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Specific covalent attachment of adrenocorticotropin and angiotensin 1I derivatives
to polymeric matrices for use in affinity chromatography. Summary, The purpose of this
investigation was to prepare polymer-supported fotms of adrenocorticotropin and angiotensin
IT with unique points of covalent attachment and presumably low rates of hormone detachment,
making them potentially uscful for affinity chromatography. Conventional chomical synthesis
provided the peptides cysteinyl-ACTH (5-24) ([4-cysteine)-adrenocorticotropin-(4- 24)-henci-
kosipoptide) and cystcinyl-angiotensin IT amide ([1-N%-cysteinyl-asparagine, 5-valine]-angiotensin
IT). Strategies were devised to bind these hormone derivalives cither in the protected form to
polyacrylamide or in the deprotected form to sepharose beads. The oblained high degree of
matrix substitution suggests a general applicability of these methods.

Einfiihrung. - Die Isolierung von Polypeptidhormon-Bindungsproteinen ist
eine ausserordentlich aufwendige Aufgabe, die bis heute nur in wenigen Fillen ge-
lungen ist. Die extrem geringen Mcengen von Rezeptorprotein in biologischen Ge-
weben erfordern hohe Reinigungsfaktoren, die in den Grossenordnungen von 105 bis
106 liegen konnen, Krst die Einfithrung von hochspezifischen Isolierungsmethoden
wie die Affinititschromatographie ermdglichte derartige Leistungen (vgl. [17).

Fir die spezifische Wirkungsweise der Bioaffinitdtschromatographie, das heisst,
fiir das Erkenncn des am Tréger fixicrten Volypeptidhormons (Ligand) durch das
Bindungsprotein, spielt bestimmt dic Topographie des Liganden eine wesentliche
Rolle. Diese ist bestimmt durch die Beschaffenheit der Matrix, die Kigenschaften des
Bindegliedes oder ¢« Spacers» (zwischen Matrix und Ligand) sowie die Anzabl und dic
Lage der Kupplungsstellen im Polypeptid-Liganden.

Ziel dieser Arbeit war die Entwickluog von allgemeinen Methoden fiir eine che-
misch eindeutige Kopplung von Polypeptidhormonen an Polymertriger.

Bis heute wurden Peptide meistens durch statistisch in der Sequenz verteilte
reaktive Gruppen an Polymer-Gole chemisch gebunden, was zu einer inhomogenen
Population der Liganden und einer nicht reproduzierbaren Verteilung der chemischen
und biologischen Eigenschaften fithrte. So wurde porcines Adrenocorticotropin
(ACTH) als ungeschiitztes Peptid an diazotiertes 1-[7-(Agarosyl-oxy-carbonimidoyl-

1) Teil der Dissertationsarbeit von G. M. P. Nomenklatur und Abkiirzungen entsprechen den in
der Peptid- nad Proteinchemic dblichen Normen, vgl. E, Wiinsch: « Synthese von Peptidens,
Bd. 15 von Houben-Weyl, «Methoden der organischen Chemies, E, Miiller, Herausgeber
Georg-Thieme Verlag, Stuttgart 1974.
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amino)-4-azaheptylcarbamoyl]-4-aminobenzol  gekoppelt und auf seine pharma-
kologischen Eigenschaften gepriift [2], Ebenso setzte man unmodifiziertes |Asnl,
Valb}-Angiotensin II mit durch Bromeyan aktivierter Scpbarosc um und verwendete
das substituierte Gel als Immunoadsorbens ;3]. Solche chemisch nicht eindeutig de-
finierte Affinitdtschromatographie-Matcrialien konnen ihren Zweck erfiillen: So hat
die Anwendung cines Polyacrylamid-Gels, an welches Lysin teils durch dic &-, teils
durch die a-Aminofunktion gebunden war, z.13. dic Isolierung von plasminfrciem
Plasminogen aus Plasma erlaubt [4]. Das vorwiegend iiber das N-terminale Histidin
an Sepharose gebundenc Glucagon sowic das vorwiegend iber das N-terminale
Phenylalanin der B-Kette gebundene Insulin jiihrten auch zu sehr hohen Anreiche-
rungen von Bindungsproteinen aus dem Rohextrakt |1].

