
bildet mit  Vitamin-A-Aldehyd ( X X X I I I )  in einer Aus- 
beute von 70YA p-Carotin ( I ) .  An Stelle von Vitamin-A- 
Alkohol kann mit gleichem Erfolg auch Anhydro-Vit- 
amin-A eingesetzt werden. 

1111 Hinblick auf die ArbeitPn voii Knrrer und Schwyzer3) sei 
vermerkt, daB bei der Zersetzung von Axerophtyl-triphenyl- 
phosphoniumsalzen ( X X X I \  mit wal3rig-alkoholischer Kalilauge 
als Hauptprodukt  zwar Axerophten (XXXIV) ,  als Nebenprodukt, 
auch bei Abwesenheit von Sauerstoff, jedoch P-Carotin ( I )  
( Ausbeule unter 5%) gebildet wird. 

/\/\,.CH=CH-C=CH-CH=CH-C=CH-CH~OH I 

I It 
\/\ 

CH3 CH3 

J, xxx 

kristallisiert. Das gilt insbesondere f u r  die vom Vinyl-$- 
jonol und Vitamin-A-Alkohol resp. Anhydro-Vitamin-A 
ausgehenden Synthesen. 

Beim Schreiben dieses Aufsatzes, der Professor Richard 
Kuhn gewidmet ist, sind fast  auf den Tag  genau 10 Jahre 
seit der ersten Totalsynthese des p-Carotins vergangen. Es 
ist unverkennbar, welche Fortschrit te die praparative or- 
ganische Chemie seither gemacht hat.  lmmer sind es neue 
Methoden und Reaktionen, die unlosbar scheinende Pro- 
bleme plotzlich einer Losung zufiihren. Ohne die Anwen- 
dung und Entwicklung der Chromatographie durch 

" CH=CH-C=CH-CH=CH-C=CH-CH,-Po, I H S 0 4 - -  

I 
CH3 CH, 

xxxl J r n e t h .  KOH -. 
E l @  

)(,,cH=c H-c=cH-~H=c H-C=CH-CH-PP(C, H:)~ -.%3q 

.. I I % 
CH, CH3 

XXXI I 
I / I  
\/\ 

CH, CH3 I .u'\ I 

CH=CH-C=CH-CH=CH-C=CH-CH3 
I 

CH, CH3 f i /  \/\ Axerophten  

Die beschriebenen Synthesen liefern stets Gemische cis- 
trans-isomerer P-Carotine, besonders wird beim Arbeiten 
nach dem Schema C,, + C,, + C,, ein Stereoisomeren-Ge- 
misch erhalten, das neben wenig all-trans-P-Carotin iiber- 
wiegend S.S'-di-cis-p-Carotin enthalt .  Wie in der Vitamin- 
A-Reihe ist dieses Isomere sehr stabil und relativ schwierig 
umzulagern. Die Abtrennung der cis-Formen des p-Carotins 
von der all-trans-Form wird dadurch sehr erleichtert, dal3 
meist nur die ail-trans-Form ails dem Reaktionsgemisch 

R.  Kuhn ware die Trennung der Carotinoide und deren 
exakte Konstitutionsaufklarung ebensowenig moglich ge- 
wesen wie deren einfache Synthese ohne die von G .  Witt ig 
gefundene neue Olefinierungsreaktion. 

A17 den vorstehend beschriebenen Arbeiten tur Svnthese von 
Verbindungen der Carotinoid- Reihe waren auper dem Verfas- 
ser Chemiker, Physiker und Ingenieure beteiligt, von deneri 
hier nur W .  Sarnecki, W .  S t i f z  und W .  Reif genannt seierr. 

