ten reines, elektrophoretisch und diinnschichtchromatogra-
phisch mit authentischen Proben tibereinstimmendes Rinder-
insulin; Ausbeute 25%. Dies lyophilisierte Rohprodukt hatte
im biologischen Lipogenesetest an Fettzellen bereits 52%
und im kompetitiven Rezeptorbindungstest 65% Aktivitit.
Der Zn-Komplex zeigte die charakteristische Kristallform.
Nach wiederholter Gel-Chromatographie an Biogel P6 in 1%
Essigsdure und lonenaustausch-Chromatographie an Carb-
oxymethylcellulose war unser semisynthetisches Rinderinsu-
lin in beiden oben genannten Testsystemen biologisch voll
aktiv.

Selektiv abspaltbare Schwefelschutzgruppen nur an der
Insulin-A-Kette verbessern demnach die Ausbeute der Ver-
einigung von A- und B-Kette (1:1) gegeniiber der statisti-
schen Kombination bereits um mehr als 100%. Die hier ge-
schilderte Strategie wird erst vollkommen wirksam, wenn
auch B Acm- und B'"” Mbuzl-geschiitzt sind und die SH-
Gruppen auch dort selektiv freigesetzt werden konnen.

Eingegangen am 19, Marz 1979 [Z 240]
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Die Bootkonformation von cyclo-[1.-Pro,-p-Pro]!"”

Von Jan Willem Bats, Axel Friedrich, Hartmut Fuess, Horst
Kessler, Werner Mdistle und Manfred Rothe!”

Kleine cyclische Peptide sind fir Konformationsuntersu-
chungen besonders geeignet, da die eingeschrankte Molekiil-
beweglichkeit nur wenige Konformationen zuldfit. Cyclotri-
peptide konnen in Losung au3er in der Kronenkonformation
mit C,-Geriistsymmetrie!') auch in einer unsymmetrischen
Bootkonformation vorliegen!?. Im kristallinen Zustand wur-
de bisher nur die Kronenkonformation nachgewiesen!.
NMR-Untersuchungen und stereochemische Betrachtungen
zeigten, daf3 beide Formen in Losung immer dann nebenein-
ander auftreten, wenn das Cyclotripeptid mindestens eine
achirale Aminosdure (Sarcosin, N-Benzylglycin) enthilt!?.
Besteht es jedoch nur aus chiralen Aminosiuren, so wird die
Konformation durch deren Chiralitdt bestimmt: Drei Ami-
nosduren gleicher Chiralitit erzwingen die Kronenform; bei
unterschiedlicher Chiralitét sollte dagegen die Bootform ein-

{*] Prof. Dr. H. Fuess, Dr. }. W, Bats

Institut fiir Kristallographie der Universitit

Senckenberganiage 30, D-6000 Frankfurt am Main 1

Prof. Dr. H. Kessler [ *]. Dipl.-Chem. A. Friedrich

Institut fiir Organische Chemie der Universitit

Niederurseler Hang, D-6000 Frankfurt am Main 50

Prof. Dr. M. Rothe, Dipl.-Chem. W. Miistle

Lehrstuhl Organische Chemie 1§ der Universitit

Oberer Eselsberg, D-7900 Ulm
{'] Korrespondenzautor.
[**] Peptidkonformationen, 7. Mitteilung. Diese Arbeit wurde von der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie unter-
stitzt. Die Rechnungen wurden am Hochschulrechenzentrum der Universitit
Frankfurt durchgefiihrt. - 6. Mitteilung: H. Kessler, P. Kondor, Chem. Ber., im
Druck.
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genommen werden. Wir fanden, daB cyclo-[L-Pro,-p-Pro]¥
in Losung und im Kristall in der Bootkonformation vor-
liegt.
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Abb. 1. Korrelation der '*C-NMR-Verschiebungen der aliphatischen Prolin-
Kohlenstoffatome in cyclischen Tripeptiden.

Die 'H- und "*C-NMR-Spektren der Titelverbindung zei-
gen, dal3 die Umgebung der drei Prolinringe verschieden ist.
Die chemischen Verschiebungen der '*C-NMR-Signale im
aliphatischen Bereich (Abb. 1) sind denen der in Chloroform
dominierenden Konformation M von cyclo-[L-Pro,-
(Bzl)Gly], fiir die die Bootform bewiesen wurde!** !, sehr
dhnlich. Charakteristisch ist der Unterschied zu den Spek-
tren von cyclo-[L-Pro,J®® und cyclo-[L-Pro,-(Bzl)Gly] (m-
Form)?¥; diese Peptide nehmen die Kronenkonformation
ein.

