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158. Herstellung von DL-N-Benzyloxycarbonyl-y-carboxy-glutamin-
siiure-y, 7y’ -di-t-butyl -a-methyl-ester, einem fiir die Peptidsynthese
geeigneten Derivat der neuen Aminotricarbonsiure aus Prothrombin

von Walter Miirki und Robert Schwyzer?)
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(6. VL. 75)

Summary. The first synthesis of a sclectively, fully protected derivative of the new amino-
tricarboxylic acid found in prothrombin and other homologous blood-clotting factors, y-carboxy-
glutamic acid (Gla), is described. The compound pL-N-benzyloxycarbonyl-y-carboxy-glutamic
acid y,9’-di-f-butyl-a-methyl-ester is potentially useful for peptide synthesis. The free amino-acid
(pL-Gla) and DL-pyro-y-carboxy-glutamic acid dimethyl-ester were also prepared.

Kiirzlich wurde die Struktur einer neuen Aminosiurc im N-terminalen Teil des
(Vitamin K)-abhingigen Blutgerinnungsfaktors Prothrombin vorgeschlagen [1] [2]
und durch Synthese bestitigt [3]. Sie wurde im N-tcrminalen Polypeptid (1-42) den
Stellungen 7 und 8 [1] [2], sowie 15, 17, 20, 21, 26, 27, 30 und 33 [1] zugeordnet. Diese
ungewohnliche y-Carboxy-glutaminsiure (Gla) findet man auch in der ‘light chain’
von Bovine Factor X; (Stuart Factor) {4]. Factor II (Prothrombin) und Factor X
besitzen homologe Ca?*+-Bindungsstellen [4] [5], mit Bindungskonstanten von log
Koeg = 3,5 ftir 6 Bindungsstellen im Prothrombin-Aktivierungsfragment (M; =
23000)- [7]. Ein Modell fiir die Koordination cincs Calcium-Ions mit den Carboxyl-
gruppen von zwei y-Carboxyglutaminsédureresten als Calciumbindungsstelle wird in [4]
vorgeschlagen. Durch Einbau von mit 14C radioaktiv markiertem COzin Prothrombin
in wvivo konnte biosynthetisch gezeigt werden, dass im (Vitamin K)-abhingigen
Schritt Glutaminsiurereste carboxyliert werden |6]. Nach enzymatischem Abbau des
Proteins wurde die Radioaktivitit in ciner cinzelnen, sauren Aminosdure (Gla) ge-
funden, welche durch die iibliche saure Totalhydrolyse zu Glutaminséiure decarboxy-
liert wurde [1] [2].

1) Diese Arbeit ist ein Teil der Dissertation von W. Marki. Wir danken dem Schweizerischen
Nationalfonds xur Fivderung dey wissenschaftlichen Forschung {ir die gewahrte Unterstiitzung.
Nomenklatur und Abkirzungen entsprechen den in der Peptid- und Proteinchemie iiblichen
Normen, vgl. E. Wiinsch: « Synthese von Peptidens, 13d. 15 von « Houbsen-Weyl, Methoden der
organischen Chemies, E. Miiller, Herausgeber, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974.
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Wir beschreiben crstmals die Herstellung eines fiir die Peptidsynthese gecigneten
Derivates der y-Carboxy-glutaminsdure, des nrL-N-Benzyloxycarbonyl-y-carboxy-
glutaminsiure-pyp'-di-t-butyl-a-methyl-csters (6) (s. Schema). Die Methylestergruppe
lasst sich leicht verseifen, so dass die a-Carboxylgruppe fiir Peptid-Kondensationen
selektiv frei wird (Hydrazinolyse und Azidkupplung nach Curtius diirften ebenfalls
moglich secin). Ferner lisst sich die Benzyloxycarbonylgruppe durch katalytische
Hydrierung selektiv entfernen: dic freie a-Aminogruppe (z. B. in 9) kann fiir die Her-
stellung von Peptidbindungen oder von andern N-geschiitzten Derivaten des y-Car-
boxy-glutaminsiiure~y,y’-di-t-butylesters (9) (oder aber seines a-methylesters) heran-
gezogen werden.

