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Specific covalent attachment of sdrenocorticotropin and angiotensh I1 derivatives 
to polymeric matrices for use in affinity chromatography. Sumnza~y. The purpose ol this 
investigation was to prepare polymcr-supported i o r m  of adronocorticotrupin and angiotensin 
11 with unique points of covnlcnt attachrncnt and presumably low ri~tes of hormone detachment, 
making thcm potentially uscful €or affinity chromatography. Conventional chcinical synthesis 
providcd Chc: pcptidcs cysteinyl- ACTH (5 -24) (r4-cystoi.ni:J-adrt:nocorticotropin-(4- 24) -henai- 
kosipcptide) and cystcinyl.-angio~nsin I1 arnidc ( rl-Na-cystcinyi-asIjar~~inc, 5-valincl-anSiotorisin 
11). Strategies were devised to bind thcse hormone derivatives cither in the protected forni to 
polyacrylamiilc or in the deprotcctcd form to sepharosc: Iraatls. Th: ohteined high. tlcgrce of 
matrix substitution ssggcsts a gcncral applicability of t h s e  nwthods. 

Einfiihrung . - Die Isolierung vori Pol~peplidhormon- Bindungsproteinen ist 
eine ausserordentlidi aufwendige Aufgabr., die bis hcutc nur in wenigen IGllen ge- 
lungen ist. Die extrerri geringen Mcngen von Rcxeptorprotcin in biologischen GE- 
weben erfordern Iiohc Reinigungsfaktoreri, die in cleri Grdsscnordnungen vun 105 bis 
106 liegen kijnwn, Erst die Einfiihrung von hnchspezif isclwn Isolierungsmet hoden 
wie die Affinit~tschromato6.raphie ermijglichte derartige Leisttmgen (vgl. Ill). 

Fur die syczif ische W'irkungswcisc dcr BioaffinitBtst:liratiiatographie, das heisst, 
flir das Erkenncn des am 'L'rager fixiertcn l'olypeptid~iormoiis (Ligand) durcli das 
Rindungsprotein, spielt bcstimrrit dic l'opograpliic tics :Liganden cine wesentliche 
Kolle. Diese ist bestimmt durch die Beschnffcnhait dcr Matrix, die 15igcnschaftcn des 
Rindcglicdes oder ((Sparers)) (sswischen Matrix und Ligand) sowie die hnsdhl und dir: 
L a p  dcr Kupplung~~tellen im )Iolype~ticl.-I,iganden. 

Xiel dicser Arbeit war die Entwicklung vori allgernnincn Mcthoden fur eine chc- 
misch eindeutige Kopplung von Po1,ypeptidliormoner~ an l'olynicrtriigcr. 

Bis heute wurden L'eptide tneistcns durcli statistisch in der Sequcnz verteiltc 
reaktive Cruppcn an Polymer-Gcle chemisch gebundcn, was xu ciner inhomogenen 
Population der Ligatiden und einer tiicht reproduaierbaren Vcrtcilung der chemischen 
und biologischen Eigenschaften fuhrte. So wurdc porches Adrenocorticntropin 
(RCTH) als ungeschiitztes I'eptid an diazot iertes 1 -[7-(Agnrouvl-oxy-carbonimidoyl- 

I] Teil der 1)isscrtationsirrheit von G. M .  P .  Noiiienklatur und Abkrireungcn cntsyrochcn den in 
dcr l'cptid- und Protainchcniic iiblichen Nornien. vgl. E. Wiinsch: (r Synthesc vori Pcyticlcn)), 
Bd. 1.5 von Z€ouben- Wcyi, uMcthoden rlcr organisctien Cheniie*, E .  ilfidleV, lic:rausgc:ber 
Gmrg-Thiemc: Vwlag, Stuttgart 1974. 
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amino)~-azaheptyloar~a~oyll-Qaminoh~n~ol gckopyelt und auf seine pharma- 
kologischen Eigerrschaften gcpriift 121. Ebenso setzte inan utirriodifizicrtcs ! .Asd ,  
Vdlb]-Angiotensin I1 rnit durch Hromcyan aktivjerter Scpbarosc urn und verwcndetc 
das substituierte Gel als I mmunoadsorbens ; 31. Solche chemiscli nicht cirldeutig de- 
finierte Affinit&tschromatographie-Matcrialien kiinncn i tiren Zweck erfiillen: SO flat 
die Anwendung cines Polyacrylamid-Gels, an wclclics I ,ysin tejls durch die E-, teils 
durch die a-Aminofunktion gebunden war, z.H. dic Isolierung von plasminfrciem 
Plasminogen aus P1asm.a erlaubt [4]. Ilas vnrwiegerld iibcr &as N-terminale Histirlirl 
an Sepliarosc gebundenc Glucagon sowic das vorwiegend iiber &as N-tcrminslo 
Phenylalanin der B-Kette gebundene 1 nsulin fiilirten nuch xu sehr hohen hnrejchc- 
rungcn von Hindungsproteitien aus dcm Rohcxtrakt 1.11. 

