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(6. VI. 75) 

Summary. Thc first synthesis of a sclcctivcly, fully protectcd 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 nL-N-bcnxyloxycarbonyl-y-carboxy-glutamic 
acid y, 7’-di-f-butyl-a-methyl-ester is potentially useful for peptidc synthesis. The frcc amino-acid 
(DL-Gla) and D,-pyroy-catboxy-~lutamic acid dimethyl-ester were also prepared. 

Kiirzlich wurde die Struktur einer neuen Aminosaurc irn N-terminalen Teil des 
(Vitamin K)-abhlngigen Blutgerinnungsfaktors Prothrombin vorgeschlagen [I] [Z] 
und durch Synthese bestatigt [3]. Sic wurde im N-tcrminalen Polypeptid (1-42) den 
Stellungen 7 und 8 [l] [Z] ,  sowie 15, 17,20,21, 26,27,30 und 33 rl] zugeordnct. Diesc 
ungewijhnliche y-Carboxy-glutaminsaure &la) f indet man auch in der ‘light chain’ 
von Bovine Factor X1 ( S t w ~ t  Factor) [4]. Factor IT (Protlirombin) und Factor X 
besitzen hornologe Cd2+-Bindungsstellen [4] [5], rnit Bindungskonstanten von log 
K,, = 3,5 f i i r  6 Bindungsstellen im Prothrornbin-Aktivierungsfragment (Mr = 
23000) [7]. Ein Model1 fur die Koordination cincs Calcium-Ions mit den Carboxyl- 
gruppen von zwei y-Carboxyglutaminsaureresten als Calciumbindungsstelle wird in [4] 
vorgeschlagen. Durch Einbau von mit 14C radioaktiv rnarkiertem C02 in Prothrombin 
i% uivo konnte biosynthetisch gezeigt werden, dass im (Vitamin K)-abhlngigen 
Schritt Glutaminsaurereste carboxyliert werden I 61. Nach enzymatischem Abbau des 
Proteins wurde die Radioaktivitat in cincr cinzclncn, sauren Aminosaurc (Ma) ge- 
funden, welche durch die ubliche saure Totalhydrolyse zu Glutaminsaure decarboxy- 
liert wurde [l] [Z]. 

1) D i e  Arbeit ist ein Teil der Dissertation von W .  i%f&ti. Wir danken dem Schwcizevischrn 
Nationalfonds aur Forderung dcr wissenschaJ#lichen Forschung Iiir die gewahrte Untersttitzung. 
Nomcnklatur und AbkUrzungen entsprechen den in der Pepticl- und Roteinchemie ublichen 
Normcn, vgl. E .  Wunsch: tsynthese von Peptiden,, Ud. 15 von rHouberr-Weyl, Methoden der 
organischcn Chcrniea. E. MuNer, Herausgeber, Georg Thierrie VGIbg, Stuttgart 1974. 



Wir beschreiben crstma1.s die Herstellung eines fiir die l’eptidsynthese gccigneten 
Derivates der y-Carboxy-glutaminsaure, dcs nbN-Benzyloxycarbonyl-y-carboxy- 
glutaminsaure-yy‘-di-t-butyl-a-mctliyl-cstcrs (6) (s. Schma). nic Methylestergruppe 
last sich leicht verseifcn, so dass die a-Carboxylgruppc fiir Peytid-Kondensationen 
selektiv frei wird (Hydr<winolyse und Azidkupplung nach Curtius durften ebcn falls 
moglich scin). Perner liisst sich die I’~crli.,yloxycnrbonylb~uppe durch katal ytisclie 
Hydrierung selektiv entferncn : die frcic a-Aminoguppe (2.13. in 9) kann fur die Her- 
stellung von Peptidbindungen oder von andern N-gcschutzten Derivaten des y-Car- 
boxy-glutaminsiure-y ,y’-di-dhutylesters (9) (odcr a k r  seines a-methylestcrs) heran- 
gezogen werden. 

Andcrerseits sind die t-Butyl~ster-~ruppcn sauer spaltbar, stabil bei dcr katalyti- 
schen Hydricrung und weitgehend unempfindlich gcgen nlkalische Hydrolyse odcr 
Hydrazinolyse; 6 erscheint deshalb als gccignetes Ausgangsmaterial sowohl. fur die 
Racematspaltung als auch fur die I’eptidsynthese. 