Andererseits sind die £-Butylester-Gruppen sauer spaltbar, stabil bei der katalyti-
schen Hydricrung und weitgehend unempfindlich gegen alkalische Hydrolyse oder
Hydrazinolyse; 6 erscheint deshalb als gecignetes Ausgangsmaterial sowohl fiir die
Racematspaltung als auch fiir die Peptidsynthese.

Unser Synthcscweg ist im Schema dargestellt. N-Benzyloxycarbonyl-serin (1)
wurde mit Diazomethan quantitativ zum Methylester 2 umgesetzt. Dessen O-Toluol-
sulfonyl-Derivat 3 wurde durch Umsatz von 2 mit Toluolsulfochlorid in Pyridin
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erhalten. Kaliumjodid in Aceton fithrte 3 in 4 (N-Benzyloxycarbonyl-8-jod-alanin-
methylester) tiber [10] [11]. Tosyl- und Jodidreste von 4 begiinstigen als gute Ab-
gangsgruppen die §-Eliminierung [10]; deshalb entstehen bei der Kondensation von
4 mit den Carbanionen des Malonsiure-dimethylesters oder -di-f-butylesters rac.-
6a, bzw. rac.- 6b. Als Zwischenprodukt der Reaktion 4 — 6 wurde N-Benzyloxy-
carbonyl-dehydro-alanin-methylester isoliert. Das Carbanion der geschiitzten Malon-
sdure wurde nach einer abgednderten Vorschrift von Ducep (12] in 1,2-Dimethoxy-
dthan mit #-Butyllithium erzeugt. Da tertiire Aminc durch Komplexbildung dic
kovalente Kohlenstoff-Lithium-Bindung schwichen und damit die Basizitit der
organometallischen Verbindung erhshen, wurde dem Reaktionsgemisch 1 Aquivalent
Tetramethyl-dthylendiamin (TMEDA) beigegeben. Die NMR.-Spektren von 6b und
N-Benzyloxycarbonyl-glutaminsdure-y-f-butyl-a-methyl-ester (11) sind praktisch
identisch — mit Ausnahme des Tripletts bei 3,3 ppm, welches einem Proton (y-H)
entspricht, und dem Integral bei ca. 1,5 ppm, welches itn Verhiltnis von 2:1 oder
18:9 Protonen mit dem einfachen Glutaminsiurederivat 11 steht (Fig. 1 und 2).

ppm
| l | |
] 4 3 2

Fig. 1. Vesgleich dev 60 MHz Protonenyesonanzspekiven in Dewleviocklovoform von 6b und 11

| | i ]
5 4 3 Ppm
Fig. 2. 220 MHz Protonenvesonansspekirum in Deuteriochlovoform von 6b im Bereich 2-6 ppm
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Die Modellverbindung 6a wurde wihrend der Aufarbeitung im stark alkalischen
Milieu durch leichte Erwirmung lactamisiert, worauf der neue gyro-y-Carboxy-
glutaminsiure-dimethylester (7) isoliert werden konnte (Fig. 3). Vermutlich wegen
sterischer Hinderung konnte die entsprechende Reaktion bei 6b nicht beobachtet
werden.

100 -1 s
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Fig. 3. Massenspektrum von N-Benzyloxycarbonyl-pyro-y-carboxyglutaminsdure-dimethylester (7)

Milde alkalische Verseifung der Modellverbindung 6a in 0,1n #thanolischer
Kalilauge bei 0° fiihrte zu einem Produkt mit Rf 0,24 (CME), welches in Ubereinstim-
mung mit analogen Beobachtungen von Berger & Bosshard [13] wihrend der Auf-
arbeitung decarboxyliert wurde. Das neu entstandene Produkt ist diinnschicht-
chromatographisch identisch mit N-Benzyloxycarbonyl-glutaminséure.

Durch milde alkalische Verseifung von 6b mit 0,5N 4thanolischer Kalilauge ent-
stand 8b; katalytische Hydrierung in Gegenwart von 10proz. Pd/C lieferte 9;
Acidolyse von 9 mit 90proz. Trifluoressigsidure bzw. 0,1N Salzsiure in Ameisensiure
crgab die freie DL-y-Carboxyglutaminsiure (10). Die elektrophoretische Mobilitit von
10 beztiglich Asparagin betriigt 1,38 bei pH 6,4.

