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Die Synthese der Teilsequenz 6 — 11 (15) des Bombinins — ein Tetracosapeptid, das im Abwehrse-
kret der europdischen Unke (Bombina variegata) vorkommt — und ihre Verkniipfung mit der
schon frither!) erhaltenen Teilsequenz 12 — 19 (16) zu dem geschiitzten Tetradecapeptid 19 (Teilse-
quenz 6— 19) wird beschrieben.

Synthesis of Bombinin, 21). — Preparation of the Sequence 6 — 19 of Bombinin

This paper reports the synthesis of the partial sequence 6 — 11 (15) of bombinin — a tetracosapep-
tide found in the defence mucus of the European toad Bombina variegata — and its linkage to the
partial sequence 12— 19, obtained on a previous occasion!), to form the protected tetradecapepti-
de 19 (partial sequence 6—19).

In der 1. Mitteilung? haben wir iiber die Synthese der geschiitzten Teilsequenz
12 - 19 (16) des aus dem Abwehrsekret der europiischen Unke isolierten Tetracosapep-
tids Bombinin berichtet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die sich daran anschlie-
Bende geschiitzte Partialsequenz 6 — 11 (15) darzustellen und sie mit 16 zum geschiitzten
Tetradecapeptid 19 zu verkniipfen.

Ser-Ala-Lys-Gly-Ala-Leu-Lys-Gly-Leu-Ala-Lys-Gly-Leu-Ala
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

19

Auch hier wurde, wie schon bei der Darstellung der Teilsequenz 12 - 19, auf konven-
tionelle Weise in flissig homogener Phase gearbeitet. Aus N-Benzyloxycarbonyl-glycin
(1) und r-Alanin-ethylester (2) a6t sich unter Verwendung von N,N’'-Dicyclo-
hexylcarbodiimid und 1-Hydroxybenzotriazol 3 der geschiitzte Dipeptidester 3
erhalten, der tiber das Hydrazid 4 mit L-Leucin-ethylester (5) nach der Azid-Methode
von Honzl und Rudinger*> zum geschiitzten Tripeptidester 6 gekuppelt wird. Sowohl

*) Korrespondenz bitte an diesen Autor richten.
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3 als auch 6 konnten als gut kristallisierende Produkte in ca. 85 prozentiger Ausbeute
gewonnen werden. Der Schritt zum geschiitzten Tetrapeptidester 9 erfolgte mit N°-
Benzyloxycarbonyl-Ne-tosyl-L-lysin (7) nach der Carbodiimid-Methode, wihrend die
Kette weiter mit N-Benzyloxycarbonyl-L-alanin-p-nitrophenylester (10) zum geschiitz-
ten Pentapeptidester 12 verldngert wurde. Beide Derivate 9 und 12 zeigen schon deut-
lich geringere Kristallisationsneigung als die kurzen Peptidderivate. Sie wurden in 82-
bzw. 92 prozentiger Ausbeute erhalten. Die Synthese der Teilsequenz 15 war dann nach
Verkniipfung von O-Benzyl-N-fert-butyloxycarbonyl-L-serin (13) mit 14 ebenfalls nach
der Carbodiimid-Methode abgeschlossen. Dieses Produkt fiel gelartig in 65 prozentiger
Ausbeute an. ]

Fiir die darauffolgende Kondensation der beiden Peptidfragmente mufite zunéchst
der geschiitzte Hexapeptidester 15 zur Carboxylkomponente 17 verseift werden, was
mit Natronlauge in warigem Dioxan erfolgte, wihrend die Aminokomponente 18 aus
dem geschiitzten Octapeptidester 16 durch Abspaltung des Benzyloxycarbonylrestes
mit Bromwasserstoff in Eisessig freigesetzt wurde. Die Kondensation nach der
Carbodiimid-Methode fiihrte dann in 52prozentiger Ausbeute zum geschiitzten Tetra-
decapeptidester 19.