Dennoch kennte ein Polymerisat, an wclches alle Pcptidliggand-Molckcln durcli 
das gleichc, gut definierte Atom kovalerit gcbnnden sind, gcgeniiber snlchetl J’rPpaw 
ten vide Vortejle auIwejsen: 3 .  I h s  Material wiire (:heiiiisch homogen urid seine Her- 
stellung reproduzierbar ; 2. die Kopplungsst.cllc arn Peptidhomion kijnnte so gcwBhlt 
wet-den, dass die biologisdien Eigcnschaftcn intiglichst wenig modifjziert wcrdcii : 
‘3. die Stabilitat der Hindung des Liganden an die Natrix kiinnte chcmiscli cxakt 
untcrsucht werden, weil diesc uber wold dcfiriierte kovalen te J3indungen erfolgt. 

So wurde gefunden (Beachtung vori l’unkt 3), dass salvolytisclx Prozessc in 
wasserigen Llisungen oberhalb pA 5 cinc Abspaltung dcr mittels Bromcyanaktivje- 
rung an Scpharose gebundcnen Liganden hewirken 1 51. Die vorgeschlagcnc JSr- 
hohung dcr Stabilitiit durch Heranziehen vnii mchrcrcn RIninogruppeii fur dic Hin- 
dung an das Polymer fiihrt abcr auch zu ciricrrr cl~emisch undeiinicrtcn Material, wo 
die Anzahl Bindungsstellen pro Peptidrriolckul variiert ‘f) I. 

Methoden. - Fur die gerielto cheniischc Synthcse von an Polymcrtr%ger gcbundcacn I’oly- 
peptiden ist: man gcw6hnlich gezwungen. Schutrgrupycn nnzusvcndcn : Ihs VorkoInnien nur ciilcr 
einzigen freicn reaktivcn Gruppc (2. I3. tlic y-(~artiox~Igrnppc in [I -Desminohcmicystin, 4-Glut- 
aminuaurel-oxytocin), durch wclchc das: Hornion an Sc:ph;rt.osc gekoppelt wcrdcn kann, ist cin 
Spezialfall [7]. M e  Abspaltung konvcntioncllcr Schutzgruppon miisstc aher mcistc:~~s unter Uc- 
dingungen erfolgcn, die mit den Stdbilitatscigenschaftcii det- Agarow-Mstrizcn nicht kompatibcl 
sind. 

In hnbetracht djeser Tatsachen werden hicr drci allgcmcinc: Strategicn zur Lijsung ties I’m- 
hhms vorgcschlagcn: 

1. Strateggie 1 : .Ljylzthetische Einfiihrzcng iir dus Pep(iclkormon ainav mit dtv Mulrix sclekldv reugie- 
venden Thiolgru#pe. Die Thialgruppe wirtl cliirc h liantlc.nsal.ion (lea 1)c:rivatc:P BC)(:-Cys( AC:hl)- 
0 s  U rnit clcr cc-Aminogruppe des Polypuptidcs cingcffihrt. l)ic Schutzgruppenabspaltung crlolgt 
v ~ t  dcr .Kopplung an die Polymcrmatrix. Die: Yatrix wird rnit dom bifunktiuncllen 13ind(:glit!tl 
6-Maleinimidtxapronsaure nach KcZlev C Iturliitgav [S! substituicrt, desscn freic: Malcini~iidoKruypc 
sclektiv Cystdn-Thiolgruppen addiert (vgl. Schtwiu 1 ) .  .tfiischZev & S c h w y , ~  [9] dcmonatrir:ricri die 
Brauchbarkcit dieser Methodc irn J k l l c :  dar V‘erknii pfung von (:yfiteinyl-angiotcnsiri 11-atnirl tnit 
Sepharose. In der vorliegenden Arki t  wirtl sic fisr dic liopplung von hGTI1.-l)t:riviat.cn an Scpha- 
rose- und an Polyacrylamid-Perlpolyniwisatc aiisgctlchnt. Ill re .Anwcnclharkait ist auf l’olypcptidc 
bcmhriinkt, die snnst kcinc frci zugiingliclrc Thiolgruppc aufweisen, 

2. Stvalegid 11: Umsettzclzg des selehliv geschiilalea .Pa+tids mit der Matrix und unschli.ssscizdu, Ab- 
spaZtung der Schutzgmppm em tr&gevgeberndenm 127plirl. niescr zwcitc Wcg stiltzt sich ciricrscits 
auf die bekanntcn Nethoden dei Pcptjrlsynt.lwtic, clic <lurch sclektivc: Abspaltirng cincr Sch l i t + -  

gruppe dic Hcrstcllung cines Ileritatcs rnit cincr cirizigen renktiveii Funktion ermoglichcn. anrlcr- 
seifs auf die Entwicklung von neucn Polyacrylamidmatrizcii, clic: untcr dcn sauren Uctlingungcn 
der Schutzgruppenabspaltung stabil blcibcii. Guto 13oladungen tler Matrix hat rmtn crlialtcn durch 
clic Anwendung von drci Pcrlpolymerisatcn auf Acrylamicl-Basis. Diesc aktivierten l‘rlgcr wcrden 
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Schcma 1. Ko$pZung eznas selektiv geschiitzten Polyfiej.plads an die Mlctvix duvch e&e Cyskis- Thiol- 
grupge. X, Y, 2 = belicbigc Schutzgruppcn der Amino- und Csmbuxylfunktionen; ACM- = Accia- 
midoniethyl-. Strrrtegze I : Matrix = niit frcier Amitiogruppc substituierte Seplyaroso; Spaccr -- 
6-Maleinimidocaprons%ure-~-hydroxysuccinimidester (A‘ = US U ; A = Amid-Rindung), Strutegie 
I I :  Matrix = taktivicrtc;s Polyacrylamid ; Spacer = 6-Malcinimidocapronsaurehydrazid (A’ = 

NHNHa; A i-. NITNH). 