Experimenteller Teil

Allgemsines. Physikalische Daten wurden wie folgt bostimmt: Smp. (unkorrigiert) auf einem
Apparat FP1 der Firma Metlley & Co. Die Messung erfolgte in im Hochvakuum (EIV.) abge-
schlossenen Glaskapillaren. Optische Dyehungen auf eincm DPerkin-Elmer Polarimeter 141, UV.-
Spehtren (Amax, €): Beckman Acta V Spektrophotometer. IR.-Spekiren (cm™1): Beckman IR-33,
Lasungsmittel: Chloroform; Absorptionsmaxima in cm—t. NM R.-Spektven: Varian T-60 (60 MHz),
bzw. Varian HR 220 Spektromcter bei 220 MHz mit Tctramethylsilan alg internem Standard.
Die chemischen Verschiebungen sind in ppm, dic Kopplungskonstanten J in Hertz ausgedriickt.
L3sungsmittel: Deuteriochloroform. Massenspekiren: Hilachi- Perkin-Elmer RMU 6D. Es werden
nur die wichtigsten Pike angegeben, vgl. Fig. 3. Reagentien und ILdsungsmittel stammten von der
Lluka AG, Buchs. Dinnschichichromatographie (DC.) und Elekivophovese: Chromatogramme auf
Kieselgel (DC.-Fertigplatten 60 Fgsq von Merck, Darmstadt). Zusammensetzung der Fliessmittel
(Volumenteile): CM 1: Chloroform/Methanol 19:1; HE 1: Hexan/Essigester 8:2; HE 2: Hexan/
Essigestcr 5:4; CME: Chloroform/Methanol/Eisessig 95:5:3; BEW 1: 2-Butanol/Essigsiurc/
Wasser 100:15:35; BPEW 1: 1-Butanol/Pyridin/Essigsiure/Wasser 50:12:12:25.

Die Platten wurden mit Jod, HBr/Eiscssig und Ninhydrin-Reagens angefirbt. Elektro-
phorese auf Cellulose F Fertigplatten (Merck, Darmstadt) in einer Apparatur der Firma Camag
(Muttenz) bei einem Potential von 40 V/jem wihrend 40 Min. bei pH 6,4; Elektrolyt: AcOH/
Pyridin/Wasser 4:100:900. Die Mobilitit wird relativ zu Asp (1,0} ausgedrtickt, Sdulenchromato-
graphie mit MN-Kicselgel 70-325 mesh (Macherey-Nagel & Co. Ditren). Analysenprdparate warden
bei Raumtemperatur (RT.) und 0,001 Torr 5-15 Std. getrocknet. Flussige Reagentien und Lb&-
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sungsmitte]l worden meist mittels einer Spritzc durch eine Scrumkappe zugegeben oder iiber ein
geeignetes Trocknungsmittel direkt ins Reaktionsgefiss destilliert. Diazomethanherstellung: siche
De Boer & Backer [8].

Unter normaler Aufarbeitung versteht man folgendes: Extraktion des auf Wasser oder Eis
gegossenen Reaktionsgemisches mit Essigester oder dem angegebenen Losungsmittel; falls notig
Trennung in saure, basische, neutrale Anteile. Waschen der organischen Phase mit ges. NaCl-
Lasung und Wasser, trocknen mit wasserfreiem Magnesiumsulfat und eindampfen im Rotations-
verdampfer (RV.) unter Vakuum ohne 40° zu @berschreiten. Alle Ausbeutcn werden in Mol-
prozenten des Edukts angegeben.

Z -+ Ser - OMe (2). 633 mg (2,64 mmol) N-Benzyloxycarbonyl-serin (1) wurden in 10 ml Mctha-
nol/Wasser 9:1 geldst und auf 10° abgekiihlt. Zu dieser [.4sung wurde azeotrop Diazomethan in
Ather destilticrt, bis eine schwache gelbe Firbung bestehen blieb. Das ttberschtssige Diazomethan
wurde mit Stickstoff entfernt, die Losung mehrmals mit Benzol eingedampft und 5 Std. im HV.
getrocknet: 668 mg (1009,) 2, viskos, Rf 0,30 (CME) 0,44 (CM 1), vgl. Hassall & Thomas [9]. --
NMR.: 7.4 (s, 5 H); 59-5,7 (br. d, 1 H); 51 (5, 2 L1); 4,6 4,3 (m, 1 H); 3,95 @, [ =4, 2 H);
3,85 (s, 3 H). — IR.: 3420 m, 1740 (Schulter), 1720 s, 1500 m. s wurden 10,38 g 2 hergestellt.

