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The synthesis and properties of the protected peptide Boc-His(Boc)-Cys(X)-Val-OH (ONP)
[X = tert-butylmercapto, p-methoxybenzyl, tetrahydropyranyl-(2)] are described. This peptide is a
fragment of an active center sequence of the streptococcal proteinase (EC 3.4.22.10) containing the

essential SH group of the enzyme.

Im Rahmen unserer Modelluntersuchungen zum
molekularen Mechanismus der Enzymkatalyse, die
sich u. a. mit dem Einflul von Nachbargruppeneffek-
ten auf die nucleophile Reaktivitdt von SH-Gruppen
befassen 176, haben wir die Synthese einer Partial-
sequenz der Streptokokken-Proteinase begonnen, die
die essentielle SH-Gruppe des Enzyms, sowie einen
wahrscheinlich ebenfalls an der Katalyse beteilig-
ten Histidinrest enthélt?. Diese Sequenz bildet ein
Bindeglied zwischen den bisher untersuchten nieder-
molekularen Imidazol/SH-Verbindungen und jenen
Enzymen, von denen aufgrund mechanistischer Stu-
dien angenommen wird, daf} sie eine SH-Gruppe
und einen Imidazolrest im aktiven Zentrum enthal-
ten.

Dariiberhinaus dient uns die Partialsequenz als
Modellfall fiir einen direkten Vergleich der Festkor-
persynthese nach Merrifield, der Fragmentkonden-
sation von Teilpeptiden an festen Tridgern sowie der
klassischen Fragmentkondensation in Losung.

Unsere bisherigen Versuche zur Synthese der
Partialsequenz fithrten zu einer Reihe von Fragmen-
ten, die die gesamte aus 27 Aminoséduren bestehende
Sequenz

Val-Lys-Pro-Gly-Glu-Gln-Ser-Phe-Val-Gly-Gln-Ala-
1

10
Ala-Thr-Gly-His-Cys-Val-Ala-Thr-Ala-Thr-Ala-Gln-
20
Ile-Met-Lys
27

umfassen, deren Verkniipfung zum angestrebten

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. Fr. Schneider,
Physiologisch-Chemisches Institut der Universitdt, D-3550
Marburg, Lahnberge.

Endprodukt aber an Léslichkeitsschwierigkeiten
scheiterte 712, Wir haben daher die Strategie der
Synthese im Hinblick auf die Art und Linge der
Fragmente modifiziert '* und berichten in der vor-
liegenden Arbeit tiber die Synthese des geschiitzten
Peptids Boc-His (Boc)-Cys(X)-Val-OH (ONP), die
auf verschiedenen Wegen und unter Verwendung
verschiedener Schwefelschutzgruppen durchgefiihrt
wurde 3. Fiir die neue Strategie, die zur Synthese
eines geschiitzten Tricosapeptids fithrte (s. folgende
Mitteilungen und l.c. 13) bildet dieses Tripeptid, das
die essentielle SH-Gruppe des Enzyms enthilt, ein
wichtiges Teilstiick. Die besondere Problematik die-
ses Teilstlicks ergibt sich aus der Wahl der SH-
Schutzgruppe, eine fiir den Aufbau der gesamten
Partialsequenz wichtige Frage.

Die in der VIII. Mitteilung beschriebene Synthese
eines Tricosapeptids stellt einen ersten Teilerfolg
auf dem Wege zu der aus 27 Aminosduren be-
stehenden Sequenz dar, die uns bisher aber noch
nicht gelungen ist.

Synthese des Fragments His-Cys-Val

Die Synthese des geschiitzten Tripeptids wurde
auf zwel verschiedenen Wegen und unter Verwen-
dung des tert-Butylmercapto 1%-, p-Methoxybenzyl 1-

Abkiirzungen: Boc, tert-Butyloxycarbonyl; DCCI, Dicyclo-
hexylcarbodiimid; DCH, Dicyclohexylharnstoff; DC,
Diinnschichtchromatogramm; DMF, Dimethylformamid;
HBT, 1-Hydroxybenzotriazol; MBzl, p-Methoxybenzyl;
NMM, N-Methylmorpholin; ONp, p-Nitrophenylester;
OSu, N-Hydroxysuccinimidester; S-t-Bu, terz-Butylmer-
capto; Thp, Tetrahydropyranyl-(2); THF, Tetrahydro-
furan; TAA, Triithylamin.
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und Tetrahydropyranyl-(2)-restes 16 als Schwefel-
schutzgruppen durchgefiihrt. Einzelheiten des Vor-
gehens sind aus den beiden Syntheseschemata ersicht-
lich.