Dem Fonds der Chemischen Industrie und der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir
Leihgaben und die Unterstiitzung im Rahmen des DFG-Schwerpunktprogramms ,,Synthese ma-
kromolekularer Naturstoffe mit biologischer Wirkung* dankbar.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert, ihre Bestimmung erfolgte in offenen Kapillaren. —
Das optische Drehungsvermdgen wurde mit einem Polarimeter 141 der Fa. Perkin-Elmer gemes-
sen. — Die Elementaranalysen wurden mit einem Elemental Analyzer, Modell 1106, der Fa. Erba
ausgefihrt. — Die Bestimmung der Aminoséuren erfolgte mit einem Aminosiurenanalysator BC
201 der Fa. LKB nach 16stdg. Hydrolyse in 6 N HCl bei 110°C im Einschmelzrohr. Die Werte fiir
Lysin sind unberticksichtigt geblieben, da die Tosylgruppe unter den Hydrolysebedingungen nicht
ausreichend stabil ist. — Die Diinnschichtchromatographie (DC) wurde auf DC-Mikrokarten SiF
der Fa. Riedel-de Haén durchgefiihrt. Als Fliemittel dienten: A = Chloroform/Methanol (3:1),
B = Butanol/Eisessig/ Wasser (4:1:1), C = 2-Propanol/25 proz. Ammoniak (5:1). Ausgewertet
wurde direkt unter UV-Licht und nach Sichtbarmachung mit lod und Ninhydrin. Soweit Rp-
Werte angegeben sind, waren die Produkte diinnschichtchromatographisch einheitlich. —
I-Hydroxybenzotriazol lag als Hydrat vor. Es wurde vor Verwendung bei 110°C bis zur Ge-
wichtskonstanz getrocknet. Das verwendete N-Ethylmorpholin war 98 prozentig.

Abspaltung der Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe. — Allgemeine Vorschrift: 5-10 g (20
mmol) Peptidester werden in 25 ml Eisessig gel6st, mit 25 ml 7.2 N HBr in Eisessig versetzt und 1 h
bei Raumtemp. gertihrt. Die Losung giefit man dann in 500 mi kalten absol. Ether. Das ausgefal-
lene Hydrobromid wird abgesaugt, mit Ether gewaschen und iiber NaOH i. Vak. getrocknet.

N-Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-alanin-ethylester (3): 10.5 g (50 mmol) N-Benzyloxycarbonyl-
glycin (1), 7.68 g (50 mmol) L-Alanin-ethylester-hydrochlorid (2 - HCI), 5.85 g (50 mmol) N-
Ethylmorpholin und 7.6 g (55 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol werden in 50 ml absol. Dimethyl-
formamid gelost. Nach Abkiihlen der Losung auf 0 °C im Eisbad gibt man unter Riithren eine L6-
sung aus 10.3 g (50 mmol) N, N '-Dicyclohexylcarbodiimid in 15 ml absol. Tetrahydrofuran hinzu
und rithrt 1 h bei 0°C und weiter iiber Nacht bei Raumtemp. Die Suspension wird abgekiihit, der
ausgefallene Dicyclohexylharnstoff abgesaugt, mit Tetrahydrofuran gewaschen und das Filtrat

120*
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mit Toluol i. Vak. bis zum O] eingeengt. Das zuriickgebliebene Ol l6st man in 200 ml Dichlorme-
than und wischt diese Losung mit geséttigter NaHCO;-Losung, 2 N Citronensdure sowie Wasser
und trocknet iiber Natriumsulfat. Nach Einengen der Losung zum O1 wird in 200 ml Essigester
aufgenommen und mit Petrolether bis zur einsetzenden Triibung versetzt. Es kristallisieren 13.3 g
(86%) 3 als feine Nadeln mit Schmp. 67 - 68°C, [()(]ZD0 = —29.0° (1proz. in Ethanol), R = 0.67
(A), Rg = 0.71 (B), Rg = 0.67 (C). — Aminosdurenanalyse: Gly 1.00, Ala 1.02.