Dennoch kénnte ein Polymerisat, an welches alle Peptidligand-Molekeln durch
das gleiche, gut definierte Atom kovalent gebunden sind, gegentiber solchen Pripara-
ten viele Vorteile anfweisen: 1. Das Material wire chemisch homogen und seine Her-
stellung reproduzierbar; 2. die Kopplungsstelle am Peptidhormon kdnnte so gewihlt
werden, dass die biologischen Eigenschaften moglichst wenig modifiziert werden;
3. die Stabilitit der Bindung des Liganden an die Matrix konnte chemisch exakt
untersucht werden, weil diese tiber wolil definierte kovalente Bindungen erfolgt.

So wurde gefunden (Beachtung von Punkt 3), dass solvolytische Prozessc in
wasserigen Losungen oberhalb pH 5 cine Abspaltung der mittels Bromeyanaktivie-
rung an Scpharose gebundenen Liganden bewirken ,5]. Die vorgeschlagene Er-
héhung der Stabilitit durch Heranziehen von mehreren Aminograppen fir die Bin-
dung an das Polymer fithrt aber auch zu cinem chemisch nndefinierten Material, wo
die Anzahl Bindungsstellen pro Peptidmolckill variiert 6.

Methoden, — Fiir die gezieltc chemische Synthese von an Polymertriger gebundenen Poly-
peptiden ist man gewdhnlich gezwungen, Schutzgruppen anzawenden: Das Vorkommen nur ciner
einzigen freien reaktiven Gruppe (z. B. dic y-Carboxvlgruppe in [1-Desaminohemicystin, 4-Glut-
aminsiure]-oxytocin), durch welche das Hormon an Sepharose gekoppelt werden kann, ist ein
Spezialfall [7]. Die Abspaltung konventioneller Schutzgruppen missic aber meistens unter De-
dingungen erfolgen, die mit den Stabilitdtscigenschaften der Agarose-Matrizen nicht kompatibel
sind.

In Anbetracht dicser Tatsachen werden hier drei allgemeine Strategien zur Lisung des Pro-
blems vorgeschlagen:

1. Strategie 1: Synthetische Einfihvung in das Peplidhormon viney mit dev Malvix selehtiv veagie-
venden Thiolgruppe. Die Thiolgruppe wird durch Kondensation des Derivates BOC-Cys(ACM)-
08U mit der w-Aminogruppe des Polypeptides cingefithrt. Dic Schutzgruppenabspaltung erfolgt
vor der Kopplung an die Polymermatrix. Dic Matrix wird it dem bifunktioncllen Bindeglied
6-Maleinimidocapronsiure nach Keller & Rudinger [8] substituicrt, dessen freic Malcinimidogruppe
sclektiv Cystein-Thiolgruppen addiert (vgl. Schema |). Mischler & Schwyzer [9] demonstricricn die
Brauchbarkeit dieser Methode im Falle der Verkniipfung von Cysteinyl-angiotensin [I-amicd mit
Sepharosge. In der vorliegenden Arbeit wird sic fiir die Kopplung vop ACTH-Derivaten an Scpha-
rose- und an Polyacrylamid-Perlpolymerisate ausgedehnt. Ihre Anwendbarkeit ist auf Polypeptide
beschrinkt, die sonst keine frei zugéngliche Thivlgruppe aufweisen,

2. Strategie I I: Umsetsung des selehliv geschitlzten Peptids mit der Malyix und anschliessende Ab-
spaltung der Schutzgruppen am tragergebundenen Peplid. Diescr zwoite Weg stiitzt sich cinerseits
auf die bekannten Methoden der Peptidsynthese, die durch sclektive Abspalting ciner Schutz-
gruppe dic Herstcllung eines Derivates mit einer einzigen reaktiven Funktion ermdglichen, ander-
seits auf die Entwicklung von neucn Polyacrylamidmatrizen, die unter den sauren Bedingungen
der Schutzgruppenabspaltung stabil bleiben. Gute Beladungen der Matrix hat man erhalten durch
dic Anwendung von drei Perlpolymerisaten auf Acrylamid-Basis. Dicse aktivierten Triger werden
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Schema 1. Kopplung eines selehtiv geschiitzten Polypeptids an die Matvix durch eine Cystein- Thiol-

gruppe. X, Y, Z = belicbige Schutzgruppen der Amino- und Carbuxylfunktionen; ACM- = Accla-

midomethyl —. Strategie I: Matrix = mit freier Aminogruppe substituierte Sepharoso; Spacer =