His Cys Val
-t-Bu
Boc—40Np
(OSu)
Thp
Boc—AONp
(OSu)
S-t-Bu
Boc—{/ThP) OH
S-t-Bu
Boc
Boc—~ONp {Thp) OH
Boc S-t-Bu
Boc (Thp) OH
Bo S-rtl- Bu
c
Boc: iThpl Np
Syntheseschema 1
His Cys Val
X
Boc—£ —oNp
X
Boc DCCI/CHCI Np
Boc X
Boc -ONp
Boc / X
Bog DCCI/CHCl3 ONp

X=S-t-Bu, Thp,MBzl
Syntheseschema 2

Die Wahl der Schwefelschutzgruppe erfolgte ein-
mal unter dem Gesichtspunkt der unterschiedlichen
Abspaltbarkeit (acidolytisch, reduktiv), zum ande-
ren in der Absicht, eventuell auftretende Loslich-
keitsschwierigkeiten in spiteren Stadien der Syn-
these durch Wechsel der S-Schutzgruppe giinstig be-
einflussen zu konnen. Als besonders vorteilhaft er-
wies sich der Start der Synthese mit Valin-p-nitro-
phenylester und nachfolgende Kniipfung der Peptid-
bindungen in Chloroform mit DCCI (Schema 2).
Der Schutz des Carboxylendes als aktiver Ester und
die Kupplung mit DCCI erméglichen eine rationelle
Synthese des geschiitzten und zugleich aktivierten
Tripeptids in hoher Ausbeute und Reinheit, so daf}
dieser Syntheseweg die Methode der Wahl darstellt.
Als Histidinderivat hat sich der Bis-Boc-histidin-p-
nitrophenylester 17 bei beiden Synthesen sehr be-
wihrt. Die verschiedenen Schwefelschutzgruppen
fiihrten im Syntheseweg 2 zu gut handhabbaren
und kristallisierbaren Zwischen- und Endprodukten,
withrend bei Syntheseweg 1 schon ein Vergleich der
Endausbeuten den deutlich schlechteren Verlauf der
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Synthese erkennen lift: Boc-Hic(Boc)-Cys(Thp)-
Val-ONp 3% nach Schema 1, 42% nach 2; Boc-
His (Boc) -Cys (S-t-Bu)-Val-ONp 14% nach Schema 1,
60% nach 2 (Ausbeute bezogen auf die erste Amino-
sdure). Bei Priifung der Frage, ob auch am Schwe-
fel geschiitzte Cystein-p-nitrophenylester als carb-
oxylendstandige Derivate bei Peptidsynthesen ver-
wendbar sind, zeigte sich, daf} bei der acidolytischen
Abspaltung der Aminoschutzgruppe des Boc-Cys-
(MBIz)-ONp, Boc-Cys (Thp)-ONp, Boc-Cys (S-t-Bu) -
ONp und (Boc-Cys-ONp), unabhingig von der
Wahl des Schwefelschutzes eine bis zu 50-prozentige
Spaltung des p-Nitrophenylesters eintrat, eine Ne-
benreaktion, die bei anderen Aminosiuren nur in
unerheblichem Ausmal auftrat 8.

Beschreibung der Versuche

Allgemeines

Die angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf das
gereinigte Produkt mit den angegebenen physikali-
schen Daten. Die Schmelzpunkte wurden mit dem
Gerdt nach Dr. Tottoli bestimmt, optische Drehun-
gen mit dem Polarimeter 141 Perkin Elmer. Die
Elementaranalysen wurden in der zentralen Analytik
des Fachbereichs Chemie der Universitit Marburg
und im Mikroanalytischen Labor Alfred Bernhardt,
Elbach iiber Engelskirchen, durchgefiihrt. Fir die
Diinnschichtchromatogramme wurden mit Kiesel-
gel SiF beschichtete Aluminiumfolien der Firma
Riedel de Haen, Hannover, benutzt.