CisHyoN,O5 (308.3) Ber. C58.43 H6.54 N9.09 Gef. C58.32 H6.59 N9.12

N-Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-alanin-hydrazid (4): 9.25 g (40 mmo}) 3 16st man in 30 ml absol.
Ethanol und gibt unter Rithren 9.0 g (160 mmol) destilliertes Hydrazin-hydrat hinzu. Nach
24stdg. Stehen bei Raumtemp. wird das Reaktionsgemisch mit 100 ml Ether verriihrt und i. Vak.
filtriert. Der Riickstand wird mit Ether gewaschen, in 800 m] Essigester gelost und mit Petrolether
bis zur einsetzenden Triibung versetzt. Es kristallisieren 10.8 g (92%) 4 mit Schmp. 145°C (Lit.®:
133°C), {o]¥ = —18.9° (2proz. in Ethanol), Ry = 0.63 (A), R = 0.49 (B), R = 0.49(C). —
Aminosdurenanalyse: Gly 1.00, Ala 1.01.

Ci3H(gN4O4 (294.3) Ber. C53.05 H6.16 N19.04 Gef. C53.18 H6.27 N19.13

N-Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-alanyl-L-leucin-ethylester (6): 8.83 g (30 mmol) 4 werden in 25
ml absol. Dimethylformamid geldst, 45.0 ml 2 N HCl in absol. Tetrahydrofuran zugefiigt und auf
—15°C abgekiihlt, Unter heftigem Rithren und Beibehalten der tiefen Temp. setzt man der Lo-
sung zundchst 3.3 g (30 mmol) 95proz. rert-Butylnitrit, nach 30 min 14.1 g (120 mmol) N-
Ethylmorpholin und 5.87 g (30 mmol) L-Leucin-ethylester-hydrochiorid (5 - HCI) zu und riihrt
noch 1 h. Nach langsamer Steigerung der Temp. wihrend 20 h auf 5 °C wird das Losungsmittel i.
Vak. azeotrop mit Toluol abdestilliert, das zuriickgebliecbene Ol in 300 ml Essigester aufgenom-
men, mit 2 N Citronensiure, gesittigter NaHCO;-Losung sowie Wasser gewaschen und iber Na-
triumsulfat getrocknet. Die Essigesterlosung wird auf 100 m! eingeengt und mit Petrolether bis
zur beginnenden Trilbung versetzt, worauf 6 als farblose Kristalle ausféllt. Umkristallisiert wird
aus Ethanol/ Wasser; Ausb. 10.75 g (85%), Schmp. 109°C, [(x]?[';) = —47.9° (1 proz. in Ethanol),
Ry = 0.71 (A), Ry = 0.63 (B), Rp = 0.67 (C). — Aminosdurenanalyse: Gly 1.00, Ala 1.00, Leu
1.02.

CyH3N3Og (421.5) Ber. C59.84 H7.41 N9.97 Gef. C59.66 H7.51 N9.85

Glycyl-L-alanyl-L-leucin-ethylester-hydrobromid (8 - HBr): Die Abspaltung der Benzoylcarbo-
nylgruppe von 6 erfolgt wie in der allgemeinen Vorschrift beschrieben. Eingesetzt werden 9.69 g
(23 mmol) 6; Ausb. 8.22 g (97%) 8 - HBr mit Schmp. 63 - 65°C (Zers.), [a]g) = —43.7° (1 proz.
in Ethanol), R = 0.41 (A), Ry = 0.48 (B), Rg = 0.52 (O).