6-Maleinimidocapronséure-N-hydroxysuccinimidester (A’ == OSU; A = Amid-Bindung), Strategic

II: Matrix = aktivicrtes Polyacrylamid; Spacer = 6-Malcinimidocapronséurehydrazid (A’ = -
NHNHjy; A -= NIINH).
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durch Polymerisation des Acrylamids mit Methacrylsinreanbydrid, Glycidylacrylat oder Allyl-
glycidylither hergestellt |10}, Dic Umsetzung der reaktiven Komponenten der Harze (Anhydrid-
bzw. Epoxid-Gruppen) mit der freicn Aminogruppe des Tolypeptids oder der Bindeglied-Molekel
erfolgt meistens in Dimethylformamid (DMF) bei Raumtemperatur in Gegenwart von Trifithyl-
amin, Nach der Substitution weist dic erste Matrix (AM-Matrix) anionischc Eigenschaften auf,
withrend die beiden anderen (NM-Matrizen) neutral sind. For die Affinitatschromatographic diri-
ten sich die beiden WM-Matrizen am besten cignen. Diesc ncuen Polvacrylamidmatrizen zeichnen
sich nicht siur durch einc hohe mechanische und chemische Stabilitit ags, sondcrn auch durch gute
Porositits- und Quellungs-Eigenschaften, die von pH und Ionenstirke im Berciche 1 = pH = 9
weitgchend unabhingig sind [10]. Es ist hervorzuhcben, dass die Kopplungsbedingungen experi-
mentell Ausserst einfach sind, Einen weitcren Vorteil bildet die Icichte acidimetrische Restimmung
der freicn Epoxidgruppen {11}, deren Uberschuss in wiisserigem alkalischem Milicu (pH 9,5) nach
15 Std. bei Raumtemperatur vollkommen hydrolysiert ist.

Als Schutzgruppen fitr dic Peptidderivate wurden die & Butyloxy- und dic #-Butyloxycarbonyl-
Gruppen ((Bu(- und BOU-) gewihlt [12]. Dic Abspaltung diescr Gruppen erfolgte durch Suspen-
diercn des an Polyacrylamid gebundenen Hormonanalogen in einer 0,1 M Chlorwasserstoff-Losung
in Ameisensiure nach Izumiya et al. [13). Das Verschwinden der NMR.-Protonenresonanz bei
d = 1,40 ppm (TMS) zcigt, dass unter dicsen Bedingungen sowohl! die 1BuO- als auch die BOC-
Gruppen entfernt werden konnen. Keine wescntliche Formylietrung des Tryptophans wird dabei
beobachtet [13]. Das Prifen des Produkies unter dem Lichtmikroskop zeigte keine durch die
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saurc Behandlung hervorgerufene Veranderung des Perlpolymerisates. Totale Hydrolyse der
substituierten Harze und anschliessende Aminosiureanalyse des Uberstandes ergaben den Sub-
stitutionsgrad der Gele.

Dic Stabilitit der Peptidkopplung an dic Matrix wurde nicht systematisch untersucht. Wih-
rend im Falle der substituierten Sepharose der limitierende Faktor in der Unstabilitit des Iso-
harnstoff-Derivates liegt [5), weisen die hier verwendeten Polyacrylamidmatrizen als labilste Stel-
len eine Ester- bzw. eine Ather-Bindung auf. Die Art dieser kovalenten Bindungen lisst eine ho-
here Bestdndigkeit als im Falle der durch BrCN aktivierten Sepharose erwarten (vgl. Fig.1 und 2).
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3. Strategie 111 Eine Kombination der $trategien T und IT wurde dort verwendet, wo dic
Cysteinyl-Derivate des Angiotonsin-II-amids und des ACTH an eine Polyacrylamidmatrix statt
an Sepharose gekoppelt wurden, Sic hat den Vorteil, dass dadurch das Bindeglied (Spacer) zwischen
Polyacrylamidtriger und Ligand noch verlingert wird (vgl. Fig. 2 und 3).