Als Laufmittel dienten: I. n-Butanol/Eisessig/

Wasser = 4:1:1, II. n-Butanol/Pyridin/Eisessig/
Wasser = 30:20:6:24; III. Chloroform/Cyclo-
hexan/Eisessig = 45:45:10; IV. Propanol/Ammo-

niak/Wasser = 6:3:1; V. Chloroform/Eisessig =
9:1; VL nButanol/Else551g/Methanol/Pyrldln/Me
thylenchlorld/Wasser = 4:1:1:1:2:1;

Schwerlosliche Verbindungen wurden zur Chro-
matographie in Trifluordthanol gelost. Spriithreagen-
zien waren Ninhydrin (5-prozentig in Butanol/2 N
Essigsiure = 95:5); Chlor-Tolidin %, Pauly-Rea-
genz ?° (Diazosulfanilsdure).

Aminosiuren wurden von den Firmen Merck und
Serva bezogen. Aminosdureanalysen wurden mit
Beckmann Unichrom Analysator durchgefiihrt.

Synthesen
Boc-Cys(S-t-Bu)-ONp

0,05 m (15,5 g) Boc-Cys(S-t-Bu)-OH* und
0,055 M (7,7 g) p-Nitrophenol werden in 100 ml
Essigester gelost und bei —20°C mit 0,055 M
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(11,4 g) DCCI in 50 ml Essigester versetzt. Nach
30 min wird das Kiltebad entfernt und der Reak-
tionsansatz 6 Stunden bei Zimmertemperatur ge-
rithrt, erneut gekiihlt und der DCH abfiltriert. Das
Filtrat wird mit eisgekiihlter 1 N NaHCO;-Losung
und Eiswasser (neutral) gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Das Ol
wird in Ather aufgenommen und mit Petrolather ge-
fallt. Die Umkristallisation erfolgt aus Essigester/
Petrolather.
DC: I, I1I, VI einheitlich.
Ausbeute: 15,7g (73%). Schmelzpunkt: 115 —
116 °C.
[a]p = +33,6° (c = 1, THF).
CygHo6N06S, (430,51) :

Ber. C 50,22 H 6,09 N 6,51;

Gef. C 50,17 H 591 N 6,21.

Boc-Cys(S-t-Bu)-OSu

Die Synthese des N-Hydroxysuccinimidesters er-
folgt analog der Vorschrift fiir Boc-Cys(S-t-Bu)-
ONp.

DC: I, III, VI einheitlich.
Ausbeute: 18,7 g (92%). Schmelzpunkt: 84 — 86 °C.
[a]} = —45,9° (¢ = 1, DMF).
Cy6Ha6N:05S, (406,52) :
Ber. C 47,28 H 6,54 N 6,89;
Gef. C 47,95 H 6,46 N 7,12.

Boc-Cys(Thp)-ONp

Die Synthese erfolgt analog den oben beschriebe-
nen Cysteinderivaten. Der p-Nitrophenylester konnte
jedoch nur als Ol gewonnen werden und wurde als
solches weiterverarbeitet.

C,oHo6N:0,S (426,49).
Boc-Cys(S-t-Bu)-Val-OH

0,01 M (4,1 g) Boc-Cys(S-t-Bu)-OSu werden in
100 ml DMF gel6st und mit 0,01 M (1,2g) Val in
100 ml Wasser, in dem 0,01 M (0,7 g) NaHCO; ge-
16st sind, bei 5 °C versetzt. Man 146t 24 Stunden bei
Zimmertemperatur rithren, filtriert vom Riickstand
ab, verdiinnt mit ca. 600 ml Eiswasser und wascht
mit Ather. Die wiBrige Phase wird vorsichtig unter
Eiskithlung mit gesattigter KHSO,-Losung auf pH
2 —3 angesiduert, das Produkt mit Essigester auf-
genommen und die Essigesterphase mit gesattigter
NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO4 getrocknet,
filtriert, im Vakuum eingedampft, erneuert in wenig
Essigester aufgenommen und mit Petroldther vor-
sichtig unter Kiihlung gefallt.

DC: I, I1, IV einheitlich.
Ausbeute: 1,8 g (44%). Schmelzpunkt: 108 —
116°C.
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[a]} = —95,6° (¢ = 1, DMF).
C17H32N20582 (408,54) :
Ber. C 49,97 H 7,89 N 6,85;
Gef. C 50,49 H 8,10 N 7,14.

