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Malformin ist ein aus Leucin, Isoleucin, Valin und Cystin aufgebautes cyclisches Pentapeptid
mit Disulfidstruktur. Zum Strukturbeweis wurden aus homomeren, homodeten Peptiden
(5a-—8a) Bis-thiol-peptide (Sb—8b) synthetisiert, die in Disulfid-Strukturen (1—4) Uber-
gefithrt wurden. Durch Vergleich der biologischen Aktivititen wurde bewiesen, dafl dem
Malformin die Primirstruktur cyclo-S.8’-Dehydro-p-leucyl-L-isoleucyl-p-cysteinyl-L-valyl-
p-cysteinyl (1) zuzuschreiben ist.

On the Structure of Malformin, TITV

Syntheses of Malformin and Related Analogues

Malformin, a cyclic pentapeptide containing leucine, isoleucine, valine and cystin, has a di-
sulfide structure. For proof of its structure, bisthiol peptides (§h—8b) have been synthesized
from homomeric, homodetic peptides (5a — 8a) and changed to disulfides (1, 2, 3, 4). By
comparing biological activities it was demonstrated that malformin has the primary structure
cvelo-S,S -dehydro-p-leucyl-L-isoleucyl-p-cysteinyl-L.-valyl-p-cysteinyl (1).

Curtis? fand 1958, daB Kulturfiltrate des Pilzes Aspergillus niger bei hdheren Pflan-
zen MiBbildungen verursachten und wies nach, daB eine Malformin¥ genannte
Substanz die Ursache dafiir war.

Aus Kulturfiltrat isoliertes Malformin4 enthielt keine sauren oder basischen Grup-
pen und zeigte neutrales Verhalten bei der Elektrophorese. Nach Hydrolyse wurden
L-Valin, p-Leucin, L-Isoleucin und D-Cystin als Aminosdurebausteine bestimmt. Aus
diesen Befunden und dem negativen Ninhydrintest formulierten Marume und Curtis5
fiir das Malformin folgende cyclische Struktur:
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*) Um die Sulfid- bzw. Disulfidbriicken deutlicher hervortreten zu lassen, wird in dieser
Arbeit der Cystein-Rest mit Cys (statt Cys, wic die [UPAC-Regeln es eigentlich verfangen)
abgekiirzt. IS B f

1 1L Mitteil.: 4. Schoberl, M. Rimpler und E. Clauf, Liebigs Ann. Chem., im Druck.
2) R. W. Curtis, Plant Physiol. 33, 17 (1958).

3} R. W. Curtis, Plant Physiol. 33, XXX1 (1958).

4) N, Takahashi und R. W. Curtis, Plant Physiol. 36, 30 (1961).

5) 8. Marumo und R. W. Curtis, Phytochemistry 1, 245 (1961).
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Offen blieben die Bindungsverhiltnisse am Schwefel. Versuche, Thiol- oder Di-
sulfidgruppen nachzuweisen, lieferten keine eindeutigen Aussagen, so dall auch eine
Thiazolinstruktur vorgeschlagen wurde, die jedoch nicht die 5 Aquivalente N-ge-
bundenen Wasserstofl erkliren konnte.

Als Hinweis aul das Vorliegen einer Disulfidbindung werteten Anzai und Curtis®
den Befund, daB aus Malformin durch Reduktion zugingliches Bis-thiol-malformin
mittels Jod in Dimethylsulfoxid wieder in biologisch aktives Malformin umgewandelt
werden konnte. Unter Einbeziehung einer Disulfidstruktur formulierten sie folgende
verschiedene Stereoisomere fiir das Malformin:
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Zum Strukturbeweis versuchten Iseno und Curtis?’ Malformin zu synthetisieren
und mit natiirlichem Material zu vergleichen, jedoch zrwiesen sich ihre Synthese-
produkte im biologischen Test als inaktiv.

Diese Situation veranlaBite erneut Untersuchungen, die Primirstruktur des Mal-
formins durch Synthese zu beweisen.