N -Benzyloxycarbonyl-N*-tosyl-L-lysyl-glycyl-L-alanyl-L-leucin-ethylester (9). 9.12 g (21
mmol) N Benzyloxycarbonyl-N®-tosyl-L-lysin? (7) und 2.65 g (23 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol
werden in 20 ml absol. Dimethylformamid gelost. Nach Abkiihlen der Losung auf 0°C werden
4.3 ¢ (21 mmol) N,N '-Dicyclohexylcarbodiimid, gelost in 10 ml absol. Tetrahydrofuran, hinzuge-
fiigt und je 1 h bei 0°C und Raumtemp. geriihrt. Den gebildeten Dicyclohexytharnstoff saugt
man ab und wischt ihn mit Tetrahydrofuran. Zum Filtrat gibt man eine Loésung von 7.73 g (21
mmol) 8 - HBr in 10 ml absol. Dimethylformamid und 2.5 g (21 mmol) N-Ethylmorpholin. Das
Reaktionsgemisch bleibt 2 Tage bei Raumtemp. stehen. Dann wird der grofite Teil des Losungs-
mittels i. Vak. mit Toluol abdestilliert und das zuriickgebliebene Ol zwischen 300 ml Essigester
und 100 ml Wasser verteilt. Die organische Phase wascht man mit NaHCO;-Losung, 2 N Citro-
nensaure sowie Wasser und trocknet iiber Natriumsulfat. Nach Einengen der Losung versetzt