Q
NH H

1
Seph—OC—HN(CH,)s HNOC (CH,)s =N

H:-Cys~ACTH (s-24)-OH

OH

liig. 3. Polyacrylamidharsgebundene
ACTH- und Angiotensin- 11-De-
rivate nach Strategie 1711

Resultate und Diskussion. — Die Bindegliedmolekel 6-Maleinimidocapron-
siurehydrazid wurde unter Abhindcrung des Syntheseweges von Keller & Rudinger
(8] aus Maleinimidocapronsiure und t-Butylcarbazat durch die peptidsynthetische
Methode der gemischten Anhydride [14] crhalten, wobei anschliessend die £-Butyl-
oxycarbonyl-Schutzgruppe durch 0,1 m HCl in Ameisensiure abgespalten wurde,

Die Synthese des Cysteinyl-angiotensin-II-amid-Derivates ist beschrieben worden
[9]. Diejenige des ACTH-Analogen erfolgte nach der allgemeinen Methode von
Schwyzer & Kappeler (15]. Der Aufbau detr Sequenz 4-24 ist im Schema 2 angegeben-
und die neucn Verbindungen werden im cxperimentellen Teil beschrieben.

Die Kopplung der Maleinimidocapronsiure an Sepharosyl-oxycarbimino-amino-
hexylamin (AH-Sepharose) erfolgte tiber den N-Hydroxysuccinimidester [8] |9] {16].
Sic ergab hohe Beladungen der Matrix mit der Bindegliedmolekel. Der zum Teil
niedrigere Substitutionsgrad der Polyacrylamidtriger diirfte weitgehend durch ihre
erhéhte chemische Stabilitidt kompensiert werden. Dic hergestellten Produkte und die
Werte der Gel-Beladungen sind tabellarisch zusammengefasst. Diese Werte sind in
umol Peptid pro g trockenes Harz sowie in wmol Peptid pro ml gepacktes Gel an-
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gegeben, um den verschicdenen Quellungsgraden Rechnung zu tragen. Die Struktur-
formeln der Produkte sind in den Fig. 1, 2 und 3 aufgefiihrt,

Diese Arbeit, die sich auf die Beschreibung von neuen chemisch spezifischen
Wegen zur Beladung von Polymermatrizen mit Peptidhormonen beschrinkt, be-
weist die Brauchbarkeit der Strategien I, II und III fiir komplexe Polypeptide. Die
biologische Anwendbarkeit dieser Materialien ist bis jetzt nur zum Teil erwiesen [9].
Es steht noch nicht fest, ob die Geschwindigkeit der Hormonabspaltung unter der
Schwelle fiir die Stimulierbarkeit von Adenylcyclase- oder Lipase-Systemen durch
ACTH liegt, womit relevante Messungen der pharmakologischen Eigenschaften des
am Gel gebundenen Peptids moglich wiirden. Man verfolgt zurzeit affinititschro-
matographische Experimente mit Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase aus Neben-
nierenrinde (Rind). Dieses Enzym zeigt Affinitiit fiir die Harz-ACTH-Préiparate und
wird als Modell cines ACTH-Bindungsproteins [17] verwendet.

Experimenteller Teil

Smp. wurden in offenen Kapillaren gemesscn und sind unkorrigiert. Dé#nnschichtchramato-
graphie (DC.) wurde auf kiduflichen Kiesclgelplatten Merck F 254 mit Fluoreszenzindikator (5)
oder auf Aluminiumoxidplatten DS-O der FFirma Camag, Muttenz, mit Zusatz von 12%, Gips (A)
durchgefithrt. Zusammensetzung der Iliessmittel (Volumenteile): BEW = 2-Butanol/Eisessig/
Wasscr 67:10:23; BPEW —= n-Butaunol/Pyridin/Amecisensiurc/Wasser 42:24:4:30; EPAW:
Kthylacetat/Pyridin/Amcisensiurc/Wasser 63:21:10:6; CM: Chloroform/Methanol 50:50. NMRR.-
Spekiren wurden mit einem Spektrometer Varian T-60 (60 MHz) oder Varian HR 220 (220 MI1z)
mit Tctramethylsilan (TMS) als internc Referenz gemessen. Die Aminosdureanalysen wurden auf
cinem Apparat der Firma Beckman, Modell 121 nach Moore & Stein ausgefithrt [18]. AH-Sepharosc
war cin kfufliches Produkt von Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, wihrend die aktivicerten
Palyacrylamid-Perlpolymerisate uns freundlicherwcise von der Firma Rokm Pharma, Darmstadt,
zur Verfilgung gestellt wurden.

