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Die Thioetherbriicke [CH, — S — C(a-indol)] in den Phallotoxinien ist ein inhdrent dissymmetri-
scher Chromophor, der die positiven Cottoneffekte um 290 nm im CD-Spektrum verursacht. Bei
einer fritheren Strukturanalyse durch 'H-NMR konnte die M- oder P-Helizitét dieses Strukturele-
ments nicht eindeutig bestimmt werden. Das einfacher gebaute cyclische Thioethertripeptid
2-Mercapto-L-tryptophylglycylcystein-cyclosulfid (1 — 3) (2a) weist im CD-Spektrum um 290 nm
zu denen der Phallotoxine genau spiegelbildliche negative Cottoneffekte (Abb. 1) auf. Die Struk-
turanalyse von 2a durch '"H-NMR (360 MHz) fiihrte zu einem Strukturvorschlag mit M-Helizitit.
Das N-p-Brombenzolsulfonylderivat 2 ¢ mit analogem CD-Spektrum bildete mit Aceton Kristalle,
die zur Rontgenstrukturanalyse geeignet waren. Die dadurch erhaltene Raumformel zeigt fiir das
fragliche Strukturelement negative M-Helizitit. Demnach enthalten die Phallotoxine den spiegel-
bildlich analogen Chromophor mit positiver P-Helizité4t. Die Einfiithrung eines weiteren chiralen
Zentrums in den Peptidring (2b: L-Alanin statt Glycin in 2a) hat auf die Gestalt des CD-Spek-
trums keinen Einfluf3.

Components of the Green Deathcap Toadstool (4dmanita phalloides), LIXD. — The Spatial
Structure of Phallotoxins

The thioether bridge [CH; — S — C(a-indole)] in the phallotoxin molecule is an inherently dissym-
metric chromophore responsible for the positive Cotton effects centered around 290 nm in CD
spectra. The helicity of this structural element, M- or P-, could not be recognized unambigously
by 'H-NMR analysis previously performed. A less complex cyclic thioether peptide, 2-mercapto-
L-tryptophylglycylcysteine cyclic (1 — 3) sulfide (2a) exhibits a CD spectrum showing the Cotton
effects around 290 nm nearly exactly in a negative sense as mirror image of those of the phallo-
toxins (Figure 1). The structural analysis by 360 MHz 'H-NMR suggested M-helicity of the chro-
mophore. Unquestionable proof was obtained by X-ray structure analysis of the N-p-bromo-
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Uber die Inhaltsstoffe des griinen Knollenblstterpilzes, LIX 2319

benzenesulfonyl derivative 2¢ (which shows the same Cotton effects as 2a) resulting in a M-helical
thioether moiety of 2¢ (and 2a). Therefore to the phallotoxins with analogous but positive Cotton
effects around 290 nm a P-helical thioether structure must be ascribed. The presence of an addi-
tional chiral centre in the peptide ring (2b: L-alanine instead of glycine in 2a) does not influence
the shape of the CD spectrum.

Die Phallotoxine bilden eine Klasse bicyclischer Heptapeptide, iiber deren Isolierung
aus dem griinen Knollenblatterpilz (Amanita phalloides), deren Strukturaufkldrung
und Synthesen in dieser Zeitschrift von Anfang an berichtet wurde: 1937 Isolierung des
kristallinen Phalloidins?, 1955 Vorschlag seiner Strukturformel, 1962 Richtigstellung
einer Aminosduresequenz?, 1971 erste Synthese eines giftigen Analogons® und 1977
Totalsynthese des Phalloins® (1). Neuere Uberblicke sind in Lit.”® zu finden.

Phalloin (1) unterscheidet sich vom Phalloidin nur dadurch, daB es als Baustein 7 an-
statt v,8-Dihydroxy-L-leucin nur das einfach hydroxylierte y-Hydroxy-L-leucin [Leu-
(OH)] enthilt.

H H oy
) | s 5 11/ K2 CH,
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1 CH,

Mit den Daten einer eingehenden "H-NMR-Analyse und den Ergebnissen von Poten-
tial-Energie-Berechnungen ist fiir die Phallotoxine eine Raumformel aufgestellt
worden®. Die Anordnung der charakteristischen Thioetherbriicke zwischen dem Indol-
ring und der B-CH,-Gruppe des Cysteins (in 1 fettgedruckt) ist in dieser Raumformel
M-helical (siehe spédter). Die Indolthioethergruppierung ist ein inhérent dissymmetri-
scher Chromophor, der fiir die UV-Absorption um 290 nm und fiir die (positiven) Cot-
toneffekte in dieser Region (siche Abbildung 1) verantwortlich ist.

Die Projektion in Richtung der Indol-Schwefelbindung 148t 4 mogliche Stellungen
der B-CH,-Gruppe des Cysteins unterscheiden (Abbildung 2). BesidBe das Indolsystem
mindestens mm2(C,,)-Symmetrie, wie das z. B. bei Phenylthioethern der Fall ist,
konnten Stellung I und IIT bzw. II und IV in ihren chiroptischen Eigenschaften als iden-
tisch betrachtet werden. Im vorliegenden Fall, wo ebenfalls ein aromatisches n-Elektro-
nensystem mit den freien Elektronenpaaren des Schwefels interferiert, miissen jedoch
die Stellungen I und II (bei denen der Indol-B-Kohlenstoff einbezogen ist) von 111 und
IV (die den Indolstickstoff N1 enthalten) unterschieden werden. Die Helizitat des
Chromophors ist somit in Stellung I positiv (zu C), P, in II minus, Mg, in I1I Py, und
in IV My. In der Raumformel aus Lit.* liegt Mc-Helizitét vor.

Vor einiger Zeit haben wir bei der Untersuchung von cyclischen Thioetherpeptiden 1%
beobachtet, dafl 2-Mercapto-L-tryptophylglycyl-L-cystein-cyclosulfid (1 — 3) (2a) ein
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Abb. 1. CD-Spektren (in Methanol) des Phalloins (1) (identisch mit dem des Phalloidins) und der
cyclischen Thioetherpeptide 2a, 2b und 2¢

Abb. 2. Projektion der S — CH,-Bindung eines 2-Indolylthioethers in Richtung der S-(a-Indol)-
Bindung 14t 4 mogliche Stellungen unterscheiden
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CD-Spektrum aufweist, das recht genau spiegelbildlich zu dem der Phallotoxine ver-
lauft, also negative Cottoneffekte enthalt (Abbildung 1). Da fiir das Vorzeichen der El-
liptizitdt die Helizitdt des inhdrenten dissymmetrischen Chromophors verantwortlich
ist, konnte eine unzweideutige rdumliche Zuordnung dieses Strukturelements im Mo-
delipeptid Aufklirung iiber die Konformation in den Phallotoxinen bringen.
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Ermittlung der Struktur in Losung

Hierzu wurde das 'H-NMR-Spektrum von 2a in [DgDMSO bei 360 MHz gemessen
und eine Zuordnung sédmtlicher Signale vorgenommen (Tabelle 1). Aus den so gewon-
nenen Daten wurden mogliche Torsionswinkel ® und ¥ abgeleitet. Da die NMR-
Messungen in der Regel fiir einen bestimmten Torsionswinkel mehrere Werte erlauben,
wurde das wahrscheinlichste Modell an Hand von Potential-Energie-Berechnungen
ausgewdhlt. In diesem trat die Thioetherbriicke in My-Helizitdt in Erscheinung, ein
Molekiil mit Py-Helizitit lieB sich unter Benutzung der vorliegenden Daten nur mit
Miihe herstellen.