[A 861 Eingegangen am 31. August 1960 

Synthese eines Nonadeka-peptides mit hoher 
corticotroper W irksamkeit 

V o n P r o f . D r . R . S C H W Y Z E R , D r .  W . R I T T E L , D r . H . K A P P E L E R u n d D r .  B.  I S E L I N  

Forschungslaboratorien der Ciba-Aktiengesellschaft, Pharmazeutische Abteilung, Basel 

Prof. Dr .  Richard K u h n  zum 60. Geburtstage gewidmet 

Ein Nonadekapept id ,  welches die N-terminale  Halfte d e r  Corticotropin-Molekel u m f a k ,  wurde  syn- 
thetisiert .  Dabei  wurden  neue Kombinationen von Schutzgruppen verwendet ,  welche leicht mit Hiife 
von WasserfreierTrifIuor-essigsaure quant i ta t iv  wieder  entfernt  werden konnen. Das Nonadekapept id  

zeigt eine cort icotrope Wi rkung  von annahe rnd  20 -30 I.E./mg. 

p-Corticotropin (I ,  aus  Schweinehypophysen) kann durch 
Pepsin unter Erhaltung der biologischen Wirksamkeit ab- 
gebaut werden; dabei entstehen insbesondere drei wirksame 
Polypeptide, deren kleinster Vertreter die Aminosaurese- 
quenz 1-28 des p-Corticotropins urnfafit. Bei der milden 
Saurehydrolyse entstehen ebenfalls aktive Abbaupeptide, 

kiirzeste dieser Abbauprodukte immerhin noch die ersten 

24 Aminosaure-Reste des p-Corticotropins enthalt  l). Wird 
dagegen die erste (oder auch die zweite) Aminosaure (Serl ,  
TyrZ)  aus den1 Corticotropin-Verband entfernt,  so fallt die 
biologische Aktivitat  sehr s tark a b  2) .  

R .  G .  Shepherd,  S .  D .  Willson, K .  S. Howard ,  P .  H .  Bell, D .  S. 

chern. SOC. 78, 5067 [1956]. 
2 )  W .  F .  whrte, J. ~ n ~ e ~ .  them. SOC. 77, 4691 [1955]. 

und es wurde auf indirektem wege geschiossen, daB das Davies,  s. B. Davi s ,  E. A. Eigner 11. N. E. Shakespeare, J. Amer. 
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H 'Ser-Tyr-Ser-Met-Glu- His- PJe-Arg-Try-Gly-Lys-Pro- 
I 3  3 4 5  6 , 8 9 10 11 13 

BOC- Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe- Arg-Try-Gly- - O H  PZ 

-Val-Gly- Lys- Lys- Arg- Arg- Pro-Val- Lys-Val-Tyr-Pro- 
13 1 4  IS 16 1 7  i a  1 9  s o  21 23  23 24 

Lys-Pro-\\'al-Gly ,-OH H-, Lys-Lys-Arg-Arg-Pro OtBu  
--.. 

NH,  

-Asp-Gly- Ala-Glii- AAsp-Glii- Leu- Ala-Gill- Ala-Phe-Pro- 
25 26 27 3s 29 30 31 33 33 3 1  35 36 

-Leii--Glu-Phe. O H  
37 38 39 

I ,  C-Corticotropin I) 

Boissonnas iind Mitarbeiter3) haben seinerzeit die Syn- 
these eines Eikosapeptides beschrieben, welches die ersten 
20 Aminosaure-Reste des Corticotropins urnfafit. Das Pro- 
dukt besal3 etwas mehr als 1 Prozent der Wirkung des rei- 
nen Corticotropins irn in uitro-Test nach Saffran und 
Schally4)  (2 bis 3 I .  E. pro rng). 

Auf Grund unserer Versuche rnit Peptiden der Sequenz 
4-10 und 1-10, welche in vifro CRF-aktiv sind5."), aber 
keine corticotrope Wirkung aufweisen, kann man anneh- 
ineii, daR fiir eine solche Aktivitat die basischen Reste 
Nr. 11, 15, 16, 17, 18 und 21 fur die Wirkung wesentlich 
sind. Es war etwas uberraschend, daR nach den Befunden 
von Boissonnas und Mitarbeiter3) dem Lyszl eine ganz ent- 
scheidende Rolle fur die Entfaltung einer starken Wirkung 
zukomrnen soll. 