Die Nutnerierung der Peptidverbindungen ist im Schema 2, dicjenige der barzgebundenen
Produkte in den Fig. 1, 2 und 3 definiert,

Verbindung I [1,408,4 mg (0.4 mmal) des geschittzten Hexapeptids Z-Glu(Ba0O)-His-Phe-Arg-
Trp-Gly-OH (I) wurden in 8 ml DMY suspendiert und bei 0° durch Zugabe von 0,44 ml 1M Salz-
siure geldst, Dic Losung wurde bei R'T. mit 872 myg (0,4 mmol) des Tetradekapeptides H-Lys(BOC)-
Pro-Val-Gly-Lys(BOC)-Lys(BOC)-Arg-Arg-Pro-Val-Lys(BOC)-Val-Tyr-Pro-fBuO (II) in 7 ml
DMY versetzt. Nach Zugabe von 108 mg (0,8 mmol) 1-Hydroxy-benztriazol und ErhShung der
Temperatur auf 45° ftigte man 124 mg (0,6 mmol) DCCT hinzu und rihrte wihrend 20 Std. bei 45°.
Danach wurde auf 0° abgekiihlt, vom Harnstoff abfiltriert und das ¥iltrat durch Eintropfen in
eiskalten, peroxidfreien Ather gefillt. Das mit Ather gewaschene Rohprodukt reinigte man aber
270 Schritte durch multiplikative Verteilung im Systom Methanol/Pufler/Chloroform/Tetrachlor-
kohlenstolf §:4:5:2 (Puifer: 14,3 ml Eigessig + 9,62 g Ammoniumacetat + 480 ml Wasser). Dic
Fraktionen, die reincs Produkt enthielten, wurden unter Zusatz von einigen Tropfen Octanoli.V.
bei 45° eingedampft. Das noch vorhandene Ammoniumacetat wurde bei 45° absublimiert und der
Riickstand in 30 ml ¢-Butylalkohol/Wasser 1:1 aufgenommen und lyophilisiert, Ausbeute 892 mg
(67%) amorphes weisscs Produkt. DC.: Rf (4) 0,58 (EPAW); 0,74 (RPEW), Rf (S) 0,65 (BEW).
Aminosiurenanalysc (Hydrolyse 24 Std., 110°, 6» HCI), berechnetc Werte in Klammern: Arg 2,96
(3), Glu 1,03 (1), Gly 2,05 (2), His (Bezugswert) 1,00 (1), I.ys 4,01 {4), Phe 0,97 (1), Pro 3,20 (3),
Trp 0,96 (1), Tyr 0,96 (1), Val 2,98 (3).

Verbindung IV. 330 mg (0,1 mmol) Eikosipeptid 111 wurden in 20 m! 90% Essigsiure geltst
und in Gegenwart: von 50 mg 10proz. 1’0/C 6 Std. bei RF. hydriert [19). Dann wurden nochmals
25 mg Katalysator beigefagt und dic Hydrierung ther Nacht weiter Jaufen gelassen. Anschiiessond
wurde der Katalysator unter Stickstoff abfiltriert und dic Losung 1. V. cingeengt. Nach Wasser-
zugabe und anschlicssendemn Lyophilisicren erhielt man 270 mg amorphes, DC.-cinheitliches Yro-
dukt, Rf (4) 0,63 (RPEW), 0,38 (EPAW), Rf (5) 0,45 (BEW), 0,65 (BPEW).
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Verbindung V. 482 mg (0,15 mmol) geschiilztes Eikosipeptid IV wurden in 7 ml DMF gelost,
40 mg (0,3 mmol) 1-Hydroxy-henztriazol hinzugeftigt und das pt mit Tridthylamin auf den Wert
9 cingestellt. Hicrauf wurden 98 mg (0,25 mmol) BQC-Cys(ACM)-OSU [20] zugegeben. Nach 16
Std. Rohren bei RT. wurde dic Lésung in 100 ml Essigester hincingetropft, 30 Min. stehengolassen
und dann filtriert. Der Niederschlag wurde mit Essigester gewaschen und i. V., getrocknet. Aus-
beute: 500 mg. Multiplikative Vorteilung des Rohproduktes im gleichen System wie fir dic Reini-
gung von ITl uad gleiche Anfarbeitung crgaben ein DC -einheijtiiches Produkt. Rf (4) 0,70 (BPEW),
0,55 (EPAW). Ausbeute: 305 mg (60%) Aminosiurenanalyse: 1. Nach Oxydation mit Perameisen-
sdure {21]: Glu 1,06 (1), Pro 3,09 (3), Gly 1,92 (2), Val 2,75 (3), Tyr 0,96 (1), Phe 1,02 (1), His 1,17
(1), Lys 4,80 (4}, Arg 3,13 (3), Cystoinsiurc 0,90 (1), Trp nicht bestimmt. 2. Hydrolyse ohne Oxy-
dation: Glu 1,06 (1), Pro 3,21 (3), Gly 1,89 (3), Val 2,73 (3), Tyr 0,95 (1), Phe 0,98 (1), His 1,04 (1),
Lys 4,80 (4), Arg 2,97 (3), Trp 0,95 (1), Cys nicht bestimmt.

