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Synthesen geschiitzter Bis-thiol-Peptide
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(Eingegangen am 25. Februar 1970)

Vier lineare Pentapeptide ®) mit zwei geschiitzten Cystein-Resten werden dargestellt. Als C-
terminale Schutzgruppe fungieren Benzylester, Thiolgruppen werden durch Benzylreste
geschiitzt. Die schrittweise Kettenverldngerung erfolgt mit Hilfe von p-Nitro-phenylestern.

On the Structure of Malformin,
Syntheses of Protected Bis-Thiol Peptides

Four pentapeptides*) containing two protected cysteine residues are prepared. Benzyl esters
are used for C-termial protection and sulfhydryl groups are blocked by benzylation. Step-
wise elongation is achieved by the use of p-nitrophenylesters.

Die Bedeutung von Thiol-Disulfid-Systemen fiir das Zellgeschehen!? ergab auch
fitr Wuchsstoffe neue Aspekte. Schon frithere Untersuchungen an Modellpeptiden?,
Glutathion und Insulin3) hatten gezeigt, daB die Aktivitit solcher Stoffklassen von
Thiolen und Disulfiden beeinfluBt wird. Jetzt sollte gezielt die Abhingigkeit der
biologischen Wirkung von bestimmten Disulfidstrukturen untersucht werden. Dazu
schien Malformin A geeignet, das biologisch aktiv ist und tber die fiir unsere Frage-
stellung erforderlichen Strukturmerkmale verfiigt.

1958 fand Curtis®, daB Kulturfiltrate des Pilzes Aspergillus niger bei Bohnenstecklingen
und Getreidekeimlingen betrdchtliche Mif3bildungen verursachten. Bei Bohnen lieBen sich
verdickte, verdrehte Stimmchen beobachten sowie Zwergwuchs und tumorartige Verwachsun-
gen an den Stengeln. Kornsamlinge zeigten korkenzieherartige Verdrehungen und gelegentliche
Verknotungen der Keimwurzeln. Die gefundenen Wachstumsanomalien wurden von einer
bislang unbekannten Substanz verursacht, die als Malformin® (malformation - MiBbildung)
bezeichnet wurde. Die dafiir vorgeschlagene Struktur

*) Zur Nomenklatur vgl. IUPAC-IUB Comission Biochem. Nomenclature, Rules for Na-
ming Synthetic Modifications of Natural Peptides; Biochemistry [Washington] 6, 362
(1967); vgl. Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 348, 256 (1967).

1) Vegl. die Veroffentlichungen des hiesigen Arbeitskreises, u. a. A. Schoberl, Angew. Chem.
70, 646 (1958).

2) A. Schoberl und W. Hahlbrock, V1. Internat. Congress of Biochemistry, Abstracts, New
York 1964.

3) A. Schoberl und P. Rambacher, Liebigs Ann. Chem, 538, 84 (1939).
4 R. W. Curtis, Plant Physiol. 33, 17 (1958).
S} R. W. Cutris. Plant Physiol. 33, XXXI (1958).
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konnte jedoch bislang nicht durch Synthese bewiesen werdeno).

Um die angenommene Primirstruktur beweisen und die Abhingigkeit der biolo-
gischen Wirkung von der chemischen Struktur dieses Cystinpeptides kldren zu kon-
nen, wurden zunichst geschiitzte, lineare Bis-thiol-Peptide mit der Aminosdurefolge

des Malformins
— p-Leu-lle-p-Cys-Val-p-Cys —
] !

sowié verschiedene Analoga
~1le-p-Leu-p-Cys-Val-n-Cys—
“ f

— p-Leu-Tle-Cys-Val-Cys —
! I

- lle-D-Leu-Cys-Val-Cys—
! [
synthetisiert.
Das erstgenannte, geschiitzte, lineare Pentapeptid lie sich nach dem Schema syntheti-
sieren. Die anderen erhielten wir analog, zum Teil liber gemeinsame Zwischenstufen.