ACM X Y 2  
~oc.~cys l+os~+ H.@~~G~TJ 

SH 
I Cys - POLYPEPTID 1 

0 

.ox 

-ox 

*OH 

durcli Polymerisation des Acrylmtiids mit M~thncrylsaareanli\~rid, Glycidylacrylat odcr Allyl- 
glycidyliither hergcstcllt LlO]. Dic Umsotzung der reaktivcti K.omponenten dar Hmze (Anliydrid- 
bzw. Epoxid-Gruppcn) mit dcr f reicn hminogruppe dcs Polypcptick odcr der Bindeglied-Molekel 
erfolgt mcistcns in ~imctIiylforrnamjd (DMF) bci Rautntempc:ratirr in Gcgenwart von Triathyl- 
amin. Nacli der Substitution weist dic erste Matrix (AM-Matrix) anionischc Eigenschaftcn auf, 
wlihrend die beiden atidcren (NM-Matrizen) ncutral sind. Far die ,~ffinitatschromatogap~ic dilrl- 
tcn sich die beiden NM-Matrizcn am hestcn cigncn. W e s c  ircuen R~lyacrylattiidtnrttri~en zeichncii 
sich nicht nur (lurch einc Iiohe nwchanjschc und chemischc Stabilitiit aus, sondcrti auch durch gute 
Porositlts- und ~ucllungs-Eigensch.aftcn, die von pH und lonenstiirke in1 Hercichc 1 5 pH 5 9 
wcitgchend unahhangig sind [ lOJ .  Es ist hervorzuhcben, dass die liopplungsbetlingungcn expcri- 
mentell ausserst einfach sincl. 5’iricn wcitcren Vorteil bildet die lcich te acitlimctrisclr: I-kstitnmung 
der freicn Epoxidgruppcn L11 J, durcn ubcrschuas in wiisserigern alkalischcm Milicu (pH 9,5) nach 
15 Std. bei Kaumtcttiperatur voll kommen hyclrolysiert ist. 

Als Schutcgruppcn filr dic Pcptidderivate wurclen dic l-Iirutyloxy- und dic t-Butyloxycarbonyl- 
Gruppen (!DUO- und n0G) geaahlt [12]. I)ic Abspaltung diesctr Gruppen crfolgtc durch Suspen- 
dimcn dcs an  Poiyacrylarnid gcbundcnen Horrnonanalogen in ciner 0,l M Chlurwasserstoff-Lijsung 
in Amcisens&ure nach Izumiyu e l  al. [13]. Das Vorschwintlon dcr NMK.-Protonenresonanz bei, 
6 = 1,40 ppm (TMS) scigt, dass untcr dimen Hedingungcn sowohl die tSuO- als auch die BOC- 
Gruppen entfernt werden konnen. Keine wescntlichc Formylicrung des Tryptophans wird dabci 
beobachtct [131. Dss Yrufen des Produkks untm dem Lich,trnikrcisknp zcigtc keine durch die 
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saurc Behandlung hervorgcrufcnc Veranderung des l~crlpolymcrisatcs. Totalc Hydrolyse dcr 
substituierten Harzc und anschlicssendc hminoshreanalyse dcs Uberstandcs ergaben den Sub- 
stitutionsgrad der Gelc. 

Die Stabilitat der Peptidkopplung an die Matrix wurde nicht systernatisch untenucht. W%- 
rend im Falle der substituierten Sepharose dcr limitiercnde Faktor in der Unstabilitat des Iso- 
harnstoff-Ikrivates liegt [S], wcisen die hier verivendeten Polyacrylamidmatrizen als labilste Stel- 
len eine Estcr- bzw. einc &her-Bindung auf. Die Art diescr kovalenten Bindungen Ibst einc hii- 
here Bestgndigkeit als im Falle der durch BrCN aktivierten Sepharose crwarten (vgl. Fig. 1 und 2). 