Cys(S-t-Bu)-Val-OH x HCl

0,01 M (4,1 g) Boc-Cys(S-t-Bu)-Val-OH werden mit
50ml 4 N HCl/Dioxan eine halbe Stunde bei Zim-
mertemperatur gerithrt. Die Reaktionslosung wird
eingedampft und das Produkt mit absolutem Ather
bis zur Trockene verrieben, zweimal mit absolutem
Ather griindlich aufgeschlimmt und gewaschen. Es
wird aus absolutem Methanol/Ather umkristallisiert.
DC: I, II, IV einheitlich.

Ausbeute: 3,4g (98%). Schmelzpunkt: 136 —
137 °C.
C;oHs5N,05S,Cl (344,92).

Boc-His(Boc)-Cys(S-t-Bu)-Val-OH

0,01 M (3,4 g) Cys(S-t-Bu)-Val-OH x HCI, 0,01 m
(1,35g) HBT und 0,01 M (4,8g) Boc-His(Boc)-
ONp 17 werden in 100 ml DMF gel6st und bei 0 °C
werden 0,01 M (1,4 ml) TAA zugegeben. Der Reak-
tionsansatz wird 24 Stunden bei Zimmertemperatur
gerithrt, vom Riickstand abfiltriert und das Filtrat
in 1,51 gesattigte NaCl-Losung gegossen. Das Pro-
dukt wird durch dreifache Extraktion in Essigester
aufgenommen; die Extrakte werden mit 1 N KHSO,
gewaschen, mit gesattigter NaCl-Losung neutral ge-
waschen, iiber Na,SO, getrocknet, eingedampft, in
wenig Essigester aufgenommen und mit Petroldther
gefillt. Umkristallisiert wird aus Essigester/Petrol-
ather.

DC: I, III, IV einheitlich.
Ausbeute: 4,5g (70%) Schmelzpunkt: 114 —
116 °C.
[a]y = —51,2° (¢ = 1, DMF).
CogHy;N;04S, (645,84) :
Ber. C 52,07 H 7,33 N 10,84;
Gef. C 52,14 H 7,30 N 10,79.

Boc-His(Boc)-Cys(S-t-Bu)-Val-ONp

5 mMm (3,0 g) Boc-His(Boc)-Cys(S-t-Bu)-Val-
OH und 5mMm (0,7g) p-Nitrophenol werden in
100 ml DMF gel6st und bei 0 °C mit 6 mm (1,2 g)
DCCI in 20 ml DMF versetzt. Nach 10 min wird die
Reaktionslosung aus dem Kailtebad entfernt und
36 Stunden bei Zimmertemperatur geriihrt, der ge-
bildete DCH abfiltriert und das Filtrat in eiskalte
gesittigte NaCl-Losung gegossen. Das Produkt wird
mit Essigester extrahiert, die vereinigten Essigester-
l6sungen werden mit eiskalter 1 N NaHCOj;-Losung,
Wasser und gesattigter NaCl-Loésung gewaschen,
iiber Na,SO, getrocknet, eingedampft und aus wenig
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Tetrachlorkohlenstoff mit reichlich Petrolather ge-
fallt. Die Umkristallisation erfolgt aus absolutem
Ather/Petrolither.

DC: I, III, VI einheitlich.

Ausbeute: 1,8 g (47%). Schmelzpunkt: 85 — 89 °C.
[a]d = —59,2° (c = 1, DMF).

Analyse: siehe unten.
Boc-Cys(S-t-Bu)-Val-ONp

0,01 M (3,1 g) Boc-Cys(S-t-Bu)-OH und 0,01 M
(3,2 g) Val-ONp x HBr 2! werden in 100 ml Chloro-
form aufgeschlimmt und bei 0°C mit 0,01 M
(1,4ml) NMM und 0,011M (2,3g) DCCI ver-
setzt. Nach 10 min wird die Reaktionslosung noch
12 Stunden bei Zimmertemperatur geriihrt, gekiihlt,
vom Riickstand abfiltriert, eingedampft, in Essig-
ester aufgenommen und erneut vom ausgefallenen
DCH abfiltriert. Das Produkt wird aus wenig Essig-
ester mit Petrolédther gefallt.