Tab. 1. Chemische Verschiebung (8-Werte) und Kopplungskonstanten J{Hz] aller relevanten

Protonen von 2a und 2c¢ in[Dg]DMSO (Referenz: TMS). A = Tryptophan-, B = Glycin- und
C = Cysteinprotonen

CH, CHp  CHy» NH  Jeu,~nu Jon,cny Jon,,cHg: Jorg,chy:
2a A 3.949 3.549 2.969 - 11.7 3.6 11.4
2¢ A 3.906 3.323 2.571 8.452 7.4 11.8 2.6 14.2
2a B 3,733 - - 9.553 ~3.0 14,72 -

3.403 5.0
2c B 3,758 8.368 5.8 14,72

2.940 5.8
2a C 4,432 3.805 2.778 7.872 7.7 2.7 4.0 12.8
2¢ C 4.667 3.571 3.031 7.746 8.1 3.2 4.7 14.2
3 "a',a”‘

In Tabelle 2 werden die auf diese Weise erhaltenen Torsionswinkel mit den réntgeno-
graphisch am Kristall von 2¢ ermittelten Werte verglichen. Auch eine Betrachtung des
rdumlichen Ablaufs der Synthese von 2a machte das Auftreten einer My-helikalen
Thioetherbriicke plausibel.
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Tab. 2. Vergleich der aus 1H-NMR-Messungen und Potential-Energie-Berechnungen fir 2a ab-
leitbaren Torsionswinkel des Zwolfrings an den Bindungen mit ,freier Drehbarkeit mit den
réntgenographisch bei 2¢ bestimmten Werten

Torsionswinkel [°] 2a 2c
C1 - C2-C16—-C15 —120 112
XTep C2-C16—-C15— N4 180 —165
Yrip N4-C15-C14-N3 —150 139
gy C14-N3-C13-C12 —-170 -84
Paiy N3-C13-C12—-N2 60 64
D,y C12-N2-C10-C11 ~150 ~155
XEys N2 -C10-C9-St 60 59
Ays C10-C9-S1-C1 -120 ~107
C9-S1-C1-N1 —60 -51
Schema 1.
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Die Synthese von 2a war durch intramolekulare Thioethersynthese in einer Savige-
Fontana-Reaktion'? des Peptids Hpi-Glycyl-(S-trityl)-L-cystein-tert-butylester (3) er-
folgt (Hpi = L-3a-Hydroxy-1,2,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo[2,3-b)indol-2-carboxyl).
In Gegenwart von Trifluoressigsdure wurden der Tritylrest, der fert-Butylrest und der
Boc-Rest abgespalten und der Pyrrolidinring unter Thioetherbildung ge6ffnet. Da im
Hpi-Rest die Peptidkette auf einer Seite der Ringebene liegt, ist — wie an Hand von
Modellbetrachtungen gezeigt werden kann — der Angriff der Thiolgruppe des Cysteins
auf die Verkniipfungsstelle der beiden heterocyclischen Ringe von dieser Seite her zu er-
warten. Das fiihrt bei der S-Konfiguration von Hpi zu einem My-helikalen Thioether.

ot CH, CHy -~
[ I L"‘ ]—-co - CKI m \‘,
NN S N7 S s
H % H ) B / H
H,C
2a, 2b (My -helikal) 2b' (P -helikal)

Abb. 3. Intramolekularer Angriff der Thiolgruppe auf Position 8a des (S)-Hpi-Peptids 148t die
Bildung eines My-helikalen Thioethers voraussehen
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Uber die Inhaltsstoffe des griinen Knollenblitterpilzes, LIX 2323

Vor der Strukturaufkiarung des Peptids 2a durch Rontgenstrukturanalyse priiften
wir, ob ein zusitzliches chirales Zentrum einen Einflufl auf das CD-Spektrum hat.
Hierzu wurde ein zu 2a analoges cyclisches Tripeptid 2b hergestellt, das anstelle von
Glycin L-Alanin als Baustein enthilt. Das CD-Spektrum der auf analogem Weg erhalte-
nen Verbindung stimmte mit dem von 2a weitgehend liberein. Ein weiterer Versuch
hatte zum Ziel, das mit Modellbausteinen durchaus auch konstruierbare Konformere
2b’ zu erhalten, das einen Py-helikalen Thioetheranteil aufweist. Dieses Isomere sollte
sich neben dem beschriebenen Produkt 2b bilden, wenn die Cyclisierungsreaktion nicht
stereoselektiv verlduft, sondern die Ausbildung beider Thioetherhelizitdten zuldft. Dies
ist z. B. bei dem Reaktionsweg der Fall, bei dem die Thioethergruppe nach der dlteren
Methode (Reaktion eines Sulfenylchlorids mit dem Indolteil *?) aufgebaut wird und die
Cyclisierung durch eine Peptidverkniipfung erfolgt. Wir haben so N-Trifluoracetyl-L-
tryptophan mit L-Alanin-fert-butylester zum Dipeptidester 4 gekuppelt und daran mit
N-Boc-L-Cystein-methylester {iber das S-Chlorid die Synthese zum Thioether 5 ausge-
fithrt. Aus dem Ansatz der abschlieBenden Cyclisierung lieB sich mit iiber 60% Aus-
beute nur ein Trifluoracetylester (6) erhalten, der nach alkalischer Behandlung das
oben beschriebene Tripeptid mit negativen Cottoneffekten (Verbindung 2b) ergab.
Von den beiden helikalen Konformeren entsteht offenbar nur das My-helikale. Es 1a3t
sich durch Modellbetrachtung zeigen, dafl im Py-Konformeren 2b’ die Ammonium-
gruppe des Tryptophans zu nahe am Indolring stehen wiirde.

Schema 2,
HNTfa CHy
CH,;—CH-CO,H Ho,N-CH-COutBu  pecr 109)
[ + —
N
H
) DCCI = Dicyclohexylcarbodiimid
HNT{fa CHs NCS = N-Chlorsuccinimid
CHy~CH-CONH-CH—~CO,tBu HOS = N-Hydroxysuccinimid
Q—T TFE = Trifluoressigsiure
N
H 4
HNTfa CH,
HINBoc 1) NCS CHy~CH-CONH-CH-CO,H
+ HS-CH,~CH-CO,CH; ——> i
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5
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Rontgenstrukturanalyse

Die Struktur von 2a sollte durch die Rontgenstrukturanalyse eines geeigneten Deri-
vats eindeutig bestimmt werden. Als ein solches stellte sich die N-p-Brombenzol-
sulfonylverbindung 2¢ heraus, die aus Methanol nach Zusatz von Aceton in farblosen
Kristallen erhalten wurde. Diese bestehen aus einem 1:1-Addukt, in dem Aceton du-
Berst fest mit dem Peptid verbunden ist. Selbst mehrstiindiges Erhitzen auf 80°C im
Hochvakuum vermag das gebundene Aceton nicht auszutreiben. Die Brosylverbindung
2¢ zeigt wie 2a negative Cottoneffekte im CD-Spektrum, muf} also dieselbe helikale
Konformation haben. Auch die in Tabelle 1 aufgefithrten 'H-NMR-Daten lassen eine
enge konformative Verwandtschaft von 2¢ mit 2a erkennen. Die Verbindung 2¢ kri-
stallisiert mit einem Molekiil Aceton pro Peptid in der orthorhombischen, azentrischen
Raumgruppe P2,2,2; mit 4 Formeleinheiten pro Elementarzelle (eine Formeleinheit pro
asymmetrischer Einheit). Von einem Kristall mit Kantenlédngen von 0.3 X 0.3 x 0.45 mm
wurden — wie im experimentellen Teil nidher ausgefithrt — mit Cu-Ka-Strahlung (Gra-
phitmonochromator) im Bereich 0° < 2 ® < 115° die Intensitéten von 1941 unabhén-
gigen Reflexen gemessen*. Die Struktur von 2¢ wurde unter Verwendung des
SHELXTL-Programmsystems'¥ mit einem ECLIPSE-S/200-Rechner gelost und ist in
den Abbildungen 4 und 5 dargestellt.