Neben der von Marumo und Curtis> dem Malformin zugeschriebenen Struktur (1)
sollte zum Vergleich ein auf die Peptidbindung bezogenes Spiegelbildisomeres (2)
sowie die entspr. Verbindungen mit 1-Cystinresten (3 und 4) synthetisiert$) werden,

D—(,?ys*Val»D—Ll’:ys D-(Iiys «Val«D-Cys
1 S— 3 5= 2
Ile€—— D-L.eu [l¢ ———=>n_-Leu
cyclo-8.8'-Dehydro-D- leucyl - L-isoleucyl - cyclo-8.8'-Dehydro-L-isoleucyl-p-leucyl-
p-cysteinyl-L-valyl-p-cysteinyl pD-cysteinyl-L-valyl-p-cysteinyl
(,Jys*Val ~Cys (l,‘yse\’ah—Ll‘_ys
1
3 §rm———5 S——3 4
Ilee——D-Leu Ile —=n-Leu
cyclo-8.8'-Dehydro-p-leucyl-L-isoleucyl- cyclo-8.8'-Dehydro- L-isoleucyl-D-leucyl-
L-cysteinyl-L-valyl-L-cysteinyl L-cysteinyl-L-valyl- L-cysteinyl

6) K. Anzai und R. W. Curtis, Phytochemistry 4, 263 (1965).

7 K. Isono und R. W. Curtis, Phytochemistry 3, 277 (1964).

8) Die Nomenklatur der cyclischen Cystinpeptide richtet sich nach einem Vorschlag von
D. G. Large, H. N. Rydon und J. A. Schofield, J. chem. Soc. [London] 1961, 1749.
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Solche unsymmetrisch substituierten Disulfidpeptide lassen sich auf verschiedene
Weise synthetisieren. Beispielsweise konnen von Cystinderivaten® ausgehend durch
Kuppeln mit Aminosiuren bzw. Peptidketten bestimmte unsymmetrische Disulfide10.11)
erhalten werden.

Fiir die angestrebten Peptide schied diesc Reaktion jedoch aus, da schon Schutz-
gruppen- und Aktivierungsprobleme eine razemisierungsfreie Synthese in Frage ge-
stellt hiitten. Als zusitzliche Schwierigkeit konnen hier bei der Abspaltung von Schutz-
gruppen oder der Darstellung aktivierter Zwischenstufen Disulfid-Austausch-Reak-
tionen stattfinden. Diese von Ryfe und Sanger1? sowie Schéber! und Grifje!3 an ge-
mischten Disulfiden beobachtete Disproportionierung kann zu einer Verminderung
der Ausbeute an unsymmetrischem Disuifid fithren. Ein anderer Weg ist die Umsetzung
von Bunte-Salzen mit Mercaptanen 41316 was Katsoyannis und Mitarbb.l7? zur
Vereinigung der A- und B-Ketten des Insulins ausnutzten.

Zum Strukturbeweis des Malformins wurds zunichst schrittweisz vom C-terminalen
Ende her ein offenkettiges Peptid synthetisiert!8). Als endstindige Aminosdure
wurde nach Voruntersuchungen n-Cystein 9 in geschiitzter Form eingesetzt. Aus den
linearen Peptiden lieBen sich nach Abspaltung der beiden endstindigen Schutzgrup-
pen durch Cyclisierung mittels Dicyclohexylcarbodiimid/N-Hydroxy-succinimid be-
stimmte homomere, homodete Cyclopeptide (5a-—8a) ) erhalten.