Z « Ser(Tos) - OMe (3). Eine Losung von 5,8 g (22,9 minol) N-Benzyloxycarbonyl-serin-
methylester (2) in 12 g trockenem Pyridin wurden auf 5° gekiithlt und wihrend 30 Min. portionen-
weise mit 5,37 g (28,1 mmol) Toluolsulfochlorid versctzt. D)ic tieforange gefirbte Losung wurde
iiber Nacht im Kthlraum bei 4° gerithrt. Ein amorpher Nicderschlag (3) wurde abfiltriert, die
Mutterlauge mit 50 ml Methanol verdiinnt, zur Trockene eingedampft und der Rickstand aus
heissem Isopropylalkohol umkristallisiert. 5,63 g farblose Nadeln von 3 (609%,), Smp. 117°-118°,
[a]f} == ~ 10,27° {¢ = 1,1, Dimcthylformamid), Rf 0,78 (CME), 0,72 (CM1). — UV. (Methanol}:
263 (1219), 224 (15590), vgl. Photaki [10]. — NMR.- und 1R.-Spektren entsprechen der Erwartung.

C1sHaiNO:S (407,43) Ber. C56,00 H 5,20 N3,44%  Gef. C5568 H 525 N 3,599

Z - Ala(]) - OMe (4). Einc Losung von 2,6 g (6,38 mmol) N-Benzyloxycarbonyl-O-tosyl-serin-
methylester (4) in 30 ml trockenem Aceton wurde nach Zugabe von 3,2 g (19,16 mmol) Kalium-
jodid unter Lichtausschluss 100 Std, bei Raumtemperatur (RT.) gerithrt. Hicranf wurde der
farblose Niederschlag des Kaliumsalzes der p-Toluolsulfonsiure abfiltriert, das Filtrat eingedampft,
der Rockstand in 50 ml Ather aufgenommen und von siner braunen Schmiere abdckantiert. Nun
dampite man erneut zur Trockene cin und kristallisicrte den Riickstand Zmal aus siedendem
Pentan um (s. [11]). 1,983 g (5,46 mmol) farbloses, kristallines 4 (86%), Smp. 67°-68°, [«)¥ — 19,9°
{¢ = 0,8, Dimethylformamid), Rf 0,22 (HE1), 045 (HE2). - NMR.: 7,3 (s, 5 H); 5,6-5.4 (br. Bandc,
1H);515(s, 2H); 4,644 (1, Jan =4, 1 H); 3,8 (5, 3 H): 3,6 (d, Ja5 = 4, 2 H).

CigH14JNO; Ber. €39,68 H 3,80 N 3,86 ] 34,95%
(363,13) Gef. ,, 3968 ,, 3,96 ,, 3,79 ,, 34,669

Z « Ala(dehydro) - OMe (5). f-Eliminierung: In mehreren Experimenten, bei denen mit den
Pradukten 3 bzw. 4 unter basischen Bedingungen gearboitet wurde, konnte das Nebenprodukt 8
isoliert werden. Es wurde jeweils mit Ather extrahiert und an der 50fachen Menge Kiesclgel
chromatographiert, wobei 5 mit Hexan/Essigester 8:2 cluiert wurde. 270 mg 5, Smp. 33-35°
(o1 = 0° (¢ = 0,8, Dimethylformamid), Rf 0,40 (HE1), 0,52 (HE2). — UV. (Methanol/Wasscr
4:1): Amax 240 nm vgl. Photaki [10). - NMR.: 7,4 (5, 5H); 6,3 (s, 1 H); 58 (d, J =1,1 H); 5,1
(s, 2H); 3,83 (s, 3 H).