Unser Synthcscweg ist irn Schema dargestcllt. N-Bcncyluxycarbonyl-seriii (1) 
wurde xnit Diazornethdn quantitativ zum Methylester 2 urngesesetzt. Dessen C)-Tohol- 
sulfonyl-Derivat 3 wurde durch Urnsatz von 2 mit Toluolsulfochlorid in t’yrid in 

1 2 3 

8b 9 10 
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erhalten. Kaliumjodid in Aceton fiihrte 3 in 4 (N-Benzyloxycarbonyl-P-jod-dmin- 
methylester) uber [lo] [ll]. Tosyl- und Jodidrestc von 4 begiinstigen als gutc Ab- 
gangsgruppen die @-Eliminierung [lo] ; deshalb cntstehen bei der Kondensation von 
4 rnit den Carbanionen des Malonsaure-dimethylesters oder -di-t-butylesters rac.- 
6a, bzw. rac.- 6b. Als Zwischenprodukt der Reaktion 4 j. 6 wurde N-Benzyloxy- 
carbonyl-dehydro-alain-methylester isoliert . Das Carbanion der geschiitzten Malon- 
saure wurde nach einer abgeiinderten Vorschrift von Ducep 1 121 in 1,2-Dimethoxy- 
%than rnit fl-ButyUithium erzeugt. Da tertigre Aminc durch Komplexbildung dic 
kovalente Kohlenstoff-Lithium-Bindung schwacchen und damit die Bashitat der 
organometallischen Verbindung erhiihen, wurde dcni Keaktionsgemisch 1 Aquivalent 
Tetramethyl-athylendiamin (TMEDA) beigegeben. Die NMK.-Spektren von 6 b und 
N-Benzyloxycarbonyl-glut~sa~e-y-t-butyl-~-met~~yl-ester (11) sind praktisch 
identisch - mit Ausnahme des Tnpletts bei 3,3 ppm, wclches einern Proton (y-H) 
entspricht, und dern Integral bei ca. 1,5 ppm, wclchcs irri Verhaltnis von 2:1 oder 
18:9 Protonen mit dem einfachen Glutaminsawedenvat 11 steht (Fig. 1 und 2). 

PPm 
1 1 I 
5 4 3 2 

Fig, 1. Vergl~ich der 60 MHz Pro#orrcnvesorrawspekJven in Ikuferiochhoform von 6 b und 11 

I I I I 
5 4 3 PPm 

Fig. 2. 220 MHx Pvola~enresonansspcAtvum in Delcteviochloroform von 6b im Bereich 2-6 $pwt 
93 
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Die Modellverbindung 6 a wurde wahrend der Aufarbeitung im stark alkalischen 
Milieu durch leichte Erwarmung lactamisiert, worauf der neue &ro-y-Carboxy- 
glutaminsgure-dimethylester (7) isoliert werden konnte (Fig. 3). Vemutlich wegen 
sterischer Hinderung konnte die entsprecliende Reaktion bei 6 b nicht beobachtet 
werden. 

I I I  hl 

91 Int. #I. 
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m 291 335 
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Fig. 3. Massens#ektrum von N-Re.nzyZoxycavbony~-p~o-y-carboxyg~u~m~~~uve-dimethy~ester (7) 

Milde alkalische Verseifung der Modellverbindung 6 a in 0 , l ~  athanolischer 
Kalilauge bei 0" fuhrte zu eincm Produkt rnit Rf 0,24 (CME), welches in Ubereinstim- 
mung rnit analogen Beobachtungen von Berg# & Bosshard [13] wiihrend der Auf- 
arbeitung decarboxyliert wurde. Das neu entstandene Produkt ist dunnschicht- 
chromatographisch identisch rnit N-Benzyloxycarbonyl-glutaminsaure. 

Durch milde alkalische Verseifung von 6b mit 0,5 N iithanolischer Kalilauge ent- 
stand 8b; katalytische Hydrierung in Gegcnwart von loproz. Pd/C lieferte 9; 
Acidolyse von 9 mit 90proz. Trifluoressigsiure bzw. 0 , l ~  Salzsaure in Amcisensaure 
crgab die frcie DL-y-Carboxyglutamhsaure (10). Die elektrophoretische Mobilitat von 
10 beziiglich Asparagin betriigt 1,38 bei pH 6,4. 