Wir haben deshalb, unter Auswertung unserer Erfahrun- 
gen bei der Synthese eines geschutzten Oktadekapeptides 
mit der Aminosaure-Sequenz des P-MSH aus Rinderhypo- 
physen'), ahnliche Grundsatze fiir die Unterteilung der Se- 
quenz und den Aufbau der Peptid-Zwischenproduktes) auf 
die Synthese eines Peptides mit der Sequenz 1-19 des Corti- 
cotropins (Glutarnin an Stelle von Glutarninsaure) ange- 
wandt (11, Pro19 C-endstandig, darnit das betreffende Zwi- 
schenprodukt, D 15-19, Tabelle 3,  T- an Stelle von H-, zu 
weiteren Synthesen von hoheren Peptiden ohne Racemi- 
sierangsgefahr gebraucht werden konnte). 

Da sich aus dem erwahnten, geschutzten MSH-Peptid 
die Schutzgruppen durch alkalische Veiseifung und Reduk- 

I 2 3 4 5 6 7 a 9 1 0  

tion mit Na in fliissigem Arnmoniak nur schwer und unter 
teilweiser Zerstorung des Molekiils und der biologischen Ak- 
tivitat entfernen lassen lo), haben wir Schutzgruppen ge- 
wahlt, welche in milder Weise mittels einer saurekatalysier- 
ten Reaktion entfernt werden konnen. Dafiir haben wir neue 
Wege beschreiten miissen: von entscheidender Bedeutung 

y 2  

H . Ser-Tyr-Sir-Met-Glri- His- Phe- Arg-Try-Gly- Lys- Pro- 
l t : 4 6 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2  

-Val-Gly- Lys- Lys- Arg- Arg- Pro 0 H 
13 14 16 16 17 18 19 

I I ,  f i  L-1m-Corticofropin-GIu5-y-arnid m, 

fur den Erfolg waren die Synthese von NE-t-Butyloxycar- 
bonyl-L-lysin und die Beobachtung, daR sich Nu-Trityl- 
Gruppen rnit ivafiriger Essigsaure unter Erhaltung von NE- 
t-Butyloxycarbonyl-Gruppen (und der t-Butylester-Grup- 
pe) abspalten lassen. Letztere werden erst durch starke 
Sauren (2. B. 'Trifluoressigsaure) in schneller Reaktion ent-  
fernt:  

NHCOOC(CH,), 
I 

(CHz), 

1 
(SH2)11 

F,CCOOH -+ HSNCHCO--- 

D ie  S y n t h e s e  gelang nach Tabelle 1 durch Kondensa- 
tion des Tetrdpeptid-Derivates A 11-14 rnit dern Penta- 
peptid-Derivat A 15-19 nach der Methode der gemischten 
Anhydride1'), Abspaltung der Phenylazo-benzyloxycarbo- 
nyl-Gruppe und der beiden Nitro-Gruppen durch kataly- 
tische Hydrierung zum Nonapeptid-Derivat B 11-1 9, 
welches durch Lyophilisieren mit Toluolsulfosaure als Tri- 
toluolsulfonat erhalten wurde (die Synthesen der Zwi- 
schenprodukte A 11-14 trnd A 15-19 sind in den Tabel- 
len 2 iind 3 skizziert). Dieses Nonapeptid-Derivat wurde 

11 I2 13 14 

BOC 
15 i a  17 IS I n  

BOC BOC N O z  N O 2  

BOC BOC BOC 
~ .~ 1 

Lys- Lys-Arg- Arg-Pro 0 tBu 
- _ _  

~~ 

Trl-toluolsulfonat, Rf = 0,86 (42). 0,87 (41), 0,91 (40) 

