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19, Die Totalsynthese des S-Corticotropins
(adrenocorticotropes Hormon; ACTH)?)

von R. Schwyzer?) und P. Sieber
{4. X. 65)

Adrenocorticotropes Hormon aus Schweine-Hypophysen ist ein Gemisch von
mindestens sieben chemisch sehr nahe miteinander verwandten Polypeptiden [23).
Die Hauptkomponente ist unzweifelhaft das #-Corticotropin (Formel I}, dessen Mole-
kel 39 Aminosiurereste umfasst und volle ACTH-Wirkung aufweist. Bei andern
Spezies sind die Triger der ACTH-Wirkung fast identische Nonatriaconta-Peptide,
welche sich untereinander und vom Schweine-g-Corticotropin nur im Bereiche der
Aminosiuren No. 25-33 durch kleine Abweichungen in der Sequenz unterscheiden [3 .
Das porcine #-Corticotropin kann deshalb, mindestens fiir die Zwecke der chemischen
Synthese, als eine fiir das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) reprisentative Molekel
angesehen werden.

Die systematische Anwendung der in unserem Arbeitskreise entwickelten Metho-
den zur Synthese komplizierter Polypeptid-Naturstoffe {Gramicidin S [4], Angio-
tensin I [5] und II [6], a-melanophorenstimulierendes Hormon [7], f-melanophoren-
stimulierendes Hormon [8]) hat nun auch die Herstellung des f-Corticotropins (I) in
Dezigramm-Mengen erlaubt. Mit seinen 39 Aminosiureresten ist diesz. Zt. der grisste
und komplizierteste durch Totalsynthese in hoher Reinheit zuginglich gewordene
Polypeptid-Wirkstoff.

Bei unserer Synthese waren sowohl die Verwendung von Aminosdurederivaten mit
leicht abspaltbaren, vom #-Butanol sich ableitenden Schutzgruppen an Seitenketten-
funktionen [9] [10] als auch die Kniipfung von Peptidbindungen mittels caktivierier
Ester» [11], insbesondere mit p-Nitrophenylestern [12] [13], fiir den Erfolg von Bedeu-
tung. Besondere Erwiihnung verdient der stufenweise Aufbau des Pentadecapeptides,
Pos. 25-39, beginnend mit Aminosiure No. 39, unter Angliederung eines Amino-
sdure-p-nitrophenylesters nach dem anderen, bis zur N-terminalen Aminosiure No.
25. Alle Stufen der Synthese sind 5- bis 12mal wiederholt worden.

Das synthetische ACTH wurde eingehend auf seine biologischen Eigenschaften
hin untersucht. Sowohl tierexperimentell (Wirkung auf die Nebennierenrinde) 1147
als auch immunologisch [15] {16] ist es ebenso wirksam wie reinste, durch Isolierung
gewonnene ACTH-Priparate4).

1y Vorlaufige Mitteilung bei [1]; die synth. Arbeiten waren im Mai 1963 abgeschlossen; diese Ver-
dffentlichung musste aus dusseren Griinden bis heute zuriickgestellt werden.

2) Neue Adresse: Laboratorium fiir Molekularbiologie chemischer Richtung, Eidg. Techn. Houl-
schule, 8006 Ziirich.

3) Inwiefern es sich dabei um diskrete Hormone mit etwas verschiedenen Wirkungen, um Mol.-
kiile mit genetisch bedingten Unterschieden, oder aber um Aufarbeitungs-Artefakte handeit,
ist noch fraglich.

4) Z. B. ACTH-A, der Firma Organon, Oss, Holland.
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Das Syntheseproduki besitzt die erwartete Aminosiuren-Zusammensetzung®).
Die Elementaranalyse des bei 25° und 0,001 Torr wihrend 20 Std. getrockneten,
aschefreien, amorphen Lyophilisats (aus verd. Essigsiure) wies auf eine Zusammen-
setzung Cy o HggeOpaN5seS, 10 CHZ;COOH, 20 H,0 hin (Formelgewicht 5528,04). Aus
spektroskopischen Daten errechnet sich ein Formelgewicht zwischen 5490 und 5540
{Tigur 1)%). Aus der Aminosduren-Analyse ergibt sich ca, 5580.

In der Ultrazentrifuge verhalt sich das synthetische g-Corticotropin wie eine ein-
heitliche Substanz vom Molekulargewicht 45594 (Fig. 2; ber. fiir freies Peptid
Coys 60N S: 4567,2)7). Nach der gleichen Methodik hatten BrRowN et al. [19]
natiirliches f-Corticotropin untersucht und ein Teilchengewicht von 4360 gefunden.
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Fig. 1. UV.-Absorption von synth. ACTH in 0,18 NaOH {A) und in 0,1  ’ssigsdure (B), Basis-
absorption exivapoliert (a)

MTyr 0,592 . Dy 4 — 0,263 - Dyyq

oo T L 7 =215 (D = 0,694; Dy, = 0,802;
MTrp 0,263 - Dygy— 0,170 - Dyg, 4 (Depsg == 0,694; Dyno

Berechnung nach G. H. Beavan & E. R. HoLipay, Advances Protein Chemistry 7, 319 [1952]).
M.-Gew. (Einwaage 2,155 mg auf 4,100 ml):

8377- 2,155

1) aus Dy, (e bor. = 8377): o222 = 5490
8884 . 2,155

2) aus DBW (E b(_‘l'. = 8884) ._Om_l__ B 5540 .

Die optische Rotationsdispersionskurve des synthetischen Hormons in 0,02-proz.
Escigsiure folgt zwischen 195 und 300 nm genau derjenigen eines hochgereinigten

%) Die Bestimmung (nach Spackmann, STEIN & Moors [17]) verdanken wir Herrn Dr. H. ZuBer,
damals CIBA-Aktiengescllschaft, jetzt Laboratorium fiir Molekularbiologie chemischer Rich-

tung, ETH. .

SHEPHERD & al. [2] fanden (nach Beriicksichtigung von Asche)} [iir das Naturprodukt C,,,Hage-

g N5, 2 CHCOGH, 32 H,O (Formelgewicht 5263,2).

Ultrazentrifugen-Versuche und Berechnungen verdanken wir Herrn RogEr WADE, Dept. o

Biochemistry (Vorstand: Prof. Dr. H. NEURATH), University of Washington, Seattle 98103

USA.

3
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Fig. 2. Ulirazenivifugen-Lauf No. 4010-2 mif synth. ACTH

4,6 mg Peptid/l ml 0,05 KCl1+ 0,05M HC], ssynthetic boundary cells, 52564 U./Min., Aufnahmen
mit 16 Min. Abstand, Ausfilhrung: RoGER WADE, Seattle, 22. Juli 1964, auf Spinco Analyt.