Abb. 4. Molekiilstruktur von 2¢ mit Atombezeichnungen

*) Weitere Einzelheiten zur Kristallstrukturuntersuchung konnen beim Fachinformationszentrum
Energic Physik Mathematik, D-7514 Eggenstein-Leopoldshafen unter Angabe der Hinterle-
gungsnummer CSD 50107 des Autors und des Zeitschriftenzitats angefordert werden.
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Abb. 5. Stereoskopische Darstellung der inner- und zwischenmolekularen Wasserstoffbriicken in
der Kristallstruktur von 2¢

Das cyclische Tripeptid ist nicht kovalent an das Acetonmolekiil gebunden, sondern
itber eine starke Wasserstoffbriicke zwischen der NH-Gruppe des Indols und dem Car-
bonylsauerstoff des Acetons.

Der N---O-Abstand betrigt 2.95 A. Die durch Nichtwasserstoffatome definierten
Bindungsabsténde und -winkel von 2¢ sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tab. 3. Bindungsabstinde und Bindungswinkel der Nichtwasserstoffatome in 2¢. In Klammern
die Standardabweichungen in Einheiten der letzten Stelle

a) Bindungsabstinde (R)

c1-C2  1.40(2) €10-C11  1.51(2) C17-c22  1.35(2) 6 -C7 -CB  115(2) C18-C17-82  118(1)
C1-NT  1.37(2) C10-N2  1.43(2) c17-52  1.78(1) C3 -c8 -c7  122(2) c22-C17-82  120(1)
c1-81 1.74(1) c11-01  1.31(2) €18-C19  1.40(2) c3 -c8 -N1 108(1) €17-C18~C19  117(2)
€2-C3 1.45(2) €11-02  1.22(2) C19-C20  1.38(3) C7 -c8 -N1  129(2) C18-C19-C20 119(2)
C2-C16 1.48(2) €12-C13  1.54(2) €20-C21 1.38(3) c10-¢9 -51  113(1D) €19-c20-C21  123(1)
C3-C4  1.37(2) C12-N2  1.35(2) C20-Br  1.90(1} C9 -C10-CT1 113(1) C19-C20-Br  118¢1}
C3-c8  1.40(2) €12-03  1.21(2) €21-C22  1.3842) €9 -C10-N2  113(1} C21-C20-Br  118(1}
c4-c5  1.39(3) C13-N3  1.44(2) C23-C24  1.49(4) cl1-c1o-§2  107(1) €20-C21~C22  117(2)
€5-C6  1.37(3) €14-C15  1.52(2} ©24-C25  1.43(4) clo-c11-01  112(1) €21-C22-C17  121(2)
C6-C7  1.40(3) C14-N3  1.33(2) C24-07  1.21(2) cro-c1t-02  123(1) €23-¢24-C25 119(2)
C7-C8  1.40(2) c14-04  1.24(2) 52 -N4 1.61(1) 01 -C11-02  125(1) €23-C24-07  122(2)
C8-N1 1.37(2) C15-C16  1.55(2) $2 =05 1.44(1) c13-c12-N2  114(1) €25-C24-07  119(2)
c9-51  1.83(2) C15-N4  1.48(2) $2 -06  1.43(1) C13-C12-03  123(1) c1o-N1 -C8  109(1)
Co-C10 1.51(2) C17-C18  1.39(2) Nz -C12-03  124(1) c10-N2 -C12 122(1)

C12-C13-N3  112(1) C13-N3 -C14  123(1)
b) Bindungswinkel (©) C15-C14=N3  116(1) C15-N4 ~82  123(1)
- 0 C15-C14-04  122(1) C1 -81 -c9  103(1)
c2 -C1 -N1 110(1) Cc2 -C3 -C4  133(1) N3 -C14-04  122(1) c17-52 -N4 109 (1)
cz -e1 st 127(1) c2 ~C3 -C8  107(1) C14-C15-CT6  108(1) C17-82 =05 107(1)
N1 -C1 =51 122(1) Cca ~C3 -C8  120(1) C14-C15-54  113(1) C17-52 -06  108(1)
€1 -C2 -C3  105(1) €3 -C4 ~C5  119(2) C16-C15-N4  108(1) N4 ~52 -05  107(1)
c1 -C2 -C16  129(1) C4 ~C5 -C6  120(2) €2 -C16-C15  113(1) N4 ~52 -06  105(1)
C3 -C2 ~C16  126(1) 5 ~C6 -C7  123(2) C18-C17-C22  122(1} 05 ~52 -06  121(1)

Im Pyrrolring des Indolgeriistes ist die der NH-Gruppe gegenuberliegende C - C-
Bindung (C2 — C3) mit einer Linge von 1.45 A deutlich linger als die beiden Nachbar-
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bindungen im Fiinfring mit einer Lange von 1.40 A. Die vom Schwefelatom des Cy-
steinrestes ausgehenden formalen C—S-Einfachbindungen sind unterschiedlich lang
(1.74 und 1.83 A), wobei die kiirzere Bindung vom aromatischen Indolring ausgeht und
einen geringen Doppelbindungsanteil besitzt. Die benachbarten Substituenten an C1
und C2 am Indolring, die Bestandteil des mit diesern kondensierten zwolfgliedrigen
Ringes sind, tordieren aufgrund sterischer Wechselwirkungen um die C1— C2-Bin-
dung. Die Torsionswinkel an dieser Bindung, die durch Substituentenatome definiert
sind, weisen merkbare Abweichungen von den Idealwerten 0° und 180° auf (Tabelle 4).
Daher liegen C16 und St nicht mehr in der Ebene des Indolrings, sondern weichen in
entgegengesetzter Richtung von dieser ab. Die nicht durch diese Substituenten definier-
ten Torsionswinkel am Indolring zeigen Abweichungen von maximal 4° von den Ideal-
werten, die zum Teil, auch wenn sie im Bereich der Fehlergrenzen liegen, auf eine leich-
te Deformation des Indolrings selbst hindeuten und eine Folge der gegenseitigen Tor-
sion der Substituenten sind.