Letztere unterscheiden sich von den gesuchten Cystinpeptiden (1-—4) nur noch durch
das Fehlen der Disulfidbriicke. Dieses fiir das Malformin besonders wichtige Struktur-
merkmal wurde nach Abspaltung der beiden S-Benzyl-Schutzgruppen durch Oxydation
des erhaltenen Bis-thiols eingefiihrt,

Disulfidbindungen lassen sich beispielsweise mit Luft, Wasserstoffperoxid, Kalium-
hexacyanoferrat(Ill) oder Jod 20 erzeugen. Eine Variante der Jod-Oxydation ist das
Verfahren von Weygand und Zumach?D, die erstmals zur Synthese gemischter Di-
sulfide aus Thiolen ein vicinales Dihalogenid einsetzten. Diese Reaktion lduft unter
Bedingungen ab, die einen Disulfidaustausch nicht begiinstigen. Da sowohl die Los-
lichkeit aller Reaktanten als auch das Oxydationspotential zur Synthese von Disulfid-
strukturen zu beriicksichtigen sind, schien fiir die angestrebten speziellen Cystin-
peptide (1 —4) besonders die letzte Variante brauchbar. Zunichst wurden die beiden

9) E. Fischer und O. Gerngross, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 1485 {1909).

10} L, Zervas, L. Benoiton, E. Weiss, M. Winitz und J. P. Greenstein, J. Amer. chem. Soc. 81,
1729 (1959).

11) H. N. Rydon und F. O. dos Serrao, J. chem. Soc. [London] 1964, 3638.

12) A, P. Ryle und F. Sanger, Biochem. J. 60, 535 (1955).

13) A. Schoberl und H. Grifje, Liebigs Ann. Chem. 617, 71 (1958).

14 H, B, Footner und S. B. Smiles, ). chem. Soc. [London] 1925, 2887.

15) 4. Schober! und G. Bauer, Angew. Chem. 69, 478 (1957).

16) J, M. Swan, Nature [London] 180, 643 (1957).

1M P. G. Katsoyannis, K. Fukuda, A. Tometsko, K. Suzuki und M. Tilak, J. Arer. chem. Soc.
86, 930 (1964).

18) A, Schiberl, M. Rimpler und E. Clauft, Chem. Ber. 103, 2252 (1970).

19) A Schiberl, M. Rimpler und K.-H. Magosch, Chem. Ber. 102, 1767 (1969).

20) A, Schoberl und A. Wagner in Methoden der organischen Chemie (Houben-Weyl-
Miiller), Band 1X, S. 591f., Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1955.

21) F., Weygand und G. Zumach, Z. Naturforsch. 17b, 807 (1962).
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S-Schutzgruppen in 5a—8a mit Natrium in fliissigem Ammoniak 22} abgespalten,
wobei Bis-thiole (3b—8b) anfielen. Es war dies ohne eine gelegentlich beobachtete
Entschwefelung2® oder eine Spaltung von Peptidbindungen 29 méglich.

SIER S'R SIR ?R
rD—Leu-Ile-D—Cys*Val-D>Cys—-1 [—Ile-D-Leu-D-Cys-Val-D-Cys:]
R
Sa,b 6a, b
a | Bzl
b|H

SIR EliR 5'5R SIR
rD-Leu*lle-Cys-VaI‘Cys—l rlle'l)-*Leu*Cys-Val'Cys—]
7a,b 8.,b
In Anlehnung an idhnliche Namensbildungen - Cystein-Cystin, Oxytocein-

Oxytocin, Keratein-Keratin2% — wird fiir das Bis-thiol des Malformins (5b) die Ab-
kiirzung Malformein vorgeschlagen. Das Malformein (5b) wurde schlieBlich wie seine
anderen Analoga (6b—8b) in Dimethylformamid/Methanol mit 1.2-Dijod-dthan2!.26)
zum Disulfid oxydiert (1 —4).

1{»(')}’S—Val-(l,‘y5'l{‘ R'(I)ys-Val-(lJys—R' — R‘(Fys-Val‘(%ys*R'
5 5 “ SH SII > 5 8
i 1 s
R-Cys-Val-Cys-R' R'(!lys"\fal-(liys{{' R-Cys-Val-Cys-R
§—5
9 10 11

Zur Vermeidung von Dimeren (9, 11) oder Polymeren durch intermolekulare
Oxydation wurde bei ausreichenden Verdiinnungen gearbeitet. Durch Gelfiltration
iiber eine Sephadex LH-20-Siule konnten anschlieBend alle Cystinpeptide gereinigt
werden.