Ultrazentrifuge.
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Fig. 3. Optische Rotationsdispersion von ACTH in 0,02-proz. Essigsiure
{Basislinie des Losungsmittels abgezogen}

synth, ACTH, ¢ = 0,0124 mg/ml

+++ porcines ACTH-A; (ORGANON), ¢ = (,0118 mg/mi

Ausfithrung: Dr. Davip DERANLEAU mit Cary Mod. 60.
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Fig. 4. Optische Rotationsdispersion von ACTH (c = 1 in 2-proz. Essigsiure}

1{([els} vs. A%, Extrapolation gegen 1/{[a]s) = 0. Synth. ACTH (:----- }; ACTH-A,, Orcaxo?
(+ + +). Aufnahme auf RunoLrr Spectrophotopolarimeter.
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Priparates von ACTH-A, aus Schweinehypophysen®) (Fig. 3). Die Kurve weist ein
Minimum bei 208 nm auf und steigt bet kiirzeren Wellenlingen schnell wieder an®).
Oberhalb 250 nm konnte die Messung in stirkerer Essigsiure erfolgen (die Carbonyl-
Absorption ist bel Wellenlingen unter 230 nm sehr storend) ; zwischen 400 und 600 nm,
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Fig. 5. Opiische Rotationsdispersion von ACTH (synth. ACTH und nat. ACTH-A,)

seeeeee = 1,24 - 1073 in 2-proz. Essigsiure
+++ ¢ =124-10"%in 0,02-proz. Essigsdure, Werte mit {f = 0,50 reduziert.

in 2-proz. Essigsdure, sind die Dispersionskurven der beiden Produkte ebenfalls iden-
tisch. Sie folgen einer einfachen DRrRUDE-Gleichung, [«], = #'/(A2 — A.2?) (Fig. 4);
4 = 212 nm. Diese Befunde lassen eine helicale Konformation (Sekundirstruk-
tur} in diesen Lsungsmitteln als avsgeschlossen erscheinen. Die spezifischen Dre-
hungen von synthetischem und npatiirlichem ACTH (¢ =1 in 2-proz. Essigsiure)
betragen [o]® = — 88,4 4 1° (synth.), baw. — 88 + 2° (ACTH-A,). SHEPHERD ef al.
{2} hatten [a], = —150° (¢ = 0,5 in 0,1~ Essigsiure) gefunden; die Differenz zu
unsern Messungen ist mindestens teilweise auf Verdiinnungseffekte zuriickzufiihren.
Bei den Messungen in 0,02-proz. Essigsiure (¢ = 0,01) wurde nimlich eine Verdoppe-
lung der (negativen) spezifischen Drehungswerte gegentiber denen in 2-proz. Essig-
sdure (¢ = 1) beobachtet. Fig. 5 stellt den Verlauf der optischen Rotationsdispersion
zwischen 190 und 600 nm, korrigiert auf ¢ = 1 in 2-proz. Essigsiure, dar.

Schon diese physikalisch-chemischen Untersuchungen deuten auf eine hohe opti-
sche Reinheit des synthetischen §-Corticotropins hin (alle Aminosduren in der natiir-
lichen Konfiguration}. Auch die chemische Ausfithrung der Synthese gewihrleistet
optische Reinheit, indem alle Peptidzwischenprodukte in sterisch einheitlicher Form
(g matioic Prifung) cinpecatst (fiir don Kettenabschnitt 1-24 siehe frithere Arbei-
ten, insbesondere [10]) und die Kondensationsstellen bzw. Kondensationsmethoden
ausgewdhlt wurden, um partielle Racemisierung auszuschliessen (Schema 1).

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

8 Wir danken Herrn Dr. S. SzpiLFocEL der Firma Orcanox, Oss, Holland, fir die Uberla.ssung
ciner Probe des Naturproduktes. Diescs ist identisch mit Schweine-f-Corticotropin {18).

%) Diese Versuche mit dem Carv-60-Instrument verdanken wir Herrn Dr. Davip DERANLEAU,
Dept. of Biochemistry, University of Washington, Seattle,



138 HELVETICA CHIMICA ACTA

Schema 1: Zwischenprodukie dey ACTH-Synthese {4, B,C, D) und ihre Verkniipfung
(Methoden a,b,c)

a b [
B+A—>»B-A—>» C—-B-A——>D-C-B-A
C D

a! Methode der gemischten Anhydride (Pro wird nicht racemisiert).
b: Azid-Methode {(Methode schliesst partielic Racemisierung aus).
c: Methode mit Dicyclohexylcarbodiimid (Gly ist symmetrisch, keine Racemisierung mogiichi.
1 10 11 16 17 24 25 3y
Ser Giy l c | Lys LEI b ‘ Arg Pro | a | Asp Phe
D cC B A

Ne=-Carbobenzoxy-aminosdure-p-nitrophenylestern vom Carboxyl- gegen das Amino-
ende hin stufenweise aufgebaut {Schema 2). Auch dieses, sonst als zuverlidssig ange-
sehene Verfahren garantiert jedoch nicht ohne weiteres optische Einheitlichkeit, da
Carbobenzoxy-aminosiure-p-nitrophenylester im iiblicherweise basischen Konden-
sationsmedium u. U. racemisiert werden {20]. Wir konnten diese Gefahr umgehen,
indem wir die Kondensationsreaktion in neutralem bis schwach essigsaurem Medium
ausfithrten (einen katalytischen Effekt der Essigsdure hatten wir schon friiher beob-
achtet [21]).

Zum Nachweis seiner optischen Einheitlichkeit wurde das synthetische g-Cortico-
tropin-{25-39)-pentadecapeptid-Derivat XXX (woriiber in einer separaten Arbeit
berichtet werden wird1%)) von seinen Schutzgruppen befreit und der Wirkung von
Aminopeptidase A [22]111) unterworfen. Die quantitative Bestimmung der Aminosiu-
ren im Hydrolysat ergab, dass alle Aminosiuren, aus denen das Pentadecapeptid auf-
gebaut ist, in der erwarteten Menge freigesetzt wurden, ausgenommen Phenylalanin
Nr. 35 und Prolin Nr, 36. Offenbar vermag diese Aminopeptidase (dhnlich wie Leu-
cinaminopeptidase) die Phe-Pro-Bindung nicht zu spalten und enthilt sie eine carbo-
xypeptidatische Wirkung [23], welche Phenylalanin®, Glutaminsdure® und Leucin®
abhydrolysiert. Die optische Reinheit des nicht freigesetzten Phenylalaninrestes N1
35 wurde durch Totalhydrolyse des Pentadecapeptides mit HCI und Oxydation des
Totalhydrolysates mittels L-Aminosdure-Oxydase [24] bewiesen: quantitative Amino-
siuren-Analyse zeigte vollstindige Oxydation des Phenylalanins an, d. h. alle Phe-
Reste besitzen 1-Konfiguration.

Damit ist die optische Einheitlichkeit des synthetischen f-Corticotropins auf
physikalisch-chemischem, chemischem und biochemischern Wege sichergestellt und
seine Identitidt mit natiirlichem g-Corticotropin der Formel I bewiesen,

Aamtdnstin Jnew Clevmblenmn 70 alnsmn 1% THa Qemmtlhncn wrardn manh daw semen stme feidhoo

entwickelten Gesichtspunkten [9] [10] angelegt, um auch grossere Zwischenprodukte
mit méglichst guter Ausbeute und ohne Racemisierung verkniipfen zu konnen. Es sci
hervorgehoben, dass die Abspaltung der Schutzgruppen vom Nonatriakontapeptid-
Derivat XXXXI mittels Trifluoressigsdure in quantitativer Weise gelang: lag das

10) Untersuchung zusammen mit B. R1pGe und P. GRoGG, ausgefiihrt mit finanzieller Hilfe s
«Orro-NAGELI-Preiss und der University of Washington, Seattle.