I 
0 

w 

I 
H.Cys.ACTH(5-WOH 

Fig. 1. Harzgebnmhe ACTH-Devivate nach Stratsgisn I nnd I I  

4-2 
N 4 
z 
E 

I 
H .Cys .(Asnl,Vals) .Angiotensin 11 I Xm H4ys  .(Asn1,Va15).Angiotensin I 

Fig. 2. Polyacrylamidharagebn~~~es A CTH-Derivat nack Stvategie I I I 
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3. Strutegis l I I :  Einc Kotnbinzttion dcr Strakgien T und I1 wurdc dort verwendet, wo clic 
Cysteinyl-Derivatc: des Angiotcnsin-II-amids und dos ACT11 an eine Polyacrylamidmatrix slatt 
an Sepharose gckoppelt wurden. Sic hat den Vorteil, dass dadurch tlas Bindeglied (Spacer) zwischcn 
Po'olyacrylamidtriiger und Ligand noch verlangert w i d  (vgl. Fig. 2 und 3). 

w 
Fig. 3. Palyacvybmidhavageh~~m~e~e 
AClH- und Angiotemsilz- 1 I-Dc- 
rivatt? nach Strutegie I l l  

Resultate und Diskussfon. - Die Bitidegliedrnolekel 6-Maleinimidocapron- 
srurehydraeid wurde unter Ahhlndcrung dcs Syntheseweges von K e l k  & K u d i n p  
[8] aus Maleinimidocapronsaure und t-Butylcarbaxat durch die peptidsynthetischc 
Methode der gemischten Anhydride I 1.4) cthalten, wobei anschliesscnd die t-Butyl- 
oxycarbonyl-Scliutzgruppe durch 0,l M HCl in Ameisensiiure abgespalten wurdc. 

Die Synthese des Cysteinyl-anA~otensin-II-amid-Dcrivates ist beschriebcn wordcn 
[9]. Uiejcnigc dcs ACTH-Analogcn crfolgte rlach der allgemeinen Methode von 
Schwyzer & Kap,$eler [lS]. Der Aufbau det Sequenz 4-24 ist im Schema 2 angegebcn- 
und die neucn Verbindungen werden im cxperimentellen Teil heschrieben. 

Die Kopplung der Maleinimidocapronslure an Sepharosyl-oxy~arbimino-amincl- 
hexylamin (AH-Sepharosc) erfolgtc ubcr den N-Hydroxysuccinimidester [8] 191 I1 61. 
Sic ergab hohe Beladungen der Matrix mit der Bindegliedmolekel. Uer zum Teil 
niedrigere Substitutionsgrad der I'olyacrylamidtrager durfte weitgehend durch ihrc 
erh8hte chcmischr: Stahlitfit kompcnsiert wcrden. Dic! hergestellten Produkte und die 
Werte der Gel-I3eladungm sind tabella-isch zusammengefasst. Diese Werte sind in 
pmol I'eptid pro g trockenes Narz sowie in ymol Peptid pro rnl geyacktes Gel an- 
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gegeben, urn den verschicdenen Qucllungsgraden Rechnung zu tragen. Die Struktur- 
formeln der Produkte sind in den Fig. 1.2 und 3 aufgefiihrt. 

niese Arbeit, die sich auf die Beschreibung von neuen chemisch spezifisclien 
Wegen zur Beladung von Polymermatrizen mit l>eptidhormonen beschrankt , bc- 
weist die Brauchbarkeit dcr Strategien I, I1 und 111 fur komplcxe Polypeptide. Die 
biologische Anwendbarkcit dieser Matcrialien ist bis jetzt nur zum Teil erwiesen 191. 
Es stcht noch nicht fest, ob die Geschwindigkeit der Hormonabspaltung unter der 
Schwellc fur die Stimulierbarkeit von Adenylcyclase- oder Lipase-Systemen durch 
ACTH liegt, womit relevante Messungen der pharmakologischen Eigcnschaften des 
am Gel gebundenen Pcptids moglich wiirden. Man verfolgt zurzeit affinitltschro- 
matograpliische Experimente rnit Gluco~ie-G-phosphat-D~~lydr~~enase aus Neben- 
nierenrinde (Rind). nieses Enzym zeigt Affinitat fur die Harz-ACTH-Praparate und 
wird als Modcll cines ACTEE-Bindun~sprrotcins [I71 verwendet. 

Experhenteller Teil 

Smp. wurden in offencn Kapillaren gemosscn und Jnil unkarrigicrt. Uiinnschichtchromato- 
gv@hie (DC.) wurde auf kLuClichsn 'Kiesclgelplattcn Merck F 254 mit Fluoreszcnrindikator (S) 
oder auf  hluminiumoxidplatten ns-o der l'irma Camag, Muttens. mil: Zusatn von 12% Gips (A)  
clurchgefiihrt. Zusammcnsetxung der I'liessinittel (Volumenteilc) : BEW = 2-Butaaol/Eisessig/ 
Wasscr 67: 10: 23; HPEW = 12-'Butanol/PyridinfAtneisensaurc/Wasser 42: 24:4: 30; EPAW: 
Kthylacet~t/~'yridin/Amcisensaurc/Wasser 63 : 21 : 10: 6; CM : Chloroform/Mcthanol50 : 50. NMZL- 
S+ektren wurden mit einern Spektromuter Va'arian T-GO (60 MTiz) oder Vuvian HR 220 (220 MHz) 
rnit Tctramothylsikan (TMS) als internc hferenz gcmesscn. Die A waleosdzlrea~alysen wiirdcn auf 
cinem Apparat der Firma Bsckmun, Model1 1.21 nach Moore C Slsiv ausgefiihrt [181. AH-Sepharosc: 
war cin kii;tlfliclies hodukt  von Pharmucia Filte Ckemiculs, 'Uppsirla, w&htcnd die aktivicrten 
~olyacrylanud-ll~oly~erisatc uns f reundlichcrwcise von dcr Firma M h m  Phuma, Darmstadt, 
rur Verffigung gestellt wurden. 

