sulfat-trifluoracetat IN.-Cew. 1350, ber. fur C,,H,,O,,N,,, H,SOd, HCI ; 
Ausbeute 9G%). Von dicsem Produkt, wclchcs diinnschichtchromatographisch fast einhcitlich war 
(US. Rf 12 = 0.2; 40y. JRH+,  NE+), wurclen 3,8 g in 25 ml DMF und 5 mi H,O unter Zusatz 
ron 1,4 ml f-Butylformazat bei 43-50' geriihrt und innert 6 Std. tropfenweise mit einer Liisung 
von 2,l ml NEt, in 2,5 ml D M F  versetzt. Nach wcitcren 10 Std. murden Iangsam 20 ml H,O zu- 
gegeben und die Mischung kurz auf 0" gekiihlt. Die Fallung wurde genutscht, Zmal mit H,O- 
McOEI (9:11) und 3maI rnit H,O gemaschcn und bri 60" i.V. getrocknet: 3,O g (920/,). Das Material 
XSXIII wurde in 18 ml McOH+3 ml H,O bei Sicdehitze gelost. bei 60" rnit 15 mt H,O vcrsetzt 
unti sehr Iangsarn (im Dewargeflss) auf 20" abkiihlcn gelassen. Waschcn rnit MeOH-H,O (2:8) 
utid Wasser. Es wurdcn 2.54 g des Materials in kristallisierter Form dedergewonnen: DS ein- 
hritlich, Rf 12 = 0,72; Rf 13 = 0,53 20 ; J +  j R H + ,  NE-. Zur .lnalyse wurde cine Probe aus 50- 
proz. THF umlrristallisiert und 2 Stcl. bei 100°/0,005 Torr getrocknet; Smp. 238' u.2. 

C,H,,O,,W,,1/2 H,SO, (1297,5) Bcr. N 1G,19 S 1,2476 Gcf. K 1G,06 S f,27y, 

Dihydvochtovid w n  C r i r b o b ~ r r z o x y - ~ . - a P g o ' l l y l - ~ - a ~ ~ i ~ ~ l - ~ - ~ ~ o ~ ~ ~ ~ - ~ - ~ u ~ ~ ~ - ~ - (  N L - t - b n ~ l o ~ . y c a r b o ~ ~ ~ ~ ) -  
L~ulvl-L-ryvosyl-L-Pvolilt (XXX V ) .  - Die Verbindung SXXIII erwies sich fur 1Condensationsrcak- 
tiniien ais zu un~osi~cn; nin uoerscnussiger aamaure (ais p n  = z.11 xann sie in Z-ISUUH geiosr: 
wcrden. Sie bleibt in Losung auch nach Zugabe von soviel h u g e .  wie iotig ist, urn die Salzsiiure- 
Menge auf 1 Aquivalent zu reduzieren; 1,11 g XXXIII wvurden in 25 ml f-BuoH suspendiert uncl 
unler Riihren und Zerreibcn langsam rnit 10,6 ml 0.1 N HCI verwtzt, ivobei die Vcrbindung gelost 
Ivurtle (End-pH = 2,7). Nun wurclen langsam 2 , l  m1 D , l w  NaOH zugetropft, eine leiclite Falhng 
mit. einem Glasfilter G4 abgenutscht und das Filtrat verclampft. DS einhcitlich, Rf12 0.72, 
J f<H+, NE neg., also keine Abspaltung von BOC-Gruppen. Papierelektrophoretisch ebcnfdk 
vinheitlich, 15l/, Std., 7 V/cm, 50-proz. ..\cOH. cin Fleck (Sakaguchi) bei - 14,7 cm. Dic Verbin- 
(lung enthalt noch Sulfat-Ionen und ist verrnutlich XXXIV, Das Produkt kann nun mit Leich- 
tigkeit in SO-proz. 2-BuOH g e b t  wcrden und rnittels Amberlitc IR.4-400 {Cl-) ins suifatfrcie 
Dihydrochlorid (XXXS.) vcrmandclt wcrden. US einheitlich (Rf wic vorhergchcntic Verbindungen 
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XXIII und XXXI\.'). Potcntiometrische Titration in 80-proz. MCS ergat, eiiien Gehalt \-on 857; 
Feptid. (Rest: Losungsmittel und NaCI.) 