1) Dieses Enzym gleicht der bekannten Leucinaminopeptidase, hydrolysiert jedoch (was hiur
besonders wichtig ist} auch p-Peptide mit sauren Aminosiureresten. Die Uberlassung ciner
Probe von Carboxypeptidase A verdanken wir Herrn Dr, G, G. GLENNER, NIH, Bethesda. M1,
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geschiitzte ACTH {XXXXI) in chemisch reiner Form vor, so wurde daraus das {reic
ACTH (I) direkt in reinster Form erhalten1?).

Stufenweiser Aufbaun des g-Corticotropin-(25-39)-pentadecapeptid-Deriva-
tes XXX (Schema 2 und Tab. I und II). -- Ausser bei der Herstellung des Dipeptid-
derivates I1I {wo Dicyclohexylcarbodiimid als Kondensationsmittel verwendet wurdc)
wurden die anzufiigenden Aminosiure-Einheiten als N*-Carbobenzoxy-aminosiure-
p-nitrophenylester eingesetzt (Kolonne « Aktiver Ester» in Schema 2). Thre Konden-
sation mit Peptid-Derivaten mit freier «-Aminogruppe konnte durch Verwenduny
eines Uberschusses (1,1-1,6) der «aktiven Ester-Komponente» quantitativ gestaltet
werden ; mit griosser werdender Kettenlinge unterscheidet sich die Laslichkeit des
aktiven Esters immer mehr von derjenigen des entstandenen (unldslichen) Peptid-
derivates, wodurch das Reinigungsproblem gerade bei grisseren Peptiden ausser-
ordentlich vereinfacht wird. Vor den Methoden, die mit unldslichen Trigersubstanzen
arbeiten (z. B. MERRIFIELD [29]; LETSINGER [30]), bietet das hier angewandte Ver-
fahren (Diskussion vgl. [10] und auch Bopanszky [33]) den zusétzlichen Vorteil, dass
kleine Verunreinigungen (z. B. Spuren unumgesetzten, ¢freien» Peptids) abgetrennt
werden kénnen und nicht bis zum Schluss mitgeschleppt werden miissen. Diese Reini-
gung haben wir vorgenommen mittels Umfillen (heisses Methanol-Wasser-Gemisch
hat sich besanders bewihrt), Kristallisation (8 von 28 Zwischenprodukten liessen sich
kristallisieren) und Gegenstromverteilung {dieses Verfahren wurde nur einmal, bei
cinem Vorversuch zum Pentadecapeptid (XXX) angewandt und konnte spéter durch
Umlésen 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 Identitit von 10, inklusive
Endprodukt, durch Analyse festgestellt; vgl. Tab. I},

Bei der schrittweisen Kettenverlingerung entstanden in der vorliegenden Arbeit
Ne-Carbobenzoxy-peptide mit ¢-Butoxy-carbonyl-(Boc-)-Schutzgruppen an Seiten-
ketten-Aminofunktionen und mit mittels ¢-Butanol veresterten Carboxylgruppen
(ungerade Nummern, Schema 2). Der N*-Schutz liess sich quantitativ und selektiv
mittels Hydrierung in essigsaurem Medium entfernen, wobei die Acetate (geradc
Nummern} entstanden, welche direkt zur Kondensation mit dem aktiven Ester ein-
gesetzt wurden. Hochmolekulare Verbindungen neigen dazu, Palladium-Kohle und
andere heterogene Hydrierungs-Katalysatoren zu blockieren ; diesem Umstande (wel-
cher woh! demn Verfahren der stufenweisen Synthese in der vorliegenden Form eine
obere Grenze der Kettenlinge setzen diirfte) konnte durch Arbeiten in 80-proz. Essig-
siure als Losungsmittel und durch Anwendung grosser Verdiinnung und rel. grosser
Katalysatormengen entgegengewirkt werden.

1%) Hormany und Mitarb. [25] behaupten, dass unsere Methode der Abspaltung von Schutzgrup-
pen mit Trifluoressigsiure auch die Saureamidgruppe von Glutaminresten {insbesondere in
Stellung 5) von Corticotropinsequenzen hydrolysiere. Wir kdnnen dies nicht bestitigen. Erstens
hatten wir mit Trifluoressigsiure bereits friiher analvsenreine, z. T. kristallisierte Peptide erhal-
ten, z. B. Met-GIn-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 g-Corti-
cotropin-{27-39)-tridecapeptides XX VI, dass Trifluoressigsiure auch GIn® nicht hydrolysiert.
Schliesslich ergab der quantitative enzymatische Abbau des durch 2-stdg. Einwirkung von Tri-
fluoressigsiure ans XXX gewonnenen Pentadecapeptides die erwarteten Mengen von Glutamin
und Glutaminsiure.
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Carbobenzoxy-L-ghitaminsiure-y-t-butylester'®) wurde mittels Dicyclohexylcarbodiimid in
Chloroform mit Phenylalanin-t-butylester¥) kondensiert ; die Hydrierung von 44,2 g des kristalli-
sierten Dipeptid-Derivates ITT in 800 ml Feinsprit (6 g 10-proz. Palladium-Kohle) ergab den Di-
peptid-diester I'V als freie Base. Dieser (730 mg) wurde direkt mit 1,1 Aquivalenten (740 mg) Car-
bobenzoxy-L-leucin-p-nitrophenylester in 3 ml Essigester umgesetzt, wobei das Tripeptidderivai U
auskristallisierte. 23,4 g V wurden in 600 ml 80-proz. Essigsdure mit 2,5 g Pd-C hydriert; das ent-
stehende Slige Acetat (VI} wurde als solches weiterverwendet, nachdem festgestellt worden war,
dass eg sich quantitativ in das kristalllisierte Hydrochorid (VIa} iiberfiihren liess. Kondensation
von VI (20,7 g) mit Carbobenzoxy-L-prolin-p-nitrophenylester (15,8 g) in 90 ml Essigester (18 Std.
bei 20°) lieferte das kristallisierte Tetrapeptidderivat VII, welches {22 g} in 600 ml 8(-proz. Essig-
sdure mit Wasserstoff und 2,5 g 109, Pd-C in den kristallisierten Tetrapeptiddiester VIIT (19,5 ¢)
iibergefithrt wurde. Dieses (16,8 g) wurde mit 1,2 Aquiv. Carbobenzoxy-L-phenylalanin-p-nitro-
phenylester (13,8 g} in 32 ml abs. Dimethylformamid in quant. Ausbeute zum amorphen Carlo-
benzoxy-pentapeplidderivat 1X (25 g) kondensiert {15 Std., 20°).

Hydrierung (25 g IX, 2,6 g Pd-C, 700 mt 80-proz. Essigsdure) ergab das Acefaf X, welches
durch Ausschiitteln seiner Ldsung in Essigester mit wenig Wasser vollstindig von einer Spur einer
diinnschichtchromatographisch feststellbaren Verunreinigung abgetrennt werden konnte. Die
Kondensation von X (21,75 g) mit 10 g aktivem Ester 34 in 40 ml Essigester ergab Carbobenzoxy-
hexapeptidderival X I, welches durch Lésen in Essigester, Versetzen mit gleichviel Ather und Ein-
tropfen in Petroldther fest und chromatographisch rein gewonnen werden konnte {24.85 g).

