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ZUR KONFORMATION VON FRANGULANIN

UNTERSUCHUNG MIT HILFE DER "C- UND 'H-NMR-SPEKTROSKOPIE
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Zessmmealassung— Aus den Ergebnissen der 'H- und ’C.NMR-Spekiroskopae Lisst sich ableiten, dass Frangulanin
(1) in CDCl, eine Wasserstoffbrlickenbindung in Form eines y-loops zwischen der lsoleucinseitenkette und dem
NH-{6) des l4gliedrigen Ringes besitzt. Durch Zusatz von CD,OD wird diese Brilckenbindung gedffnet und es
kommt zur Entfaltung der Seitenkette. Auswirkungen dieses Vorganges auf die Konformation des l4-gliedrigen

Ringes konnen beobachtet werden,

Abstract—From the "C.NMR-Spectrum of Frangulaain (1) and 'H NMR-measurements solvent induced con-

formational changes can be observed.

Einleitung

Peptidalkaloide vom Pandamintyp sind im letzten
Iahrzehnt in zunchmenden Masse als Inhaltsstoffe
ciniger Pflanzenfamilien festgestellt worden.'? Obwoh)
'H-NMR-Spekiren dieser Alkaloide mehrfach besch-
rieben wurden und wichtige Aussagen ilber die
Konfiguration erlaubten, gibt es Ober die Konformation
derartiger Molekile in Losung fast keine Angaben.’*
Ausserdem erscheint der Versuch aussichtsreich mit
Hilfe der "’C-NMR-Spektroskopie etwas mehr Einblick
in die sterischen Verhiltnisse solcher macrocyclischer
Verbindungen zu erhalten. Insbesondere hat sich gezeigt.
dass die chemische Verschiebung im '*C-NMR-Spek-
trum fdr Konformationsanderungen recht empfindlich
ist.""2* Frangulanin (1) wurde erstmals von Tschesche
et al.' aus Rhamnus frangula L. isoliert und ist in-
zwischen auch in verschiedenen anderen Rhamnaceen
nachgewiesen worden.*'°
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tDw Messung des NOE-Effekies eriaubt nicht nur cine
stereochemisch eindeutige Zuordnung der Signale zu den dias-
tereotopen Methylgruppen C-(18) und C19). sondern gestattet
es, die Konfiguration der 8-Hydroxyleucineinbeit im Molekd!
abzuleiten. Nur wenn diese erythro-Konfiguration besitzt, ist bet
synclinaler Anordnung von H an C{3) und H an C-(17) Cluann.
an = 23 H2) ein Kernoverhausereffekt von beiden Methylgrup
pen zu je cinem dieser Protonen 2 erwarten. Dieses Ergebnis ist
in Ubereinstimmung mit dem Befund von Wenkert ef al..? die suf
Grund spektroskopischer Messungen und durch chemischen
Abbau die urspringiich angenommene threo-Konfiguration ben-
chtigten. Zur Nomenklatur vergl. 11-16.

Hm Gegensalz dazu bescheeitt Warnhoff,' dass NH{9) dem
langsamsten Austausch unterfiegt (Vergl. auch 3).
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'H-NMR-Spektroskopische Messungen

Es wurden Spektren in CDClL,, CDClLi+10 Vol %
CD,0OD und d,-DMSO aufgenommen. Tabelie | enthilt
die chemischen Verschiebungen, Signalmultiplizititen
und Kopplungskonstanten soweit sie den Spektren ent-
nommen werden konnten. In CDCly erscheinen die
Signale der Protonen an C(3), C44), C{7) und C-(22) im
Bereich von & = 2.5 ppm bis 8 = § ppm Jeutlich abgesetzt
und sind durch ihr charakteristisches Aufspaltungsmus-
ter leicht zuzuordnen. H an C-(17) konnte durch ein
INDOR-Experiment von H an C{3) bei § =2.05ppm
gefunden werden und durch weitere Doppelresonanzex-
perimente wurden CH,;«18) und CH,;{(19) lokalisiert.
Diese beiden diastereotopen Methylgruppen besitzen
deutlich verschiedene Resonanzfrequenzen. Durch
NOE-Messung an den Signalen von H an C(3) und H an
C-(4) konnte entschieden werden, welche Signale vom
pro-R- und wekhe vom pro-S-Liganden herrQihrent
(Tabefle 2).