Experimenteller Teil 
Allgemeincs. Physikalische naten wurden wic fvlgt bcstimmt : Sm@. (unkorrigiert) auf cincm 

Apparat FP1 der Firma Mettler & Co. Die Mcseung crfolgtc in im Hochvakuurn (HV.) abge- 
schlosscncn Glaskapillaren. Optische Drehungen auf eincrn Pevkin-Elwaer Polarimeter 141. UV.- 
Spktren (A,,,, e) : Backman Acta V Spektrophotometcr. IR.-S#ektren (cm-1) : Beckman IR-33, 
Usungsmittel: Chloroform; Absorptionsmaxima in cm-1. NMR.-SpeRtven: Vatian T-60 (60 MHz). 
bzw. Varian HR 220 Spektromcter bei 220 MHz rnit Tctramethylsilan als internem Standard. 
Die cliemischen Verschiebungen sind in ppm, dic Kopplungskonstanton J in Hertz ausgedriickt. 
Lhungsmittel : lkuteriochloroform. Masselzspektren : HitacM-Pevkin-Elmer RMU 6 D. Es werden 
nur die wichtigstcn Pike angcgeben, vgl. Fig. 3. Reagentien und I-osungsmittel stammten von dcr 
1:lwka AG, Ruchs. U~nnschichlchromatog~~phie (DC.) und Hlektrophorese : Chromatogramme auf 
Kieselgel (DC.-Fertigplatten 60 F2s4 von Merck, Darmstadt). Znsammcnsetzang dcr Fliessrnittel 
(Volurncnteile) : CM 1 : Chloroform/Methanol 19: 1 ; IIB 1 : Hexan/Essigester 8 : 2; HE 2: Hexan/ 
Essigestcr 5 : 4; CME : Chloroform/Methanol/Eisessig 95 : 5 : 3; BBW 1 : Z-~utanol/Essigsaurc/ 
Wasser 100: 15: 35; RPEW 1 : l-Butanol/Py*idin/Essi~sauri~/Wssser 50: 12: 12: 25. 

Die Platten wurden mit Jod, HDr/Eiscssig und Ninhydrin-Reagens angefarbt. Elektro- 
phorese auf Cellulose F Fertigplattcn (MercR, Darmstadt) in einer Apparatur der Firma Camag 
(Muttenz) bci einem Potcntial yon 40 V/cm wahrcnd 40 Min. bei pH 6,4; Elektrolyt: AcOH/ 
Pyridin/Wasser 4: 100: 900. Die Mobilittt wircl relativ zu Asp (1.0) ausgedrlickt. Sadenchvomaro- 
graphie rnit MN-Kicselgel70-325 mesh (Macherey-iVageE & Go. Durcn). ArPalysenpvd#aratc wurden 
bei Raumtempcratur (RT.) und 0,001 Torr 5-15 Std. getrocknet. Flussige Reagentien und U- 
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sungmittel wurden mcist mitt& einor Spritzc durch cine Scrumkappe zugcgeben oder iibcr ein 
gesignetes Trocknungsrnittcl direkt ins Reaktionsgcfaes dcstilliert. Diazomethanherstellung : &he 
De Boer & Backer [8]. 

Unter normaler Aufarbeitung versteht man folgertdes: Extraktion dcs auf Wasser oder Ejs 
gegossenen Reaktiansgemisches mit Essigcster odcr dern angegebcnerk Lijsungsmittel; falls n6tig 
Trennung in saurc, basischc, neutrale Antcile. Waschen dcr organisclien Phasc rnit ges. NaC1- 
Lasung und Wasscr, trocknen mit wasserfrcieni Magnesiumsulfilt uncl eindampfcn im Rotations- 
verdampfer (RV.) unter Vakuum ohne 40" EU iilierschmiten. Alle Ausbeutcn werdcn in Mol- 
prozenten des Edukts angegeben. 

