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GIBBERELLINE-XLVI’ 

SYNTHESE VON GIBBERELLIN-AMINOSliURE-KONJUGATEN 

G. ADAM,* M. LISCHEWSKI, F.-J. SYCH und A. ULRICH 

Institut fiir Biochemie der Pflanzen des Forschungszentrums fur Molekularbiologie und Medizin der Adademie der 
Wissenschaften der DDR, HallelSaale, DDR 

(Receised in Germany 6 February 1976; Received in the UK for publication IO lune 1976) 

Abstract-The synthesis of a new type of nitrogencontaining gibberellin conjugates with amide-like linked amino 
acid at the 7-carboxylic function of a gibberellin via the following two methods has been reported: Aminolysis of a 
gibberellin anhydride with esters of amino acids followed by demethylation with lithium-n-propyl-mercaptide as well 
as a direct fission of the anhydride with alkali salts of amino acids leads to the desired conjugates whose structures 
have been established on the basis of IR, ‘H NMR and MS data. 

Phytohormone vom Gibberellin-Typ treten in Pflanzen 
sowohl frei als such kovalent an andere Molekiile 
niederen Molekulargewichts gebunden als Konjugate auf, 
denen wachsendes biologisches Interesse zukommt. 
Neben O(3)-Acetyl-gibberellin A, ’ wurden bisher vor 
allem zwei Konjugattypen isoliert, in denen /3-~-Glucose 
entweder glycosidisch als O-/3+Glucopyranosid oder 
esterartig iiber die 7-Carboxyl-Gruppe mit dem Phytohor- 
mon verkniipft ist.‘-’ 

Ein schwefelhaltiges Gibberellin-Konjugat stellt die 
1974 von einer japanischen Arbeitsgruppe aus Pharbitis 
nil gewonnene “Pharbitic acid” dar,6 deren Struktur 
formal durch Addition von Mercaptobrenztraubensaure 
an dehydriertes Gibberellin A, abgeleitet werden kann. 
Weiterhin isolierten Nadeau und Rappaport ein ampho- 
teres Gibberellin-A,-Konjugat mit Peptid-seitenkette, des- 
sen vollsttidiger Strukturbeweis noch aussteht.’ 
Nachfolgerd berichten wir iiber die Synthese eines neuen 
stickstoffhaltigen Konjugattyps von physiologischem 
Interesse,’ der durch eine peptidartige Verkntipfung der 7- 
Carboxyl-Gruppe von Gibberellinen mit einer 
Arninosaure bzw. dem Dipeptid Glycylglycin gekenn- 
zeichnet ist.’ Der Aufbau solcher Verbindungen wurde in 
der GA,- und GA,-Reihe nach folgenden zwei Verfahren 
durchgefiihrt: 

Entsprechend unseren frtiheren, mit Aminen erhaltenen 
Befunder? liessen sich sowohl GA,-anhydrid 1”’ als such 
sein GA,-Analogon 29 mit entsprechenden Aminoslure- 
methylestern in absolutem Pyridin oder cyclischen 
Athem glatt bei Raumtemp. aminolysieren, wobei nach 
Trennung vom gleichzeitig entstandenen GA, bzw. GA, 
und SiO*-Chromatographie die methylierten Konjugate 
3a-14a gewonnen wurden. Alle Verbindungen zeigen im 
Kationen- und Anionen-Massenspektrum die erwarteten 
Molpeaks (M- bzw. Mm). Die vorliegenden Funktionen 
wurden durch IR-Daten gesichert; entsprechende Banden 
(Nujol) liegen z.B. im N-Gibberellin-A,-oyl-L-leucin- 
methylester (6a) bei 3400 i.breit, OH), 3345, 3070 
(Amid-NH), 1750 (y-Lacton), 1725 (Estercarbonyl), 1660 
und 1545 cm-’ (sek. Amid). Eine sowohl unter basischen 
Bedingungen als such protonenkatalysiert im A-Ring des 
Gibberellin-A,-Systems leicht stattfindende Allylum- 
lagerung zum A ‘(‘0’-19+2-Lacton” konnte durch ‘H- 
NMR-spektroskopische Befunde ausgeschlossen werden, 
wobei in allen Fallen das ftir eine unverlnderte 3/l- 
Hydroxy-A’-19+ I@Lacton-Partialstruktur charakteris- 