Die Amid-Protonen sind mit DO verschieden rasch
austauschbar. Die  Austauschgeschwindigkeiten in
CDCl,-Lasung kdnnen qualitativ wie folgt dargestelit
werden:

NH Zeit bis zum Verschwinden des entsprechenden
Kernresonanzsignalest

6 auch nach cinstlndigen Erwlrmen auf 45°C nicht
austauschbar
9 15-20 Min.
20 sofort
CD,OD-Zusatz bewirkt sofort raschen H-D-Austausch
bei allen Amid-gruppen.

BC.NMR-Spektroskopische Messunpn
C-Kernresonanzspektren wurden in CDCl,, CDCH +
10 Vol.% CDyOD und CDCl,+30 Vol.% CD,OD als
Lasungsmitte] aufgenommen (Tabelle 3). Es wurden
breitbandentkoppelte und offresonanzentkoppeite Spek-
tren aufgenommen. Die Zuordnung der Signale wurde
durch Vergleich mit Daten von Referenzverbindun-

gen'™? und durch eine Reihe von selektiven Entkop-



$Dvese Daten sind einem 270 MHz FT-Spektrum entnommen.
$Signaldberiagerung mit Amid-NH.
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Tabetle 1. 'H Kernresonanzspektren voa (1)
H an cDCI, CDCly + 10% CD,OD de-DMSO 35° d,-DMSO 80t
C-X § (ppm) 1 (Hy & (ppm) J{Hp 8 (ppm) JHD) 8 (ppm) 1 {H2)
3l 495 dd 7523 483 dd 8020 47 dd 8415 475 dd 8020
4 449 dd 1.5 100 442 d 80 442 dd 8492 440 ad 90890
7 402 m 457090 398 m 65880 in m 390 dat 8070
10 6.43 mé 71 6.28 ] . 6.20 dd 7060 6.22 d 8070
i 6.57 df 71 6.61 d 12 6.56 d 10 6.48 d 8.0
13-16 ca. 7.1 m 1.01 m 697 m
17 208 m 2168 209 m 20865
iB(proR} 126 d 6.5 121 d 6.3 112 d 6.3 112 d 10
WproS) 1O d 6.5 098 d 6.5 094 d 6.3 0.94 d 1.0
n 267 d 36 258 d 6.0 2.70 d 10.0 268 d 10.0
i 1.80 m 5.756.5¢
u 20183 m 1.2
25 0.92 1 6.0 091 t 12 0.78 t ~6.0 0.7 t 7.0
26 0.91 ~6.0 0.85 d 6.5¢ ~0.74 d ~6.0 on d 70
nxn 219 s 220 s 2.3 s n
» 121183 m 6.58.0¢
30 1.40 m 652658
3 0.8] d ~6.0 0.81 d 6.5¢ 074 d ~60 0.82 d 7.0
32 0.75 d 6.0 6.7 d 6.2 0.66 d ~6.0 0.67 d 70
tAus Lit. 3.

iDie eindeutige Zuordnung der Sgnale wurde durch Eliminierung der kieinen Fernkopplung von H an C{11) mit den Aromaten-

peotonen getroffen.

Tabelle 2. Ergebnisse der NOE-Messungen

Storfeld % NOE gemessen bei
bei Signal von
(ppm) H«3) H+4)
1.21 1H=+08 4208
0.98 4208 12:08

plungsexperimenten getroffen. So wurde die Zuordnung
der Signale zu den C-Atomen (3}, (4), (7) und (22) durch
selektive Entkopplung der entsprechenden Protonen
getroffen. Auf dem gleichen Weg gelang es die Signale
bei 5 = 203 ppm und & = 15.1 ppm der pro-R- bzw. pro-
S-Mcthyigruppe der B-Hydroxyleucineinheit zuzuord-
nen. Im unentkoppelten ’C-Kernresonanzspektrum von
Aminosauren findet man Kopplungen des Carbonylkoh-
lenstoffes mit den H-Atomen in a und S-Stellung. In
allen Fillen ist die “Jooon (ca. 5-7 Hz) grosser als die
Jeoan (2-4 HD.™ Durch selektive Entkopplung vom
entsprechenden H ist es moglich, die drei Carbonyl-
resonanzen 4en cinzeinen Aminosaureresten
zuzuordnen.t

Die Signale der aromatischen Kohlenstoffatome (13}
bis (16) lassen sich in zwei Gruppen teilen: je zwei dieser
Signale zeigen praktisch keinen Solvenseinfluss—
withrend die chemische Verschiebung der beiden
anderen deutlich variiert {(Abb. 1). Letztere missen also
jenen C-Atomen zugeordnet werden. die sterischen
Wechselwirkungen mit dem relative starren 14-gliedrigen
Ringsystem unterbiegen. Innerhalb dieser beiden Grup-
pen kann durch Abschitzung des Substituenteneinflusses
die vollstindige Zuordnung getroffen werden.