Zur Charakterisierung wurde neben der Aminosdureanalyse der Disulfidgebalt
nach Hydrolyse photometrisch nach Folin und Marenzi2? in der Ausfiihrung nach
Schoberl und Rambacher2® bestimmt. Eine Molekulargewichtsbestimmung bewies
die monomere Natur des isolierten Cystinpeptids. Biologische Aktivitdtsbestimmun-
gen ergaben, daB von den verschiedenen Moglichkeiten 1--4 dem Malformin die

22} R, H. Sifferd und V. du Vigneaud, J. biol. Chemistry 108, 753 (1935).

23) P. G. Katsoyannis, Amer, J. Med. 40, 652 (1966).

24) W, F. Benisek und R. D. Cole, Biochem, biophysic. Res. Commun. 20, 655 (1965).

25) Nach einem Vorschlag von A. Schéberl, Angew. Chem. 70, 646 (1958), wird reduziertes
Haar-Keratin als Keratein bezeichnet.

26) [, Photaki, J. Amer. chem. Soc. 88, 2292 (1966).

27) Q. Folin und A. D. Marenzi, J. biol. Chemistry 83, 103 (1929).

28) A. Schoberl und P. Rambacher, Biochem. Z, 295, 377 (1938).
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Struktur 1 zuzuordnen war. Nur dieses Analogon, cyclo-S.S’-Dehydro-p-leucyl-L-
isoleucyl-p-cysteinyl-L-valyl-p-cysteinyl, zeigte bei einer Konzentration von 0.05
mg/cem im ,,corn root test* und im Bohnentest29) 909, Miflbildungen, die denen
des natiirlichen Malformins glichen. Damit kann die Primarstruktur des Malformins
als bewiesen gelten.

Dem Fonds der Chemischen Industrie, der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der
Stiftung Volkswagenwerk haben wir firr die Bereitstellung von Forschungsmitteln sehr zu
danken.

Beschreibung der Versuche

Schwefel wurde nach Schdniger, Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Die Kohlenstoff- und
Wasserstoffbestimmungen fiihrte das mikroanalytische Laboratorium Alfred Bernhardt,
Elbach iiber Engelskirchen, durch. Zur Aminosiure-Analyse wurde eine Trennapparatur der
Firma Bender und Hobein, Miinchen, benutzt. Schmelzpunkte sind nicht korrigiert; Zer-
setzungspunkte wurden im Kupferblock bestimmt. Die Messung der optischen Drehung er-
folgte mit einem ZeiB-Winkel-Kreis-Polarimeter, Genauigkeit 0.01°. Die Molekulargewichte
wurden mit einem Dampfdruck-Osmometer der Firma Knauer, Berlin, ermittelt. Die Eichung
erfolgte mit Benzil; als Losungsmittel diente Dimethylformamid bei 90°. Trifluoressigsdure ==
TFE.

cyclo-S.8-Dehydro- p-leucyl-1-isoleucyl- n-cysteinyl-1.-valyl- p-cysteinyl (1): Zur Abspaltung
der beiden S-Benzyl-Schutzgruppen ldste man 80 mg (0.11 mMol) staubfeines, trockenes
cyclo-p-Leucyl-1-isoleucyl-S-benzyl- p-cysieinyl- L-valyl-§-benzyl-p-cysteinyl{ 5a)D in 200 ccm
iiber Natrium dest. Ammoniak3® und fiigte bei —33.4° (Sdp.) so lange Narrium3D hinzu, bis
die entstandene Blaufiarbung etwa 60 Sec. bestehen blieb. Diese wurde durch Zugabe von
110 mg Ammoniumtrifluoracetat3?) zerstort. Nach Verdampfen des Ammoniaks wurde das
erhaltene Bis-thiol 5b i. Vak. iiber Schwefelsiiure getrocknet und von Ammoniakspuren
befreit. Dann wurde in 100 ccm entliiftetem DMF geldst und diese Losung gleichzeitig mit
einer Losung von 35.7 mg (0.127 mMol) frisch umkristallisiertem 1.2-Dijod-édthan in 100 ccm
absol. Methanol unter Stickstoff in 400 ccm entliiftetes DMF/Methanol (3 : 1) getropft. Nach
einstdg. Rilhren bei Raumtemp. wurde das Losungsmittel bei 20” bis auf etwa 3 ccm ver-
dampft, und durch EingieBen in 30 ccm 20proz. Athanol 1 gefillt. Nach Kiihlen iiber Nacht
zentrifugierte man ab und trocknete i. Vak. iiber P;Os. Ausb. 40 mg (65 %;).