tische AMX-Kopplungsmuster fur die Protonen an C-l, 2 
und 3 auftritt. Entsprechende Signale erscheinen z.B. im 
Spektrum von N - Gibberellin - Al - oyl - L - glycin - 
methylester (3a) bei S 6.40 (d, J = 9 Hz; I-H), 6.10 (dd, 
J = 9 Hz; J’ = 3.5 Hz; 2-H) und 4.48 ppm (d, J = 3.5 Hz; 
3-H). Weitere wichtige NMR-Daten von 3a-13a sind in 
Tabelle I angegeben, 

Eine schonende Uberfiihrung in die entsprechenden 
freien Gibberellinoyl-aminosluren gelang ausgehend von 
3a-1Oa bzw. 14a nach Bartlett und Johnson” durch 
Umsetzung mit Lithium-n-propyl-mercaptid in 
Hexamethylphosphorsauretriamid bei Raumtemp. 
Anschliessende Si02-Chromatographie ergab die 
gewtlnschten Gibberellinoyl-aminosluren 3b-lob bzw. 
14b in massigen Ausbeuten. Dagegen liessen sich die 
freien Konjugate von L-Asparaginsaure und L- 

Glutaminsaure 12b bzw. 13b nicht nach diesem Verfahren 
aus ihren Methylestern gewinnen. 

Als praparativ vorteilhafter erwies sich eine zweite 
Darstellungsmethode, nach der das Anhydrid 1 direkt mit 
dem Natriumsalz von Aminosauren bzw. Glycylglycin, im 
Falle von Glycin und L-Prolin such mit deren Lithium- 
salzen bei Raumtemp. umgesetzt wurde. Saure Aufar- 
beitung und SiO+Zhromatographie lieferte die freien 
Konjugate 3b-Sb und %b-lob, die sich in allen Eigenschaf- 
ten mit den durch Esteraminolyse und anschliessende 
Entmethylierung erhaltenen Produkten als identisch 
erwiesen. Analog verlief die entsprechende Umsetzung 
ausgehend von GA,-anhydrid 2 zu 14b, IS und 16. 

Weiterhin wurden die GA,-Konjugate von tr-Alanin, 
L-Tyrosin und L-Asparaginsiure 4e, lib und 12b nach 
diesem Verfahren erhalten. Diazomethan-Methylierung 
der Carbonsauren 3b-lob, 12b und 14b ergab nahezu 
quantitativ wieder die entsprechenden Methylester 3a- 
lOa, 12a und 14a. Gibberellin-A,-oyl-L-tyrosin (lib) liefert 
hierbei unter gleichzeitiger Veratherung der phenolischen 
OH-Gruppe Gibberellin - A, - oyl(p - methoxy) - L - 
phenylalanin - methylester (17). 

Die freien Konjugate sind aus 
Methanol/EssigsaureHthylester feinkristallin anfallende, 
in Wasser und Methanol leicht losliche Verbindungen, die 
sich oberhalb 200’ zersetzen und deren 
Kristallisationsvermbgen im Vergleich sowohl zu ihren 
Estern als such zu den unkonjugierten Phytohormonen 
GA, und GA, deutlich herabgesetzt ist. Die IR-, ‘H-NMR- 
und massenspektroskopischen Daten stehen im Einklang 
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98 G. ADAM et al. 

mit den ange8ebenen Strukturen. Als typisches Beispiel ober die wachstumsregulatorischen Eigenschaften der 
filr das IR-Absorptionsverhalten sei Gibberellin - A1 - oyl Gibberellin-Amino&ire-Konjugate wird an anderer Stelle 