Schema
n-Leu e D-Cys Val D-Cys
Bzl
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i
| Bzl
R ¥ OBzl
1
bl | HBrHAc | g
Z-ONp  H- - —m— £ 0Bzl
Bzl Bzl
- i 7 OBz
HBr/HAc }
Bzl | Bzl
z TONp T "W‘f% —— 7 _oBd
|
Bzl . Bzl
P B Vo S —
HBr/HAC ) gy ‘ Bzl
z "!—ONp +HA e . |- 7 OBzl
\
: 1 Bz} ‘ Bzl
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*) Der Cystein-Rest wird hier mit Cys (statt Cys) abgekiirzt, um die Disulfidbriicke anschau-
licher hervortreten zu lassen. ‘S |

6) K. Isono und R. W, Curtis, Phytochemistry 3, 277 (1964).
145%
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Die schrittweise Synthese erfolgte vom C-terminalen Ende nach der p-Nitro-
phenylester-Methode?. Als C-terminale Aminosdure wurde ein Cystein-Rest ge-
wiihlt, da geeignete Kupplungs-Derivate vom D-Cystein8) gerade bekannt geworden
waren. Weiterhin stellt das geschiitzte Tripeptid der Folge was-Val—\Cysw eine

Schliisselverbindung dar, von der durch Kuppeln mit Isoleucin bzw. Leucin in
Position 4 und Leucin bzw. Tsoleucin in Position 5 die gewiinschten Analoga zuging-
lich waren.

Als Schutzgruppen fanden die Benzyloxycarbonylgruppe? und der Benzylrest!®)
sowie die Benzylester-Gruppierung!?V fiir das C-terminale Cystein Verwendung.

Zwar soll bei der acidolytischen Abspaltung der Benzyloxycarbonylgruppe mittels
Bromwasserstoff/Eisessig!2) auch der Benzylester beeinfluBt werden13), jedoch gelang
durch Einhaltung spezieller Reaktionsbedingungen die Synthese aller angestrebten
Pentapeptide.

Ausgehend von S-Benzyl-L- bzw. -D-Cystein wurden iiber N-Carbonsiure-anhydride
Benzylester dargestellt. Alle notwendigen N-Benzyloxycarbonyl-aminosduren wurden
durch Umsetzung der freien Aminosduren mit Chlorameisensiure-benzylester ge-
wonnen und die p-Nitro-phenylester mit Dicyclohexylcarbodiimid als Kupplungs-
reagenz!4 dargestelit.

Vor jedem Kupplungsschritt muBte die in Form des Hydrochlorids bzw. Hydro-
bromids vorliegende Aminogruppe der benzylestergeschiitzten Verbindungen durch
Triéithylamin freigesetzt werden. Dabei war auf eine genaue Dosierung dieses Amins
zu achten, um wihrend der Kupplungsreaktionen die Razemisierungsgefahr!s
moglichst auszuschlieBen.

Dem Fonds der Chemischen Industrie sei fiir Chemikalienspenden, der Deutschen For-
schungsgemeinschaft fir Bereitstellung von Forschungsmitteln gedankt.

Beschreibung der Versuche

Die Messung der spezif. Drehung erfolgte mit einem ZeiB-Winkel-Kreispolarimeter 0.01°.
Die Schmelzpunkte wurden nicht korrigiert; Zersetzungspunkte wurden im Kupferblock
bestimmt. Die Schwefelbestimmungen wurden nach Schdniger19, Stickstoftanalysen nach
Kjeldahl in der Modifikation nach Parnas1? ausgetiihrt.

p-Leucin wurde durch enzymatische Spaltung mit Acylase 1'8) aus N-Acetyl-pir-leucin
hergestellt.

Bromwasserstoff in Eisessig wurde durch Einleiten von gereinigtem Bromwasserstoff in
anhydridfreien Eisessig gewonnen; das Reagenz war etwa 5.4 n.

7} M. Bodansky, Nature [London] 175, 685 (1955).

8) A. Schéberl, M. Rimpler und K. H. Magosch, Chem. Ber. 102, 1767 (1969).

9 M. Bergmann und L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 (1932).

10) J. L. Wood und V. du Vigneaud, J. biol. Chemistry 130, 109 (1939).

1) M. Bergmann, L. Zervas und L. Salzmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1288 (1933).

12) D. Ben-Ishai und A. Berger, J. org. Chemistry 17, 1564 (1952).

13) G. Losse, D. Zeidler und T. Grieshaber, Liebigs Ann. Chem. 715, 196 (1968).

14) J. C. Sheehan und P. G. Hess, J. Amer. chem. Soc. 77, 1067 (1955).