Zur Feinreinigung wurde eine filtrierte Lésung von 40 mg Rohprodukt in 6 ccm DME/
Athanol (1:2) aut eine Sephadex LH-20-Sdule (25 x 1000 mm) gegeben und mit DMF/
Athanol (1 ; 2) eluiert. Es wurden 65 Fraktionen gesammelt, deren photometrische Auswertung
mit dem Folin-Ciocalteu-Reagenz nach Lowry und Mitarbb.3¥ erfolgte. Nach der Gelfiltra-

29) Die Versuche wurden freundlicherweise im Laboratorium von Prof. R. W. Curtis, Purdue

University, Lafayette, Indiana/USA, ausgefiihrt, wofiir auch an dieser Stelle herzlich

gedankt sei; Brief vom 16. 6. 1969.

Fiir die laufende Unterstiitzung mit Trockeneis wird der Firma Kali-Chemie AG, Haupt-

verwaltung Hannover, besonders gedankt.

Die genaue Dosierung des Natriums erfolgte durch Eintupfen einer mit Natrium gefiillten

kalibrierten Kapillare in das Ammoniak.

Hergestellt aus Ammoniak und Trifluoressigsdure, Schmp. 125° (Lit.: 129—130°; 4. Ya.

Yakubovich, E. L. Zaitseva, R. M. Gitina, V. P. Bazov, 1. M. Filatowa und G. I. Braz,

Chem. J. Ser. A., J. allg. Chem. (russ.) 36, 862 (1966), C. A. 65, 12205d (1966)).

3 0. ?1 Lowry, N.J. Rosebrough, A. L. Farr und R. J. Randall, J. biol. Chemistry 193, 265
(1951).
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tionskurve (ein ausgepragtes Maximum) wurden die peptidhaltigen Fraktionen vereinigt und
im Vakuumrotationsverdampfer bis zur Entfernung der organischen Losungsmittel einge-
dampft. Mit Wasser wurde das Cystinpeptid ausgefillt und zur Isolierung gefriergetrocknet.
Man erhielt 15 mg cines staubfeinen, farblosen Pulvers. Zers.-P. iiber 300°. [x]%*: +58.6°
(¢ = 0.5; DMF). Massenspektroskopische Untersuchungen3® waren infolge der schweren
Verdampfbarkeit der Substanz nicht moglich.
CyH1oNs0sS5 -1 Hy0 (547.8)39  Ber. €50.43 H 7.55 N 1279 S11.71
Gef. C50.29 H 7.45 N 12.48 S 11.89 Mol.-Gew. 566

Aminosiureanalyse36) (Molverhiltnisse): Cystinhalbreste (2.0) : Valin (1.0) : Leucin (1.0):
Isoleucin (1.0).

Photometrische Cystinbestimmung?®: Cystin-Standardlésung fiir Eichkurve: Man l8ste
250 mg r-Cystin in 50 ccm 15proz. Schwefelsdure, versetzte mit 150 ccom 27 NaOQ H und fiillte
mit Wasser auf 250 ccm auf. Aliquote Teile (0.1--0.5 cem) davon wurden in 25-ccm-MeB3-
kélbchen mit 6 ccm Acetatpuffer pH 5.2 versetzt und auf 25° temperiert. Nun fiigle man 2 ccm
einer frisch bereiteten 25 proz. Natriumsulfit-Lésung und nach 10 Min. 2 cem Folin-Reagenz-
[Gsung hinzu. Nach 30 Min. wurde mit Acetatpuffer pH 5.2 aufgefiillt und die Extinktion bei
578 nm. bestimmt.