* Sev . OMc (2). 633 mg (2 ,H mmol) N-I3enzyloxycartionyl.serin (I) murdcn in 10 ml Mctha- 
nol/Wasse.r 9: 1 geltist und auf loo abgeklihlt. Zu dieser rssung wurde azeotrop Diazomethan in 
Ather destiflicrt, bis eine schwache gelbe Fgrbung bestehcn tdieb. Das Uber~Chli5~@? I)iazomcthan 
wurde mit Stickstoff cntfernt, die Usung mehrmals mit Bcnzol eingedampft und 5 Strl. im HV. 
getrocknet: 668 mg (100%) 2, viskos, Rf 0,30 (CME) 0.44 (CM l), vgl. Hassall & Thomas [9]. - .  
NMR.: 7,4 (s, 5 H); 5,9-5,7 (br. d ,  1 H); 5 , l  (s, 2 11); 4.6 .4,3 (m, 1 H); 3,95 (d,  .[ = 4, 2 H); 
3,89 (s, 3 H). - IR.: 3420 m, 1740 (Schulter), 1720 s, 1500 m. Es wurden 10,38 g 2 hergestellt. 

2 SertTos) - OMe (3). Einc Usung von 5.8 g (22,9 inmol) N-Bcnzyloxycarbonyl-serin- 
methylester (2) in 12 g trockenem Pyridin wurden auf 5" gckuhlt und wahrcnd 30 Min. portionen- 
weise mit 5,37 g (28,l mrnol) Toluolsulfochlorid versctzt. 1)io tieforange gefiirbte Usung wurdc 
uber Nacht im Kiihlrauin bei 4" gcriihrt. Ein amorpher Nicdcrschlag (3) wurde abfiltriert, die 
Mutterlauge rnit 50 ml Mothanol vcrdiinnt, zur Trockcar eingedarnpft und der Ittickstand aus 
heissem Isopropylalkohol umkristallisiert. 5,63 g farblose Nadcln von 3 (GO%), Smp. 117°-1180, 
[a# = - 10.27" (c = l , l ,  Dimcthylformamid), Rf 0,78 (CME), 0,72 (CM.1). - UV. (Methanol) ! 
263 (1219), 224 (15590). vgl. PholaRi [ lUJ.  - NMR.- und lK.-Spektrcn entsprechen der Erwartung. 

CigHsiNOpS (407,43) Ber. C 56,OO H 5.20 N 3.44% Gcf. C 55,68 H 5,25 N 3.59'3, 
2 * A k ( J )  . C)kfe (4). Einc Usung yon 2,6 g (6,38 mmol) N-Henzyloxycarbonyl-0-tosyl-serin- 

methylestcr (4) in 30 ml trockenem Accton wurde nach Zugabc von 3,2 g (13,16 mmol) Kalium- 
jodid unter Lichtausschluss 100 S td. bai Kaurntempcriitur (KT.) geriihrt. Nicrauf wurde dcr 
farblose Nicderschlag des Kaliumsalzes drr p-'l'oluolsulfonsiure abfiltriert, das Filtrat eingcclampft, 
der Rackstand in 50 ml &hcr aufgenommen und von eincr lirauncn Schmicre abdckantiert. Nun 
dampftc man erneut zur Trockene cin und kristallisicrte dcn Ruckstand 2mal aus sicdendem 
Pentan um (8. [ll]). 1,983 g (5,46 mmol) farbloses, kristallines 4 (8674, Smp. 67"-68", [a]: - 19,9" 
(c = 0,8, Dimethylformamid), Rf 0,22 (HEI), 045 (HE2). - NMR.: 7,3 (s, 5 H); 5 , 6 5 4  (br. Bandc, 

C181114JN04 Bet. C 39,68 €I 3,89 N 3,86 J 3435% 
(363,13) Gcf. ,, 39,68 ,, 3,% ,, 3,79 ,, 34,66% 

1 H); 5,15 (s, 2 H); 4,64,4 (t,  JAB 3 4, 1 N); 3,8 (s, 3 H);  3,6 (d, J A B  -- 4, 2 H). 

Z Ala(dehydro) . OMe (5). P-Elirninierung: In mehrcrcn Experimentcn, bei denen rnit den 
Bodukten 3 bzw. 4 untcr hasisclien Bedingunyen goarbitel wurde, konnte das Nehnprodukt 5 
isoliert wcrden. Es wurde jcweils rnit Ather cxtrahicrt \inti an dcr 50fachca Mengc Kiasclgel 
chromatographicrt, wobei 5 mit Hexan/Essigcster 8: 2 cluiert wurcle. 270 mg 5, Smy. 33-35" 
[oL# = 0' (E  = 0,8, Dimethylformamid), Rf 0,40 (ffEl), 0,52 (HEZ). - UV. (Methanol/Wasscr 
4:l): Amsx 240 n m  vgl. Phraki [lo]. - NMR.: 7,4 (s. 5 H); 6,3 (5, 1 H); 5.8 (d, J = 1, 1 H); 5,1 
(s, 2 H); 3,83 (s, 3 H). 