159 M. Bodansky und C. A. Birkhimer, Chimia [Aarau, Schweiz] 14, 368 (1960).

16} W. Schéniger, Mikrochim. Acta [Wien] 1955, 123.

17 J. K. Parnas, Z. analyt. Chem. 114, 261 (1938).

18) S. M. Birnbaum, L. Levintow, R. B. Kingsley und J. P. Greenstein, J. biol. Chemistry
194, 455 (1952).
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Alle N-Benzyloxycarbonyl-aminosiure-[ p-nitro-phenylester/ wurden nach Literaturan-
gaben19-29 synthetisiert. Ausbeuten, Eigenschalten, besonders die spezif. Drehungen ent-
sprachen den Erwartungen.

S-Benzyl-L-cystein-benzylester-hydrochlorid wurde nach Rimpler?®, das p-Cystein-Derivat
nach Schober! und Mitarbb.8) erhalten.

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der geschiitzten Dipeptide

S-Benzyl-cystein-benzylester-hydrochlorid wurde in reinem DMF mit der dquivalenten
Menge Tridthylamin 60 Min. geschiittelt. Yom Tridthylammoniumchlorid wurde abgesaugt,
das Filtrat mit einer L3sung von N-Benzyloxycarbonyl-rL-valin-] p-nitro-phenylesterj (10%,
UberschuB) in DMF versetzt und 48 Stdn. bei Raumtemp. gerithrt. Mit wiBrigem Athanol
wurde das Reaktionsprodukt ausgefilit. Umkristallisiert wurde aus Athanol.

N-Benzyloxycarbonyl-L-valyl-S-benzyl-1-cystein-benzylester: Aus 11.3 g (0.033 Mol) §-
Benzyl-t-cystein-benzylester-hydrochlorid, 3.37 g (0.033 Mol) Trigthylamin und 1348
(0.036 Mol) N-Benzyloxycurbonyi-L-valin-{ p-nitro-phenylester]; Ausb. 16.7 g (94 %), Schmp.
158°, {x]32: --29.5° (¢ = |; DME),

CypH1gN7OsS (534.7) Ber. N 5.24 §6.00 Gef. N 524 §5.98

N-Benzyloxycarbonyl- L-valyl-S-benzyl- p-cystein-benzylester: Aus 8.44 g (0.025 Mol) §-
Benzyl-p-cystein-benzylester-hydrochlorid, 2.52 g (0.025 Mol) Tridthylamin und 10.3 g (0.028
Mol) N-Benzyloxycarbonyl-1.-valin-[ p-nitro-phenylesterj; Ausb. 11.2 g (84%), Schmp. 158°,
[6]2: +304° (¢ = 1; DMF).

C30H34N205S (534.7) Ber. N 5.24 S$6.00 Gef. N 5.19 S$5.96

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der geschiitzten Tripeptide

Yom N-Benzyloxycarbonyl-dipeptid-benzylester wurde mittels Bromwasserstoff in Eisessig
bei Raumtemp. die N-Schutzgruppe abgespalten. Durch EingieBen in absol. Ather wurde das
Hydrobromid ausgefillt, abgesaugt, mit kaltem, absol. Ather gewaschen und i. Vak. iiber
CaCly; und KOH getrocknet.

Das Peptid-hydrobromid wurde in DMF durch Zusatz der entsprechenden Menge Tridthyl-
amin freigesetzt. Nach 60 Min. Rithren wurde das ausgefallene Tridthylammoniumbromid
abgesaugt und das Filtral mit N-Benzyloxycarbonyl-S-benzyl-b- bzw. -1.-cystein-{ p-nitro-
phenylester} 72 Stdn. bei Ranmtemp. geriihrt.

N-Benzyloxycarbonyl- S-benzyl- L-cysteinpl-1.- valyl-S-benzyl-1-cystein-benzylester: 13.3 g
(0.025 Mol) N-Benzyloxycarbonyl-i-valyl-S-benzyl-r-cystein-benzylester ergaben mit 60 ccm
Eisessig und 60 ccm Bromwasserstoff] Eisessig 11.5 g (0.024 Mol) Hydrobromid. Nach Frei-
sctzen mit 2.43 g (0.024 Mol) Tridthylamin in 60 ccm DMF wurde mit 12.2 g (0.026 Mol)
N-Benzyloxycarbonyl-S-benzyl-r-cystein-[ p-nitro-phenylesterJ in 40 ccm DMF gekuppelt. Mit
150 cem 20proz. Athanol wurde das Tripeptid ausgefillt. Aus Essigester/Petrolither Ausb.
16.2 g (94 %), Schmp. 153°, [¢]%: —40.0° (¢ = 2; DMF).