Ci1aH1gNOy (235,22) Ber. C61,27 H 5,57 N59% Gef, C61,17 H5,62 N578%

Z +Gla(OMe)s * OMe (64). Eine Losung von 273 mg (2,06 mmot) Malonsiuredimcthylester
und 262 mg (2,25 mmol) TMEDA in 10 ml trockenem 1, 2-l)imethoxyéthan wurde bei 0° unter
Stickstoff mit 1,24 ml 1,78 u #-Butyllithium in llexan versetzt. Nach 1/g Std. kothlte man kon-
tinuierlich auf — 30° ab. Hieranf gab man einc Ldsung von 652 mg (1,8 mmol) 4 in 4 ml {rockcnem
1,2-Dimethoxyithan dazu und liess iiber Nacht reagieren. Die kalte Lésung wurde troplenweise
auf cine Mischung von zerstossenem Eis/KyS0,/KHSO4 (pH2) gegeben und 2mal mit 50 ml Chloro-
form extrahiert. Es wurdc normal weiter aufgcarbeitet. Den viskosen Riickstand digerierte man
mehrmals mit Pentan und reinigte ihn hierauf durch Chromatographie an Kicselgel. Es wurde mit
Hexan/Essigester 5:4 eluiert. 376 mg 6a (57%), [«]F = + 2,6° (¢ = 0,9, Dimethylformamid),
Rf 0,34 (HEZ). — NMR.: 7,35 (s, 5 H); 5,5-5,3 (br. Bande, 1 H); 5,15 (s, 2 H}; 4,65-4,35 (sextett,
Jag =4 1H);3,75(35,9H); 3,55 (t, Jp, = 7, Jup = 4, 1 H); 2,6-2,3 (m, J5, =7, 2H). ~ IR.
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3410 w, 1725 5, 1500 m, 1240 s, 1040 m. — MS.: 367 (4,2, M+), 308 (16,1), 264 (16,1), 232 (18,1),
200 (15,3), 108 (14,2), Basis 91.
C17Ha1NOg (367,35) Ber. C 55,53 H 576 N3,81Y Gef. C55,39 HS576 N 3,709

DL-Z + Gla(OBut)z - OMe (6b). Zu einer Losung von 215 mg (1 mmol) Malonsdure-di-£-butyl-
ester und 131 mg (1,1 mmol) TMEDA in 5 ml trockenem 1,2-Dimethoxy4than wurde unter
Stickstoff 0,6 ml 1,78 m #-Butyllithium in Hexan gcgeben. Hierauf wurde wihrend 60 Min.
kontinuietlich mit dem Kryostat auf — 32° abgekiihlit. Nach Zutropfen von 344 mg (0,95 mmol)
S in 3 ml trockenem 1,2-Dimcthoxyithan wurde eine Nacht bei dieser Temperatur stchen ge-
lassen. Anschlicssend licss man die Losung 3 Tage im Kuhlschrank (4°) weiter reagieren. Nach
saurer Extraktion mit Chloroform wurde normal aufgearbeitct und das Rohprodukt durch
Sdulenchromatographie an Kiesclgel gercinigt, wobei mit Ilexan/Hssigester 8:2 cluiert wurde.
300 mg dliges 6b (72%), [0 = 0° (¢ = 1,09, Dimethylformamid), Rf 0,63 (CME), 0,15 (HE1). -
NMR. (220 MHz): 7.4 (s, 5, H): 5,3 @, J,wu = 7,111); 3,1 (s, 2H),; 445 (m, 1L H); 3,75 (s, 3 H);
330, Jppy=7111);2,35(m, J4,=T7,1H); 2,25 (m, [5, =7,1H); 1,5 (25, 18H). - IR.: 3400 m,
17205, 1490 5, 1230 5, 1030 m. — MS.: 451 (Spur, M+), 395 (3,5), 339 (18,4), 280 (21,9), 236 (12,3),
204 (13,2), 108/107 (15,1/10,7), 91 (100, Basis), 57 (41,2).

CagHgaaNOg (451,53) Bor, C61,18 H 7,37 N3,10% Gef. C61,49 H749 N299%

Z Glu{(OBu) OMe (11). 3,45 g (10,3 mmol) N-Benzyloxycarhonyl-glutaminsiurc-y-i-
butylester wurden in 20 ml Methanol/Wasser 9:1 geldst und bei 5° mit einem leichten Uberschuss
an Diazomcthan versctzt (vgl. 1 - 2). Dje Lisung wurde nun mehrmals sorgfiltig mit Benzol
eingedampft: 3,7 g farbloscs 01 (11) (100%), Rf 0,60 (CME). ~ NMR.: 7,35 (s, 5 H); 5,6-5,3 (br.
Bandc, 1 H): 5,1 (s, 2 H); 4,5-4,2 (m, 1 H); 3,75 (s, 3 H); 2,5-1,9 (Signalhaufen, 4 H); 1,5 (s, 9 H).