BOC BOC BOC 
I - - , I  - 

NH2 
I - ~ - ~ _ _ _ _  - - ~- ~-~ 

BOC ' Ser-Tyr- Ser-Met-Glu- His-Phe- Arg-Try-Gly - Lys-Pro- Val-Gly - Lys-Lys-Arg-Arg-Pro O t B u  
- --- - .  ~~ -~ ~ - ~ -  

Tri-tolnolsulfonat, fest, amorph,  nicht welter gereinigt. 
F,CCOOH, fas t  quant i ta t iv  N H2 

I - -~ -~ --- ~ -- ~ 

Lys-Pro-Val-Gly - Lys- Lys-Arg-Arg-Pro O H  H- Ser-Tyr--Ser-Met-Glu-His-Phe- Arg-Try-Gly - 
~- ~ ~ ~~ .- ~~ ~ 

Papierelektrophorese, multipiikative Verteilung, Aminosaureanalyse, 20-30 I .E. /mg ACTH-Wirkung (siehe Text).  

Tabelle 1. Verwendete Abkiirzungen siche la), 

3, R.  A .  Boissonnas, Sf. Guttrnann, J.-P. Waller ti. P. -A .  Jaquenoud, 
Experientia 72, 446 (19561. 

') M. Saffran ti. A. V .  Schally,  Endocrinology 56, 523 [1955]. 
5 ,  M.  P.  d e  Gar i lhe .  C1. Gros, J .  Porath u .  E . - B .  Lindner, Experientia 

/ti, 414 [1960]; C R F  = Corticotropin Releasing Factor.  
6 ,  H .  Knppeler u. R.  Schwyzer, Experientia 16, 415 [1960]; Helv. 

chim. Acta 43,  1453 [1960]. 
7, R. Schwyzer, H .  Kappeler,  B .  Iselin, W .  Rittel u. H .  Zuber, Helv. 

Cliim. Acta 12. 1702 [1959]; MSH = Melanophoren stimulierendes 
Hormon. 

* )  Voi-getrageil von eineni voii tins ( R .  S.) a m  Seminar des Hormone 
Research Laboratory (Prof .  C .  H .  Li), University of California, 
Berkeley (25. 6. 1959), aiif der  Gordon Research Conference on 
Proteins and  Nucleic Acids ( J u l i  1959) iind als Sektions-Haupt- 
vortrag a m  Internationalen KongreB fur  Reine und Angewandte 
Cheinie, Miinchen, 1959. 

rnit dem Acetat von A 1-10 (Tabelle I ) ,  dessen Synthese 
in der Tabellr 4 dargestellt ist, in wal3riger Losung lyophili- 
siert, wobei die  Essigsaure vertrieben wurde. Das Gernisch 
wurde in Pyi idin-Losung unter der Wirkung von Dicyclo- 
hexyLcarbodlimidl2) kondensiert. 

9, Zur Nomeriklatur vgl. R. Schwyzer, B. Iselin, H .  Kappeler, 
B. Riniker, W .  R i f t e l u .  H .  Zuber, Chimia 77,335 [1957]; C. H .  L i ,  
Science [ W ~ s h i n g t o n ]  729, 969 119591. 

I") Eigene, un \  eroffentlichte Versuche. 
1 1 )  R . A .  Boisstnnas,  Helv. chiin. Acta 34,874 [1951]; J .  R.Vaughan 

j r . ,  J. Amer chem. Soc. 73,3547 [1951]; 7%. Wieland u. H .  Bern- 
hard, Liebiks Ann. Chem. 572, 190 [1951]. 