CspHysN306S; (727.9) Ber. N 5.78 $8.80 Gef. N 5.79 S8.77

N-Benzyloxycarbonyl-S-benzyl- p-cysteinyl- L-valyl- S-benzyl-D-cystein-benzylester: 5.35 g
(10 mMol) N-BenzyloxPcarbonyl-L-valyl-S-benzyl-p-cystein-benzylester wurden in 20 cem

19) J. E. Vaughan und J. A. Eichler, J. Amer. chem. Soc. 75, 5556 (1953).

200 B. Iselin, W. Rittel und R. Schwyzer, Helv, chim. Acta 40, 386 (1957).

210 M. Winitz, L. Block-Frankenthal, N. Izumia, S. M. Birnbaum, C.G. Baker und J. P.
Greenstein, J. Amer. chem. Soc. 78, 2423 (1956).

22) M. Bodansky und V. du Vigneaud, J. Amer. chem. Soc. 81, 5688 (1959).

23) C. R. Harington und T. H. Mead, Biochem. J. 30, 1598 (1936).

24) D. B. Hope, V. V. W. Murti und V. du Vigneaud, ). Amer. chem. Soc. 85, 3686 (1963).

251 M. Rimpler, Dissertat., Freie Univ. Beriin 1961,
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Eisessig mit 20 ccm Bromwasserstoff] Eisessig behandelt. 4.68 g (9.7 mMol) Hydrobromid in
20 ccm DMF wurden mit 980 mg (9.7 mMol) Tridthylamin in 3 ccm DMF freigesetzt und mit
4.97 g (10.7 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-S-benzyl-p-cystein-{p-nitro-phenylesterj in 15 ccm
DMF gekuppelt. Mit 30 ccm Wasser wurde das Reaktionsprodukt ausgefillt und aus Athanol
umKkristallisiert. Ausb. 6.3 g (89%,), Schmp. 134°, [a]}*: +40.5° (¢ == 2; DMF).
CaoH4sN106S2 (727.9) Ber. N 5.78 S8.80 Gef. N5.74 S 8.85

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der geschiitzten Tetrapeptide

Analog zur Synthese der Tripeptide wurden aus den N-Benzyloxycarbonyl-tripeptid-benzyl-
estern mit Bromwasserstoff in Eisessig bei Raumtemp. die Peptidhydrobromide erhalten. Diese
wurden durch Eingielen der Reaktionslosung in absol. Ather ausgefalit und i. Vak. iiber
CaCl; und KOH getrocknet. Nun wurde in DMF gelost, die eine Hilfte nach Freisetzen der
Aminogruppe mit Tridthylamin mit N-Benzyloxycarbonyl-r-isoleucin-{p-nitro-phenylester |,
die andere mit N-Benzyloxycarbonyl-p-leucin-[p-nitro-phenylester] versetzt. Nach 96 Stdn.
Riihren bei Raumtemp. wurden die Tetrapeptide isoliert.

N-Benzyloxycarbonyl-r-isoleucyl-S-benzyl-L-cysteinyl-1-valyl-S-benzyl-L-cystein-benzylester:
Aus 7.3 g (10 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-S-benzyl-L-cysteinyl-r-valvl-S-benzyl-1-cystein-
benzylester in 45 ccm Eisessig wurden mit 45 ccm Bromwasserstoff] Eisessig 5.1 g Peptid-hydro-
bromid synthetisiert. 2.55 g (3.8 mMol) davon in 8 ccm DMF wurden mit einer Losung von
384 mg (3.8 mMol) Tridthylamin in 2 ccm DMF 60 Min. geschiittelt und mit 1.62 g (4.18
mMol) N-Benzyloxycarbonyl-r-isoleucin-{ p-nitro-phenylester] in 8 ccm DMF umgesetzt.
Nach Fillen mit 25 ccm Wasser wurde aus Eisessig/Athanol umkristallisiert. Ausb. 2.4 g
(759%,), Zers.-P. 216°, [a)¥*: --79.0° (¢ == 1; Trifluoressigsidure).