Die Signale von C, und C, des Prolinringes 2 (Abb. 1)
sind durch den fiir Prolinpeptide ungewohnlichen Winkel ¥
an Pro’® (siche Tabelle 1) zu tiefem Feld verschoben. lm
270MHz-'H-NMR-Spektrum in CDCIl, erscheinen die «-
Protonen als zwei Tripletts bei §=4.47 (Ring 1) und 4.72
(Ring 2) sowie als Dublett bei §=4.70 (Ring 3)"\.
Die Kopplungskonstanten zu den B-Protonen entsprechen
vollig den Werten, die man nach dem Spektrum von cyclo-
[Pro,-(Bz)Gly] und aus Modellbetrachtungen erwartet: Pro':
Jia~=J,3=72 Hz; Pro% J,,~J,;~7.4 Hz; Pro* J,,~1.4 Hz,
J;~6.4 Hz.

O

Abb. 2. Struktur von kristallinem cyclo-{L-Pro'-L-Pro-p-Pro?].

Die Titelverbindung kristallisiert aus Ether in der ortho-
rhombischen Raumgruppe P2,2,2, mit zwei unabhingigen
Molekiilen in der asymmetrischen Einheit. Die Rontgen-
Strukturanalyse ergab auch im kristallinen Zustand die
Bootkonformation fiir beide Molekiile*J, Eines der beiden
Molekiile ist in Abbildung 2 dargestellt. Das zweite Molekiil
weicht nur unwesentlich davon ab. Die Konformationswin-
kel sind in Tabelle 1 mit denen von cyclo-[L-Pro-(Bzl)Gly,}
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verglichen, das die Kronenkonformation einnimmt, wenn es
aus Methanol kristallisiert wird. Die entsprechenden Werte
in den frither untersuchten ,,Kronen* sind dhnlich®* ",

Tabelle 1. Konformationswinkel [°] in cyclischen Tripeptiden [a].

cvelo-[i -Pro-(Bz1)Gly,) ¢yclo-[1.-Pro,-D-Pro]
|3¢] Molekiil A Molekiil B

—_—

¢ -95  +103 -104 | -45 52 104 | —47 =50 108
U 95 96 88 | 107 —-21 — 56 109 ~20 - 48
w 0 9 6112 6 3] -17 7 - 8
0 93 80 82 | 131 137 - 77| 120 133 - &9
6-w 188 183 186 | 176 189  —181} 167 183 —197

la) Definition der Winkel nach [8); $=C" C, N C; =N C, C N;
w=C, ¢ N C;0=C; N C, C.

Uberraschend war der Befund, daB die Kristallstruktur
von der ,,idealen” Bootkonformation (Abb. 1) abweicht, wie
sie sich aus dem Molekiilmodell ergibt: Die sterische Hinde-
rung zwischen den C.-Protonen von Pro' und Pro’ sowie
zwischen dem C_-Proton von Pro® und der Peptidbindung
Pro'— Pro” (Abb. 2) wird durch Vertwistung des Bootes ver-
mindert, die im Dreiding-Modell allerdings zu einer gewis-
sen Ringspannung fiihrt. Die aus Modellbetrachtungen er-
haltenen Konformationswinkel fiir die ,,ideale* Boot- und
fiir die Twist-Form sind in Tabelle 2 den Rontgenstruktur-
daten gegeniibergestellt. Demnach liegt die Konformation
im Kristall zwischen den beiden idealisierten Modellen.

Tabelle 2. Vergleich der Konformationswinkel ¢ und ¢ [°] im Kristall (Rontgen-
Strukturanalyse) und in Modeilen.

Pro Boot [a] Kristall [b) Twist-Boot [a]
1 - 33 — 45 - 70
b9 2 - 85 — 52 - 20
3 +100 +104 +105
1 +100 +107 +110
P <2 + 20 - 21 - 50
3 -~ 95 - 56 - 55

[a] Fehler +5°. [b] Fehler +2°.