Tab. 4. Ausgewiihlte Torsionswinkel [°] von 2¢

a) zwdlfgliedriger Ring b) Indolring

$1 -C1 =c2 ~€16 =11 (2) N1 -C1 =C2 -C3 -1 (N
€1 -C2 -C16-C15 =112 {2) N1 ~C1 -C2 ~C16 177 {1}
€2 ~C16-C15-C14 72 (1) 81 -C1 =-Cc2 -C3 171 (1)
C16-C15-C14-N3 =101 (1) ¢1 -C2 -C3 -c8 1 (1)
C15-C14-N3 ~C13 177 (1) <1 -C2 -C3 -c4 =176 (2)
C14-83 -C13-Ci12 -84 {2) C16~C2 -C3 -C4 5 {2)
N3 ~C13-C12-N2 64 (2) C16-C2 ~C3 -C8  -177 (1)
€13-C12-N2 -C10 =176 (1) €2 -C3 -C8 -N1 S
C12-N2 -C10-C9 80 (2) 4 -C3 -c8 -C7 -2 (2)
N2 ~C10-C9 -S1 59 (1) C2 ~C3 -C8 -C7 180 1)
€10-C9 =51 ~C1 -107 (1) N1 -C3 -c8 =c4 =177 (1)
€9 =51 -C1 ~C2 137 (1) €3 —C8 -N1 ~C1 0 (2)
c) _sonstige €7 -8 -N1 ~C1 179 (1)
N1 -C1 -1 -C9 ~51 (1) C8 -W) -C1 -C2 1 42)
€3 -C2 -C16-C15 66 (2) C8 -NT -c1 -81  -172 (1)
N2 -C10~C11-02 -7 {2) ¢S5 ~C3 -c4 -C8 0 (2)
N2 -C10-C11-01 178 (1) €5 ~€3 ~c4 -C2 =178 (1)
€% -C10 -C11-01 -57 {2) c3 -C4 ~C5 -C6 1 {2)
€9 ~C10-¢11-02 119 (2)  C4 -C5 ~C6 -C7 03
C16-C15-N4 -52 162 (1) €5 -C6 -C7 -C8 -2 (3)
C14-C15-N4 -82 -79 (1) C6 ~CT -C8 ~C3 3 42)
Ci5-N4 -82 ~06 =175 (1) <6 -C7 -CB -N1 177 (2)
Cc15-N4 -52 ~O7 78 (1)

C15-N4 ~§2 ~C17 70 (1)

w4 -52 -C17-C18 88 (1)

N4 -S2 -C17-C22  -91 (1)

Die Konformation des mit dem Pyrrolring kondensierten zwélfgliedrigen Ringes, der
die beiden Peptidbindungen des Tripeptids enthélt, wird durch die in Tabelle 4 zusam-
mengestellten Torsionswinkel beschrieben. Die beiden Peptidbindungen sind frans-
konfiguriert. Der Zwolfring enthilt drei Bindungen, deren Konformation durch den
Bindungszustand vorgegeben ist. Dies sind anti-periplanare Konformationen an den
Peptidbindungen und eine syn-periplanare an der mit dem Indolsystem gemeinsamen
Bindung C1 - C2. Beziiglich der Konformationen an den verbleibenden neun Bindun-
gen mit ,,freier* Drehbarkeit ist erwdhnenswert, dafl hier ausschlieBlich synklinale und
antiklinale partielle Konformationen auftreten.

Das im Hinblick auf die Konformation der Phallotoxine besonders interessierende
chirale Strukturelement N1—C1-S1-C9 (Torsionswinkel — 51°) hat My-Helizit4t
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(IV, Abbildung 2). Die im Bereich seiner UV-Absorption (um 290 und 240 nm) liegen-
den Cottoneffekte erhalten dadurch ihren negativen Sinn. Die Konformation des
12gliedrigen, die 2 Peptidbindungen enthaltenden Ringes ist links helikal.

Die Konformation des Zwoifringes wird sowohl durch inner- wie zwischenmolekula-
re Wasserstoffbriicken stabilisiert. Alle in der Struktur vorkommenden NH- und OH-
Gruppen wirken in H-Briicken als Protonendonatoren und alle Carbonylgruppen und
ein Sauerstoffatom der SO,-Gruppe als Akzeptoren. Die Geometrien der H-Briicken
sind in Tabelle 5 zusammengestellt und in Abbildung 5 verdeutlicht. Die Peptid-NH-
Gruppe (N2-H10) des Cysteins bildet innermolekular eine gegabelte Wasserstoff-
briicke zur Carbonylgruppe des Tryptophans (C14 — O4) und zum Carbonylsauerstoff
(02) der Carbonylgruppe des vom Cystein gebildeten C-Terminus. Hierbei wird ein
Sieben- und ein Fiinfring geschlossen. Durch diese H-Briicken wird der Zwolfring ge-
wissermaBen durch eine H-Briickenverstrebung auf der dem Tryptophanrest abge-
wandten Seite stabilisiert. Auflerdem besteht eine schwache H-Briicke zwischen dem
Carbonylsauerstoff (O4) des Tryptophans und der NH-Gruppe des vom Tryptophan
gebildeten N-Terminus. — Eine schwache H-Wechselwirkung kann man auch zwischen
dem Carbonylsauerstoff der freien Carboxylgruppe und ihrer OH-Gruppe annehmen
[(O1-)H9---02: 2.3(2) A]. Zwischenmolekular ist jedes Tripeptid mit weiteren vier be-
nachbarten Tripeptiden iiber jeweils zwei H-Briicken und mit dem Kristallaceton iiber
eine H-Briicke verbunden. Wie Tabelle 5 zeigt, werden zwischenmolekular 5 kristallo-
graphisch unabhingige H-Briicken gebildet, ndmlich drei starke N—H--- O-Briicken
und eine starke O—H---O-Briicke, wihrend im Vergleich hierzu die N—H---O-
Briicke zu einem Sauerstoff der SO,-Gruppe schwach ist.

Tab. 5. Abstéinde [A] und Winkel [°] von inner- und zwischenmolekularen Wasserstoffbriicken in
2¢. In Klammern die Standardabweichungen in Einheiten der letzten Stelle

Absténde Winkel

aj innermolekular

(N2-)H10---02 . 251 N2 -H10---02 89 (9)
H10---02-Ct1 86 (3)

(N2-)H10---04 2.1(1) N2—-H10---04 149 (12)
H10---04-C14 98 (4)

(N4-)H17---04 2.8 (1) N4 -H17---04 92 (11)

H17---04-C14 73 (2)
b) zwischenmolekular

(O1-)H9---04 (x + 0.5, —y + 1.5, —2) 203 O1-H9---04 168 (19)
01---04 2.69 (2) H9---04-C14 143 (6)
(N4-)H17---02 (x - 0.5, —y + 1.5, ~2) 2.2(1) N4-H17---02 165 (12)
N4---02 2.88 (2) H17---02-C11 120 (3)
(N3-)H13---03 (x — 0.5, -y + 2.5, —2) 22(1) N3-H13---03 147 (10)
N3---03 2.94 (1) H13---03-C12 152 (3)
(N1)HS---O7 (-x + 0.5, —y + 2,z + 0.5) 2.1(1) N1 -H5---07 171 (14)
Nt---O7 2.95 (2) HS---07-C24 126 (4)
(N3-)H13---05 (x + 0.5, -y + 2.5, -2) 2.6 (1) N3-H13---05 125 (10)
N3---05 3.17 (2 H13.--05-S2 165 (3)
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In Tabelle 2 wird die aus '"H-NMR-Messungen und den Potential-Energie-Berech-
nungen fiir 2a abgeleitete Konformation des Zwolfringes mit der rontgenographisch fiir
2¢ bestimmten verglichen. Wahrend die tibrigen Konformationswinkel eine gute Uber-
einstimmung aufweisen, tritt eine sehr deutliche Differenz bei den Torsionswinkeln
N4 —-C15-C14 —N3 und C14 - N3 - C13 —C12 auf. Bei den stark unterschiedlichen
Torsionswinkeln handelt es sich um Torsionen um benachbarte Bindungen mit ,,freier*
Drehbarkeit, die eine Peptidbindung einschlieBen. Durch diese Torsionswinkeldnde-
rung wird die zwischen diesen beiden Bindungen eingespannte C(O)~ N(H)-Gruppe
der Peptidbindung zwischen Tryptophan und Glycin verdreht, wobei aber ihr C- und
N-Atom im Ring ihre Lage nur relativ geringfiigig andern und gleichfalls die restliche
Ringkonformation nicht stark beeinflufit wird. Die Annahme einer im angesprochenen
Bereich unterschiedlichen Konformation fiir 2a in Losung und 2¢ im kristallinen Zu-
stand wird gestiitzt durch 'H-NMR-Messungen. Wihrend die Kopplungskonstanten
fiir 3JCH,NH(Gly, 3.0 und 5.0 Hz bei 2a betragen, findet man bei 2¢ J-Werte von 5.8 und
5.8 Hz (Tabelle 1). Diese Messungen sind im Einklang mit einem Torsionswinkel
C14-N3-C13-C12von —170° fiir 2a und — 84° fiir 2¢. Hieraus ergibt sich zwangs-
laufig bei 2a ein N4 — C15— C14 ~ N3-Torsionswinkel von ca. —150° und fiir 2b ein
solcher von ca. 140°, wenn bis auf die beiden angesprochenen Torsionswinkel die ibri-
gen bei 2a und 2¢ anndhernd gleich sind. — Anhand der 'H-NMR-Daten kann nicht
zwischen N4 - C15—C14 -N3 = —150° (2a) und 139° (2¢) unterschieden werden.