3.125 mg Peptid wurden mit 0.6 ccm 6n Schwefelsdure p. a. und 2.4 ccm konz. Salzsdure
p. a.in einem kleinen Bombenrohr durch Erhitzen etwa auf die Hiifte eingeengi. Es war
darauf zu achten, dall keinesfalls zu stark konzentriert wurde.

Dreimalige Wiederholung dieses Verfahrens unter jeweiliger Zugabe von konz. Salzsiure
lieferte zuletzt eine klare Losung, dic noch mit 3 ccm 5.3 # HCI versetzt wurde. Nach Ein-
frieren schmolz man i. Vak. ab und hydrolysicrte 20 Stdn. bei 115°. AnschlieBend wurde
i. Vak. eingedampft und der Riickstand in 5 ccm Putterlosung pH 2.2 gelost. 1 ¢ccm diente zur
Cystinbestimmung: gef. Extinktion 0.396 == 0,273 mg Cystin, entsprechend 101.5%,.

Biologische Aktivitdtsbestimmung: Im corn-root-Test 29 wurden jeweils 30 Keimlinge ein-
gesetzt. BEs wurden MiBbildungen beobachtet, die fiir natiirliches Malformin charakteristisch
sind. Die Abhingigkeit der Wachstumsanomalien von der Peptidkonzentration gibt folgende
Tabelle:

Konzentration Zahl der Keimlinge
mglcem mit Miflbildungen
5-1072 27
5-10 3 17
5-104 [l
5-10 % 5

Zur Sicherung dicser Befunde wurde auch der Bohnentest2? durchgefiihrt.

cyclo-S.5'-Dehydro-L-isoleucyl- p-leucyl-v-cysteinyl-r-valvl-p-cysteinyl 12): Aus 73 mg (0.1
mMol) cyclo-L-Isoleucyl- p-leucyl-S-benzyl- p-cysteinyl-rL-valyl-S-benzyl-p-cysteinyl (6a)) wur-
den in 200 ccm N Hj dic S-Schutzgruppen, wie bei 1 beschrieben, mit Narrium entferat (100 mg

34) Fiir die Aufnahme der Spektren wird Herrn Prof. Dr. H. H. Inhoffen und Herrn Dr. H.
Budzikiewicz, Technische Universitit Braunschweig, gedankt.

35) Die Analysenwerte sprechen dafiir, daBl in manchen Peptiden noch Kristallwasser ent-
halten ist. Eine direkte Bestimmung wurde nicht vorgenommen.

36) Die Hydrolyse erforderte spezielle Bedingungen und ist spiter bei der Cystinbestimmung
beschrieben. Nachtriglich wurde gefunden, dafi auch mittels HCI/Eisessig hydrolysiert
werden kann.
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Ammoniomtrifiuoracetat). Das Bis-thiol-peptid 6b wurde diesmal mit 32.4 mg (0.115 mMol)
1.2-Dijod-dithar in 100 ccm absol. Methano! oxydiert und die Losungsmittel wie oben ent-
fernt. Das Cystinpeptid lie} sich mit Wasser ausfdllen und nach Kiihlen im Eisschrank ab-
zentrifugieren. Ausb. 33.4 mg (61°%,). Nach Feinreinigung und Gefriertrocknung 11 mg,
Zers.-P. iiber 300°, [o}3¢: -~43.2° (¢ = 0.25; TFE).
C53H1gN5058, -1 H,O (547.8)3% Ber. C50.43 H 7.55 N 12,79 S11.7L
Gef. C50.71 H7.09 N 12.39 S11.48

Aminosiurcanalyse (Molverhiltnisse): Cystinhalbreste (2.0): Valin (1.0): Leucin (1.0}:
Isoleucin (1.0).