CiaH18N04 (235,22) Bet. C 61,27 H 5,57 N 5,96% Gcf. C 61,17 H 5,62 N 5,78% 
Z GEa(0lMe)S a OMS (6a). Eine Lijsung von 273 mg (2,06 mmol) Malonsauredimcthylester 

unci 262 mg (2,25 mmol) TMEDA in 10 ml trockencm 1.2-1)imethoxytithan wurdc bei 0" unter 
Stickstoff mjt 1.24 ml 1 . 7 8 ~  n-Butyllithium in llcxan versetzt. Nacli Std. ktlhlte man kon- 
tinuierlich auf - 30° ab. Hicrauf gab man einc Tibung von 652 mg (1,8 mmol) 4 in 4 ml trockcdem 
1,Z-Dimethoxyzthan dazu und liees Clber Nacht rcagiorcn. Die kaltc Usung wurde tropfenwcise 
auf cine Mischung von zerstossenem Eis/KaS04/KHS04 (pH2) gegebcn und 2mal ruit 50 ml Chloro- 
form extrahiert. Es wurdc normal wciter aufgcarbeitet. Dcn viskoscn Ruckstand digcrierte man 
mehrmals rnit Pentan und reinigte ihn hierauf durch Chromatographie an Kicselgel. Es wurdc mit 
Hexan/Essigester 5:4 eluiert. 376 mg 6a (57%). [ct]g = ,.I- 2,6" (c = 0,9, Dimethylformamid), 
Rf 0,34 (HEZ). - NMR.: 7,35 (s, 5 H); 53-5,3 (br. Ban&, 1 H); 5,15 (5, 2 H); 4,654.35 (sextet#, 
J p p  = 4, 1 H); 3.75 (3 S, 9 H); 3.55 (t,  J j y  7, Jaa 4, 1 H); 2,62,3 (m, J j y  = 7, 2 H). -- 1R.z 
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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,l). 
200 (15,3), 108 (14,2), Basis 91. 

C17H2lNC)S (367,35) Der. C 55.53 H 5.76 N 3,81u/, Gcf. C 55.39 H 5,7G N 3,10% 
DL-Z * Gla(ODt.492 * OMe (6b). Zu einer .TAsung von 215 mg (1 mrnol) Malonsllurc-di-t-butyl- 

ester und 131 mg (1.1 mmol) TMEDA in 5 ml trockenem 1.2-Dimethoxyathan wurde untcr 
Stickstoif 0,6 ml 1,78 M %-Rutyllithiurn in Hexan gcgeben. Ilierauf wurdc w w e n d  GO Min. 
kontinuierlich mit dcm Kryostot auf - 32" abgckiihlt. Nach Zutropfen von 344 mg (0,95 mmol) 
5 in 3 ml trockanem 1,P-Dirncthoxyithan wurdc eine Nacht bci dieser Tempcratur stchen gc- 
lassen. Anschlicssend licss rnan die Lasung 3 Tagc irn Kuhlschrank (4") weiter rcagieren. Nach 
saurer Extraktion Init Chloroform wurde normal aufgcarbeitct und dae Rohprodukt durch 
Saulenchromatographie an Kiesclgel gercinigt, wobei Init IIextLn/Bssigestcr 8 : 2 cluiert wurde. 
309 mg oliges 6b (72%). [a]g = 0" (c = 1,09, Dimcthylfnrmamid), Rf @,63 (CME), 0,15 (HE1). - 
NMR.(220MHz):7,4(.~,5,H):5,3(d,J,-a~=7,1lI);5,1(~,2H),;4,4S(m,lH);3,75(s,3Il); 

1720 s, 1490 s, 1230 s. 1030 m. - MS.: 451 (Spur, M+),  395 ( 3 4 ,  339 (18,4), 280 (21,9), 236 (12,3), 
204 (13,2), 108/107 (15,1/10,7), 91 (100, Basis), 57 (41.2). 