Die 'H-NMR-Messungen erlauben daher den Schlufi, dal die Konformationen von
2¢ im kristallinen und gelosten Zustand sehr ahnlich sind, wahrend im angesprochenen
Ringfragment Konformationsunterschiede zu 2a in Losung bestehen. Diese Annahme
findet auch eine Stiitze durch *C-Kernresonanzmessungen. In einem 360-MHz-Kern-
resonanzspektrum in DMSO-L6sung findet man fiir die Carbonylkohlenstoffe C14,
C12 und C11 Resonanzen bei & = 173.16, 172.19 und 168.55 fiir 2a und solche bei
171.41, 170.87 und 168.69 fiir 2¢. Das jeweils bei hochstem Feld liegende Signal kénnte
dem Kohlenstoff der Carbonylgruppe zugeordnet werden, die beiden Signale bei niedri-
gem Feld den C(O)-Kohlenstoffen C12 und C14. Diese beiden Signale sind bei 2¢ im

Abb. 6. Raumliche Strukturen (a) des cyclischen Thioetherpeptids 2a (My-helikal) und (b) des
Phalloins (Py-helikal)
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Mittel um 1.5 ppm zu héherem Feld verschoben. Da die Carbonylkohlenstoffe C12 und
C14 bei 2a in einer trans- und bei 2¢ naherungsweise in einer gauche-Anordnung zuein-
ander stehen, sollten die Resonanzsignale dieser Kohlenstoffatome, wie auch gefunden
wurde, bei 2¢ zu hsherem Feld verschoben sein 419,

Wie eine Modellbetrachtung und auch Potential-Energie-Berechnungen zeigen, ist
die Konformation 2¢ sterisch giinstiger als 2a.

Wie oben erwihnt, zeigen alle Phallotoxine sehr ghnliche CD-Spektren, die, vergli-
chen mit den cyclischen Modell-Thioetherpeptiden 2a—¢, einen weitgehend spiegel-
bildlichen Verlauf aufweisen. Dies 146t den SchluBl zu, daf sie beziiglich der Helizitét
ihres Thioetheranteils und der Konformation des vom Tryptophan ausgehenden Pep-
tidrings spiegelbildliche, ndmlich Py-Helizitit, besitzen. Dieser Befund steht im Gegen-
satz zu der durch die Analyse von 'H-NMR-Spektren abgeleiteten Raumformel fiir die
Phallotoxine®, die eine Mc-Helizitét vorschlug.

Experimenteller Teil

Zur Reinheitskontrolle der Substanzen diente die Diinnschichtchromatographie (DC) auf
Kieselgel-60-F-254-Platten (Merck). Das jeweilige Laufmittel ist beim Préparat angegeben. Die
Sichtbarmachung erfolgte entweder durch Betrachten im UV-Licht, durch das Chlorreagenz, mit
Ninhydrin oder Zimtaldehyd/HCI-Gas. Zur Sdulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (Merck)
verwendet. ’

Die CD-Spektren wurden an einem Diograph (Modell CD 185, Roussel-Jouan, Paris) gemes-
sen. — Die NMR-Analysen wurden bei 360 MHz mit Hilfe eines HX-360-Fourier-Transform-
Spektrometers der Firma Bruker durchgefiihrt. Die Speicherkapazitdt von 16 K ergab bei einer
Spektrenbreite von 4 kHz eine digitale Auflésung von 0.5 Hz. Die Lorentz-Gauss-Transfor-
mation wurde zur Aufldsungsverbesserung angewendet. Die Losungen in [D¢g]DMSO wurden bei
293 K gemessen.

Abkiirzungen: iBCCl = Isobutyicarbonylchlorid, Boc = terf-Butyloxycarbonyl, DCC1 = Di-
cyclohexylcarbodiimid, Ddz = «,a-Dimethyl-3,5-dimethoxybenzyloxycarbonyl, Hpi = L-3a-
Hydroxy-1,2,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo[2,3-b]indol-2-carboxyl, MA = Mischanhydrid(me-
thode), NMM = N-Methylmorpholin, Tfa = Trifluoracetyl, Trt = Trityl.

N-Boc-L-Cystein-methylester: Eine Lsung von 3.43 g (20.0 mmol) L-Cystein-methylester-hydro-
chlorid in (30 ml Dioxan + 15 m! Wasser) wird unter Durchperlen von N, oder Ar mit 2.78 ml
(20.0 mmol) Triethylamin versetzt. Dann werden 4.8 g {22 mmol) Di-zert-butyldicarbonat zugege-
ben; es wird ca. 12 h bei 8 °C geriihrt und i. Vak. eingeengt. Die Losung des Riickstands in 50 ml
Wasser wird bei 0°C mit 0.5 N KHSO,4-Losung auf pH 2.5 gebracht und 2mal mit Essigester aus-
geschiittelt. Die organische Phase wird mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, mit MgSO, ge-
trocknet und eingedampft. Man erhilt 3.8 g (80%) eines farblosen Ols, das bei der DC einheitlich
mit Rg = 0.9 in 1-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:1) wandert.

2-Mercapto-L-tryptophylglycyl-L-cystein-cyclosulfid (I — 3) (2a): Die Verbindung wird nach
der in Lit.1® beschriebenen Methode iber Verbindung 3 hergestellt.

N-Brosyl-2a: Zur Losung von 452 mg (0.78 mmol) 2a in 25 mi 0.1 N Natronlauge gibt man un-
ter Riihren die Losung von 350 mg (1.1 Aquivalente) p-Brombenzolsulfonylchlorid in 7.5 ml Ace-
ton. Der pH-Wert wird durch Zugabe von 0.1 N Natronlauge bei 8 —9 gehalten. Nach 10 min
bringt man durch Zugabe einiger Tropfen 0.1 N Natronlauge alles bis auf einen geringen Nieder-
schlag in Lésung, der abfiltriert wird. Die Losung wird 2mal mit Essigester extrahiert, dann mit
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Schwefelsidure auf pH 2 gebracht und die z. T. ausfallende Brosylverbindung in Essigester aufge-
nommen. Der Abdampfriickstand der getrockneten Losung (Na,SO,) wird aus wenig 80proz.
Ethanol umkristallisiert: 265 mg vom Schmp. 258 —260°C (Zers.). Durch vorsichtige Zugabe von
Wasser zur Mutterlauge erhilt man weitere 170 mg reine Substanz, so daB} die Gesamtausb.
435 mg (60%) betragt. Rg = 0.74 [1-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:1)].