Die Hydrierung {22,85 g X1, 2,3 g Pd-C, 680 ml 80-proz. Essigsiure) lieferte in normaler Weise
chromatographisch reines, mit aktivem Ester 33 umsetzbares Hexapeplid-acetat X I11. Wurde da-
gegen in neutraler Lésung hydriert oder das reine XII {2,4 mg) mit 2,4 mg Pd-C und 2 xl Tridthyl-
amin in 48 gl Methanol 1 Std. bei 60° aufbewahrt, entstanden grosse Mengen eines Nebenproduk-
tes mit kleinerem R{-Wert ((,1590,2, System 7, DS), welches nicht mit aktivem Ester 33 reagiert,
sich aber ohne weiteres in das urspriingliche XII zuriickverwandeln lasst (Behandeln mit HCI bis
zum scheinbaren pH von 4,3 in 60-proz. Methylcellosolve)18). Nun wird wie bei XII {18 g XII,
12,4 g Carbobenzoxy-L-glutaminsiure-a-p-nitrophenyl-g-t-butylester, 26 ml abs. Essigester) «as
kristallisierte Carbobenzoxy-heptapeplidderivat XIIT in guter Ausbeute gewonnen.

Die Hydrierung von XI1II (17,5 g X111, 530 ml 80-proz. Essigsiure, 1,8 g Pd-C), dessen RéxT-
GEN-Pulverdiagramm auf vollstindige Kristallinitit hinweist, lieferte amorphes, chromatogra-
phisch einheitliches Heplapeptidacetat XIV, welches (16,5 g) mit 1,27 Aquiv. Carbobenzoxy-L-
alanin-g-nitrophenylester (6,63 g} in 19 ml Dimethylformamid zum ebenfalls amorphen Carbo-
benzoxy-octapeplidderival X V kondensiert wurde.

Bei dieser Kondensation erstarrte die Mischung gallertig; nach 18 Std., bei 20° wurde mit
Ather verdiinnt und verrieben, das feste Produkt abgenutscht und mit Ather-Essigester (2:1)
gewaschen. 11,8 g XV wurden in 350 ml 80-proz. Essigsiure hydriert (1,2 g Pd-C); das entstandene
Octapeptidderivai-acelat X VI erwies sich ditnnschichtchromatographisch als rein. Seine Konden-
sation mit Carbobenzoxy-L-leucin-p-nitrophenylester (1,35 Aquiv. = 5 g, pius 11,2 g XVI in
21 ml Essigester+-4 ml {-Butanol, 18 Std. bei 50°, Eintropfen in Ather) lieferte reines, amorphes
Carbobenzoxynonapeptidderivat XV II, welches zu amorphem Acefat X V111 hydriert wurde (10,9 ¢
XVII, 2 g Pd-C, 330 ml 80-proz. Essigsdure). Hier liegt der erste Fall vor, wo die Hydrierung in
konzentrierter Ldsung (z. B. 1:10) nicht mehr gelingt. Die Aminosdurcanalyse und das Diinn-
schichtchromatogramm wiesen auf cine einheitliche Verbindung mit der richtigen Primirstruktur
hin (Tab. I).

) Fir Literaturangaben betreffend einfachere Aminosiurederivate vgl. frithere Arbeiten aus
unserem Kreise (z. B. [10]) sowie das Handbuch von GREENSTEIN (zitiert in [10]).

4) Durch Hydrierung von nach TascHNER {31] dargestelltem und mit L-Aminosiureoxydase auf
optische Reinheit gepriiftem Carbobenzoxy-r-phenylalanin-t-butylester.

15) Ein #hnliches Verhalten haben wir bisher nur in einem Falle, und zwar ebenfalls bei eincm
Hexapeptid-Ester, dem H-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-OCH,, beobachtet. Es stellt sich die
Frage, ob man es mit einer Ring-Ketten-Isomerie zu tun habe, zu der die x-Aminogruppe eines
Hexapeptides aus sterischen Griinden besonders befihigt wire, z. B.

H,NewCO-Z HNowwC-OH.
j |
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Kristallisiert konnte die nichste Stufe, das Carbobenzoxydecapeptidderivat X1X, gewonnen
werden (10,66 g XVII und 4,4 g Carbobenzoxy-L-glutamin-p-nitrophenyvlester in 47 mi Dimethyl-
formamid). Die Reaktionsmischung wurde 2 Tage lang bei 607 und dann 2 Tage lang bei 20° ge-
schiittelt, wobei das Produkt langsam auskristallisierte {wmn gute und quantitative Kristallisation
zu bekommen, ist das Einhalten dieser Bedingungen wichtig). Einige der 8 verschiedenen Ansitze
enthielten Spuren von Verunreinigungen, die aber leicht durch Umkristallisicren aus heissem
Methanol-H,O (230 mi:180 ml) entfernt werden konnten (Ausbeute auf wmkrist. Substanz ber.,
Analyse: Tab. I). Dic Hydrierung erfolgte wiederum in 1:30 Verdiinnung (9.6 g XIX, 2 g Pd-C)
in 300 ml abs. Dimethyiformamid, denen 6,33 ml 1,0x HC) zugesetzt worden waren. Dieser Zusatz
bewirkt vollstandige Protonierung der freigesetzten x- Aminogruppe, wodurch die intramolekulare
Zvklisierung des N-terminalen Glutaminrestes zum Reste der Pyroglutaminsdure verhindert wird
{div in essigsaurer Lésung schnell vonstatten geht).

Die Kondensation des Hydvochlorids XX (8,95 g} mit Carbobenzoxy-L-asparaginsiurc-o-p-
nitrophenyl-f-t-butylester (1,4 Aquiv., 4,07 g) erfolgte wihrend 18 Std. bei 30° unter Schiitteln
in 30 ml Dimethylformamid unter Zusatz von 8,905 ml Tridthvlamin. Das Produkt XXI wurde
mit Ather ausgefillt und aus viel heissem Methanol unter Verdiinnen mit heissem Wasser auf ca.
60%;, Methanolgehalt {Abkiihlen im Dewargefidss) umgeltst. Dic Hydrierung wurde wie iiblich in
80-proz. Essigstiure (300 ml, 9,8 g XX, 2g Pd-C) ausgefiihrt. Eine Spur ¢iner Verunreinigung wurde
durch Lésen in 250 ml »-Butanol + 50 ml Wasser und 3maligem Waschen mit Wasser entfernt:
das Undecapeptidderival XX 11 {mit [veier a-Aminogruppe) verblich als reines Acctat in der Buta-
nol-Phase.

9,6 g dieses Produktes wurden mit Carbobenzoxy-L-glutaminsiure-x-p-nitrophenyl-y-f-butyl-
ester (4,12 g) in 25 ml feuchtem Dimethylformamid 18 Std. bei 50° kondensiert. Dic Losung wurde
sodann in 1200 ml Ather eingetropft, der Ndg. in 400 ml sicdendem Methanot geldst, mit 400 mi
heissem Wasser versetzt und wie iiblich sehr langsam auf 0° gekiihlt. Dreimalige Wiederholung
des Umlbtsens fiihrte zam chromatographisch reinen Dodecapeptidderival XX 11T (Ausbeute 61%,),

welches durch Hydrierung (6,8 g X X111, 250 ml 80-proz. Essigsdure, 1,5 g Pd-C) ebenfalls reines
Acetat XX T1" ergab.