Diskussion
"H-NMR-Spekiren. Der  Wasserstoff  der  (6)-
Amidgruppe ist in CDClL nicht mit D,0 austauschbar.

1Alle Amidpeotonen waren durch 'H ersetzt.

Tabelle 3. ’C-Kernresonanzspekiren von (1)

CDC)y  CDClLy+ 10 Vol.% CDCly + 30 Vol.%
CDCly ¢D,OD ¢D,0D
C & (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) Ast
1 1862 - 156.5 156.7 03
3 816 81.§ 81.3 03
4 $5.4 556 $58 -04
s 1718 171.8 179 -0.4
1 27 52.4 524 03
8 168.0 169.5% 1.5 -2.5
108 131.2 130.9 130.7 03
e 130.2 130.0 1299 03
12 1318 1314 - 1313 0.5
13 1227 123.8¢ 172 -4.5
14 179 119.6 1187 -08
15 1220 1219 1216 0.4
16 1259 1259 126.0 -0.4
17 92 292 293 -0.4
18% 20.3 204 204 -0.1
19% 15.1 149 15.1 0
2 1124 1722 1122 0.2
2 73.6 77 4.0 -10
23 139 34.2 345 -0.6
24 84 278 no 14
2 123 2.0 1.7 06
% 153 15.4 149 0.4
7.8 430 08 425 04
» 402 38 44 -12
30 %48 246 247 -0.2
3t n9 21 2.7 0.2
3 216 2.0 n3 -0.7

*48 = (8o e, — Scvcn. 10 var s Coy0)
$Etwas verbreitert.

$Zuordnung unsicher.

$18=proR. 19=pro S.

K eine Topizititszuordnung mdglich.

Frangulanin liegt also in diesem L3sungsmittel in einer
Konformation vor, in der dieser Amidwasserstoffl vom
Ldsungsmittel abgeschirmt ist. Eine solche kann durch
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Bildung einer Wasserstoffbrlickenbindung von NH-(6)
mit dem Sauerstoff CO (21) erreicht werden.t Derartige
Ringbikdungen sind in der Pepndcbem;e als y-oop
bekannt und treten unter anderem in cycbscben Peptiden
auf.* Durch Zusatz von CD,OD oder in DMSO-d; wird
diese Bindung aufgeboben und rascher H-D-Austausch
ermbglich.$ Diese Konformationsinderung kann auch an
der solvensabhingigen Kopplung Jiucm-tnas erkannt
werden. Bei geschlossenem y-loop nehmen diese beiden
Protonen cine synclinale Anordnung ein, wihrend nach
5ffnen der Wasserstoffbricke antiperiplanare Anordnung
vorherrscht. Auswirkungen der y-loop-Bildung auf den
14-gliedrigen Ring kdnnen an den vicinalen Kopplungs-
konstanten *Juu.cn” ™ (Tabelle 4) erkannt werden.

Tabelle 4. Chemische Verschicbungen und Kopplungskonstanten
der NH-Protosen von (1)

NHin coCly d4;-DMSO
Posi- 8 b at 8 b at

tion fppm} (H) ot ippm} (HY ot As
] 593 8 X n 80 i -1.29

9 6.4 64 2 182 6.0 0 =11
20 738 00 0 816 92 S -0

tWinkel abgeschitzt aus der vicinalen Kopplungskonstanten,
{vergl. Lit. 27, 28).

88 = (8coes, — Su.puso)

Ergebnisse der “C.NMR-Spekiroskopie. Wie  aus
Tabelle 3 ersichtlich, ist der Solvenseinfluss auf die
chemische Verschiebung der C-Atome in Frangulanin
recht unterschiedlich. Wihrend bei den meisten C-Ato-
men die A8-Werte kleiner oder gieich 0.5ppm sind,
treten bei cinzeinen C-Atomen hdhere Werte aul. Dies
gilt auch fOr die Carbonyigruppen bei denen lediglich
C«8) mit einem A8-Wert von -2.5 ppm auffilit. Dieser
Unterschied kann keinesfalts von Wasserstoffbriicken-
bindung zum d.-methanol herrGhren. Anderungen der
chemischen Verschiebung von Carbonylgruppen durch
Wasserstoffbriickenbindung  sind  fiir das System

tMessungen der Tcmpcnuntoeﬁdcnun der chemischen
Verschiebuag der Amidprotonen in CDCly sind beschriches
worden,*! brachten aber kein cindeutiges Ergebais