Daacetal uow C a r b o b e n z o x ~ ~ - ~ - a r g i n y G L - n v g i ~ a j ~ ~ - ~ - p f o ~ - ~ - ( ~ ~ ~ - t - b u l o x y c a v b o r ~ y ~ ) - ~ y s y l - L -  
ualyl-r-tyrosdnyl-L-pvolyl-L- (8-t-bztlvleitev)-aspcsr~yl-gl~cyC-~-alanyl-~-(y-t-butylester)-glvlamyl-L- (84- 
butylesier) -aspurlyl-L-gluaa~~?i.vl-L-l~i{cy l-t-alanvl-L-(y-t-~ulyles#er) - g l ~ t l a m ~ ~ l - ~ - a l a n ~ ~ ~ - ~ - p k a n y l a l a -  
r r y l - ~ - p ~ o Z y l - ~ - Z e ~ c y l - ~ - ( y - t - b ~ t ~ l e s i e r ) - g l u ~ u ~ ~ ~ l - ~ - p l r e r a ~ ~ l ~ ~ a ~ ~ i n - t - b ~ r l ~ ~ b s ~ e r  ( X X X V r l ) .  - 640 m g  
Z.Arg-Arg-Pro-Val-Lys(Boc)-Val-Tyr-Pro.OH, 2HCI (XXXV) wurden in 10 mi abs. U M F  gelost 
und. nach Abdestillieren der Halfte des Lijsungsmittcis i.V. (urn Wasser zu cntfcrnen), mit 51 ,d 
Pivaloylchforid und 57 p1 Triathylamin bei - 10" versetzt. Nach gcnau 3 Minuten (wartet man 
10 Min., so entstehen mehr Xebenprodukte, die nur die hrninosauren des Octapeptides enthalten) 
wird rasch eine trockene Ltisung von 530 mg Pentadecapcptidderivat XXX in 3,5 ml UMF zuge- 
gelxn. Nach 30 Min. bei - 10 bis - 5" ivurde die Losung in vie1 abs. Ather eingctropft: 1070 mg 
Rohprodukt, Verteilung wie in Fig, G angegeben. Die Rohre 105-130 cnthielten 561 rng (66.5%) 
diinnschichtchromatographisch reinstes XXXVII. Aus den Elemcnten 100-105 und 130-140 
konntcn noch 83 rng (9,80,;) schwach vcrunreinigtes Material gewonncn aerden. 

Tviaceht uon H . A  rg-Avg-Pro- I *aCLyr(Boc)- Val- Tyr- Pro-A sp(0Est t] -GZy-.4 Za-Gltr(UBzc') -.4 sp- 
( O B e r t ) - G l l o - L e u - r l Z ~ " G ~ w ( O ~ ~ t ) - , 4 l u - ~ ~ e - ~ r ~ - L e ~ - G l ~ ( U ~ ~ ? ) - ~ f i ~ . ~ B ~ ~ t  (A'XXV111).  - 1110 mg 
XXXVII wurden in 330 ml80-proz. Essigsaure mit 1,5 g 10-prox. Palladium-Kohle in Gegenwart 
yon Wasserstoff durch Schutteln bei Zimmertemperatur aushydriert. Nach Abfiltrieren des Kata- 
lysators wurde das Usungsmittel i.V. entfernt. Der Ruckstand stellt das reinc Tricosapcptiil- 
derivat XXXVlI clar (vgl. Tab. 111). 

Diacefat yon Z~Lys(Boc)-Pro- Y r s l - G l ~ i - ~ ~ s ( B o c ) - ~ ~ ~ s ( ~ o c ) - , 4  rg-Avg-Fro- VaE-Ljjs(Boc)- Val-Tyr- 
Pro-.4 s#{OBut)-GZy-d4 la-Glu(UBu') -A sp (OBed) -Gh-Lelc-A Za-Glw(OBd)-rl la- Phe-Pro-Lew-Glr&(O But)- 
Plre.OBd (XXXIX). - 323 mg Z~Lys(Bac)-Pro-Val-Gly-Lys(Boc)-Lys(Boc)-NHNH2 (294 pMol.) 
wurden in 3,6 abs. DMF gclljst und bei - 15" zuerst mit 1,06 ml 1 N HCI (1060 pMoI.), d a m  mit 
0,353 ml IN NaNO, (353 pMo1) versetzt. Nach 10 Min. bei - 7" wurde eine Msung van 476 mg 
Tricosapeptid-triacetat XXXVIII (147 pMol.) in 4.5 ml DMF und 0,158 ml Triathylarnin (1140 
pMol.) zugefugt. Nach 3 Std. bei 0' wurde der Oberschuss dcs drids mit 72 pI (600 {~Mol . )  Cyclo- 
hexylamin zerstort, und nach einer weiteren halben Stunde wurde das Reaktionsprodukt durch 
Eingiessen in 200 rnl Ather gefatlt : 815 mg. Dieses Rohprodukt wurde nach Fig. 7 muttiplikativ 
verteilt, zuerst iiber 190 Schritte, urn die Hauptverunreinigungen abzutrennen, dann in lireislauf 
iiber 410 Schritte, wobei aus den Elementcn 45-74 221 rng (35,2%) sehr reines Nonicosapeptirl- 
dcrivat XXXIX crhalten wurden. Elemente 3 5 4 5  plus 75-85 lieferten nochmals 102 mg (16,2a/,) 
schwach verunreinigtes Material (Tab. 111). 