Die Nurncriemng der Peptidverbindungen ist im Schema 2, dicjenigc clcr harzgcbundcncn 
I'rodukte in den Fig. 1, 2 und 3 defifiniert. 

Verbindung III ,408,4 mg (0,4 mmal) cles geschtttztcn Hcxapcptids ZC~u(~RuO)-His-Ric:-Arg- 
'.l'rp-Gly-ObI (I) wurden in H ml DM17 suspendiert und bei 0" durch Zugabe von 0,44 in1 1 M Salz- 
saure geltist. Dic ldsung wurdc bei R T .  rnit 872 mg (0.4 mmol) des '1;etradekapeptides I-I-Lys(B0C)- 
Pro-Val-Gly-Lys( ROC) -Lys( BOC;) -Arg-Arg-prO-Vd-I .ys(HOC)-Val-'ryr-Pro-tHO (11) in 7 ml 
DMV versetzt. Nacli Zugabc von 108 mg (0,8 mmol) 1-Hydroxy-l~cnttriazol und Erhohung der 
Temperatur auf 45' ftigtc man 124 mg (0,G mmol) 1)CCT hinxu und riihrte wahrcnd 20 Std. bei 45". 
Danach wurclc auf 0" abgekuhlt. vom Iiamstoff abfztriert uncl das Filtrat (larch Eintropfen in 
eiskalten, peroxidfreien Athcr gefallt. Das rnit &her gewnschene Rohprodukt reinigte man tiber 
270 Schritte durch multiplikativc Verteilung im S ystcm Mct.lianol/~ffer/Chlorofarm/Tctra~hlor- 
kohlenstoff 8:4:5 :2  (Puffer: 14,3 ml Eiw-ssig + 9,62 g Ammoniumacetiirt + 480 ml Wasser). Dic 
Fraktionen, die reincs kodukt  cnthielten, wurden unter Zusttz von einigen l'ropfen Octanol i. V. 
bei 45" eingedampft. Das noch vorhandcne Ammoniumacetat wurde bci 45" absublimiert und der 
Ruckstand in 30 mt f-Butylalkuhol/Wasser 1 : 1 aufgmommen und lyophilisicrt. Ausbeutc 892 mg 
(67%) amorphes weisscs Produkt. DC.: Rf (A) 0,58 (EPAW); 0,74 (RPEW), Rf (S) 0,65 (BEW). 
hrninosaurcnanalyw (Hydrolysc 24 Std., 110", 6ai HCI), bcrechnetc Wertc in Klammern: Arg 2.96 
(3), Glu 1,03 (l), Gly 2,05 (2), His (Bezugswcrt) 3,OO (1). J47s 4,Ol (4), Phc 0,97 (1). Pro 3.20 (3), 
Trp 0.96 (l), Tyr 0,96 (l), Val 2,98 (3). 

Verbilzduvg II;. 330 ing (0,l mmril) Eikosipeptjd I1 I. W U T ~ C I I  in 20 rnl 30% EssigSidure g e h t  
und in Ckgcnwrrrt von 50 mg 1Oproz. l V / C  6 Stcl. bci RT. ?iydric:rt [19!. Ikmn wurclen nochinals 
25 m g  Iiatslysatcir beigcfligt nnd clic Hydrier~ing iihcr Nil.cht wcitcr laufcn gdasse~i. Anschliesscntl 
wurdc dcr Katalysator unter Stickstoff nbfiltricrt uiicl d ic I.ijsuilg j.  V. cingccngt. Nach Wasser- 
zugabc tlnd anschl icssenilern 'l,yaphilisicren crhielt man 270 m g  a~norphcs, llC.-cinhcitl ichcs Pro- 
dukt. KI (A)  0,63 (BPHW), (438 (RPAW), Rf (.S) 0,45 (HEW), 0,65 (Bl'Ebr). 
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Yev6ivzdung V .  482 mg (0,15 mmol) gcschiitrtcs Eikosipcptid I\' wurden in 7 ml 'LMF geliist, 
40 mg (0,3 rnrnol) 1-llydroxy-bcnztriasol hinzugofiigt und (Ins I 'ZI  mit 'l'rialhylrwin auf den Wcrt 
9 oingcstollt. Hicraiif wurdcn 98 mg (0,25 mmol) BOCCys(ACMj--OSU [2O] zugeggcben. Nach 16 
Std. RDhren bei HT. wnrdc dic Liisung in 100 till Essigester hincingetropft, 30 Min. stehengclassen 
und dann filtricrt. L)ar Nietlcrschlag wnrde init Essigcstcr gcwdschen und i .  V. getmcknct. Aus- 
beutc: SO0 mg. Multiplikativc Vcrtcilung tlcs Rohproduktcs in1 gleicheri System wic liir dic Rcini- 
gung von I1 1 und gleichs Aufarbcitungcrgaben sin l)C.-einheitliches Produkt. Rf (A)  0,70 (HPEW), 
035 (EPAW). Ausbaute: 305 trig (60%) Ami.nos8ureIisnaly~: 1.. Nach Oxydatirm Init Perameisen- 
saurc vl]: Glu 1,06 (I), Pro 3,09 (A), Gly 1,92 (2), Val 2,75 (3), Tyr O,Y6 (1). Yhc 1.02 ( l ) ,  His 3,17 
(l), Lys 4,80 (4), Arg 3,13 (31, Cystcinsaurc 0.90 (I) ,  Trp nicht bcstimmt. 2. Hydrolysc ohne Oxy- 
dation : Glu 1,06 (I), Pro 3,21 (3), Gly 1,88 (3), Val 2,73 (3), Tyr 0.95 (1), Plc 0.98 (l), His 1,W (I). 
Lys 4.80 (4), Arg 2.97 (3), Trp 0,95 (1). Cys niclit bestimmt. 