12) J .  C .  Shwhtrn u. G .  P .  Hess,  J. Amer. chem. SOC. 77, 1067 119551. 
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Das geschiitzte Nonadekapeptid C 1-19 wurde als solches 
nicht weiter gereinigt, sondern (zusammen mit verbliebe- 
nen Anteilen von A 1-10 und B 11-19) mit Trifluoressig- 

11 12 13 14 

BOC 
I 

PZ--l  Lys 1-OH 

I 
~-~ - ~ _ _  

H-1 Pro-Val-Gly '-OC,H, - 
Fp  105--106°C F p  127-129°C; [aID 
[=ID = - I  (CH,OH) = -74,8O (C2H,0H) 

1 DCCI 
BOC 

PZ- Lys - Pro-Val-Giy 1 OC,H, 

Fp  151-152°C; [aID =-70° (CH,OH) 

4 wal3rige NaOH 
BOC 

I 

PZ- Lys - Pro-VBI-Gly ' - O H  

Fp  126-130°C, [a], =-65' (CH30H)  

Tabelle Z l S )  

saure bei Zimmertemperatur behandelt, wobei die t-Butyl- 
ester-Gruppe und die t-Butyloxycarbonyl-Gruppen quan- 
t i tat iv entfernt wurden. 

Das Produkt D 1-19 (Ditoluolsulfonat-pentatrifluor- 
acetat?) wurde durch kontinuierliche H o c  h s  p a n  n u n g s -  
e l e k t r o p h o r e s e  bei700 V u n d 3 0  rnAin0,5 N Essigsaure, 
c = 40 mg/ml, auf Binzer 230-Karton gereinigtx3). Dabei 
wurden die aus nicht kondensierten A 1-10 und B 11-19 
entstandenen Deka- bzw. Nonapeptide z.T. abgetrennt. 
G e g e n s t r o m v e r t e i l u n g  in n-BuOH-0,4 M Arnmon- 
acetat, pH = 7,O ( 1  : 1 )  iiber 200 Stufen entfernte alles De- 
kapeptid sowie aus dem Papier stammende Verunreinigun- 
gen. M i t  K = 0,l blieb das gewiinschte Nonadekapeptid a m  
Anfang der Verteilungsapparatur zuriick. Analytische Pa- 
pierelektrophorese (3000 V, pH 1,9, 60 min) zeigte das Vor- 
handensein von 10-20q/, des Nonapeptides aus B 11-19 
(Strecke: 26,5 cm) an. Das Nonadekapeptid durchlauft da- 
bei die Strecke von 19,8 cm, das Dekapeptid aus A 1-10 
(Tabelle 1) diejenige von 13,4 cm. Die quantitative Amino- 

1.9 

~ 

15 

BOC 
I _ _  - 

PZ-1 Lys 1 -  O H  H Lys I-OMe T-l Arg 1-OH T-1 Arg -OH H-( Pro '-OtBu - - - - - 
Hydrochlorid Fp  149 his Hydrochlorid 

Fp  158-159OC I55 OC Fp 108-110°C; 
I DCCl [ a I D  = -27' 

V 
(CH3OH) 

1 DCCI 

BOC BOC N O2 
I 

I I _ _ _ _ ~  ~. 

Pro 1 - 0 t B u  - PZ-~ Lys - Lys 1-OCH, T- Arg 

Fp  124-128°C; [aID = -2,O" (CH,OH) Fp  175-178'C; [ale =+37O (CH,OH) 

J Z  Stufen 
BOC BOC 

! 1 1 -. 1 
LyS I-OCH, T - '  Arg - Arg - Pro 1 -  OtBii T-' Lys - - 

FP 134-137OC; [a]D = + 3,7 '  (CH30H) amorph, K = 0,69 (HCCI,:CC14:CH,0H:H,0, 
5 :5 :8 :2 ) ;  [aID = - 3 Z 0  (CH,OH). 