9 N. Izumija und M. Muraoka, J. Am. Chem. Soc. 91, 2391 (1969).

7 R. Roeske, F. H. C. Stewart, R. J. Stedman und V. Du Vigneaud, J. Am. Chem. Soc. 78,
5883 (1956).
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man mit Petrolether bis zur einsetzenden Triitbung und ldBt auskristallisieren; Ausb. 12.12 g
(82%). Nach Umkristallisation aus Essigester/Petrolether Schmp. 108°C, [(x]ZDO = —255°
(1 proz. in Ethanol), Rg = 0.70 (A), Rg = 0.71 (B), Rg = 0.66 (C). — Aminosdurenanalyse: Gly
1.00, Ala 1.02, Leu 1.11, Lys vorhanden.
Cy4HoNsOgS (703.9) Ber. C58.02 H7.02 N9.95 S$4.56
Gef. C58.25 H7.10 N9.88 S4.54
NE-Tosyl-L-lysyl-glycyl-L-alanyl-L-leucin-ethylester-hydrobromid (11 - HBr): Die Abspaltung
der Benzyloxycarbonylgruppe von 9 erfolgt wie in der allgemeinen Vorschrift beschrieben. Einge-
setzt werden 11.26 g (16 mmol) 9; Ausb. 9.89 g (95%) 11 - HBr mit Schmp. 81 —83°C (Zers.),
[01]%)O = —17.1° (Y proz. in Ethanol), Rg = 0.43 (A), Rp = 0.51 (B), R = 0.58 (C).
N-Benzyloxycarbonyl-L-alanyl-N¢-tosyl-L-lysyl-glycyl-L-alanyl-L-leucin-ethylester (12): 9.11 g
(14 mmol) 11 - HBr werden in 75 ml Tetrahydrofuran gelost und unter Kithiung 2.5 g (21 mmol)
N-Ethylmorpholin zugefiigt. Nach 1stdg. Rithren bei 0 °C saugt man vom Hydrobromid der Base
ab. Das Filtrat wird i. Vak. zur Entfernung tiberschissiger Base bis zum Ol eingeengt, das darauf
in 25- ml Dimethylformamid gelést wird. Zu der Lésung gibt man 4.82 g (14 mmol)
Benzyloxycarbonyl-L-alanin-p-nitrophenylester (10) gel6st in 15 ml Dimethylformamid und 146t 3
Tage bei 35 °C stehen. Der Reaktionsansatz wird dann mit dem dreifachen Volumen Wasser ver-
setzt und das ausgefallene O] in 200 ml Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase
wischt man mit 2 N Citronensiure, geséttigter NaHCO;-Losung und Wasser, trocknet Giber Na-
trinmsulfat, engt i. Vak. auf etwa 50 ml ein und versetzi mit Petrolether in der Warme bis zur be-
ginnenden Tritbung. Das ausgefallene Ol erstarrt beim Riihren. Die feste Substanz suspendiert
man in Ether und saugt ab. Man 16st in Essigester und versetzt mit Petrolether bis zur einsetzen-
den Triibung. Es fallt ein gelartiges Produkt aus. Ausb. 9.98 g (92%); Schmp. 153°C, [oJ¥ =
—37.2° (1proz. in Ethanol), Rz = 0.75 (A), Rg = 0.76 (B), Rg = 0.63 (C). — Aminosdurenana-
lyse: Gly 1.00, Ala 2.00, Leu 1.05, Lys vorhanden.
C37H4uNgOyoS (774.9) Ber. C57.35 H7.02 N10.84 S4.14
Gef. C57.12 H7.08 N 10.77 S4.00
L-Alanyl-N°®-tosyl-L-lysyl-glycyl-L-alanyi-L-leucin-ethylester-hydrobromid (14 - HBr): Die Ab-
spaltung der Benzyloxycarbonylgruppe von 12 erfolgt wie in der allgemeinen Vorschrift beschrie-
ben. Eingesetzt werden 9.30 g (12 mmol) 12; Ausb. 8.05 g (93%) 14 - HBr mit Schmp. 60~ 65°C,
[)y = —22.3° (1 proz. in Ethanol), Rp = 0.39 (A), Rp = 0.48 (B), Rg = 0.59 (C).
O-Benzyl-N-tert-butyloxycarbonyl-L-seryl-L-alanyl-N®-tosyl-L-lysyl-glycyi-L-alanyl-L-leucin-
ethylester (15): 2.95 g (10 mmol) O-Benzyl-N-tert-butyloxycarbonyl-L-serin (13) und 1.5 g (11
mmol) 1-Hydroxybenzotriazol werden in 10 ml absol. Dimethylformamid gelost. Nach Abkiihlen
der Losung auf 0°C wird eine Losung von 2.06 g (10 mmol) N, N’-Dicyclohexylcarbodiimid in 10
ml absol. Tetrahydrofuran hinzugefiigt und je 1 h bei 0 °C und Raumtemp. geriihrt. Vom gebilde-
ten Dicyclohexylharnstoff filtriert man ab. Zum Filtrat gibt man eine Losung von 7.22 g (10
mmol) 14 - HBr in 10 ml absol. Dimethylformamid und 1.13 g (10 mmol) N—Ethylmorpholin. Das
Reaktionsgemisch 14t man 2 Tage bei Raumtemp. stehen. Dann wird der groBte Teil des Lo-
sungsmittels i. Vak. mit Toluol abdestilliert und das zuriickgebliebene Ol zwischen 200 ml Di-
chlormethan und 100 mi Wasser verteilt. Die organische Phase wascht man mit gesattigter
NaHCO;-Losung, 2 N Citronensgure sowie Wasser und trocknet tiber Natriumsulfat. Nach Ein-
engen der Losung auf 50 ml wird mit Petrolether ausgefallt. Das gelartige Produkt féllt man aus
Essigester/Petrolether um. Ausb. 5.97 g (65%); Schmp. 157 -159°C, [(x]zDO = —24.2° (1proz. in
Ethanol), Rg = 0.79 (A), Ry = 0.81(B), Rp = 0.80(C). — Aminosdurenanalyse: Gly 1.00, Ala
1.90, Leu 1.01, Ser 0.83, Lys vorhanden.
C4uHgyN;O(5S (918.1) Ber. C57.56 H7.36 N 10.68 S3.49
Gef. C57.88 H7.31 N10.64 S3.54