Verbindung V1. Zur Abspaltung der Acctanidomethyl-Schutzgruppe wurden 40 mg V in 6 ml
DMF[Wasset 1: 5 aulgelost und die Ldsung bei pH 4 mit 32 mg Quecksilber(lI)acetat versetzt [20].
Nach zwei §td. bei RT. wurde das Gemisch mit 10 ml Wasser verdiinnt und mit HpS gesittigt. Dic
durch Abzentrifugiercn nicht ganz von 11g8 befreite Losung wurde lyophilisiert, es resulticrten
30 mg Produkt, dio man dirckt fir die nichsie Stufe verwendete. DC. (BEW) zeigte cine vollstin-
dige Umsctzung des Eduktces an.

6-Maleinsmidocapronsdurehydrazid-kydrochlovid (VI L), Zn der Losung von 422 mg (2 mmol)
6-Malcinimidocapronsiure [8] in 10 m) Essigester/Tetrahydrofuran 1:1 wurden bei — 5° 0,19 ml
(2 mmol) Chlorameisensiurcithylester und 0,28 ml (2 mmol) Triathylamin gegeben. Nach 10 Min,
wurde das voraktivierte Gemisch mit 264 mg (2 mmol) ¢-Butylcarbazat 1 Std. bei —5°, dann 16
Std. bei RT. stehengelassen. Das Gemisch wurde dann in 50 m) Essigester aufgenommen und
3mal mit ges. Hydrogenbicarbonatldsung, mit 0,1 M Salzsiure und mit ges. Natriumchloridldsung
gewaschen. Die cingedampfte organische Phase crgab ein O1, das 1DC.-einheitlich war: Rf 0,65 (CM).
Ausbeute: 430 ing (66%). 81,3 mg des Rohproduktes wurden mit 3 ml (0,3 mmol) 0,1 M Salzsiure
in Ameiscnsiure 15 Min. lang bei RT. behandelt. Die Reaklion wurde durch Verdiinnung mit
Didthyldther untcrbrochen und das Hydrochiorid durch Abzentrilugieren isoliert. Suspendicren
des Riickstandos in Ather und Abzentrifugieren wurden 3mal wiederholt. Das Produkt wurde an-
schliessond aus Mothanol/2-Propanol umkristailisiert. Ausbeute: 929, Smp. 141°, DC.: Rf 0,41
(BEW), 0,55 (CM). Dic [reie Hydrazidgruppe liess sich mit dem Barton-Yarbreagens [22] nachwei-
sen sowic die Maleoylgruppe durch aufcinanderfolgendes Besprithen der DC.-Platte mit dem
Natriumsalz der Mercaptodthylsulionsiure und dem Fllman-Reagens [23] [8]. NMR. in deuterjer-
tem Pyridin bei 60 MHz: § (ppm) = 1,0/2,0 (3 CHy); 2,2/2,4 (ClLs); 3,35/3,45 (CH3); 6,8 (2 CR);
9,1/9,5 (NH, NH,).