CyyHyBrN,OS, (581.5) Ber. C45.44 H3.64 N9.64 Gef. C44.96 H4.02 N9.14

Die zur Rontgenstrukturanalyse geeigneten Kristalle des Acetonaddukts erhilt man auf folgen-
de Weise: 100 mg Brosyl-2a werden unter Erwarmen bis zum Siedepunkt in 2 ~ 3 ml Methanol ge-
16st. Zur heiBen Losung fiigt man auf einmal 2 ml Aceton und 1at im Verlauf von 10— 20 h erkal-
ten. Die in fast quantitativer Ausbeute ausgeschiedenen Kristalle enthalten auch nach Trocknen
bei 80°C i. Vak. 1 mol Aceton.

CysHyBIN,O;S, (639.4) Ber. C46.96 H 4.26 N8.71 Gef. C47.11 H4.29 N 8.42

2-Mercapto-L-tryptophyl-L-alanyl-L-cystein-cyclosulfid (1 - 3) (2b)
a) Durch Savige-Fontana-Reaktion (analog Schema 1)

Ddz-1-Alanyi-(S-Trt)-L-cystein-methylester: Zur Losung von 2.9 g (9.3 mmol) Ddz-1-Alanin in
30ml Dichlormethan gibt man unter Rithren bei —10°C 1.27 g (9.30 mmol) iBCCl und 1.13 g
(11.2 mmol) NMM. Nach 10 min wird die Lésung von 5.65 g (15.0 mmol) S-Trt-L-Cystein-me-
thylester in 50 ml Dichlormethan zugegeben und der Ansatz 2 h bei Raumtemp. weitergeriihrt.
Dann wird mit 0.5 M KHSO,-Losung, 10proz. NaHCO;-Losung und Wasser gewaschen, mit
Na,S0, getrocknet und i. Vak. eingedampft. Der Riickstand wird in Ether an 240 g Kieselgel
(Sédule: 3.0 x 70 cm) chromatographiert. Die 20-ml-Fraktionen 16— 25 enthalten 2.85 g (45%)
oliges Peptid. Rp = 0.8 (Ether), [a]lp = +87.2 (c = 3.1 in CHCly).

Boc-Hpi-L-Alanyl-(S-Trt)-L-cystein-methylester: Zur Losung von 1.34 g (4.18 mmol) BocHpi!®
in 25 ml THF gibt man unter Rithren bei ~10°C 0.57 g (4.18 mmol) iBCCl und 0.51 g (5.00
mmol) NMM. Zu dieser MA-L&sung gibt man nach 10 min die Losung der Aminkomponente, die
folgendermaBen hergestellt wird: Die Losung von 2.8 g (4.18 mmol) des oben genannten Ddz-
Dipeptidesters in 130 ml Dichlormethan wird nach Zusatz von 3.2 mli absol. Trifluoressigséure bei
Raumtemp. stehengelassen und nach 30 min mit 4.6 ml NMM neutralisiert. Nach Vermischen mit
der kalten MA-Losung rithrt man 2 h bei Raumtemp., dampft i. Vak. ein, nimmt den Riickstand
in Essigester auf, wischt die Lésung mit 1 M HCl, 10proz. NaHCO;-Losung und Wasser, trock-
net mit Na,SO,4 und verdampft das Losungsmittel. Der Riickstand wird in Ether/Essigester (8:2)
an 150 g Kieselgel (Sdule 3 x 30 cm) chromatographiert. Die 20-ml-Fraktionen 10 —25 enthalten
2.8 g (89%) einheitlichen Tripeptidester mit Rp = 0.65 [Ether/Essigester (85:15)].

Boc-Hpi-L-Alanyl-(S-Trt)-L-cystein: Eine Losung von 2.8 g (3.73 mmol) des oben genannten
Methylesters in 110 ml Dioxan und 37 ml 0.2 M NaOH wird nach 1 h durch Vakuumdestillation
vom Dioxan befreit. Die alkalische, wifirige Losung wird mit Essigester ausgeschiittelt. Die orga-
nische Phase wird mit Wasser ausgeschiittelt, mit Na,SO, getrocknet und i. Vak. eingedampft.
Man erhélt 2.05 g (75%) Tripeptid mit Rp = 0.8 [Essigester/Eisessig (95: 5)].

Cyclisierung: Eine Losung von 2.0 g des oben genannten Boc-Tripeptids in 100 ml absol. Tri-
fluoressigsdure bleibt 2 h bei Raumtemp. stehen. Dann wird i. Vak. zur Trockne eingedampft, der
Riickstand zur Entfernung der Séure mehrmals mit Ether digeriert und mit 0.004 M Ammoniaklo-
sung an Sephadex LH-20 (Séule: 2 x 150 cm) chromatographiert. Die 10-ml-Fraktionen 50— 62
werden i. Vak. eingedampft, zum Ende gefriergetrocknet. Man erhilt 0.46 g (24%) farbloses,
lockeres Pulver mit Ry = 0.36 [1-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:1)]. Eyg3 4 = 10605; [alp =
- 118 (¢ = 0.6in H,0). Das CD-Spektrum ist nicht von dem des cyclischen Thioethers 2a (Abbil-
dung 1) zu unterscheiden.
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b) Durch Thioethersynthese via Sulfenylchlorid (Schema 2)

Tfa-L-Tryptophyl-L-alanin-tert-butylester (4): In 30 ml THF werden 300 mg (3.00 mmol) N-Tfa-
L-Tryptophan, 435 mg (3.00 mmol) L-Alanin-fert-butylester und 600 mg (6.00 mmol) N-Hydroxy-
succinimid gelost. Nach Abkiihlen auf —25°C tropft man innerhalb von 10 min eine L&sung von
740 mg (3.60 mmol) DCCI in 5§ ml THF zu, rithrt 1 h bei —20°C und 148t ca. 12 h bei Raumtemp.
stehen. Dann wird vom Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, i. Vak. abgedampft und der Riickstand
in Essigester aufgenommen. Die Losung wird mit kalter 0.5 M KHSO,-, gesittigter NaCl-, 10proz.
NaHCO;- sowie NaCl-Losung gewaschen, mit MgSO, getrocknet und i. Vak. eingedampft. Der
Riickstand wird in Methanol an Sephadex LH-20 (Sédule: 3 x 250 cm) chromatographiert, wobei
das Dipeptid 4 als erstes eluiert wird. Man erhilt 800 mg (62%) farblose, feste Substanz mit Rg =
0.80 [Chloroform/Methanol/Wasser (65:25:4)].

Tfa-2-Mercapto-L-tryptophyl-L-alanin-L-cystein-methylester-sulfid (5): Zur Lésung von 3.99 g
(30.0 mmol) N-Chlorsuccinimid in 120 ml Eisessig gibt man bei Raumtemp. eine Losungvon 9.4 g
{25 mmol) Boc-Cystein-methylester in 60 ml Eisessig. Nach 2.5 min, wenn sich die Gelbfarbung
nicht weiter verstirkt, wird eine Losung von 5.7 g (13.3 mmol) Dipeptid 4 in 60 ml Eisessig zuge-
geben und 30 min geriihrt. Nach Abdampfen i. Vak. wird der Riickstand in 100 ml absol.
Trifluoressigsiure geldst und nach 2 h i. Vak. eingedampft (gegen Ende unter Zusatz von Toluol
zur Beseitigung restlicher Trifluoressigsdure), bis kein Geruch mehr wahrnehmbar ist. Der Riick-
stand wird dann mit Methanol an Sephadex LH-20 chromatographiert (Sdule: 5 x 300 cm). Die
Hauptfraktion wird eingedampft und erneut mit Wasser an Sephadex LH-20 (§ x 300 cm) chro-
matographisch getrennt. Man erhélt als einheitliche Hauptfraktion 4.92 g (60%) DC-homogenen,
farblosen Thioether 5 als Trifluoracetat mit R = 0.14 (Laufmittel wie oben).