CaaHssNOs(451.,53) Rcr. C61,18 H 7,37 N 3,1.0% Cef. C61,49 H7,49 N 2 9 %  
2 - GZu(0Bu ) 7 OMe (11). 3,45 g (10,3 mmol) N-Benzyloxycar'lxlnyl-glutamins~urc-y-6- 

butylester wurden in 20 ml McthanollWasser 9: 1 gelisst und bei 5" mil; eincm leichtcn Uberschuss 
an Diazorncthan versctzt (vgl. 1 4  2). We Liivung wurtic nun mehrmals sorgfiiltig rnit Benzol 
eingcdampft: 3.7 g farbloscs 01 (11) (loo%), Hf 0.60 (CME). - NMR.: 7,35 (s, 5 H); 5,6-5,3 (hr. 
Bandc, 1 H): 5,t (s, 2 H); 4,5-4,2 (m, 1 H); 3,75 (s, 3 H) ;  23-1.9 (Sigmalhaufen, 4H); 1.5 (s, 9 H). 

2 Za(0IMe) * OMe (7). 182 mg (0.5 mmnl) 5 wurdcn analog zu 5 + 6a mit 92 mg (0,7 mmol) 
Malon&urcdimethyIester umgesetzt, Nach 1.5 Std. Bei - 20" wurdc die kalte Idsung auf RT. 
erwarnt und zur Trockenc cingedampft. Den RUckstand digericrte man 5mal rnit Hexan, de- 
kantiertc ab und arbeitete normal bci saurem pIl auf: 1.33 mg 7 (73%). viskos, [&]g .t 1,s" 
(c 3 0,7, L)imethylformarnid), Rf 0,23 (HEZ). - NMR. (220 MHz): 7,4 (s, 5 13); 5,3 (OC, 2 H); 
4.75 (m, 1 H): 3,s (s, 3 H); 3,7 (5, 3 H); 2,7-2,4 (Signalhaafcn, 3 H). - IR.: 1780 s, 1720 s, 1260 s, 

Basis), 

393 ( f ,  Jp,, = 7, 111); 2,35 (m, JI,, = 7, 1 H) ; 2.25 (WJ, Jp,, -= 7, 1 H); 1,5 (2 5, 18 H). - IH. : 3400 WZ, 

1000 S. - MS.: 335 (2,6, Mb), 291/290 (6,6/1,8), 232 (17,1), 201 (3,8), 108/107 (15,7/27,8), 91 (100, 

ClaHl,N07 (335,32) Rcr. C 57,31 H 5,11 N 4.18% Gef. C 57.49 H 5,46 N 4,0lo/, 
DL-2 - G h ~ ( 0 B u ~ ) ~  - OH (Sb). 300 mg (0,66 mmd) 6b wurdcn in 7.5 rnl 0 , 4 7 ~  athanclischem 

KOH geliist und wiihrcnd 20 Min. bei RT. hydrolysicrt. Anachliessend neutralisjcrte man die 
Losung in der Kiilte mit 1~ HCI und dnmpfto sie irn Vakuum ein. &,el Riickstand wurde normal 
aufgearbeitet und das Produkt 8 b an Kicsclgel ehrornatographiert. wobei mit Chloroform/ 
Mcthanol 9: 1 cluiert wurdc : 199 rng (69%) arnorphes, dunnsc~ichtchromatographisch ein- 
heitlicheslb. Smp.64-65". Rf 0,28 (CME), 0,72 (BEW I). ... IR.: 3500-3050m (OH-a%oz.), 1710s, 
1580 m, 1500 m, 1220 s, 1.040 m. 

CeaHalNOs (437,SO) Ber. C 60,40 H 7,24 N 3,2074 ref. C 60,59 H 7.06 N 323% 
DL-H. G L ( O B d ) ,  O H  (9). 180 mg (0,41 mmol) 8b wurdcn in 12 ml Methanol/Essigsaure 

95:s gclost und in Gcgenwart von 18 mg l.0proz. Pd/C YO Min. bei RT. irn Durchfluss hydricrt. 
Nun wurde die Losung (lurch ein Whattiaman GF/C Mikroporfilter filtrjcrt und i,V. eingedampft. 
L]er Rficbtand wurtle einmal aus Mcthannl/kher umgcfallt und 2mal mit Ather gewaschen. 
9 kristallisicrte aus heisscm WaFwcr in farbloscn Nadeln: 88 mg (71%) 9, Smp. 159-161°, Rf 0,SO 
(BEW 1). Elektrophorcse: Die Substanz wandert ca. 20 mm gegan die Kathode. 