L - phenylalanin (7b) mit charakteristischen Banden 
(Nujol) bei 3555, 3480 (OH), 3365 (Amid-NH), 1760 

berichtet.16 

(y-Lacton), 1730 (COOH), 1650, 1550 (sek. Amid), 1615 
und ISOZcm- (~omat.) angefiihrt. Die ‘H-NMR- 

~~~~ TELL 

Spektren weisen nach Lage, Anzahl und Intensitat die 
Die konigierten Schmelzpunkte wurden auf einem Mikroheiz- 

erwarteten Signale auf (vgl. Tabelle 1). 
t&h nach BOETIUS bestimmt. Die spezif. Drehungen sind in 
Athanol gemessen. Die IR-Spektren wurden mit dem Zeiss- 

1: GA,-Reihe (A’) 
2: GA,-Reihe (1.2-gesatrigt) 

Die Massenspektren von 3-16 zeigen das fur Gibberel- 
line typische Fragmentierungsmuster,” iiberlagert von 
einem Abbau der peptidartigen 7-Seitenkette. Im Gegen- 
satz zu den entsprechenden Methylestern 3a-14a liefern 
die freien Konjugate 3b-14b sowie 15 wegen ihrer 
schwereren Verdamp~arkeit bei positiver und teilweise 
such bei negativer Ionisierung” keine Molpeaks. Stattdes- 
sen tritt als Spitze hiichster Massenzahl ein M+-62-Peak 
auf, der such bei den Estern als Base-peak erscheint und 
auf eine bevorzugte Eliminierung von CO, und HZ0 unter 
Ring-A-Aromatisierung (GA,-Reihe) zuriickzufiihren ist. 
Die h~h~l~en Konjugate von L-Asparaginslure, L-Serin 
und L-Tyrosin 12b, 8b, und lib gaben ebenso wie 
Verbindung 5b und 16 erst nach Rilckmethylierung zu 
ihren Estem brauchbare Massenspektren. Abb. 1 zeigt als 
Beispiel das Kationenspektrum und Fragmen- 
tierungsschema des Glycyl-glycin-Konjugats lob, wobei 
die Bruttozusammensetzung der Schliisselfragmente 
durch Hochaufl~sung gesichert wurde. Her ausgehend 
vom Fragmention m/e 398 (N+-62) erfolgende stufen- 
weise Abbau der Peptidseitenkette gemass 398 + 380 --, 
352 + 323 --) 295 -* 266+238 entspricht dem massenspek- 
trometrischen Verhalten von Peptiden.” Ein paralleler 
Spaltungsmechanismus fiihrt ausgehend von einem 
zweiten Ion der Massenzahl 380, das aus m/e 398 durch 
Wassereliminie~ng im C-Ring entsteht, entsprechend 
380 + 362 + 334 -* 305 + 277 + 248 zum Fragmention m le 

220, das such aus m/e 238 durch nachtraglichen 
H1O-Verlust im Ring C gebildet werden kann. Weiterhin 
ist eine direkte Herausspaltung von Formaldimin und CO 
aus dem Fragmention m/e 398 unter Bildung von m le 341 
zu beobachten, die iiber einen S-Ring-Mechanismus 
(vgl. unten) verlaufen diirfte. ~sc~iesscnde Was- 
seretiminierung zu m/e 323 fiihrt wieder zum Hauptfrag- 
mentierungsweg. 

3-16 

Zweistrah.l-Spektralphotometer UR 10 in Nujol, die Kationen- und 
Anionen-Massenspektren mit einem Elektronenanlagerungs- 
Massenspektrographen des Forschungsinstituts M. v. Ardenne. 
Dresden, aufgenommen. Die Verdampfungstemperaturen (I’,) 
lagen im Falle der methytierten Konjugate zwischen 80-120”. bei 
den freien Konjugaten zwischen 106-120”. Die hocha~gei~sten 