Dessen Kondensation mit Carbobenzoxy-L-alanin-p-nitrophenylester fithrte zu analysenrei-
ncm, kristallisiertem Tridecapepiidderivathvdrat XXV (6,65 g XX1V, 27 ml Dimethylformamid,
2,11 g aktiver Ester 27; Kond. 18 Std. bei 507; Krist. aus heissem Mcthanol mit Zugabe von ca.
25% heissem Wasser). Zur Hydrierung von XX\ musste bereits in Verdiinnungen von 1:50 ge-
arbeitet werden; das Produkt XXVI {Acetat) wurde in #»-Butanol-Essigester 1:1 aufgenommen
und mit Wasser, dem etwas Ammonacetat zugesetzt worden war, gewaschen. Der Riickstand der
organischen Phase bestand aus reinem, amorphen XXV Zur Kontrolle, ol Trifluoressigsdure-
Spaltung der /-Butoxvearbonyvl- umgl ¢-Butylester-Gruppen eventuell die y-Amidgruppe des Glut-
aminrestes Nr. 30 in Mitleidenschaft ziche, wurden 6.2 mg (3,4 pMol) XXV in 0,6 ml Triflnor-
essigsdure bei 20° withrend ca. 30 Min. aufbewahrt und im Riickstand der Ammoniak auf dem anto-
mat. Aminosiuren-Analysator bestimmt: gef. 0,05 NH;, ber. 1,00,

Zur Kontrolie wurde eine Probe mit konzentrierter HCl wihrend 12 Std. auf 30° erhitzt: gel.
1.04 NHg, ber, 1,00. Unter den iblichen Bedingungen, welche zur Entfernung der Schutzgruppen
ausreichend sind, wird die Sdureamidgruppe also nicht gespalten,

4,65 g Acctat XXV wurden nun zusammen mit 1,44 g Carbobenzoxy-glvcin-p-nitrophenyl-
cster wihrend 18 Std. bei 30° in 24 m] abs. Dimethylformamid geschiittelt und die Losung in
N0 ml Wasser cineetronlt. Das feste Tetradecapeptiddevival X X 1711 wurde mit Wasser und Ather
gewaschen und ans 2200 ml siedendem Methanol mit heissem Wasser (110 mli, bis zur lrubung zu-
gefiigt) umgeldst. Die Hvdrierung zum Tefradecapeptid-acetat XXTIIT gelang in einer Verdiin-
nung von 1:50 in 80-proz. Essigsaure mit 20 Gewichtsprozent Pd-C (10-prozentig}.

Die Kondensation zum vollstindig geschiitzten Pentadecapeptid XX TX wurde mit einemn 60-
proz. Uberschuss von Carbobenzoxyv-L-asparaginsiure-z-p-nitrophenyl-g-f-butylester in abs. Di-
methyvlformamid bei 50° ausgefiihrt. IDas Produkt, welches durch Eintropfen der Reaktionslosung
in die Z0fache Menge Wasser isoliert worden war, wurde durch Umldsen aus der 30fachen Menge
heissen Methanols unter Zusaiz von 26%, heissern Wasser gereinigt. Hydrierung in 80-proz. Essig-
siiure (Verdiinnung 1:250) fithrte zum reinen geschiitzten Pentadecapeptid XXX mit freier «-
Aminogruppe.

10
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Synthese des J-Corticotropin-(17-24)-octapeptidderivates XXXV (Sche-
ma 3, Tab. III und Exp. Teil). - Ausgehend von Carbobenzoxy-L-arginyl-L-arginyl-
L-prolyl-L-valyl-{N®-i-butoxycarbonyl}-L-lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-f-butylester-
sulfat (XX X1} wurde durch Abspaltung aller - Butylgruppen mit Trifluoressigsdure
und Behandlung des a-Carbobenzoxy-octapeptides (XXX1I) mit #Butylformazat das
kristallisierte Octapeptidderivat Carbobenzoxy-L-arginyl-L-arginvl-L-prolyl-L-valyl-
{N*-#-butoxycarbonyl)-L-lysyl-L-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-hemisulfat (XXXTIT) herge-
stellt. Diese Verbindung besitzt nun die beiden Aminogruppen in selektiv geschiitzter,
die a-Carboxylgruppe des Prolins? in freier, aktivierbarer Form. Um Schwierigkeiten
mit der Loslichkeit und mit der Abspaltung zusitzlicher Schutzgruppen (z. B, Nitro-
gruppen) zu umgehen, setzten wir die Argininreste mit wngeschiitzter Guanidinfunk-
ton ein {sie sind ja unter pH 12 mit dem Proton geschiitzt). Um jedoch fiir die weitere
Synthese und vor allem fiir die Herstellung des gemischten Anhydrids mit Trimethyl-
essigsdure giinstige Verhiltnisse zu schaffen, tauschten wir die Sulfationen gegen
Chlorionen aus, Dies gelang durch Ionenaustausch-Chromatographie, aber erst nach-
dem das schwerldsliche Hemisulfat XXXTIT mittels der berechneten Menge HCl aus
der Form eines innern Salzes in das Hemisulfat-hydrochlorid XXXIV tbergefiihrt
worden war. Das Octapeptid-dihydrochlorid XXXV erwies sich als amorphe, aber
diinnschichtchromatographisch einheitliche Verbindung.

Synthese des pJ- Corticotropin - (17-39) - tricosapeptidderivates XXXVIII
(Schema 4, Tab. III und Exp. Teil}). — Das Octapeptidderivat XXXV wurde in
Dimethylformamid mit Triithylamin und Pivaloylchlorid zum gemischten Anhydrid
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 linger, so vermindert sich die Ausbeute an Tricosapeptid XXXVII, und
Nebenprodukte, die nur die Aminosiuren des Octapeptides enthalten, treten in std-
rendem Masse auf. Es diirfte sich dabei um Produkte der Selbstkondensation von
XXXVI handeln, z. B. um intermolekulare Ester zwischen der C-terminalen Carbo-
xylgruppe und der phenolischen Hydroxylgruppe des Tyrosinrestes.

Der Umsatz des gemischten Anhydrids XXXVI mit dem Pentadecapeptidderivat
XXX verliuit bei - 10 bis — 5° in Dimethylformamid. Pas Produkt, welches im
wesentlichen zwei Verunreinigungen, eine wasserlgsliche (mit XXXV verwandt) und
eine weniger wasserldstiche (XXX) enthielt, konnte mittels Gegenstromverteilung
vollstindig rein gewonnen werden (Figur 6). Solchermassen gereinigtes Trikosapeptid
lieferte bei der katalytischen Hydrierung direkt analysenreines Trikosapeptid-tri-
acetat XXXVIIT (Tabelle ITI).