Bemerkenswert ist ferner an der Kristallstruktur, daf3 die
Abweichungen der Peptidbindungen von der Planaritit
(w=0, 8-¢==180°; vgl. Tabelle 1) nur relativ gering sind und
daB sich die sechs Prolinringe in den beiden Molekiilen des
Kristalls unterscheiden: Nur einer besitzt die Twist-, fiinf da-
gegen die ,,Briefumschlag“-Konformation®. Diese Struktu-
ren sind wahrscheinlich nur durch geringe Energien vonein-
ander getrennt. Dies zeigt sich einerseits in der Verschieden-
heit der Prolinringkonformationen, die offenbar schon durch
Packungseffekte im Kristall verursacht werden kann, und
andererseits in den groflen Werten der thermischen Parame-
ter fir die - und y-C-Atome der Prolinringe 1 und 2 (Abb.
2). Wir fanden, daB sich die GroBle der Ellipsoide sehr gut
mit den Relaxationsparametern N7, der entsprechenden
3C-Kerne in der Titelverbindung korrelieren liBt'"!, was auf
dhnliche Beweglichkeiten im festen und geldsten Zustand

hinweist.
Eingegangen am 19. Miirz 1979,
erginzt am 26. Mirz 1979  [Z 236)

CAS-Registry-Nummern:

cyelo-[1.-Pro,): 2277-82-9 / cyelo-[L-Pro,-L-Hyp]: 52107-30-9 / cyclo-[L-Pro-
(Bz)Gly.]: 70493-40-2 / cvelo-[i.-Pro,-»-Pro]: 67152-52-7 / cyclo-|L-Pro,-
(BzlyGly[: 67152-53-8.
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Verwendung von biogenetischen Schliisselverbindun-
gen zur biomimetischen Synthese von Naturstoffen:
(S)-Elenolid aus Secologanin!™!

Von Lutz-F. Tietze und Horst C. Uzar™

Biogenetische Schliisselverbindungen sind hervorragende
Ausgangssubstanzen zur biomimetischen Synthese von Na-
turstoffen und deren Analoga, da sie in wenigen Stufen zu
enantiomer-reinen Produkten umgesetzt werden kénnen. Be-
sonders interessant ist die Verwendung des Monoterpengly-
cosids Secologanin (1), aus dem in vivo mehr als 1000 Alka-
loide mit zum Teil hoher biologischer Aktivitit sowie andere
Monoterpene entstehen!'), Im folgenden beschreiben wir
eine Dreistufen-Synthese von (S)-Elenolid (2) aus Secologa-
nin (1).

Elenolid (2) wurde gemeinsam mit dem Secologanin-Ab-
kémmling Oleuropein aus Olea europea L. isoliert'); man
kann daher annehmen, daf3 sich auch (2) in dieser Pflanze
aus (1) bildet®. Wir untersuchten deshalb die Produkte der
enzymatischen Spaltung der Glycosidbindung in (1). Aus
dem primir gebildeten Bicyclus (3) erhielten wir durch sauer
katalysierte Umlagerung (Ether/HCL, 72 h, 53% Ausbeute)
das Halbacetal (4} mit E-Konfiguration der exocyclischen
Doppelbindung!®. Oxidation von (4) mit Pyridiniumchlo-
rochromat in Gegenwart von Natriumacetat®! lieferte mit
85% Ausbeute Elenolid (2)°! [CH,Cl,, 20°C, 90 min;
R-=0.31 (Silicagel/Ether), Fp=156°C (155-156 °C'?)] und
mit 5% Ausbeute iiber das Halbacetal (5) das Lacton (6)
(Rp=0.38).

Aus dem NMR-Signal des Aldehydprotons von (2) bei
8=9.20 leiten wir fiir die exocyclische Doppelbindung die E-
Konfiguration ab (Z-Konfiguration siche 7). Durch Syn-
these von (2) aus (1) mit bekannter absoluter Konfiguration
ergibt sich fiir das Chiralitiitszentrum von (2) die S-Konfigu-
ration.

Die Oxidation von (4) ohne Zusatz von Natriumacetat er-
fordert 9 h, und man erhilt zusatzlich zu (2) (28% Ausbeute)
und (6) (16%) das Keton (7)! (11%, Ry=0.26) und das Tri-
oxaadamantan (8)!*% (1.2%, Rp=0.54). Die Bildung von (7)
1aBt sich durch Oxidation eines durch Saure-Katalyse aus (5)

[*] Prof. Dr. L.-F. Tietze, Dipl.-Chem. H. C. Uzar
Organisch-chemisches Institut der Universitit
TammannstraBe 2, D-3400 Gottingen

[**] Iridoide, 11. Mitteilung. Die Arbeit wurde vom Ministerium fiir Wissen-
schaft und Forschung des Landes Nordrhein-Westfalen und dem Fonds der
Chemischen Industrie unterstiitzt. ~ 10. Mitteilung: L.-F. Tietze, P. Marx, Chem.
Ber. 111, 2441 (1978).

0044-8249/79/0707-0574 $ 02.50/0 Angew. Chem. 91 (1979) Nr. 7