Massenspektren wurden mit einem AEIGeriit MS 902 S bei T, 
260” erhaiten. 

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Dorsfellung der methylierten 
Gibberellin-Aminostjure-Konjugate 

(a) Durch Llmsetzung der Anhydride 1 bzw. 2 mit Aminosdure- 
me~hy~este~ zu 3a-14a. Zu 1 n&f01 ~b~reBin~y~d 1 bzw. 2 
(675 bzw. 679 mg) in lOm1 abs. THF gibt man bei Raumtemp. eine 
Mischung aus 2.8mMol Aminosr%re - mtthylester - hydrochfo- 
rid” und 2.5 mMol Trilthylamin in 2 ml abs. THF. Nach 30 Min. 
wid i. Vak. eingeengt und der verbleibende Rtickstand mit 
Essigsaure%hylester versetzt. Extraktion mit verd. HCI und ges. 
NaHCO,-LBsung ergibt nach dem Trocknen und Einengen der 
organischen Phase rohen Gibberellin - oyl - amino&ire - 
methylester, der an_der doppelten Gewichtsmenge Celite gebun- 
den am 100 fachen Uberschuss Kieselgel Woelm (zur Verteilungs- 
chromatographie) gereinigt wird (Fraktionen zu 30ml). Bei 
Elution mit Chloroform und steigenden Volumenanteiten 
Essigsaurelthylester werden die methylierten Konjugate Ja-14a 
mit ChloroformlEssigsiiurerithylester 7: 3 bzw. 6:4 v/v gewonnen 
und aus Essigsitureithylesterln-Hexan umkristallisiert (vgl. 
Tabellel). Durch Antiuern der NaHCO,-L&sung und Extraktion 
mit Ess~s~~e~thylester wird GA, in 7%80-proz. Ausb. isoliert. 

(bf Durch Veresterung der freien Gibberelfin - Aminosiiure - 
Konjugote 3b-Mb, Itb und 14b mit Diuzomethan. Zu 0.1 mMol 
des Gibberellin - Aminosaure - Konjugats in 50 ml Methanol gibt 
man itberschussige ltherische Diazomethan-LBsung und lbst 3 h 
bei Raumtemp. stehen. Einengen i. Vak. liefert nach Kristallisa- 
tion aus Essigs&ure&hylester/n-Hexan nahezu quantitativ die 
Ester Ja-1Oa. 12a und Ma, die in allen Eigenschaften (Misch-F., 
spezif. Drehung, Rs,, IR, NMR) identisch &it den nach Methode a) 
dargestellten Verbindungen sind. 

Gibbereilin - A, - oyl - (p - methoryf - phenylalunin - 

CHI 

NH-CHg-COOH 

m le 398 (C&&N@,) m/e 341 (CJLNOJ 



Gibberelline-XLVI 

I 
80’ 

/ 

-co 

200 2M 2LO 260 2&l 300 320 3LO 360 380 LOO rnk 352 cc2p,yo3~ 

mk 238 (C,7H,60) 

Abb. I, Kationen-Massenspektrum und Fragmentierungsschema von Gibberellin-A,-oyl-glycyl-glycin (lob). 

methylesfer (17). 48 stdg. Umsetzung von 0.1 mMol Gibberellin - 
A, - oyl - L - tyrosin (llb) mit iiberschiissiger Ltherischer 
Diazomethan-Liisung bei Raumtemp. liefert nach Einengen i. 

Vak. und Kristallisation aus Essi~~e~~ylester~n-Hex~ nahe- 
zu q~ti~tiv 17 vom F. 173-176” und [a]~2’+34.SS (c =0.32); 
MS (negative lonisierung): m/e 537 (M 1; IR: 3360 (breit, OH), 
1755 (y-Lacton), 1745 (Estercarbonyl), 1660 und 1555 (sek. Amid), 
1250 cm-’ (CH,-G-). 

Allgemeine Arbeitsvorschrift zurDarstellung derfreien Gibberellin - 

Aminosciure-Konjugate 

(a) Durch Entmethy~ie~ng von 3%1Oa sowie 14~. Zu I mMol 