Syotiice e S-Curdivu upins(1i-3%) ~MVILCUSAPEPLIUES AL (DCUEHR 4,

Tab. IXI, Exp. Teil). - Das Hexapeptid-hydrazid Z-Lys(Boc)-Pro-Val-Gly-Lys(Boc)-
Lys(Boc)-NHNH, ) wurde ins Azid iibergefithrt und mit dem Tricosapeptid-triacetat
XXXVIII kondensiert. Um mdéglichst alles Tricosapeptid umzusetzen, wurden 100
Proz. Uberschuss des Azids verwendet. Nach 3 Std. Reaktionsdauer wurde das iiber-
schiissige Azid mit Cyclohexylamin umgesetzt, um seine CurTIiUs'sche Umlagerung
und die Bildung komplizierter Folgeprodukte zu verhindern. Das Reaktionsprodukt

18) Die Uberlassung dieses Produlktes verdanken wir Herrn Dr. B. IsEL1n in unseren Laboratorien.
1%) Wir verdanken dieses Zwischenprodukt Herrn Dr. W, RiTTeL in unseren Laboratorien.
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fipophiler ist als NNXVIL genticte eine Tonach verdiinntere Amnioria clat-Lsung
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Dias weretnivte Produkt sourde wie fiblich hivdriert s s cntstelende N L
peptid-trincetat war aber fir dic detzte Kondensationsstale, die mit [Dicyeiohess-
carbodiimid ansgefiihrt werden musste, ungecignet, dadicses Keagens nattilich auch
las Acetat aktivieren und zu acetvlicrten Peptiden fibren witrde. Mittels Narrium-
sulfatlésunyg liess sich leicht ein festes, schr oreines sesguisullut NE - herstellen,
welches wdvsiert wurde {(Tabs TH . Dieses konnte nun obme Gefahe Tir die Konden-
sation verwendet werden,

Synthese des Nonatriazcontapeptidderivates XLI und seine Uberfihrung
in #-Corticotropin (~chemn 4, Tub. 11 Toxp. Telhis - Viele Viersuche ergaben.
dass die besten Ausbeuten bei der Rondensation der j5-Corticotropin-{1-10)-deca-
peptid-Einheit 27 mit demn Nonicosupeptid-derivat-sesquisullat XL miticls Di-
eyclohexvicarbodiimid dann erhalten werden, weni: 17 ein decilacher Uberschuss der
Decapeptidkomponente verwendet wird, 25 zwei Drittel divser Menge mit HCL pro-
toniert werden {cin Drittel konkarrenzert das Nonieosapeptidderivat-sesquisulfat
am dessent Proton an der z-Aminogruppe), 3 als Lozungsmittel absolutes Pyridin
dient, 4} ein achtfacher Uberschuss von Dicvelohexvlcarbodiinid in Absténden von
mehreren Stunden portionenwelse zugegeben wivd, 53 die Reaktion wihrend ctwa
00-100 Std. bel 307 ausgetiibrt wird.
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Fig. 8. Multiplikative Vericilung des vohen Nownatriaconiapeptidderivates XLI. 280 Stufen im

System CHCl,, CCl,, MeOlH, {,1 M Ammoeniumacetat, 8:8:17:7; Ky, = 1,00. 1,62 g Rohprodukt in

7 Elemente (10 ml Unterphase) eingefiillt; 412 mg (38% d. Th.) reinstes XLT in den Elementen
120-152; in den Elementen 108-119 und 133-162 86 mg (8%, verunreinigte Substanz.
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Fig. 9. Chromalographic von symth. B-Corlicotropin an Carboxymethyl-Sephadex G 25, 38 mg XL1
mit 2 ml CF,CO0H wihrend 15 bei 20° behandelt und mit einem linearen Konzentrationsgradien-
ten aus je 100 ml 0,05M und 0,8 Ammoniumacetat (pH — 6,5) an 1 g CM-Sephadex G 25 chro-
matographiert. A = Lichtabsorption {0.D.) bei 254 nm {Uvicord). B = Konzentrationsgradient.

Schema 3. Aufbau des geschiitzien §-Corticotropin-(17-24)-oclapeptides (X XXV}

Nr. Bedingungen Ausbeute

H,* Hy' BOC

z| Arg-Arg~Pro -Val- Lys -Val-Tyr-Pro |-OBu, SO, XXXI CF,COOH, 1 Std. 20°

H + I-I + H +
Z~! Arg-Arg -Pro-Val- Lys-\’a] -Tyr-Pro | —OH, 50,72, XXXII ¢-Butyl-formazat, 96%
CF,CO0- DMF(5), H,0(1),
NEt,
H,+ H,+ BOC 3
1 1 ]
Z—I Arg-Arg-Pro-Vai-Lys-Val-Tyr-Pro |~O*, 14, 80,7* XXXIII 0,1~y HClin{-BuOH 92%
H + H + BOC
Z~{ ~\rg Arg -Pro-Val- Lya—\ al-Tvr-Pro [-OH, XXXIV Amberlite IRA-400 1009%
180,72, Ui {C17), --BuOH, 307
H2+ H - BOC

2| Arg- Arg -Pro-Val- Lys -Val-Tyr-Pro |-OH, 2C1- XXXV 1009,
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Aus dem Reaktionsprodukt liess sich die iiberschiissige Decapeptidkomponente
infolge ihrer Schwerléslichkeit in ¢inem Chloroform-Methanol-Wasser-Gemisch leicht
abtrennen. Das rohe, geschiitzte Nonatriacontapeptidderivat musste durch multipli-
kative Verteilung (Fig. 8) gereinigt werden (Analyse: Tab. III). Das Produkt enthielt
kein Sulfoxid-Peptid (Exp. Teil).

Die Abspaltung simtlicher Schutzgruppen liess sich durch 153miniitige Einwir-
kung von konzentrierter Trifluoressigsdure bei Zimmertemperatur leicht bewerkstel-
ligen. Eine nennenswerte Oxydation des Methioninschwefels zum Sulfoxid, wic etwa
beim 8-MSH {32], konnte nicht beobachtet werden. Bei der Ionenaustauschchromato-
graphie (Fig. 9) und bei der Diinnschichtchromatographie verhielt sich das synthe-
tische Nonatriacontapeptid wie eine einheitliche Substanz {weitere Charakterisierung
sieche Anfang dieser Arbeit).

Experimenteller Teil

Einleitung und Anmerkungen siehe [10] auf S, 1566, Wir verdanken unsern Speziallaborato-
rien {Dr. W. Papowerz, Dr. R. NEHER und E. vox ARX) die Ausfithrung von Mikroanalysen,
Spektren und Diinnschichtchromatogrammen.

Abkiirzungen: DMF = Dimethyliormamid; THF = Tetrahydrofuran; i.V. = im Vakuum
{meist 10-14 Torr}; u.Z. = unter Zersetzung:; JRH = REINDEL-HorPE-Reagens; NE = Nin-
hydrin in Essigsiure; MCS = Methylceilosolve.

Hemisulfat von Carbobenzoxy-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valyl-L-(N®-t-butosycarbonyl)-lysyl-
L-valyl-L-tyrosinpl-t-prolin (XXXIIT). — 5 g Z-Arg-Arg-Pro-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-OBu/,
H,50, (XXXI, CgyH,4,014 Ny Hy SOy, M.-Gew. 1402,6) wurden wie iiblich in 65 ml Trifluoressig-
saure geldst und 1 Std. bei ca. 20° aufbewahrt, um die t-Butoxycarbonyl- und ¢-Butylestergruppen
zu entfernen. Das Lésungsmitte! wurde i.V. verdampft; beim Verreiben mit Ather wurde der
Riickstand sofort fest: 4,6 g XXXI, Carbobenzoxy-L-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valyl-L-lysyt-
r-valyl-L-tyrosyl-L-prolin-sulfat-trifluoracetat {M.-Gew. 1350, ber. fiir C; H,;0, N4, H,50,, HCIl;
Ausbeute 96%,). Von dicsem Produkt, welches dinnschichtchromatographisch fast einheitlich war
(DS, Rf 12 = 0,2; 40y, JRH+, NE+}, wurden 3,8 g in 25 ml DMF und 5 mi H,O unter Zusatz
von 1,4 ml {-Butylformazat bei 43-50° geriihrt und innert 6 Std. tropfenweise mit einer Losung
von 2,1 m! NEt; in 2,5 ml DMF versetzt. Nach weitcren 10 Std. wurden langsam 20 ml H,O zu-
gegeben und die Mischung kurz auf 0° gekiihlt, Die Fillung wurde genutscht, 2mal mit F,O-
McOH (9:11) und 3mal mit H,O gewaschen und bei 60° 1.V, getrocknet: 3,0 g (9294). Das Material
XXXIII wurde in 18 ml MeOH + 3 ml H,O bei Siedehitze geldst, bei 60° mit 15 ml H,0 versetst
und sehr langsam (im Dewargefiss) auf 20° abkiihlen gelassen. Waschen mit MeOH-H,0 (2:8)
und Wasser. Es wuarden 2,54 g des Materials in kristallisierter Form wiedergewonnen: DS ein-
heitlich, Rf 12 = 0,72; Rf 13 = 0,55 20y, JRH+, NE —. Zur Analyse wurde cine Probe ans 50-
proz. THF wmkristallisiert und 2 Std. bei 100°{0,005 Torr getrocknet; Smp. 238° u.Z.

