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Configuration of Proline in Ergotamine

It is well known that in the ergot alkaloids of the peptide
type the proline appears in the L-configuration. Different
methods of acid hydrolysis may lead to various cleavage
products; hydrolysis by HCI yields p-proline, on the other
hand hydrolytic cleavage by means of strongly acid cation
exchange resin preserved the orginal L-configuration.

Durch die Totalsynthese des Ergotamins! erscheint die Stereo-
chemie sowohl der Lysergsdure wie auch des Peptidteiles endgiiltig
geklirt; insbesonders steht auch fest, daff Prolin im Ergotamin und in
den iibrigen Peptidalkaloiden des Mutterkorns in r-Konfiguration vor-
liegen mufBl. Dennoch war die Stereochemie dieser Aminoséure in den
Secale-Alkaloiden immer wieder umstritten, da die verschiedenen
Spaltungsmethoden stereochemisch unterschiedliche Produkte ergaben
(vgl. Lit.2): Es wurden sowohl D-Prolin und p,x-Prolin?® als auch r-Pro-
lin% % isoliert.

Bemerkenswert ist vor allem, dall bei der sauren Hydrolyse mit
konz. Salzsdure® p-Prolin erhalten wurde, welches als Methylester
isoliert wurde.

Da mit Hilfe der Tonenaustausch-Chromatographie die Mdoglich-
keit besteht, Aminosduren ohne Derivatisierung zu isolieren, erschien
uns die Nachpriifung dieses Ergebnisses sinnvoll, zumal das Auftreten
von D-Prolin als Spaltungsprodukt auf Grund der Konstitutions-
formel des Ergotamins kaum befriedigend erklart werden kann. Eben-
falls untersuchten wir die Hydrolyse des Ergotamins mittels eines
stark sauren Kationenaustauschers; diese Methode ist seinerzeit von
uns als schonende und wirksame Art der Hydrolyse beschrieben wor-
den8.

* Teilvertffentlichung der Dissertation von H. Kolassa, Univ. Wien,
1973.
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Sowohl aus dem mit Salzsdure, als auch aus dem mit Kationen-
austauscher gewonnenen Hydrolysat haben wir die Aminosdure Prolin
unter Anwendung der Ionenaustausch-Chromatographie von den iibrigen
Spaltungsprodukten abgetrennt.

Aus dem optischen Drehvermdgen der Prolin-Losungen konnte
ermittelt werden, daBl nach salzsaurer Hydrolyse Prolin zu 809, in
der p-Form vorliegt, wodurch im wesentlichen die Ergebnisse von
Jacobs und Craig aus dem Jahre 19353 bestétigt wurden. Unser Ver-
fahren der schonenden Hydrolyse mit Kationenaustauscher bewirkte
die Peptidspaltung unter weitgehender Erhaltung der im natiirlichen
Ergotamin vorliegenden sterischen Anordnung: Die gereinigte Prolin-
Losung enthielt 909, r- und 109% D-Prolin. Bei der Hydrolyse mit
Kationenaustauscher ist also die L-Konfiguration des Prolins praktisch
erhalten geblieben.

Die verschiedenen Ergebnisse dieser beiden Varianten der sauren
Hydrolyse weisen auf Unterschiede im Verlauf der homogen und der
heterogen katalysierten Reaktion hin.

Experimenteller Teil
Hydrolyse mit Salzsiure

0,30 g Ergotamin-Base wurden mit 25 ml konz. HCl 20 Stdn. im sied.
Wasserbad erhitzt. Nach Eindampfen wurde der Riickstand in 5,0 ml
Citrat-Puffer, pH 3,42 *, aufgenommen (Hydrolysat A).

Hydrolyse mit Kationenaustauscher

Eine Lésung von 0,30 g Ergotamin-Base in 70proz. Alkohol wurde
mit 4 g Dowex 50 W-X 8 (H*+.-Form) ebenfalls 20 Stdn. im sied. Wasser-
bad unter Riickflu erhitzt. Die Aminosduren wurden mit 5proz. NHjz
aus dem Harz eluiert. Nach Eindampfen des Eluats im Vak. bei etwa
40 °C wurde der Riickstand in 5,0 ml Citrat-Puffer, pH 3,42%*, aufgenom-
men (Hydrolysat B).

Tonenaustausch-Chromatographie der Hydrolysate

Ein Kationenaustauscher der Type Dowex 50 W-X 4 mit einer Sieb-
gréBe von 200—400 mesh (Nat+-Form) wurde mit 0,1M-Citrat-Puffer,
pH 3,42%, in ein Glasrohr mit einem Innendurchmesser von 9—10 mm
und einer Linge von 1 m gegossen, so daf eine Harzsdule von 90—95 cm
Hohe entstand. Mit Hilfe eines Temperiermantels wurde bei einer kon-
stanten Temperatur von 37,5 °C mit 0,1M-Citrat-Puffer, pH 3,42%, chro-
matographiert. Bei einer Durchflugeschwindigkeit von 4 ml/h wurden
Fraktionen zu je 2 ml aufgefangen. Es wurde jeweils 1,0 ml der Hydrolysate
A und B mit Hilfe dieser Versuchsanordnung chromatographisch auf-
getrennt.

* 0,1M-Citrat-Puffer pH 3,42 (0,2M-Na): 21,008 g Citronensdure-
Monohydrat werden in 200 ml N-NaOH gelost, mit 690 ml dest. Wasser
verdimnt, mit 110 ml N-HCl versetzt und durch tropfenweise Zugabe
von N-HCl mit Hilfe eines pH-Meters genau auf pH 3,42 eingestellt.
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Bestimmt man in einem aliquoten Teil der erhaltenen Fraktionen den
Aminosduregehalt mit Hilfe der Ninhydrinreaktion?, so erhélt man Elutions-
kurven, durch deren Integration man die Menge der isolierten Amino-
séuren errechnen kann. Die Ausbeuten an Prolin betrugen aus Hydrolysat 4
(Hydrolyse mit HCI) 649, aus Hydrolysat B (Hydrolyse mit Dowex)
609,. Die Prolin enthaltenden Fraktionen wurden tiber eine weitere Siule
eines stark sauren Kationenaustauschers (Dowex 50 W-X 8, H*-Form)
von Puffersubstanzen befreit. Aus dem Harz wurde die Aminosdure Prolin
mit 5proz. NHjz ausgewaschen. Die Eindampfriickstdnde der Eluate aus
den Hydrolysaten 4 und B wurden jeweils mit 1,50 ml dest. Wasser auf-
genommen. Diese Losungen dienten zur Bestimmung des optischen Dreh-
vermodgens mittels eines Mikropolarimeters (Perkin-Elmer Mod. 141).

Mefswerte
Hydrolysat 4 (enthaltend 64 pMol Prolin): « = -+ 0,215.
Hydrolysat B (enthaltend 60 uMol Prolin): o = — 0,265.

Aus der Drehung einer Standardldsung von reinem 1-Prolin ([«] =
= — 73°) wurde der Anteil an T-Prolin in den MeBl6sungen errechnet.
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