DC: I, III, V einheitlich.
Ausbeute: 4,7 g (79%). Schmelzpunkt: 97 — 98 °C.
[al} = —76,3° (¢ = 1, DMF).
Cs3H35N30,S, (529,67) :
Ber. C 52,15 H 6,66 N 7,93;
Gef. C 52,57 H 7,08 N 7,84.

Cys(S-t-Bu)-Val-ONp x HCI
0,01 M (5,3 g) Boc-Cys(S-t-Bu)-Val-ONp werden

eine halbe Stunde bei Zimmertemperatur mit 100 m!
4 N HCl/Dioxan behandelt, einrotiert und mit abso-
lutem Ather verrieben, bis das Produkt fest ist. Die
stark hygroskopische Substanz wird noch zweimal
mit absolutem Ather sorgfiltig aufgeschlimmt und
griindlich gewaschen.
DC: I, III, VI einheitlich.
Ausbeute: 4,1 g (87%). Schmelzpunkt: 145 —
147 °C.
[al} = +21,9° (¢ = 1, DMF).
CygHsgN305S,Cl (466,02) :

Ber. C 46,39 H 6,06 N 9,02;

Gef. C 4597 H 5,80 N 9,18.

Boc-His(Boc)-Cys(S-t-Bu)-Val-ONp

0,01 M (5,3 g) Cys(S-t-Bu)-Val-ONp x HCI und
0,01 M Boc-His(Boc)-OH'?” werden in 100 ml
Chloroform aufgeschlimmt und bei 0 °C mit 0,01 m
(1,4 ml) NMM und 0,01 m (2,3 g) DCCI in 20 ml
Chloroform versetzt. Nach 5 Minuten 1a6t man auf
Zimmertemperatur ansteigen, iiber Nacht riihren,
kiihlt, filtriert vom DCH ab, dampft ein und nimmt
das Produkt in Essigester auf. Nach Kithlung wird
vom letzten DCH abfiltriert, zweimal in 1 N
NaHCOj;- und mit gesittigter NaCl-Losung neutral
gewaschen, die Losung einrotiert und in Ather auf-

genommen. Die Fallung erfolgt mit Petrolither, die
Umkristallisation aus Ather/Petrolither.
DC: I, III, VI einheitlich.
Ausbeute: 6,6 g (87%). Schmelzpunkt: 88 —90 °C.
[a]} = —62,6° (c = 1, DMF).
C34H50N601082 (766,93) :

Ber. C 53,25 H 6,57 N 10,96;

Gef. C 53,39 H 6,72 N 10,68.

Boc-Cys(Thp)-Val-OH

0,01 M (4,3 g) Boc-Cys(Thp)-ONp (0Ol) werden
in 100 ml DMF gelost. Man tropft bei 0 °C lang-
sam eine Losung von 0,01 M (1,2 g) Val und 0,7 g
NaHCO; in 100 ml Wasser zu. Danach wird noch
48 Stunden bei Zimmertemperatur geriihrt. Die
Reaktionslésung wird in ca. 600 ml Eiswasser ge-
gossen, mit Ather dreimal gewaschen und vorsich-
tig unter Eiskithlung mit gesattigter KHSO,-Losung
auf pH 3 angesiuert. Das sich abscheidende Ol wird
durch dreifache Extraktion in Essigester aufgenom-
men, mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, iiber
Na,SO, getrocknet und aus Essigester mit Petrol-
dther gefillt. Das Ol wird iiber P,O5 getrocknet.
DC: I, II, IV einheitlich.

Ausbeute: 2,6 g (64%).
CygH3oN,04S (404,53).

Cys(Thp)-Val-OH x HCl

0,01 m (4,0 g) Boc-Cys(Thp)-Val-OH werden
mit 40 ml 3 N HCl/Dioxan eine halbe Stunde bei
Zimmertemperatur behandelt. Die Reaktionslosung
wird eingedampft, mit absolutem Ather bis zur Trok-
kene verrieben, zweimal mit absolutem Ather griind-
lich aufgeschlimmt und aus absolutem THF/Ather
und absolutem Athanol/Ather umgefillt und iiber
P,0; getrocknet.

DC: trotz wiederholter Umkristallisation nicht ein-
heitlich.

Ausbeute: 1,5 g (44%).