Cy6HssN4O7S, (841.1) Ber. N 6.66 S7.63 Gef. N6.68 S7.59

N-Benzyloxycarbonyl- p-leucyl- S-benzyl- L-cysteinyl- L-valyl-S-benzyl-1-cystein-benzylester :
Eine Losung von 2.55 g (3.8 mMol) des vorstehend dargestellten Hydrobromids in 8 ccm
DMF setzten wir mit 384 mg (3.8 mMol) Tridthylamin in 2 ccm DMF und dann mit 1.62 g
(4.18 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-p-leucin-{p-nitro-phenylester] in 8 ccm DMF um. Das
Tetrapeptid wurde durch Zufiigen von 20 ccm Wasser ausgefillt und aus Eisessig /Athanol
umkristallisiert. Ausb. 2.14 g (679%;), Zers.-P. 173° (Substanz beginnt bei 162° zu erweichen),
[a]3?: -—32.0° (¢ == 1; DMF).

C46HssN4O4S, (841.1) Ber. N 6.66 S 7.63 Gef. N 6.64 S 7.62

N-Benzyloxycarbonyl-rL-isoleucyl-S-benzyl-n-cysteinyl-r-valyl-S-benzyl- np-cystein-benzylester:
3.64 & (5 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-S-benzyl-p-cysteinyl-L-valyl-S-benzyl- p-¢ystein-benzyl-
ester in 15ccm Eisessig lieferten mit 15cem Bromwasserstoff] Eisessig 3.1 g Hydrobromid.
1.55 g (2.3 mMol) davon in 5 ccm DMF versetzie man mit 232 mg (2.3 mMol) Tridthylamin
in 3 ccm DMF. Nach 60 Min. Schiitteln lieB man mit 980 mg (2.53 mMol) N-Benzyloxy-
carbonyl-L-isoleucin-{ p-nitro-phenylester] in 3 ccm DMF reagieren. Nach Fillen mit 20 ccm
50proz. Athano! aus Athanol Ausb. 1.34 g (69 %), Zers.-P. 148°, [«]3*: +41.0° (¢ = 1; DMF).

Ca6HseN4O7S; (841.1) Ber. N 6.66 S7.63 Gef. N 6.59 S 7.63

N-Benzyloxycarbonyl-p-leucyl- S-benzyl- p-cysteinyl-1-valyl-S-benzyl-p-cystein-benzylester:
1.55 g (2.3 mMol) des vorstehend gewonnenen Hydrobromids und 232 mg (2.3 mMol) Tridthyl-
amin wurden 60 Min. in 10 ccm DMF geschiittelt und anschlieBend mit 980 mg (2.53 mMol)
N-Benzyloxycarbonyl-p-leucin-{ p-nitro-phenylester ] in 5 ccm DMF umgesetzt. Mit 15 ccm
80proz. Athanol wurde das Peptid ausgefillt und aus Athanol/Wasser umkristallisiert. Ausb.
1.36 g (70%), Zers.-P. 182°, [a]%}: -+50.0° (¢ == 1; DMF).

CasHseN4O7S; (841.1) Ber. N 6.66 S 7.63 Gef. N 6.54 S 7.69
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung der geschiitzten Pentapeptide

Mit Bromwasserstoff in Eisessig wurde die Benzyloxycarbonylgruppe der N-Benzyloxy-
carbonyl-tetrapepiid-benzylester bei Raumtemp. unter FeuchtigkeitsausschluB abgespalten.
Nach EingieBen in absol. Ather und 12stdg. Stehenlassen im Kiihlschrank wurden die Hydro-
bromide abgesaugt und iiber CaCl, und KOH i. Vak. getrocknet. Anschliefiend lief man in
DMF mit der dquivalenten Menge Tridthylamin 60 Min. und dann mit den betreffenden
Nitrophenylestern 96 Stdn. bei Raumtemp. reagieren.