Tfa-2-Mercapto-L-tryptophyl-L-alanyl-L-cystein-methylester-cyclosulfid (I — 3) (6): Zur L&-
sung von 372 mg (0.60 mmol) des Trifluoracetats 5 in 375 ml absol. THF gibt man 60.6 mg (0.60
mmol) Triethylamin, dann 138 mg (1.20 mmol) N-Hydroxysuccinimid, rithrt 15 min und kiihlt
dann auf —10°C ab. Jetzt tropft man bei dieser Temperatur eine Losung von 135 mg (0.66 mmol)
DCCI in einigen ml THF zu, entfernt das Kiihlbad und riihrt 24 h. Nach dem Abdampfen wird
der Riickstand mit wenig Essigester versetzt, vom Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und nach Ein-
dampfen der Losung in Dichlormethan/Essigester (1:1) an Kieselgel chromatographiert. Die
6-haltigen Fraktionen (DC-Kontrolle) ergeben nach Abdampfen 183 mg (63%) 6 als lockere,
feste Substanz mit R = 0.81 [1-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:1)]. — MS: m/e = 486 M9,
CaoH2F3N4058).

Zur Abspaltung der Schutzgruppen werden 50 mg 6 in 5 ml Dioxan mit 2 ml 0.2 M NaOH 3 h
stehengelassen, dann wird das Dioxan i. Vak. entfernt, die wafirige Losung mit Trifluoressigsdure
auf pH 2 gebracht, mit Ammoniaklosung auf pH 8 eingestellt und die Losung mit 0.004 M NH;/
H,0 an Sephadex LH-20 (S#ule: 3 x 150 cm) chromatographiert. Die Hauptfraktion besteht aus
30 mg (79%) eines cyclischen Thioethers (UV-Spektrum), der mit dem auf anderem Weg gewon-
nenen 2b z. B. im Rg-Wert [0.36, 1-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:1)] und im CD-Spektrum
libereinstimmt.

N-Brosyl-2b: Die Umsetzung von 2b mit p-Brombenzolsulfonylchlorid erfolgt wie fiir 2a be-
schrieben. Aus 113 mg erhilt man aus der angesduerten Wasserphase nach 4 h bei 5°C 98 mg Fil-
lung, die in Methanol an Sephadex LH-20 chromatographiert wird. Rg = 0.79 [1-Butanol/Eis-
essig/Wasser (4:1: 1)].

Cy3H,3BrN4OgS, (595.5) Ber. C46.38 H 3.89 N 9.41
Ber. C45.03 H4.10 N 9.13 (mit 1 mol Kristallwasser)
Gef. C44.96 H 4.12 N 8.88

Gewichtsverlust beim Trocknen iiber P,O5 bei 50°C: 3.7% (ber. fiir 1 mol H,O: 2.9%).
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Im Gegensatz zu Brosyl-2a bildet die Verbindung mit Aceton keine in Methanol schwerlosli-
chen Kristalle.

Rontgenstrukturanalyse von 2¢

Der gemessene Kristall von 2¢ hatte die Kantenldngen 0.3 x 0.3 x 0.45 mm. Die Bestimmung
der Gitterkonstanten erfolgte mit einem Syntex-P2,-Einkristalldiffraktometer iiber eine genaue
Winkelbestimmung von 25 Reflexen und eine ,,Kleinste-Quadrate-Anpassung® der Gitterkon-
stanten an diese MeBwerte. Sie betragen: @ = 10.456 (1), b = 11.694 (1), ¢ = 23.093 (2) A; V, =
2823.6 A%, poyp. = 1.49 g cm 3, pye,. = 1.504 g cm ™ 3. Auf dem gleichen Einkristalldiffraktome-
ter wurden mit Cu-Ko-Strahlung (Graphitmonochromator) im Bereich 0° < 20 =< 115° die In-
tensitdten von 1941 unabhéngigen Reflexen gemessen (©/20-Abtastung, Abtastbreite 3°, Abtast-
geschwindigkeit 2—30° min‘1). 22 Reflexe waren unbeobachtet (/ < 26;). Um die Reflexbreite
zu bestimmen, wurden die Reflexprofile nach dem Lehmann-Larson-Algorithmus!6) mit einem
Programm von Schwarzenbach 17 analysiert. Nach einer Lorentz-Polarisations- und einer empiri-
schen Absorptionskorrektur (u = 37.8 cem ™), fir die die Korrekturparameter aus ‘P-Abta-
stungen 23 ausgewihlter Reflexe gewonnen wurden, wurde die Struktur unter Verwendung des
SHELXTL-Programmsystems ' an einem ECLIPSE-S/200-Rechner gel6st.

Mit direkten Methoden wurden von den 228 Reflexen mit den hochsten E-Werten (£ > 1.4) un-
ter Verwendung von 2001 Tripelprodukten Phasen bestimmt und verfeinert. Dabei wurden 1024
Phasensitze berechnet (iiber ,,magic integers* wurden die Phasen von 9 Reflexen permutiert).

Die Sitze mit den besten Giitekriterien NQUEST '® (iiber die 100 stiirksten negativen Quartetts
berechnet) und R}% wurden auf 443 Phasen (E > 1.2) erweitert und verfeinert. Die E-Fourier-
synthese, berechnet mit dem Phasensatz mit dem niedrigsten NQUEST- und dem niedrigsten R -
Wert, erbrachte eine Teilstruktur. Diese wurde durch eine automatische Prozedur erweitert, bei
der jeweils nach 2 Verfeinerungscyclen (kleinste Quadrate) der Besetzungsdichten eine Fourier-
synthese verbesserte Atomlagen lieferte. Nach drei derartigen Rechenschritten konnten unter den
44 hochsten Elektronendichtemaxima der letzten Fouriersynthese 32 Nichtwasserstoffatome von
insgesamt 39 lokalisiert werden. Durch sukzessive Verfeinerungen der Atompositionen und der
isotropen Temperaturfaktoren der C-, N- und O-Atome (bei Br und S wurden die Temperaturfak-
toren anisotrop verfeinert) mit anschlieBenden Differenz-Fourier-Synthesen wurden alle Nicht-
wasserstoffatome aufgefunden.