Verbindung V111 40 mg des Perlpolymerisates aus Acrylamid und Methacrylsdureanhydrid
wurden in 10 mi trockenemn DMT 4 Std. bei 95° gequollen. Hierauf wurden 68 mg des festen Hy-
drazid-Hydrochlorids V1I sowic 36 wl Tridthylamin der Harzsuspension zugegeben. Nach 24 Std.
Rizhren bei RT. wurde das Gemisch abfiltriert und so lange mit DMF gewaschen, bis sich VII im
Filtrat nicht mehr nachwoisen liess, 10 mg VI wurden dann in 6 ml Wasser/DMF 5:1 aufgelosi und
der Harzsuspension in 5 ml DMI zugegeben. Das Gemisch wurde bei pH 6 und hei R, iber Nacht
gerfihrt, Abfiltrieren. Waschen mit DMF, Wasser nnd cinem Thosphatpulfer (pH 7). Eine Probe
wiirde getrocknet und 24 Std. ciner vollstindigen Hydrolyse durch 6 HCl bei 110° unterworfen.
Nach Uindamplen des Losungsmittels und Aufnehmen des Riickstandes in cinen Natriumeitrat-
Putfer (pH 2,2} enifernte man don Harzniederschlag durch Abzentrifugicren. Ein Aliquot des
Uberstandes wurde aul scin Gehalt an Aminosiurcn gepriift. Bozugswert: (Glu + Phe + Tyr)/3 =
1,0, Dic Harz-ACTH-Verbindung enthicli 4,1 pmol Peptid pro g trockenes Harz. Zur Schutzgrup-
penabspaltung wurde das substituierte Harz mit 1 ml 0,1 M Salzsdure in Amcisensdure 20 Min,
Tang bei RT. behandelt. Abfiltricren. Waschen mit Wasser, DMT und Phosphatpuffer (pH 7,5).
Das Harz wurdo in dicsem Puffer aufbewahrt. Aminosiurenanalyse: Arg 2,98 (3), Tys 4,00 (4),
His 1,03 (1), Phe 0,96 (1), Tyr 0,91 (1), Val 3,12 (3), Gla 1,20 (1}, Gly 2,39 (2), Pro 3,27 (3}, Cys und
Trp nicht ausgewertet. Substitutionsgrad: vgl. Tabelle.

Verbindung 1X. 40 mg des Perlpolymerisates aus Acrylamid und Glycidylucrylat wurden in
4 ml DMF suspendicrt und wit 40 mg des festen Hydrazid-Hydrochlorids VII sowic mit 21 yl
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Triithylamin versetzi. Nach 24 Std. Rithren bei RT. wurde das Gemisch abfiltriert und grindlich
mit DMF gewaschen, bis der Barion-Test des Filtrates negativ war. Die Suspension des Harzes
in 6 ml DME/Wasser 1:1 wurde mit der L.ésung von 10 mg des Heneikosipeptids VI in 6 il Wasser/
DMF 5:1 versetzt. Umsctzung: 16 Std. bei pH 7 und RT. Abfiltricren. Waschen mit DMF und mit
cinem Phosphatpuffer (pHl 7). Aminosiurcnanalyse: Bezugswert: (Glu 4+ Phe 4 Tyr)/3 = L0
Am Harz waren 0,28 umol ACTH-Derivat pro g trackenes Harz gebunden. Das substituierte Harz
wurde dann mit 0,1M Salzsdure in Ameisensdure 20 Min. bei RT. bebandelt. Das lHarz wurde
darauf abfiltriert, mit Wasser und DMF gewaschen und anschliessend in cinem Phosphatpuffer
bei pH 7 aufbewahrt. Eine Probe wurde auf ihren Gelhall an Aminosguren geprift: Arg 2,56 (3),
Tys 3,58 (4), His 1,13 (1), Phe 1,0 (1), Tyr 0,96 (1), Val 3,12 (3), Glu 1,13 (1), Gly 2,39 (2), Pro 3,20
(3), Cys und Trp nicbt ausgewertet. Substitutionsgrad: vgl. Tabelle.

[Cys31-ACTH (4.-24) (X). 67 mg des geschitzten Heneikosipeptide V wurden in 3,Z ml 0,1m
[.bsung von Chlorwasscrstoff in Ameisensiure versetzt. Nach 15 Min. Umsetzung bei RT. wurde
die Lbsung in 30 ml Ather getropft, der Niederschlag abzentrifugicrt und wieder in Ather aufge-
nommen. Die Reinigung in Ather wurde 3mal wicderholt. s resulticrion 52 mg (90%) weisscs
pulveriges Produkt. DC.-einheitlich: Rf 0,13 (BFEW). NMR.-Spektroskopic zeigte eine voll-
kommene Abspaltung der /BuQ- und BOC-Schutzgruppen : dic Protonenresonanz des Eduktles bei
4 = 1,40 ppm TMS, 220 MHz) war nicht nachweisbar. Zur Abspaltung der ACM-Schutzgruppe
wurdc das Produkt in 5 ml Wasser aufgelost und bei pll 4 mit 80 mg Quecksilber(II)acetat ver-
setzt [20]. Nach 2 5td. bei RT. wurde das Gemisch mit Wasser verdiinnt und mit He$ gesidttigl,
Abzentrifugiercn und Abfiltricren des Quecksilbersulfids ergaben cin nicht ganz farbloses Viltrat,
das anschlicssend lyophilisiert wnrde. Ausbeute 61 mg. Positiver Ellman-Test.