Sesquiswlfrat von H*Lys( Boc) -Pro- Val-Gly-Lys( Boc)-Lys(Boc) -Avg-Arg-Pvo- Val-Lys(Boc]- I'd- 
Tyr-Pro-Asp(OBu')-GZ~-~4 lu-GZu(OBut)-A sp(OBut)-Gln-Leu-.4 la-Glu(OBac)t-A la-Phe-Pvo-Leu-Gk 
(OBd)-Phe~OB%* ( X X X X ) .  - 345 mg XXXIX wurden in 100 ml 80-proe. Essigsaure und 400 mg 
10-proz. Palladium-Kohle aushydriert. Das Hydrierungsprodukt wurde zur Reinigung in 5 ml 
90-proz. MeOH gelost und mit 1 ml 2s Na,SO, ins Sesquisulfat Ubergefahrt. welches als feste 
Substanz aus dcr Losung ausficl. Die Fallung wurde rnit Wasscr vervollstianindigt untl das Produkt 
(XL) mit Wasser sulfatfrei gcwaschen (Tab. 111). Titration in 80-pror. MCS ergibt 3 Protonen/ 
Molekel. 

Triacetal von Boc*Ser- Tyr-Sev-Met- Clu(OBrrt)-His-.P/~e-.l v ~ -  Tvp- GI~-LJJs(Boc) -Pro- Val- GL-v- 
Lys (Boc) -Lys (BOG)-A rg-A vg-Pvo- I'd-Lvs (BOG)- V d -  Ty-Pro--4 s p  (OBz+t)-GZy-rl Za-Glu(ORict)-d sp -  
I y y -  I Vv.. ~ r n - / l . u - u , r - ( v U I ( - I - ( I ~ U - T A ~ - ~ ~ u - ~ e U - C f r z c ( u L I f f . ~ - m e . U ~ 2 I C  ( X L I  J. - Z8U mg Boc. 
Ser-Tyr-Ser-Met-G1u(OBut)-His-Phe-Arg-Trp-Gly.OH [27] (190 pMol.) aurden in 1.2 ml abs. 
Pyridin suspondiert und mit0,lZj ml1 x HC1 I125 pMol.) unter Ruhren versctzt. Nach 11/, Sttl. war 
eine dicke, kaum riihrbare Masse entstanden. Unter Zerkleinern rnit dcm Spate1 gab man nun 
265 mg Nonicosapcptid-sesquislllfat (XL) (G3,5 pMd) und 0.2 mi abs. Pyridin zur Mischung, 
worauf die Masse wieder mechanisch geriihrt werden konnte. Bei den vortiegenden Verhaltnissen 
von Decapeptid, Nonicosapeptid und HCI 1 s t  zu erwarten, dass im wesentlichen Argininseitcn- 
ketten protoniert sind und die aCarboxylguppe des Dccapeptides und dic a-hminogruppe des 
Nonicosapeptides hingegen tdweise unprotoniert vorlicgeen. Nun wurdcn 26 mg Dicyclohexyl- 
carbodiimid (127 pMo1.) und 0.15 rnl Fyridin zugegebcn unrl die Mischung unter Ruhren auf 50" 
erwiirmt. Nach 1, 21 und 46 Std. crfolgte die Zugabe von gleichen Mengcn Dicycfohexylcarbo- 

,--+,,., I ~. -- 
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diimicl und I'yridin (Total 508 pMol. tlcs erstcrcn). Sach insgcsamt 9.3 Sid, hei .%I' wurtlc dcr .\I)- 

mtz zusammen rnit zwci ivcitcrcn gleichen ;\nsYtzcn aufgcarheirct. 
; Fiillen mit Ather ergab 2,2 g Rohprodukt. Dieses wurtle mit einem Gcmisch yon CHCI,. McOH 
and HaO ( 1 0 : l O : l )  3mal cxtrahiert untl \-om L'nloslichen (nach JXinnschichtchromatogramm = 

Decapeptitl ; 343 mg) abzentrifugiert. Drr losliche .+nteiI, der nur noch klcine Mcngen 1)ccapcptitl 
enthalt, murtlc in 7 Elerncntc. ciner automat. \'crtcilungsapparatur rnit 10 rnl Unterphase einge- 
fiillt und, wie in Figur 8 angcgebcn. vcrteitt. hminosauren-lnslysc sichc Tabelle 111. 