BOC 
2 Stufen, J dann DCCI, dann verd. Essigsaure 

BOC 

amorph, Rf = 0,87 (40); weitere Charakterisierung durch 
Uberfuhrung in das freie Pentapeptid 

Tabelle 319) 

1 2 3  4 5 6 7 8 9 10 

9 
N H* NH, 

I 
BOC-1 Ser-Tyr-Ser I N  H 

Monohydrat, F p  184-187 'C; 
[aID= -25 ' (50 :& Essigsaure) 

H-1 Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly 1 O H  

Monoacetat; Fp  192'C; [alD = -25,3O 
(Dimethylformamid) 4 Azid-Methode 

N H2 

BOC- Ser-Tyr-Ser - Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly (-OH -- 
Fp  202°C (u. Zers.) aus Methanol, Hemiacetat .  

Tabelle 419) 

Is) ,,Elphor VaP"-Apparatur von  Bender & Hobein, Miinchen. - 
Dr. H .  Zuber mochten wir fur  die Ausfiihrung der Trennung be- 
stens danken. 

'I) I n  dankenswerter Weise ausgefiihrt von Dr. R. Weber, 0rg.-  
chemische Anstalt der Universitat Basei nach der Methode von 
S. Moore, D .  H .  Spackman 11. W. H .  Stein, Analytic. Chem. 30, 
1185, Il90[1958].  

15) T .  W. Goodwin u. R. A. Morton, Biochem. J. 40, 628 [1946]. 
M. A. Sayers, G. Sayers u. L.  A. Woodbury, Endocrinology 42, 
379 [1948]. 

17) C. H .  Li und Mitarbeiter haben dieselbe Peptidsequenz auf an- 
dere Weise synthetisiert  und ahnliche Beobachtungen gemacht 
(personliche Mitteilung von C. H .  Li). 

saureanalyse 14) ergab einen 
Gehalt des Produktes an D 
1 - 1  9 von65 yo nebst I5 7; des 
Nonapeptides ails B 11-19. 
Die restlichen 20:/, bestehen 
auS Wasser, Sauren und et- 
was Amrnonacetat. Die Be- 
stimmung von Tryptophan 
nach der spektrophotometri- 
schen Methode15) ergab die 
Anwesenheit dieser Amino- 
saure in aquimolarer Menge. 
Durch wiederholte elektro- 
phoretische Trennung IaRt 
sich die Reinigting vervoll- 
standigen. 

Von B. Scliiir und W .  
Schuler wurde die c o r t i c o -  
t r o p e  W i r k u n g  nach Say- 
usla) bestimmt und eine Ak- 
t ivitat  voii 20-30 I.E. pro 
mg D 1-19 (Molekularge- 
wicht2346)gefunden. Damit 
wird gezeigt, dal3 schon die 
N-terminale Halfte der Cor- 
ticotropin - Molekel (ohne 
Lyszl) zur Entfaltung eirier 

be tracht lic hen ACTH- W ir kung aus- 
reicht17). Das freie Nonapeptid aus 
B 11-19 (Tabelle 1 )  ist inaktiv in Do- 
sen bis 1 mg pro 100 g Ratte.  

Ausfiihrliche Publikationen iiber den 
Verlauf der komplizierten Synthese 
werden vorbereitet la). 

Eingegangen a m  19. Oktober 1960 [A 921 

Helv. chim. Acta, 1961. 
la) Formelbilder nach R .  Schwyzer, Chimia 7'2, 53  [1958]; s tarke Un- 

terstreichung bederitet kristallisierte Verbindung; weitere Ab- 
kurzungen: BOC- = t-Butyloxycarbonyl-, T- = Trityl-, -0 tBu  = 
t-Butoxy-, DCCi = Dicyclohexyl-carbodiimid, PZ- = p-Phenyl- 
azo-benzyloxy-carbonyl-20). Papierchromatographische Systeme : 
(40) = n-C,H,OH:C,H,OH: H,O (2:2: 1) ;  (41) = t-C,H,OH: 
ii-C,H,OH: H,O (4:3:3) ;  (42) = n-C,H,OH :CH,COOC,H,: 
H,O ( 7 : I : Z ) .  

*O) R. Schwyzer, P .  Sieber u .  K.  Zatsko, Helv. chim. Acta 41, 491 
[1958]. 
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