Vwbindwg  V I .  Zur hbspaltung der Acc:tamidomethyI-Schutzgruppe wurden 40 mg V in 6 ml 
l)MF/Wassor 1 : 5 aulgcl8st und clic Lijsung h i  y H  4 niit 32 mg Quecksilber('I.I)acetat vcrsotst LZO]. 
Nach zwci Std. bei KT. wurdc das Ckrnisch rnit 10 uil 'Wasser verdunnt und rnit H2S gcsattigt. 'LXc 
durch Abzcntrifugiercn nicht ganr von lIyS bcfreitc Losung wurde lyophilisiert, es resulticrtcn 
30 mg Prorodukt, tlic fnan dimkt fur die nachste Slufc vc:rwc:nrlcte. T)C. (DEW) zeigte cinc vollstiin- 
ilige limsctzung des Bduktcs an. 

6-Makinzmid~c~ronsdlurekydr~z~d-hydrochlorid ( V I  r1). Zii dcr Liisung von 422 rng (2 mmol) 
~-~alcinimidocapr,mnsaiure [8] in 10 nil Essijicster/7letmliydrofuran 1 : 1 mwrcicn bei - 5' 0.19 in1 
(2 mmol) C:lilorameisensBurcathylester und 0,28 ml (2 mniol) Triiithylamin gegebcn. Nach 10 Min. 
wurdc das voraktivicrtc Ckrnisch rnit 264 mg (2 nimol) l-Rutylcdrbazat 1 Std. bci - 5". dann 16; 
Std. bei HT. stcliengelasscn. Das tiernisch warclc dann in SO in1 Esrjigester aufgenornmen untJ 
3mal rnit ges. Hydroaenbicarbonatlljsung, mit 0,l M Salzsaiirc untl niit ges. Natriumchloridl6sung 
gcwizschcn. Die cingcdampfte organischc l'base crgab ein 01, clns 1)C.-einheitlich war: Rf 0,65 (CM). 
Aushcutc: 430 m g  (66%). 81.3 rng dcs Rohproduktes wurden niit 3 ml (0,3 mmol) 0 , l ~  Salzsgure 
in Arneisc:nsLure 15 Min. lang h i  HT. behxntl(:lt. Die Keaktion wurdc durch Verdiinnung rnit 
Didthyliither untcrbrochcn und das ?I ydrochlorid diirch Ahzcntrifugiercn isoliert. Suspcndicren 
des Rbckstandos in  iither und A1)rentrifugierc:n wurtlon 3mal wiederholt. ])as Vrodukt wurde nn- 
schliesscncl aus Mcthanol/2-Propanol umkristallisiert. Xusbeute: Y2%, Smp. 141". DC. : Kf 0,41 
(BBW), 0,55 (CM). Die frcie Hydrazidgruppe liess sich niit dem Barton-Farbrcagens 1221 nachwci- 
son sowic; dic Malcoylgriippc diirch aufcinsnrl~rfolgcntl~s Reupriihcn dcr IX-Ylat te  rnit dern 
Nntriuinsalr dcr Merca~)to~thylsuIlonsaiire iinil duni J:'Elman-Heagens 1231 [XI. NMR. in deutcricr- 
tcni pyridin bei 60 M H x :  d (ppm) .= 1,0/2,0 (3 CHz); 2,2/2,4 (CIIg); 3,35/3,45 (CHa); 6.8 (2 CH); 
Y,l/Y,S (NH,NHe). 

Verbiradung V 1.1 I. 40 mg des Perllpolymerisatcs &us Acrylamid unci Methacryls~ur~anhydrid 
wurden in 10 mi trockcnern UMP 4 Std. bci 95' gecluollcn. Hieraid wurdcn 68 mg tics festen Hy- 
draxid-Hyc~rochlorids V'I I sowic 36 PI Triathylamin der 1 larzsuspcnsion zugegelcn. Nach 24 Std. 
Hiihren bei RT. wurde das Ccniisch abfiltricrt uncl so lange mit DMF gewaschen. bis sich VII irti 
Filtrnt nicht inehr nachwoisen Less. 10 m g  V I  wurden datln in 6 1111 WasserlDMF 5 :  1 aufgeliisl und 
dcr Harzsuspcnsion in 5 rnl DMF zugegelron. Das C;cmiscli wurdc bci pH 6 und h i  RT. ubcr Nacht 
gcriihrt. Abliltriercn. Waschcn tuit DMF, Wasscr untf cinem Phosphattpuffcr (pH 7). Eine Probe 
wurclc getrocknet untl 24 Std. ciner volfstiindigcn Hyclrolyso clurcli 6 M HC1 hei 110" untcrworfen. 
Nach Eindarnpfen dcs Liisungsmittels und Aufnehmen cles liiickstandcs in cinen Ndtriumcitrat- 
Puffer (pH 2,Z) cntfc:rntc: man clcn Hmzniedcrschlag durcli Abzcntrifugioren. Ein Aliquot dc:s 
gberstandes wurde xu1 scin Gchalt an Aminosaurcn gcpriift. Bczugswert : (Clu + Phe + Tyr)/3 =. 