CopHlyaOpal¥5. 1/2 H 80, (1297,5)  Ber. N 16,19 §1,24%,  Gef. N 16,06 $1,27%

Dikydrochlovid von Carbobenzoxy-r-arginyl-L-arginyl-L-prolyl-L-valyl-L-{ N&-t-buloxycarbonyl)-
valyl-L-tyrosyl-L-prolin (XXX V). — Die Verbindung XXXIII erwies sich fiir Kondensationsrcak-
LI01EN A15 ZU UNIOSHCH; NUT UDErSCNUsSiger datzsaure {P1S pH = £,/) Kann s$i1e 1R - BUUH gelost
werden. Sie bleibt in Lésung auch nach Zugabe von soviel Lauge, wie ﬁ(’itig ist, um die Salzsiore-
Menge auf 1 Aquivalent zu reduzieren; 1,11 g XX XIIT wurden in 25 ml - BuoH suspendiert und
unter Riihren und Zerreiben langsam mit 10,6 ml 0,1 ¥~ HCI versetzt, wolei die Verbindung gelost
wurde (End-pH = 2,7). Nun wurden langsam 2,1 ml 0,1 NaOH zugetropft, eine leichte Fillung
mit. einem Glasfilter G4 abgenutscht und das Filtrat verdampft. DS einheitlich, Rfl12 = 0,72,
JRH+, NE neg., also keine Abspaltung von BOC-Gruppen. Papierelektrophoretisch chenfalls
cinheitlich, 15/, Std., 7 Vjcm, 50-proz. AcOH, cin Fleck (Sakaguchi) bei — 14,7 cm. Dic Verbin-
dung enthdlt noch Sulfat-Ionen und ist vermutlich XXXIV. Das Produkt kann nun mit Leich-
tigheit in 50-proz. -BuOH geldst werden und mittels Amberlite IRA-400 {C17) ins sulfatireie
Dihydrochlorid {XXXV) verwandelt werden. DS einheitlich (Rf wic vorhergehende Verbindungen
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XXIII und XXXIV), Potentiometrische Titration in 80-proz. MCS ergab einen Gehalt von 83%
Peptid. {Rest: Losungsmittel und NaCl.)

Diacetat von Carbobenzoxy-L-arginyl-L-avginyl-L-prolvi-L-valyl-L-(N*-t-butoxycarbonyl)-lysyl-L-
valyl-L-tyrosinyl-L-prolyl-1-(B-t-butviester)-aspartyl-giveyi-L-alanyl-L-{y-t-butylester)-glutamyl-L- (f-¢-
butylesier)-aspartyl-v-glulaminyl-L-leweyl-L-alanyi-L~(p-t-butylesier) -gluiamyl-L-alanyl-v-phenylala-
nyl-L-prolyl-L-leucyl-L-(p-t-butviester)-ghilamyl-L-phenyialanin-t-butylester (XXXVII). — 640 mg
Z-Arg-Arg-Pro-Val-Lys(Boc)-Val-Tyr-Pro-OH, 2ZHCI (XXXV) wurden in 10 ml abs. DMF gelost
und, nach Abdestillieren der Hilfte des Losungsmittels i.V. (um Wasser zu entfernen), mit 51 yul
Pivaloylchlorid und 57 gl Tridthylamin bei — 10° versetzt. Nach genau 3 Minuten {wartet man
10 Min., so entstehen mehr Nebenprodukte, die nur die Aminosiduren des Octapeptides enthalten)
wird rasch eine trockene Losung von 530 mg Pentadecapeptidderivat XXX in 3,5 ml DMF zuge-
geben. Nach 30 Min. bei — 10 bis — 3° wurde die Lisung in viel abs. Ather eingetropft: 1070 mg
Rohprodukt, Verteilung wie in Fig. 6 angegeben. Die Rohre 105-130 enthielten 561 mg (66,5%)
diinnschichtchromatographisch reinstes XXXVII, Aus den Elementen 100-105 und 130-140
konnten noch 83 mg (9.8%;) schwach verunreinigtes Material gewonnen werden.

Triacetal vorn H-Arg-Avg-Pro-Val-Lys(Boc)-Val-Tyr- Pro-Asp(0Bub)-Gly-Ala-Glul{O Bub)-Asp-
{OBu%)-GIn-Leu-Ala-Glu(O But)-Ala- Phe- Pro-Leu-Glu(OBu%)- Phe-OBut (XXXVIII). - 1110 mg
XXXVII wurden in 330 ml 80-proz. Essigsiure mit 1,5 g 10-proz. Palladium-Kohle in Gegenwart
von Wasserstoff durch Schiitteln bet Zimmertemperatur aushydriert. Nach Abfiltriercn des Kata-
lysators wurde das Lésungsmittel i.V. entfernt. Der Riickstand stellt das reine Tricosapeptid-
derivat XXXVII dar {vgl. Tab. III}.

Diacetat von Z-Lys(Boc)- Pro-Val-Gly-Lys(Boc)-Lys(Boc)-Arg-Arg-Pro-Val-Lys(Boc)- Val-Tyr-
Pro-Asp{0But)-Gly-Ala-Glu{O Bub)-A sp (O Bul)-Gin-Leu-Ala-Glu (0 Bub)- Ala- Phe- Pro-Leu-Glul0 But)-
Phe-OBut (XXXIX). — 323 mg Z-Lys{Boc)-Pro-Val-Gly-Lys{Boc)-Lys{Boc)-NHNH, {294 #Mol.)
wurden in 3,6 abs. DMF geldst und bei — 15° zuerst mit 1,06 ml 18 HCI (1060 4Mol.}), dann mit
0,353 ml 15 NalNO,; (353 pMol} versetzt. Nach 10 Min. bei —7° wurde eine Ldsung von 476 mg
Tricosapeptid-triacetat XX XVIII (147 uMol.} in 4,5 ml DMF und 0,158 ml Tridthylamin (1140
pMol.) zugefiigt. Nach 3 Std. bei 0° wurde der Uberschuss des Azids mit 72 pl (600 iMol.) Cyclo-
hexylamin zersttirt, und nach einer weiteren halben Stunde wurde das Reaktionsprodukt durch
Eingiessen in 200 m] Ather gefillt: 815 mg. Dieses Rohprodukt wurde nach Fig. 7 multiplikativ
verteilt, zuerst itber 190 Schritte, um die Hauptverunreinigungen abzutrennen, dann in I{reislauf
iiber 410 Schritte, wobei aus den Elementen 45-74 221 mg (35,29,) sehr reines Nonicosapeptid-
derivat XXXI1X crhalten wurden. Elemente 35435 plus 75-85 lieferten nochmals 102 mg {16,2%,)
schwach verunreinigtes Material {Tab. TII).