ZV Gla(OMe) + OMe (7). 182 mg (0,5 mmol) 3 wurden analog zu 5 —+ 6a mit 92 mg (0,7 mmol)
Malonsguredimethylester umgesetzt, Nach 15 Std. bei — 20° wurde die kalte Ldsung auf RT.
erwirmt und zur Trockenc cingedampft. Den Rilckstand digericrte man Smal mit Hexan, de-
kantierfc ab und arbeitete normal bei saurem pH auf: 133 mg 7 (73%), viskos, [a]},‘ 4+ 1,5
(¢ = 0,7, Dimethylformamid), Rf 0,23 (HE2). — NMR. (220 MHz): 7,4 (s, 5 H); 5,3 (0¢, 2 H);
4,75 (m, 1 H): 3,8 (s, 3H); 3,7 (s, 3H); 2,7-2,4 (Signalhaufen, 3 H). - IR.: 1780 s, 1720 5, 1260 s,
1000 5. — MS.: 335 (2,6, M), 291/290 (6,6/1,8), 232 (17,1), 201 (3,8), 108/107 (15,7/27,8), 91 (100,
Basis),

Ci1gH1:NO7 (335,32) Ber. € 57,31 H 511 N4,18%  Gef. C57,49 H 548 N4,01%
pL-Z * Gla{OBut); - OH (8b). 300 mg (0,66 mmol) 6b wurden in 7.5 ml 0,47 N 4thanolischem
KOH gelost und wiahrend 20 Min. bei RT. hydrolysicrt. Anschliessend neutralisiorte man die
Losung in der Kilte mit 1N HC] und dampfte sie im Vakuum ein. Der Riickstand wurde normal
aufgearbeitet und das Produkt Bb an Kieselgel chromatographiert, wobei mit Chloroform/
Mcthanol 9:1 cluiert wurde: 199 mg (699%) amorphes, diannschichtchromatographisch ein-
heitliches 8b. Smp. 64-65°, Rf (0,28 (CME), 0,72 (BEW 1), -- IR.: 3500-3050 m (OH-ass0z.), 1710 s,
1580 m, 1500 m, 1220 5, 1040 m.
CoeHg NOg (437,50) Ber. C60,40 H 7,14 N3,20% Gef C60,59 H7,06 N3,23%
oL-H « Gla(OBuf); « OH (9). 180 mg (0,41 mmol) 8b wurden in 12 ml Methanol/Essigsdure
95:5 gelést und in Gogenwart von 18 mg 10proz. PA/C 90 Min. bei RT. im Durchfluss hydriert.
Nun wurde die T.3sung durch ein Whatman GF/C Mikroporfilter filtriert und i, V, eingedampft.
Der Riickstand wurde einmal aus Methanol/Ather umgefillt und 2mal mit Ather gewaschen.
9 kristallisicrte aus heissem Wasscr in farbloscn Nadeln: 88 mg (719%,) 9, Smp. 159-161°, R1 0,50
(BEW 1). Elektrophorese: Die Substanz wandert ¢a. 20 mm gegen die Kathode.
C14HzsNOg - 1/s HoO  Ber. €53,83 H 8,39 N 4,439
(312,37) Gef. ,, 53,52 ,, 8,06 ,, 4,39%

or-H «Gla - OH (10). 13 mg (40 pgmol) 9 wurden in 0,5 ml 90proz. Trifluoressigsidurc gelist.
Nach 140 Min. Stehen bei RT. wurde mit Ather im Uberschuss getallt. Dic Fallung wurde ab-
zentrifugiert, 2mal mit Ather gewaschen, in 0,5 ml Wasscr geltst und die Lasung erneut mit [so-
propylalkohol gefdllt und abzentrifugieri. 8 mg (66%) 10, Rf 0,15 (BPEW 1), Elektrophorese:
Die Substanz wandert ca. 32 mm (40"). 47 mm (50') gegen dic Anode und ist einheitlich. M
(Asp = 1,0) = 1,38, M (Glu == 1,0) ~2,00.