N-Benzyloxyearbonyl- p-leucyl- L-isoleucy!-S-benzyl- L-cysteinyl- L-valyl-S-benzyl-1.-cystein-
benzylester: 841 mg (1 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-isolencyl-S-benzyl-L-cysteinyl-L-valyl-
S-benzyl-L-cystein-benzylester in 10 com Eisessig und 10 ccm Bromwasserstoff] Eisessig ergaben
740 mg (0.94 mMol) Hydrobromid, das in 7 ccm DMF nach Behandeln mit 95 mg (0.94 mMol)
Tridthylamin mit 400 mg (1.03 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-n-leucin-{ p-nitro-phenylester ]
umgesetzt wurde. Durch Zugabe von 15 ccm Wasser wurde ausgefillt und aus Athanol/
Wasser umkristallisiert. Ausb. 645 mg (72%), Zets.-P.232-233", [a}if: --41.2° (¢ = I;

DME). Cs3Hg7NsOsS, (954.3) Ber. C 65.45 H 7.08 N 7.34 S 6.72
Gef. C66.16 H 691 NT.35 §6.74

N-Benzyloxycarbonyl-1.-isoleucyl- v-leucyl-S-benzyl-1.-cysteinyl-1-valyl-S-benzyl-1.-cystein-
benzylester: 1.26 g (1.5 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-p-leucyl-5-benzyl-1-cysteinyl-1-valyl-S-
benzyl-t-cystein-benzylester in 6 ccm Eisessig wurden mit 6 ccm Bromwasserstoff] Eisessig in
1.01 g (1.28 mMol) Hydrobromid ibergefihrt. In 10 ccm DMF wurde mit 129 mg (1.28 mMol)
Tridthylamin in 3 ccm DMF geschiittelt und mit 545 mg (1.41 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-1~
isoleucin-/ p-nitro-phenylester | versetzt. 50 cem Essigester fillten das Reaktionsprodukt, das
aus Eisessig/Athanol kristallisierte. Ausb. 1.13 g (84 %), Zers.-P. 1867, [w]3f: —29.2° (¢ = I;

DME). o M NsOgS, - 2H,0 (990.3) Ber. C 63.07 H 7.23 N 7.07 S 6.48
Gef. C63.41 H659 N7.31 S6.65

N-Benzyloxycarbonyl- p-leucyl- L-isoleucyl- S-benzyl-p-cysteinyl-L-valyl-S-benzyl- p-cystein-
benzylester: 841 mg (1 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-r-isoleucyl-S-benzyl-p-cysteinyl-L-valyl-
S-benzyl-p-cystein-benzylester in 5 ccm Fisessig lieferten mit 5 ccm Bromwasserstoff] Eisessig
733 mg (0.93 mMol) Hydrobromid. Dieses wurde mit 94 mg (0.93 mMol) Tridthylamin in
8 ccm DMF geschiittelt. Nach Umsetzung mit 394 mg (1.02 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-n-
leucin-{ p-nitro-phenylester] in 4 ccm DMF und FingieBen in 20 ccm Athanol fiel das Peptid
aus und wurde aus Eisessig/Athanol umkristallisiert, Ausb. 576 mg (65%), Zers.-P. 184°
(die Substanz beginnt bei 176" zu erweichen), [«]32: --56.0° (¢ == 1; DMPF).

CspHg7NsOgS, (954.3) Ber. C65.45 H7.08 N7.34 §6.72
Gef. C65.87 H6.99 N 7.37 $6.72

N-Benzyloxycarbonyl- 1.-isoleucy!- p-leucyl-S-benzyl-p-cysteinyl-1.-valyl-S-benzyl- p- cystein-
benzylester: 841 mg (1 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-p-leucyl-S-benzyl-p-cysteinyl-L-valyl-S-
benzyl-p-cystein-benzylester in 5 ccm Eisessig ergaben mit 3.5 ccm Bromwasserstofy] Eisessig
771 mg (0.98 mMol) Hydrobromid. Das daraus mit 99 mg (0.98 mMol) Tridthylamin in 5 cem
DMF zugingliche freie Peptid kuppelte mit 417 mg (1.08 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-L-
isoleucin-[ p-nitro-phenylester] in 2 ccm DMF. Mit 20 ccm 75proz. Athanol fillte man das
Peptid aus und kristallisierte aus Eisessig/Athahol um. Ausb. 635 mg (68 %), Zers.-P. 186°
(die Substanz beginnt bei 179° zu erweichen), [x]25: +42.0° (¢ = 1; DMF).

Cs53He7N5035S2-2H,0 (990.3) Ber. C 63.07 H7.23 N 7.07 S 6.48
Gef. C63.12 H6.79 N 7.43 §6.73
[70/70]