1840 K. Friedel, A. Bauer und M, Rimpler 1978

O-Benzyl-N-tert-butyloxycarbonyl-L-seryl-L-alanyl-N®-tosyl-L-lysyl-glycyl-L-alanyl-L -leucin
(17): 2.75 g (3 mmol) 15 werden in 20 ml 50 proz. wiafrigem Dioxan suspendiert, mit 3 ml 1 N Na-
OH versetzt und 1 h bei Raumtemp. geriithrt. Danach wird filtriert und das Filtrat sofort mit 1 N
HCl auf pH 2 angesduert. Der Riickstand wird erneut in der gleichen Weise behandelt. Die aus
den angesiuerten Filtraten anfangs 6lig ausfallende Peptidsdure 17 erstarrt bald. Nach Isolierung
wird sie aus Ethanol/Ether umkristallisiert. Ausb. 2.30 g (86%); Schmp. 98—99°C, [cx]%,o =
~—23.3° (1 proz. in Ethanol), Ry = 0.50 (A), Rp = 0.73 (B), R = 0.55(C). — Aminosiurenana-
lyse: Ser 0.84, Gly 1.00, Ala 2.07, Leu 1.05, Lys vorhanden.

CypHgN;05S (890.1) Ber. C56.68 H7.13 N 11.02 S3.60
Gef. C56.49 H7.34 N10.84 S3.52

NE-Tosyl-L-lysyl-glycyl-L-leucyl-L-alanyl-NE-tosyl-L-lysyl-glycyl-L-leucyl-L-alanin-ethylester-
hydrobromid (18 - HBr): Die Abspaliung der Benzyloxycarbonylgruppe von N%
Benzyloxycarbonyl-N*-tosyl-n-lysyl-glycyl-L-leucyl-L-alanyl-N*-tosyl-L-lysyl-glycyl-1 -leucyl-L-
alanin-ethylester 1) (16) erfolgt wie in der allgemeinen Vorschrift beschrieben. Eingesetzt werden
7.36 g (6 mmol) 16; Ausb. 6.48 g (92%) 18 - HBr mit Schmp. 144 — 146°C (Zers.), [a]f’ —27.7°
(1 proz. in Ethanol), Rg = 0.16 (A), Rp = 0.32 (B), R = 0,47 (O).

O-Benzyl-N-tert-butyloxycarbonyl-L-seryl-L-alanyl-N*-tosyl-L-lysyl-glycyl-L-alanyl-L-leucy!-
NE-tosyl-L--lysyl-glycyl-L-leucyl-L-alanyl-NE-tosyl-L-lysyl-glycyl-L-leucyl-L-alanin-ethylester (19):
4.45 g (5 mmol) 17 und 0.75 g (5.5 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol werden in 25 ml absol. Dime-
thylformamid geldst und dann auf 0°C abgekiihlt. Dazu gibt man eine Losung von 1.03 g (5
mmol) N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid in 10 ml absol. Tetrahydrofuran und riihrt je 1 h bei 0°C
und bei Raumtemp. Nachdem vom gebildeten Dicyclohexylharnstoff abfiltriert worden ist, verei-
nigt man das Filtrat mit einer Lsung von 5.87 g (5 mmol) 18 - HBr in 10 ml absol. Dimethylform-
arnid, der man unter Kithlung 0.6 g (5 mmol) N-Ethylmorpholin zugefiigt hat. Das Reaktionsge-
misch 1463t man 2 Tage bei Raumtemp. stehen. Danach wird das Losungsmittel i. Vak. mit Toluol
azeotrop weitestgehend entfernt, der Riickstand in 200 ml Dichlormethan aufgenommen, mit ge-
sittigter NaHCO;-Losung, 2 N Citronensiure sowie Wasser gewaschen und itber Natriumsuifat
getrocknet. Nach Einengen der Losung versetzt man mit Petrolether bis zur beginnenden Trii-
bung. Das gebildete farblose, zur Gelbildung neigende 19 143t sich aus Tetrahydrofuran/Wasser
umkristallisieren. Ausb. 5.11 g (52%); Schmp. 198 —199°C (Zers.), [oc]%)o = —13.7° (1 proz. in
Dimethylformamid), Rp = 0.74 (A), Ry = 0.76 (B), Rg = 0.73 (C). — Aminosidurenanalyse: Gly
3.00, Ala 3.96, Leu 3.50, Ser 0.50, Lys vorhanden.

CooHy41N17044S; (1965.4) Ber. C56.22 H7.23 N 12,12 S 4.89
Gef. C56.23 H7.75 N 12.33 §5.05
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