CpHpNOg (191,15) Ber, C37,70 H4,75 N 7,339, Gef. C37,07 H495 N7,05%
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Die Abspaltung von Isobutylen aus 12 mg 9 in 0,5 ml 0,1 ¥ HCl/Ameiscnséure erfolgte analog
in 120 Min. bei RT.: 6 mg (67%) 10. Physikalische Datcen wic oben.

Besonderer Dank geblihrt den Herren Prof. Dr. Josef Seibl fiir dic Aufnahme der Massen-
spektren, W. Manser vom Institut far organische Chemie der LTH-Ziirich fiir die Ausfiihrung
der Elementaranalysen, Hans Gremlich und Prof. Dr, K. Wilthvich fiir dic Aufnahme der 220 MHz
Protonenresonanzspektren, sowic Frauleim Christiane Maier fur die Ausfahrung der polarimetri-
schen Messungen und Aufnahme der UV.-Spcktren.

LITERATURVERZEICHNIS

111 S. Magnusson, L. Sottvup-Jensen, T. E. Petersen, H. R. Morvis & A. Deli, FEBS Letters 44,
189 (1974).
(2) J. Stenflo, P. Fernlund, W. Iigan & P. Roepstorff, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 77, 2730 (1974).
(31 H. R. Morris, R. Thompson & A. Dell, Biochem. biophys. Res. Commun. 62, 856 (1975).
(4] D. L. Enfield, I.. H. Evicsson, K. A, Walsh, H. Neurath & K. Titani, Proc, Nat. Acad. Sci. USA
72, 16 (1975). .
(5] J. B. Howard & G. L. Nelsestuen, Federation Proc. 33, 1473 (1974).
[6) J. Giravdot, R. Delaney, B. C. Johnson, Biochem, biopbys. Res. Commun, 59, 1197 (1974).
|71 §. Bajaj, R. Bulowski & K. G. Mann, J. biol. Chemistry 250, 2150 (1975).
|8) Th. J. de Boer & H. J. Bacher, Org. Synthesis 36, 16 (1956).
[9] C. H. Hassall & J. O. Thomas, J. chem. Soc. (C) 1968, 1495.
[101 I. Phoiaki, J. Amer. chem. Soc. 85, 1123 (1968).
[11] L. Zervas & 1. Photaki, Chimia 74, 375 (1960).
[12) J. P. Ducep, Thése Strasbourg No. A05292 (1571).
[13) A. Berger & H. R. Bosshayd, Helv. 56, 1838 (1973).

159, Contribution 4 la phytochimie du genre Gentiana, XI1)
1dentification de nouveaux dérivés de I’'iso-orientine extraits
des feuilles de Gentiana burseri LAPEYR
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(20. V. 75)

Summary. Two new derivates of iso-orientin have been isolated and identified from the leaves
of Gentiana burseri LAPEYR. The structure of the new compounds werc established as: trans-
cafeoyl-2"-iso-orientin (1) and p-f-p-glucosyl-trans-cafeoyl-2"-iso-orientin-4’-Q-g-b-glucoside (2).

1. Indroduction. — Dans une précédente communication [1}, consacrée i la phyto-
chimie comparée de la section Coelanthe, nous avons signalé la présence dans les
feuilles de Gentiana burseri LAPEYR. des C-glucosides iso-orientine et isovitexine ainsi
que des 4-O-glucosides correspondants. Nous avions mentionné par ailleurs 1'exis-
tence, dans cette espéce, d’autres substances flavoniques non identifiéss en raison de
leur faible concentration.

Le présent travail a trait A la détermination dc structure de deux nouveaux
dérivés de I'iso-orientine (1 et 2), non décrits jusqu’a présent.

2. Résultats. - - 2.1. Isolement des composés. L'extraction a été réalisée comme décrit
précédemment (2. Les substances 1 et 2 ont été obtenues a partir de la fraction
meéthanolique traitée selon le schéma de séparation indiqué dans la figure.

1y Partie X. v. Helv. A8. 130 (1475},