C14H%5T\TO6 - Ha0 Bcr. C 53.83 H 8,39 N 4,43% 
(312,37) Gcf. ,, 5332 ,, 8,06 ,, 4,39% 

UI,-H . Gla . OH (10). 13 m g  (40 prnol) 9 wurden in 0.5 nil 9Oproz. Trifluoressigsaurc geliist. 
Nach 140 Min. Stchcn bei RT, wurde rnit Ather irn uberschuss gefallt. Dic Ballung wurde ah- 
zentrifugiert, 2mal mit Ather gewaschen. in 0,5 ml Wasscr gelisst und die Ulsung erneut rnit Iso- 
propylalkohol gelalt und abeentrifugiert. 8 mg (66%) 10, Rf 0,15 (BPEW 1). Elcktrophorcse: 
Die Substanz wandcrt ca. 32 mrn (40'), 47 mm (50') gegen die Anode und ist einheitlich. M 

CBHgN06 (191,lS) Ber. C 37,70 H 4,75 N 7,330/, Gef. C 37,07 H 4.95 N 7,05% 
(Asp = 1,O) = 1,38, M (GIu 1.0) -2,OO. 
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Die Abspaltung von Xsabutylen aus 12 mg 9 in 0,5 ml0,l  N HC,l/hnieisensaure erfolgte arlalog 
in 120 Min. bci RT.: 6 mg (67%) 10. Physikalischc Datcn wjc oben. 

Besondcrer Dank gebiihrt den Herren Prof. Dr. Josef Seibl fur dic: Aufnahmc dor Massen- 
spektren, W. Mamscr vom Institut fiir organische Chemic der UTH-Zurich fiir die Ausfuhrung 
cler Elementdranalysen, Hans Grmnlich und Prof. Dr. K. WQ2krick fur die Aufnahmc cler 220 MHZ 
Protonenresonanzspektrcn, sowic Frauleim Christialzs Maier f8r die husfiihrung der polarimetri- 
schen Messungcn und Aufnahme der UV.-Spcktrcn. 
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159. Contribution a la phytochirnie du genre Gentiana, XI1) 
Identification de nouveaux dbrivks de I'iso-orientine extraits 

des feuilles de Gentiana burseri LAPEYR 
par Andre Jacot-Guillarrnod, Luong Minh Duc et Kurt Hoatettmann 
Institut de Chimie dc YUniversitB, 51. avenue de Rellevaux, CH-2000 Neuchgtel 

(20. v. 75) 

Summary. Two ncw derivates of iso-oricntin haw been isolatcd and identified from the leaves 
of Gediancr burseri LAPLYR. The structure of the ncw compounds werc established aa: trans- 
cafeoyl-Z"-iso-orientin (I) and ~-~-~-g~ucosyl-~runs-cafeoyl-2"-iso-orien~in-~'-~-~-~-gluco~i~~ (2). 

1. Indroduction. - Dans une prbchdente currrniuriication [lj ,  consacr6c &la phyto- 
chimie cornparbe de la section Coelurttke, nous avuns signal6 la presence dans les 
fcuilles de Gentiurza bzcrsevi LAPEYR. des C-glucosides iso-orientine et isovitcxine ainsi 
que des 4'-O-glucosides correspondants. Nous avions nicntionnk par ailleurs l'exis- 
tence, dans cette esphce, d'autres substances flavoniques non identifids en raison de 
leur f ai ble concentration. 

Lc present travail a trait A la d4tcrmination dc structure de deux nouveaux 
ddrivts de I'iso-orientine (1 et 2), non ddcrits jusqu'h prdsent. 

2. Rbultats.. 2.1. Isokmerztdes c o m ~ o s ~ s .  L'extraction a 6tB Aalisde cornme dCcrit 
prdcddemment [ZJ. Les substances 1 et 2 ont 6th obtenucs h partir dc la fraction 
mdthanolique traitbe selon le schhma de separation indiquC dans la figure. 
11 Partie X. v. Hclv. 58. 130 (19751 