tAbnliches ist auch in dy-DMSO-Lisung fﬁ: das snmalog
sebeute Alkaloid Discarin B beschrieben worden.’ Zusatz vou
1% Trifluoressigsiure bewirkt dort sofortigen Austausch.
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CHCLICHYOH gemessen worden.™ Die  Verschice
bungsdifferenzen sind mit Ausnahme von Aceton kieiner
als Od4ppm und werden f{Or hobersubstituierte
Carbonylverbindungen noch kleiner. Auch einige der
anderen A3-Werte erscheinen in diesem Zusammenhang
etwas hoch, zumal manche der zugehdnigen C-Atome
durch thre chemische Natur kaum Wasserstoffbriicken-
bindung ecingehen konnen. Der 45-Wert von C-(29)
{~1.2ppm) ist offenbar Austiruck dafflr, dass dieses C-
Atom in CDCly-Losung bei bestchender Wasser-
stoffbrickenbindung mit der Isoleucinseitenkette steri-
schen Wechselwirkungen unterliegt. Die daraus resul-
tierene  Hochfeldverschiebung fillt mit Zusatz von
CD,OD weg. Sterische Beitrage dieser Art zur chem-
ischen Verschiebung sind meist klein und kdnnen bei-
derlei Vorzeichen besitzen.**"

Der schon in der 'H-NMR-Spektroskopie erkennbare
Einfluss der Seitenkettenentfaltung auf den 14-gliedrigen
Ring ist im "’C-Spektrum besonders deutlich bemerkbar.
Bei geschlossener Briicke kommen sich C«13) und die
Carbonyigruppe C-{8) besonders nahe. Wird durch
CD,OD-Zusatz die Konformation gedndert, so kann der
grosse Ring sterischen Spannungen etwas mehr nach-
geben. Dies dussert sich in der besonders starken Ver-
schicbung der Resonanzfrequenzen von C-(13), Ci4)
und C«8) zu tieferem Feld.

EXPERIMENTALTINL.

Dve 100 MHz ‘H-Spektren und alle ’C-Spekiren wurden
auf  cinem  Varian  XL-100-13  Puls-Fourier-Transform.
Kernresonanzspekirometer gemessen. Im FT-mode war dieses
Gerlit mit cinem 16k 620-L-100 Computer kombinsert. Bei fast
aflen Messungen wurden 12 mm ¢ Messrdhrchen verwendet. Die
Konzentration der Messidssung in CDCl, war 0.08 molfl, in
CDCly + 10% CDyOD und CDCly + 30% CDyOD 0.13 molfl. und in
ds-DMSO 0.1 molar. TMS wurde als interner Standard in einer
Koazentration von jeweils ca. 6-8% verwendet. Alle 'H-Spek-
ten und 'H-'H Doppelresonanzexperimente wurden im CW-
mode durchgefhrt. Die chemischen Verschiebungen sind in al-
len Fillen gensver als 0.2 ppm, wihrend die Gensuigkeit der
Kopplungskonstanten, sofern nicht anderes angereigt, 0.2 Hz

Die Frequenzbestimmung bei den selectiven 'H-"C-Entkop-
plungsexperimenten erfolgte cinmal durch direkie Frequenz-
messung im 'H-Spektrum und zum amderen durch Berechoung
sus dem 'H-F.T.-Observe Offset des X1-100. Beide Bestim-
mungen lieferten Werte mit hichstens £0.6 Hz Differenz. )

Zur Meisung des Kern-Overhausereffekies wurde eime 0.13
molare Lisung von Frangulanin in CDCL+ 0% CDOD im
i2mm RShrchen durch Durchleiten von Argon von Ssuerstoff
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befreit. Die Deuteriumsesonanz der Methylgruppe von CDOD
diente als Feld-Frequenz-Locksignal. Die angegebenen Werte
sind aus jeweils 15 Messungen nach der Oblichen Messtech-
nik** durch Mittelwertbildung erhalten worden.

Dic Isolierung und Reinigung von Frangulanin ist an anderer
Stelle beschrieben worden.”

Darksagung—Herra Dr. J. Leitich, Max-Planck-Insttut for
Kohleforschung in Mihibeim a.d. Rubr sei fOr die Aufnahme des
770 MHz-'H-FT Spekirums herzich gedankt. Dem Fonds zur
Forderung der wissenschaftichen Forschung wird fdr die
Bereitstellung des Varian XL-100-15 Puls-Fourier-Spektrometers
und einer Kassetienbandeinheit zur Datenspeicherung gedankt.
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