Die Abtrennung der Quecksilber-Ionen durch die HgS- Behandlung ist nichi notwendig, wenn
das Produkt mit Sepharosc gckoppelt wird. Jene werden nachtriiglich beim Waschen der sub-
stituicrten Sepharosc entfernt.

Verbindung X 1. 2 g Sepharosyl-oxycarbimino-aminohexylamin (AH-Sephatose, Pharmacia
Chemicals) wurden mit 616 mg 6-Maleinimidocapronsiure- N-hiydroxysuccinimidesier |[8] in 10 ml
DMF suspendiert und ilber Nacht bei RT. vorsichtig gerabrt. Das substituierte Iarz wurde
gritndlich mit DMF und einem Acctatpuffer (pH 5,9) gewaschen. Der Trinitrobenzolsulfonat-
Test der freien Aminogruppen {24] war negativ. Zu der Suspension des Harzes in 10 ml Acctat-
puffer warden dann 77 mg des freien [Cysd]-ACTH (4-24) (X) zugegeben. Nach 16 Std. Stehen bet
RT. wurde dic substituictte Sepharose grindlich mit dem Acetatpuffer gewaschen, bis im Fluat
kein ACTH mehr nachgewicsen werden konnte. Eine Probe wurde hydrolysiert und der Amino-
sdurcnanalyse unterworfen, um den Substitutionsgrad zu bestimmen (vgl. Tabelle).

Verbindung X 11. 400 mg des Perlpolymerisates aus Acrylamid und Allylglycidylither wurden
in 10 ml DMF mit 35 mg des partiell geschiitzien Peptids IV versetzt und 72 Std. im Dunkeln bei
25° belassen. Nach langem Waschen mit DM’ Lehandelte man das filtriertc Gel mit 7 ml einer
0,1 M Losung von HCl in Amejsensiure 20 Min, lang bei RT'. Das CGel, das in dicsem Gemisch quillt,
wurde anschliessend in 200 ml Ather suspendiert, dann, nach Abfiltriercn, mit 11 eines 0,2
Phosphatpuffers (pH 9) und 500 ml cincs Acetatpufiers (0,1 m, pH 5) gewaschen, Der Uberstand
der Suspension entbielt kein freies ACTH-Derivat mehr. Substitutionsgrad: vgl. Tabelle,

Verbindung X 111. 100 mg trockenes aus Acrylamid und Glycidylacrylat durch Polymerisation
erhaltencs Harz wurde mit 100 mg VII umgesetzt (vgl. Herstellung von 1X), Das substituicrte
Harz wurde hierauf in 10 ml DMF suspendiert und mit der Lésung von 6,5 mg [N%-(N-f-Butyl-
oxycarbonyl-cysteinyl-) asparagin!, Valin%j-angiotensin 11 [9]in 2 ml DMF versetzt. Nach 18 $td.
wurde das Gemisch filtriert und der Riickstand mit DML grindlich gewaschen, Hierauf behandelte
man das Gel mit 2 m! ciner 0,1 Losung von HCLin Ameisensurc wihrend 20 Min, bei RT, An-
schliessend wurde das Gel mit Ather, dann mit DMF und mit cinem Phosphat-Puffer (pH 7) ge-
waschen. Priifen des Uberstandes auf Angiotensin-1T-Anwesenheit ergab dann ein negatives Re-
sultat.

Wir sprechen Ferrn Prof. Tr, R. Schwyzer unscren spezicllen Dank fiir die Anregung dieser
Arbeit aus. Besonderer Dank gebthrt auch Heern v, /2. Krdmer der Firma Rohm Pharma, Darm-
stadt, fir dic {reundliche Uberlassung der Polyacrylamid-Perlpolymerisate, Horm Ayno Bundi
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fur die Aufnahme der NMR.-Spektren, Frau Zilathe Zaniven fiur die Durchfithrung der Amino-
sdurenanalysen, sowic Friulein Theresia Zeier fur ihre wertvolle technische Assistenz,
Line vorlaulige Mitteilung von J. L. Fauchidre el al. {25] ist kiirzlich erschienen.
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