1,O. Uic IIarx-nCT~I.-\;crbind~in~ ent1iit:lt 4,1 pmol Pcytid pro g trockcnes Ilitrz. Zur Scliutzgrup- 
pcnabspaltung wurclc c1a.s substituierte Harz mit I rnl 0,1 M Salrslurc in Aiiioisenslure 20 Min. 
Iang h i  KT. bchimdelt. Alifiltricran. Waschen mil: Wssscr, DMF und Phosphatpuffer (pH 7,5). 
Uas Harr wurdc in. clicsetn Puffer aulbew;thrt. A~ninos~uiur~arialysc: Arg 2,98 (3), I.ys 4,OO (4). 
His 1,03 (I), Plie 0,96 ( I ) ,  Tyr 0,91 (l), Val 3,12 (3), Glu 1,20 (I), Gly 2,39 (2 ) .  Pro 327 (3), Cys uncl 
Trp nicht niisgcwcrtct. Su1)stitutioiisgratl: vgl. Tnbt.llc. 

Vevbindulrg I S .  40 mg dcr 1 'crlpolyinerisntes B U S  Acrylnniid uncl C;lyciclylacryld warclcn in 
4 nil DMF suspcnclicrt uncl niit 40 mg dcs fcstcn Hyclrzid-Hydror.l~loricls VII sowic rnit 23 (.I 
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TriHthylamin vcrsetzt. Nacli 24 Std. Riihren bci liT. wurtlc das Gctniach atifiltricrt und grilndlich 
rnit D M F  gcwaschtm, his tlcr Hartolr-Test dc% Filtrates negativ war. I)ie Suspension rlcs Harzes 
in 6 mll)M1’/wdsscr 1 : 1 wurcic mit der I.hsung von 10 1ng dcs Huncikosjpeptids VI in 6 In1 WdsWr/ 
JjMF5: 1 vcrsctrt. Umsctzung: 16 Std. bci pH 7 und RT. Abfiltricren. Waschcn rnit 1)MFuncl nlit 
cincm Phosphatpuffcr ( ~ € 1  7). Aminos~urcnanalyse: 13csiigswert: (Glu + Phe + Tyr)/3 = 1,O. 
Am Harz waren 0,28 pmol ACT€I-I)crjvat pro g trockcnes Harz gsbuntien. I)as substituierte Harz 
wurde rlann niit 0 , l ~  Salzsaure in Ameiscnsiiure 20 Nin. bci XI‘. behandelt. Das IlarZ \ V u r d C  

clarduf abfiltriert, rnit Wasser und DMF gcwaschcn uncl anschlicsscnd in cincm I-’hosphatpuffcr 
hei pH 7 aufbcwahrt. Eine Probe wurclc auf ihren GchalL an rliiiinosaurcn geprilft : h r g  2.56 (3), 
T-ys 3,58 (4), liis 1.13 (l), Phe 1,0 (l), TyrO,9G (l), Val 3,12 (3), Glu 3,13 (I), Gly Z3‘1 (z), l-k 3,20 
(3), Cys und Trp nicht ausgcwertet. Substitutionsgratl : vgl. ‘l’abcllc. 

[Cys4]-AL‘TJ1 (4.24) (X). 67 rng des gcschatzten Hcncikosipcptids V wurclcn in 3 2  1111 0,lM 
I-iisung von Chlorwasscrstolf in Ameistmsiurc vorsotzt. Nac.h 1 5 Min. 17msctzung bei I1T. wurtlc 
die IAisung in 30 ml Athcr gctropft, dcr Hicdcrsd~lag abzt:ntril’ugicrt und wieder in Athcr aukge- 
nomrnen. Die Reinigung in Kthcr wurtle 3mal wictlerholt. I& rcsu1ticrt.cn 52 m g  (%)%) wciss(:s 
pulverigrs Produkt. DC..-einheitlich: Rf 0,13 (BPEW). EiMlt.-Spektro.ukupic seigte eine voll- 
kommene Abspaltung tlcr tHuO- und HCX-Schutzgruppen : dia t’rotoncnresonanz tles Eduktcs bci 
d = 1,40 ppm TMS, 220 M Hz) war nicht nachweisliar. Zur Abspaltung dcr ACM-Schutzgruppe 
wurdc tlas Produkt in 5 nil Wasser aufgcliist untl bci pll 4 mit 80 1ng Quecksilbcr(l1)wctat vcr- 
setzt [ZO]. Nach 2 Strl. h i  R T .  wurdc das Gcmisch mit Wasser vcrdiinnt und mit .He$ goszttjgt. 
Abzcntrifugiercn und hbfiltricren dcs Quecksilliersulfids ergabcn oin njcht ganz farbloses Viltwt, 
das anschlicssend lyophilisiert wiirdc. Ausbeutc 62 mg. Positiver Ellman-:l‘est. 