Oxydalion eincr Probe rnit H,C), ergab das entsprechcnde Sulfoxitl. wclchcs sich diinnschicht- 
chromatograpbisch Iricht crkcnnun Iasst; 11.4 14: Rf = 0.32 ( S L I  = 0,48), J R H .  Pauli. 

S-vnlhcfisches ,!f-Coufirotrupin ( I ) .  - 11 2 mg SonatriacontapeptidtLcri\-at XLI wurrlen in 
20 rnl konz. Trifluorcssigsaure gel8st und 15 Min. bci Z.T. stehcn gclasscn. I>ann wurdc tlns Id- 
sungsmittel i.V. schncll \+ertlampft unrl clcr Riickstand noch 2 n d  rnit wcnig \Vasscr geliist untl 
eingedampft. Nun wnrde cler Riickstand in 2 0  ml LVasser gelost untl durch eine Saulc von 90 ml 
Amberlite IRA-400 (Acetatform) filtriert (in cinigen Yersuchen wurdc die Lasung vorgangig dcs  
Ionenaustausches rnit Thioglykolsaurc (2y0 in tI,O) 1.5 Sttl. bei 50' untcr Xz behandclt (ohnc (lass 
sich cine wesentlichc Verandcrung des Endproduktcs gezeigt ltattc). Das Elual \vurcle imdampft 
and getrocknut: (20 Std./25'/0.001 Torr). Spurcn von selit fein wrtciltern I)ic).clotiexylharnstoff, 
die manchmal Iis zu dieser Stufc mitgcschleppt werrlen, lidsscn sich durch Zcntrifiigation in wasse- 
riger Lljsung bci ca. 10000 lT~/Min. inncrt 10 Vin. cntferncn. 

.\rg 3,12 (3 )  
NH, 2,53 (1) Asp 1,95 (2) Ser 1.46 (2) Glu 4,71 (5) Pro 3,8X (4) (;lr 2.66 (3) .\la 2.77 (3) 
Val 3.00 (3) Wet 0,99 (1) Lcu l.9X (1) Tyr 2.03 (2) Phc 3,Ol (3) rTrp 0.94 (1) aus L3*.- 
Absorption. Fig. 1. bercchnct]. 

Absolute Ivhge: 1,0 $viol. H i s  auf 1.01 pMol. l'eptkl. hI.-Ge\v. zu 5528.04 angcnommcn. 
CluHas80,iV5,S, 10 CHJOOH. 20 H,O, Formclgcmicht 5528,04. 

Ber. C 49,87 H 7.18 0 1X,07 K 14.19°; Gef. C W , 7 2  H 6,96 C1 27,W S 14.13"; 

Arniiiosuur~n-:lnali~sP (dcst. HCI. 24 Strl.. l lO' ] .  - His 1,07 (1) LYS 4.05 (4) 

DS 12: Rf = 0,43 (10 U. 30 ;', J R H ,  Pallti) 

51:>1M.;\RX- 

The synthesis of the nonatriacnntapeptide B-corticotropin (porcine adrenocorti- 
cotrophic hormone, ACTH) is described in detail. This represents the first chemical 
synthesis of a polypeptide chain of such complexity and length. Chemical, physica- 
chemical and biological data prove the identity of the synthetic and the natural hor- 
mone. 

A special feature of the approach (which otherwise resembles our previous syn- 
theses of /3-corticotropin-~l-24)-tetracosapeptide, of a-MSH and of j?-MSH) is the 
synthesis of the C-terminal pentadecapeptide in a stepwise manner, beginning with thr 
C-terminal unit and adding one amino acid (as active ester) after the other. Besides 
being a rapid method for the synthesis of this peptide, i t  offers the special advantages 

0,6 g of the protected #?-corticotropin-25-39-peiitadecapeptide) and facile purification 
plus check of purity at each stage. 

nf nvcnllant ryio1A- Icfirtinrr with 1 rr c d  t h m  r-terrningl unit nno nhtsins mnrP +han " Y 
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