Cystinbestimmmung: Hydrolyseneinwaage 3.121 mg; Verfahren wie vorher. Gef. Extinktion
0.402 = 0.278 mg Cystin, entsprechend 101.29.

cyclo-S.8-Dehydro-p-leucyl-r-isoleucyl- L-cysteinyl-v-valyl-L-cysteinyl  (3): In 300 ccm
dest. Ammoniak wurden die Schutzgruppen von 178 mg (0.25 mMol) cyclo-p-Leucyl-i-iso-
leucyl-S-benzyl-i~cysteinyl-L-valy(-S-benzyl-c-cysteinyl (7a)1) abgespalten. Nach Zugabe von
250 mg Ammoniumtrifivoracetat wurde alles NHj entfernt. Mit 78 mg (0.277 mMol) [.2-
Dijod-~dthan in 100 ccm absol. Methanol wurde das in 100 ccm DMF geloste Bis-thiol 7b
unter gieichzeitigem Eintropfen in 400 ccm DMF/absol. Methano! (3 : 1) oxydiert. Man rithrte
noch 1 Stde. bei Raumtemp., engte bis auf 2.5 ¢cm ein und fallte das Cystinpeptid durch Ein-
giefen in 30 ccm 20proz. Athanol aus. Es wurde 12 Stdn. im Kiithlschrank belassen, abzentri-
fugiert und i. Vak. iiber P>O5 getrocknet. Ausb. 110 mg (85 %,). Feinreinigung iiber die Sepha-
dex LH-20-Siule und anschlieBende Lyophilisierung ergaben 35 mg farbloses, stanbfeines
Produkt. Zers.-P. {iber 300°, [a]3}: —24.8° (¢ = 0.5; DMF).
C3H30N5058; -1 HyO (547.8)39  Ber. € 50.43 H 7.55 N 12.79 S11.71
Gef. € 50.59 H 7.55 N 1242 S11.37
Aminosdureanalyse (Molverhilinisse): Cystinhalbreste (2.0): Valin (1.0): Leucin (1.0):
I1soleucin (1.0).

Cystinbestimmung: Hydrolysencinwaage 3.083 mg; Verfahren wie vorher. Gef. Extinktion
(.396 == 0.273 mg Cystin, entsprechend 101.0%,. :

cyclo-S.8'-Dehydra-1-isoleucyl- p-leucyl- L-cysteinyl-L-valvl-t-cysteiny! (4): 100 mg (0.137
mMol) cvelo-i-Isoleucyl-p-leucyl-S-benzyl-1-cysteinyl-1-valyl-S-benzyl-L-cysteinyl (8a)1 in
300 ccm Ammoniak wurden mit Natrium behandelt und die Blaufarbung mit 140 mg Am-
moniumtrifluoracetat entfernt. Nach Trocknung i. Vak. iiber Schwefelsiiure wurde das Bis-
thiol 8b mit 44.5 mg (0.158 mMol) 1.2-Dijod-iithan zum Disulfid oxydiert und wie vorher auf-
gearbeitet. Das mit 20 ccm Wasser gefillte Cystinpeptid wurde einige Zeit im Kithischrank
belassen, abzentrifugiert und i. Vak. iiber P,Os getrocknet. Ausb. 52.5 mg (709). Nach er-
folgter Feinreinigung iiber eine Sephadex LH-20-Sdule wurden 13 mg Gefriergut erhalten.
Zers.-P. iiber 300°, [«13f: —98.0° (¢ = 0.25; TFE).

Cy3H39N50585 -1 HyO (547.8)35) Ber. C50.43 H 7.55 N 12.79 §11.71
Gel. C50.19 H 7.42 N 12,37 S11.32

Aminosiureanalyse (Molverhiltnisse): Cystinhalbreste (2.0): Valin (1.0): Leucin (1.0):

Isoleucin (1.0).

Cystinbestimmung: Hydrolysencinwaage 3.132 mg; Verfahren wie vorher. Gef. Extinktion
0.393 = 0.268 mg Cystin, entsprechend 97.5%;,.
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