[a]l¥ = +3,9° (c = 1, DMF).

Cy3H,5N,0,SCl (340,87).

Boc-His(Boc)-Cys(Thp)-Val-OH

0,02 M (6,8 g) Cys(Thp)-Val-OH x HCl werden
in 100ml DMF gel6st und bei 0°C mit 0,04 M
(5,6 ml) TAA und 0,02M (9,5g) Boc-His(Boc)-
ONp in 100ml DMF versetzt. Nach 24 Stunden
Reaktionsdauer wird der Ansatz in 1,21 eisgekiihlte
gesittigte NaCl-Losung gegossen und das ausfal-
lende Produkt in Essigester extrahiert. Die ver-
einigten Essigesterextrakte werden mit 1 N KHSO,
und gesittigter NaCl-Lésung gewaschen, iber
Na,SO, getrocknet, eingedampft und aus Ather/Pe-
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trolather gefallt. Die Umkristallisation erfolgt aus
Tetrachlorkohlenstoff/Petrolither.
DC: I, III, IV einheitlich.
Ausbeute: 4,3 g (66%). Schmelzpunkt: 120 —
122 °C,
[a]} = —20,9° (¢ = 1, DMF).
Co9Hy;N50,S (641,78) :
Ber. C 54,27 H 7,38 N 10,91;
Gef. C 54,56 H 7,36 N 10,81.

Boc-His(Boc)-Cys(Thp)-Val-ONp

0,01 M (6,4 g) Boc-His(Boc)-Cys(Thp)-Val-OH
und 0,015 M (2,1 g) p-Nitrophenol werden in
100 ml absolutem Essigester gelost und bei —20 °C
mit 0,011 M (2,2g) DCCI in 20 ml absolutem Es-
sigester versetzt. Nach zehn Minuten 1dft man auf
Zimmertemperatur ansteigen und rithrt noch sechs
Stunden. Dann wird der gebildete DCH abfiltriert,
die Reaktionslosung dreimal mit kalter 1 N NaHCO,-
und einmal mit kalter 2N KHSO4-Losung gewa-
schen. Die weitere Reinigung erfolgt durch Waschen
mit gesattigter NaCl-Losung. Es wird tuber Na,SO,
getrocknet, eingedampft, in Ather aufgenommen
und mit Petroldther geféllt. Um ein analysenreines
Produkt zu erhalten, mufl mehrfach umgefallt wer-
den.

Ausbeute: 1,1 g (14,4%).
[a]} = —37,2° (¢ = 1, DMF).

Weitere Daten siehe unten.
Boc-Cys(Thp)-Val-ONp

0,01 M (3,0 g) Boc-Cys(Thp)-OH und 0,01 M
(3,2 g) Val-ONp x HBr ! werden in 100 ml Chloro-
form aufgeschlimmt und bei —20 °C mit 0,011 m
(2,3g) DCCI in 20ml Chloroform und 0,01 M
(1,4ml) NMM versetzt. Nach zehn Minuten ent-
fernt man das Kiihlbad und riihrt iber Nacht. Nach
kurzem Kiihlen wird der ausgefallene DCH abfil-
triert, die Losung eingedampft, in Essigester auf-
genommen und erneut filtriert. Die klare Losung
wird mit eisgekiihlter 1 N NaHCO3-L6sung, Eiswas-
ser und gesattigter NaCl-Losung je zweimal gewa-
schen und iiber Na,SO, getrocknet. Die Kristallisa-
tion erfolgt aus Essigester/Petrolither.

DC: I, II, III einheitlich.
Ausbeute: 4,2 ¢ (80%). Schmelzpunkt: 132 —
134°C; [a] ¥ = +6,6° (c = 1, DMF).
Cy4H3sN30S (525,62) :
Ber. C 54,84 H 6,71
Gef. C 54,86 H 6,42

Cys(Thp)-Val-ONp x HCI

0,01 M (5,3 g) Boc-Cys(Thp)-Val-ONp werden
eine halbe Stunde bei Zimmertemperatur mit 3 N
HCl/Dioxan behandelt. Nach dem Eindampfen wird

N 7,99;
N 7,96.

das Ol mit absolutem Ather zur Trockene verrieben,
und mit absolutem Ather nochmals aufgeschlammt.
Die stark hygroskopische Substanz wird aus absolu-
tem Athanol mit absolutem Ather gefillt.
DC: I, II, III einheitlich.
Ausbeute: 4,2 g (91%) . Schmelzpunkt: 98 — 100 °C.
[a]} = —7,6° (¢ = 1, DMF).
Cy9HysN304SCl (461,96) :

Ber. C 49,40 H 6,11 N 9,10;

Gef. C 49,54 H 5,85 N 9,30.