Gibberellin - oyl - aminos~ure - methylester in 3 ml HMPT, gibt 
man bei Raumtemp. unter Argon 6 ml einer filtrierten Losung von 
Lithium - n - propyl - mercaptid. dargestellt aus 2ml n-Propyl- 
mercaptan, Mnlmg LiH und 20ml trockenem, sauerstofffreien 
HMPT. Nach 2 h wird die Mischung in Eiswasser gegossen, mit 
verd. HCI angesauert und mehrfach mit Essigslureathylester 
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 
Wasser und ges. NaHCO~-L~sung gewaschen. Ans%uern der 
wiissrigen Phase mit 2n HCl, mehrfache Extraktion mit 
Essigdurelthylester, Trocknung der organischen Phase iiber 
Na,SO, und Einengen i. Vak. liefert rohe Gibberellin - oyl - 
aminoslure, die an der doppelten Gewichtsmenge Celite gebunden 
am 100 fachen Uberschuss Kieselgel Woelm (zur Ver- 
teihmgschromatographie) chromatographiert wird (Fraktionen zu 
30 ml). Bei Elution mit Chloroform, Chloroform + steigendem 
Ess~s~~e~thylesteranteil, Essigs~ure~thylester und 
Essigsaurelthylester + steigendem Methanolanteil wird mit 
Essigs’durelthylester/Methanol 8: 2 v/v das Gibberellin - 
Aminosaure - Konjugat gewonnen und aus 
MethanohEssigsiiureiithylester umkristallisiert (vgl. Tabelle I). 

(b) Durch Aminolyseder Anhydride I bzw. 2 mit Natriumsalzen 

von Aminosiiuren zu Jb-5b, 4c, 8%12b, 14b, IS und 16. Zu 
I mhfoi 1 bzw. 2 (675 bzw. 679mg) in lOml abs. THF gibt man 
2.8mMoI einer jostle in 6ml ges. NaHCO,. Nach I stdg. 
Rlihren bei Raumtemp. wird i Vuk. eingeengt, der Riickstand mit 
verd. HCI angesluert und mit Essigsaurelthylester erschopfend 
extrahiert. Das nach Trocknung und Einengen der organischen 
Phase zurtlckbleibende Gemisch aus Gibberellin - oyl - 
aminotiure-Konjugat und Gibberellin Az wird an der doppelten 
Gewichtsmenge Celite gebunden am lofachen Uberschuss 

Kieselgel Woelm (zur Verteilungscbromatographie) chromato- 
graphiert (Fraktionen zu 6Oml). Bei Elution wie unter (a) 
angegeben wird mit Chloroform/EssigsiiurePthylester 4:6 und 
2:8v/v zuerst GA, bzw. GA, erhalten. Elution mit 
Essigs~ure~thylester~Methanol 8: 2 v/v liefert das Gib~rellin - 
Aminosiure - Konjugat, welches sich nach Kristallisation aus 
MethanollEssigsaurePthylester in allen physikalischen 
Eigenschaften mit dem entsprechenden nach Methode (a) 
gewonnen Produkt als identisch erweist. 

(c) Durch Aminolyse des Anhydrids 1 mit Lithiumsalzen von 

Gfycin und t-Profin. Zu 2.8 mMol Glycin bzw. t_-Prolin in 20 ml 
abs. Methannl gibt man 2.2 mMol LiGCH, in a&a. CH20H. Nach 
0.5 stdg. Rflhren bei Raumtemp. wird 1 mMol(475 mg) feingepul- 
vertes GA,-anhydrid 1 zugesetzt und weitere 0.5 h geriihrt. 
Einengen i. Vuk., Aufarbeitung und SiO&hromatographie wie 
unter (b) beschrieben liefert die Konjugate 3h und 9b in 45 bzw. 
50% Ausb. 
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