Die Abtrennung dcr Quecksilber-Ioncn (lurch (lie HgS- Rchandlung ist nicht notwcndig, wonn 
das Produkt rnit Scpharosc gckoppelt wird. Jcnc wcrtlcri nachtrkglich beim Waschcn dcr sub- 
stituicrten Scpliarosc: entfernt. 

Verhindung XI. 2 g Sepharosyl-oxycarbirriino.anijnohcxq.lamin ( AH-Sepharose, 1’’harmocin 
Ckemacak) wurden mit 61 6 m g  6-Maleinimitlocdpronslurc- ?r’-liytlrr~xysuccinimidcslcr [8] in 10 In1 

DMF suspcndiert und iiber Nacht liei MT. vorrjichtig gcriilirt. Das substituiertc Ilarz wurdc 
grihllich rnit DMF und eincm Acctst.puffcr (pl-I 5,9) gcwssctien. ‘3er Trinitrobenzolsulfonrtt- 
Test dcr freien Aminogruppcn [241 war nogativ. %u dcr Suspension dos Harzes in 30 ml hcctat- 
puffer wurrlen dann 77 mg dos freicn [Cys4j-.i\CTH(4-24) (X) zugegebcn. Nach 16 Sttl. Stchcn bei 
RT. wurde die substituicrte Sepharose griinillicli niit tlem .Acct atpuffcr gewaschcn, his irn Eluat 
kein AC’l’H mehr nachgcwicsen wcrdcn konntc. Einc Probc wurde hydrolysiert nnd dcr Amino- 
stiurcnanalyse unterworfcn, urn den Substitutionsgrad zu bcstimrrien (vgl. Tabelle). 

Verbindung X I I .  400 rng des Perlerlpolymcrisi~tes auv Xcrylarnid untl Allylglycitly lather wurdeu 
in 10 ml DMI? rnit 35 mg des partiell geschiitzton Peptids IV versetrt und 72 Std. im Dunkcln hci 
25“ belasscn. Nach langern Waechen mit 1)MF bchande1t:c inan das filtricrtc GcI niit 7 In1 einer 
0,l hf IAsung von HCI in .Ameisens&ure 20 Min. lang h i  It-[‘. 1)as C;el, das in dicseni C;crriisch quillt, 
wurcle anschliusscnd in 200 ml k h c r  snspcndicrt, tlann, nach hbfiltriercn, init 1 1 eines 0,2M 
Phosphatpuffcrs (pH 9) und 500 ml cincs .-lccl.;ttpiiffcrs (0.1 M, pH 5) gcwaschen. 1)er lherstand 
der Suspension cnthielt kein frcies ACTH-Uerivat mc:hr. Substitutionsgrad : vgl. Taldle .  

Vwbilrdung XI TI. 100 mg trockcncs aus .\crylamid untl Glyciilylacrylat durcti Polymerisation 
erhaltencs l iarz wurde mit 100 mg VII  uingcsctrt (vgl. Hcrsiellung von 1X). Das substituicrtc 
Harz wurde hicrauf in 20 ml DMI; sus~~enclicrt untl mit iler Losung von 6,5 Ing [Nn-(N-t-.Butyl- 
oxycarbonyl-cysteinyl-) asparaginl, ValinGJ-angiotcnsin I I [9j in 2 in1 DMF vcrsctzt. Nilch 18 Std. 
wurde cia5 Gamisch fillriert und der l<uckStdnd mit 1)ML’ grunrllich gewaschen. I liernuf behanllcltc 
man tlas Gel niit 2 ml eincr 0 , l ~  Lirsung von liCl i n  :immciscnsaurc wahrcnd 20 Min. bci R’r. :in- 
schlicssend wurdc clas Gcl mit Ather, clam wit I)MF und mil cincm Phhosphat-hlfm (pli 7) gc- 
waschcn. Prtifen des her8tandes auf Angiutcnsin-l T-Anwesonheit ergab rfann ein ncgatives Nc- 
sultat. 

Wir  sprcchon TTcrrn Prof. Dr. it. .Schqusr unscrcn spexicllcn 13ank fiir rlic Anrcgung cliescr 
hrbcit am. Resonrlcrcr Dank gebiihrt aucti Herrn Ik. /’. Kyfimer dcr Firma Riihm I’harmu, Uarni- 
statll, fiir rlic freundlichc l3berlassung dm Polyacryl~lmicl-Perlpolymcrisatc, Ijorrn Arno Rzirrdi 
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fur die Aufnahnmc der NMR.-Spcktrcn, Frau Z k t k a  Zcmivan far die nurchfahrung dcr Amino- 
siiurcnanalysen, sowia 1Wiulein Thevesia Zeiev fiir ihrc wcrtvollc technischc Assistem. 

Einc vorli4u[igc Mitteilung von J .  L. l;auchi&e el al. (251 ist kiiralich erschienen. 
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