Boc-His(Boc)-Cys(Thp)-Val-ONp

0,01 m (4,6 g) Cys(Thp)-Val-ONp x HCl und
0,012 M Boc-His(Boc)-OH1? werden in 100 ml
DMF gelost, auf —20 °C gekiihlt und mit 0,01 M
(1,4 ml) NMM und 0,011 M (2,2 g) DCCI versetzt.
Man entfernt das Kéiltebad nach zehn Minuten und
rithrt die Reaktionslosung acht Stunden bei Zimmer-
temperatur. Nach dem Abfilirieren des ausgefalle-
nen DCH wird die Losung einrotiert, in Essigester
aufgenommen, erneut vom DCH abgetrennt und die
klare Losung mit eisgekiihlter 1 N NaHCOg3-Losung
und mit Eiswasser je dreimal gewaschen. Die tiber
Na,SO, getrocknete Losung wird eingedampft, das
Ol in absolutem Ather aufgenommen und mit Pe-
troldther gefillt. Die Umkristallisation erfolgt aus
Ather/Petrolither.

DC: I, II1, VI einheitlich.
Ausbeute: 4,4 g (57,7%). Schmelzpunkt: 79 — 81 °C.
[a]l¥ = —37,1° (c = 1, DMF).
C35H;,Ng04S (762,88) :
Ber. C 55,10 H 6,61 N 11,02;
Gef. C 54,40 H 6,37 N 11,16.

Boc-Cys(MBzl)-Val-ONp

0,01 M (3,4 g) Boc-Cys(MBzl)-OH 16 und 0,01 M
(3,2 g) Val-ONp x HBr 2! werden in 100 ml Chloro-
form aufgeschlammt und bei 0°C mit 0,01 M
(1,4 ml) NMM und 0,011 M (2,3 g) DCCI versetzt.
Nach zehn Minuten wird die Reaktionslosung noch
12 Stunden bei Zimmertemperatur geriihrt, gekiihlt,
vom Riickstand abfiltriert, einrotiert, mit Essigester
aufgenommen und erneut vom ausgefallenen DCH
abfiltriert. Das Produkt wird aus wenig Essigester
mit Petrolather gefallt.

DC: I, III, V einheitlich. Ausbeute: 4,1g (73%).
Schmelzpunkt: 130 — 131 °C.
[a]} = —32,8° (c = 1, DMF).
Cy;H35N;04S (561,65) :
Ber. C 57,73 H 6,28 N 7,48;
Gef. C 58,18 H 6,41 N 7,54.

Cys(MBzl)-Val-ONp x HCI

0,01 M (5,6 g) Boc-Cys(MBzl)-Val-ONp werden
eine halbe Stunde bei Zimmertemperatur mit 100 ml
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4N HCl/Dioxan behandelt, eingedampft und mit
absolutem Ather verrieben bis das Produkt fest ist.
Nach griindlichem Auswaschen mit absolutem Ather
wird das Produkt vorsichtig aus absolutem Methanol
und absolutem Ather gefillt. Die Kristallisation
dauert iiber 24 Stunden.
DC: I, III, VI einheitlich. Ausbeute: 3,8 ¢ (75%).
Schmelzpunkt: 137 —139 °C.
C,5H,5N;504SCl (498,00) :

Ber. C 53,06 H 5,67 N 8,44;

Gef. C 53,05 H 5,51 N 8,63.

Boc-His(Boc)-Cys(MBzl)-Val-ONp

0,01 M (5,0 g) Cys(MBzl)-Val-ONp x HCl und
0,01 M Boc-His(Boc)-OH!” werden in 100 ml
Chloroform gel6st und bei 0 °C mit 0,01 M (1,4 ml)
NMM und 0,011 M (2,3 g) DCCI in 20 ml Chloro-

form versetzt. Nach 5 Minuten 148t man auf Zimmer-
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