Sesquisulfar von H: Lys(Boc)-Pro-Val-Gly-Lys{Boc}-Lvs(Boc)-Arg-Arg- Pro-Val-Lys{Bo¢)-Val-
Tyr-Pro-Asp{0But)-Gly-Ala-Glu(0 But)-Asp(O But)-GIn- Leu-Ala-Glu{O Bu)t- 4 la- Phe- Pro-Leu-Glu
(OBu!)-Phe- OByt (XXX X). — 345 mg XX XIX wurden in 100 ml 80-proz. Essigsiure und 400 mg
10-proz. Palladium-Kohle aushydriert. Das Hydrierungsprodukt wurde zur Reinigung in 5 mi
90-proz. MeOH geltst und mit 1 ml 25 Na,50, ins Sesquisulfat fibergelithrt, welches als {este
Substanz aus der Lésung ausficl. Die Fallung wurde mit Wasser vervollstindigt und das Produlkt
(XL) mit Wasser sulfatfrei gewaschen (Tab. II1), Titration in 80-proz. MCS ergibt 3 Protonen/
Molekel.

Triacetal von Boc-Ser- Tyr-Ser-Mel-Glu(OBwd)-His-Phe-drvg- Trp-Gly-Lys(Boc)- Pro-Val-Gly-
Lys(Boc) Lys(Boc) Arg-Arg-Pro Fal-Lys{Boc)-Val-Tvr- Pro-A sp {0 Bul)-Gly-Ala-Glu(0 But)-Asp-
D T Lemmitsw-Grws (O Drw o tbe I RS- 70~ LEW-GEHIU BV PRe-U St (X L1). — 280 mg Boc
Ser.Tyr-Ser-Met-Glu(OBut)-His-Phe-Arg-Trp-Gly-OH [27] (190 uMol) wurden in 1,2 mi abs.
Pyridin suspendiert und mit 0,125 ml 1 ¥ HCL {125 gMol .} unter Rithren versctzt. Nach 13}, Std. war
eine dicke, kaum rithrbare Masse entstanden, Unter Zerkleinern mit dem Spatel gab man nun
263 mg Nonicosapeptid-sesquisulfat (XL) (63,5 uMol.} und 0,2 mi abs. Pyridin zur Mischung,
worauf die Masse wieder mechanisch geriihrt werden konnte. Bei den vorliegenden Verhiltnissen
von Decapeptid, Nonicosapeptid und HCI ist zu erwarten, dass im wesentlichen Argininseiten-
ketten protoniert sind und die e-Carboxylgruppe des Decapeptides und die g-Aminogruppe des
Nonicosapeptides hingegen teilweise unprotoniert vorliegen. Nun wurden 26 mg Dicyclohexyl-
carbodiimid (127 gMol.) und 0,15 ml Pyridin zugegeben und die Mischung unter Riihren anf 50°
erwarmt. Nach 1, 21 und 46 5td. erfolgte die Zugabe von gleichen Mengen Dicyclohexylcarbo-



Vol. 49, Tase. Emile Cherbuliv (19601 N, 19 137

diimid und Pyricin {Total 308 gdot. des ersteren). Nach insgesamt 93 Sid, bei 5307 wurde der An-
satz zusammen mit zwel weiteren gleichen Ansitzen aufgearbeitet.

. Fallen mit Ather ergab 2,2 g Rohprodukt. Dieses wurde mit einem Gemisch von CHCl,, MeOH
ind H,O (10:10:1) 3mal extrahiert und vom Unléslichen (nach Diinnschichtchromatogramm =
Decapeptid ; 343 mg) abzentrifugiert. Der lésliche Anteil, der nur noch kleine Mengen Decapeptid
enthilt, wurde in 7 Elemente ciner automat. Verteilungsapparatur mit 10 ml Unterphase einge-
fiillt und, wie in Figur 8 angegeben, verteilt, Aminosiuren- Analyse siche Tabelle II1.

Oxydation einer Probe mit H,0, ergab das entsprechende Sulfoxid, weiches sich dunnschicht-
chromatographisch leicht erkennen lasst; DA 14: Rf = 0,32 (XL = 0,48), JRH. Pauli.

Synihetisches f-Corticotropin (f). ~ 412 mg Nonatriacontapeptidderivat XLI wurden in
20 ml konz. Triflucressigsinre geldst und 15 Min. bei Z.T. stehen gelassen. IDann wurde das Lo-
sungsmittel i.V. schnell verdampft und der Riickstand noch Zmal mit wenig Wasser gelost und
eingedampft. Nun wurde der Riickstand in 20 ml Wasser gelést und durch eine Siule von 90 ml
Amberlite IRA-400 {Acetatform) filtriert {in cinigen Versuchen wurde die Lésung vorgingig ces
fonenaustausches mit Thioglvkelsdure (2% in H,()) 13 Std. bei 50° unter N, behandelt {ohne <ass
sich cine wesentliche Verdnderung des Endproduktes gezeigt hitte}. Das Eluat wurde verdampft
und getrocknet (20 Std./25°/0,001 Torr). Spuren von schr fein verteiitem Dicyclohexylharnstoff,
die manchmal bis zu dieser Stufe mitgeschleppt werden, lizssen sich durch Zentrifugation in wisse-
riger Lésung bei ca. 10000 L. /Min, innert 10 Min. entfernen.

Aminosduren-Analvse (dest. HCL 24 Std,, 1107°). - His 1,07 (1) Lys 4,05 (4 \rg 3,12 (3}
NH, 2,53 (1) Asp 1,95 (2) Ser146(2) Glu4,71 (5} Pro3,88 () Glv 2,66 (3} Ala 2,77 {3)
Val 3,00 {3) Met 0,99 (1} Leu 1,98 (2) Tvr 2,03 (2) The 3,01 (3) {Trp 0.94 (1} aus UV.-
Absorption, Fig. 1, berechnet].

Absolute Menge: 1,0 uMol. His auf 1,01 g#Mol. Peptid, M.-Gew. zu 5528,04 angenommen.
Capat25600a N5 S, 10 CH,COOH, 20 H,0, Formelgewicht 5528,04.

Ber. C 49,87 H 718 O 2807 N 14,199, Gef. ¢ 49,72 H 6,96 027,02 N 14,13%;

DS 12: Rf = 0,43 (10 u. 30 3, JRH, Panli}.

STUMMARY

The synthesis of the nonatriacontapeptide f-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, physico-
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 f-corticotropin-(1-24)-tetracosapeptide, of «-MSH and of 8-MSH) is the
synthesis of the C-terminal pentadecapeptide in a stepwise manner, beginning with the
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, it offers the special advantages
~f aveallont umlr]c !chr-hnrr with 1 @ nf the C_tarminal nnit nne nhtainc mnre than
0,6 g of the pmtected B- COIthOtrOpln 25—30—pentadempept1de) and facile purification
plus check of purity at each stage.
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