Die folgenden Rechnungen wurden im wesentlichen unter Verwendung einer modifizierten
Version29 des X-Ray-67-Programmsystems2!) mit einer Siemens-4004/150-Anlage ausgefiihrt.
Die Strukturverfeinerung (Einheitsgewichte) wurde zunichst mit isotropen Temperaturfaktoren
fur C- N- und O-Atome, dann mit anisotropen Temperaturfaktoren fiir alle Nichtwasserstoff-
atome fortgesetzt. Im Laufe der Verfeinerung mit anisotropen Temperaturfaktoren wurden in
Differenz-Fourier-Synthesen alle H-Atome aufgefunden und mit isotropen Temperaturfaktoren
in die Verfeinerung einbezogen. Die Verfeinerung mit dem ORFLS-Programm des X-Ray-67-
Programmsystemsz“ erfolgte wegen der groBlen Zahl der Variablen in drei iiberlappenden Teil-
cyclen fir einen Vollcyclus. Die Temperaturfaktoren von drei H-Atomen (H24, H25 und H27)
der CH;-Gruppen des Kristallacetons wurden hierbei auf einen plausiblen Wert gesetzt und nicht
verfeinert. Von der Moglichkeit der gesonderten Behandlung der unbeobachteten Reflexe wurde
Gebrauch gemacht. Diese wurden nur dann zur Berechnung der Parameterverschiebungen heran-

gezogen, wenn |F,| — |F.| <0 war, wobei |F,| = 4o gesetzt wurde. In den letzten Verfeine-
rungsschritten wurden Reflexe mit |AF| = ||F,| — |F,.|| >5 nicht mehr zur Berechnung der Pa-

rameterverschiebungen herangezogen. Im letzten Verfeinerungscyclus waren dies 26 Reflexe. Die
Verfeinerung konvergierte bei einem R-Wert (R = L ||F,| — |F.||/Z|F,|) von 0.041 bezogen auf
die beobachteten Reflexe. Bertlicksichtigt man bei der Berechnung des R-Wertes die 26 Reflexe mit
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| AF| >5 nicht, dann betrégt dieser 0.033. Die Atomformfaktoren fiir Br, S, N, O und C wurden
den International Tables for X-Ray Crystallography?? entnommen, diejenigen fiir H stammen
von Stewart, Davidson und Simpson?3), Die Atomkoordinaten und Temperaturparameter sind in
Tab. 6 zusammengefalt. Die in der Tabelle aufgefithrten Lageparameter beziehen sich auf ein
Rechtssystem und geben die absolute Konfiguration des Tripeptids wieder. Diese konnte auf-
grund der Kenntnis der absoluten Konfiguration der L-Aminosiuren festgelegt werden.

Tab. 6. Relative Atomkoordinaten und Temperaturparameter von 2¢. Standardabweichungen in
Einheiten der letzten Stelle. Die anisotropen Temperaturfaktoren sind definiert nach
T = expl—1/4 (Byyh%a*? + Bypk®b*? + Byl’c*® + 2 Biyhka*b* + 2Bjshla*c* + 2 Bykib*c®)]

ATOM * v z By B2 B33 By By B
Br -0.0734( 2) 1.0628( 2) -0.2784( 1)  7.3C 1) 11.85( 1) 4.8( 1) =0.8( 1) 1.1¢ 1) ©0.1( 1)
SC 1) ©0.1117¢ 4)  0.9060( 3  0.1307( 1)  $.0¢ 2) 3.7(2) 43¢ 1) 0.8(2 0.4 1) 020 1)
S( 2) -0.4157( 4) 1.0115( 3) =0.0806( 1)  3.2( 1) 3.1( 2) 420 1) ~0.1(2) 0.0( 1) =-0.7¢ 1)
0 1)  0.3946(13)  0.773B(11) 0.0890( 3)  9.6¢ &) 4.1( &) &.4¢ &) 1.6( 6) =-1.7( 5 =-0.9¢ 3)
0C 2) 0.2360(10) 0.7801( 7) ~0.0060( 3)  5.4( 3) 3.4( 3 5.9(3 0.4(5 -1.0( 5 -0 5¢ 4)
0( 3) 0.2706¢ 9) 1.1822( B) 0.0136( )  3.7( 4) 3.2( 4 B8.8C7) -1.0( 5 0.1( 5 -06¢ 9
O( 4) -0.0600¢ 9) 0.9430( 7) ~0.0343( I} A BC 4) 3.0( 4) 420 4) -0.3( 4) 0.3 D -0.4C D
0C 5) ~0.4511(10)  1.1230( 9) -0.0824( 4) 4. 7¢ 3) 5.3( %) S.3C 8 1.4( 5 -0.4( 4) =0 &( 4)
0C &) -0,5102¢ 9)  0.9239(11) -0.0613¢ 4)  4.2( 5) B8.3¢ 7) 9.&( 51 -1.5( & 0.1( &) -1.4( 5)
0C 7) 0 2162¢10) 0.8723( 9) -0.2902¢ 4) 6. 1¢ 33 6.8( & 43¢ 3  0.1( 3) 0. &L 4 -0.2¢ &}
Nt 1) 0.0535¢12)  1.1183¢11) 0.1746( 3)  4.9( &) 4.6( & 4.8( 33 O0.3( & =-1.0( B =-0.9¢ 5>
NC2)  0.1970(11) 1.0008( 9) 0.00B1{ 3  4.2( & R B( 3 500 & -D.2( 3 0.4( 3) -0.3¢ 4)
NC 3) -0.0421(11)  1.130B(10) -0.0104( %)  3.B( &) 2. 5( 3 3.8( 5 -0.2( 6) 0.3( & =0.2¢ &)
NC 4) -0.3270(13) 0. 9394(12) -0.0003( 3)  3.9( &) 3.6( &) 4.4( 6) ~0.3( 7) 0.4( 5 -0.3( %)
CC 1)  0.0158(14) 1.0262(12) ©0.1409¢ 5)  5.3(7) 4207 3.0(% 07¢(7) 0.7( 3 -0.3(5
€CC2) -0.11110113) 1,0404(11) 0.1238( 3)  4.7¢ 7) 3.9( &) 3.1¢ 5 0.0 7) -0.1( 5 0.2 5
€ 3) -0.1524(1&)  1.1440(12) 0.1505¢ 5)  5.1¢ 7) 43¢ 7 3.1¢ 3 1.8 7) 0.4¢ 5 0 4C 5
€ 4) -0.2678(1%)  1.2013(16)  0.1321( &)  7.0(11) & 3(30) 3.1¢ &) 1.4(10) -0.3¢ 7)  0.0¢ 7)
C( S5) -0.2791(22)  1.3017(18) 0.1839( 7)  8.7(12) 7.9(12) 4. 4( 8) 4.1(12) -1.1( 8) =0, 4¢ B)
CC &) -0.1748(27)  1,3450(17) 0.2127¢ & 13.1(18)  5.1(10) 57( 9 3. &(13) -1.4(11) =-1.9( 8)
C¢ 7) ~-0.0540(20) 1.2925(15) 0.2i21( 70 B 4(11) 5.3( 9  4.8( 7)  1.3(10) -1.4( 8) =1.0¢ 7)
Gl & -0.0473(13) 1.1901(13) _0.1811( &) 5.8 8 43( 7) 3.7¢ &) 100 8 =0.7¢ &) -0 &¢ 6}
CC 9)  0.2643(15)  0.9682(15) 0.1084( 7)  4.4( 7) 4. 4( 9 B5.4(8) 0.6( 8 -0.3C & -1.3¢ 7)
C(10)  0.2926(13) 0.9319(12) 0.0481¢ &) 3. 1( &) 3.4( &) 9.7(7) 0.0 & 0.2( &) -0 4¢ &)
C(11)  0.3058¢(1%) 0.8272(12) 0.0287¢ &)  4.2( 7) 4 1(7) 4.4C &) 0.6(7) 0.4( &) -0.4¢ &)
C(12) ©0.1928(15) 1.1138(12) ~0.0040( 7)  4.0( 7) 3.2(7) 3.2(7) 03 7) 1.5 &) 0.0¢ &)
C(13)  0.0766(14)  1.1489(11) ~0.0407¢ &)  8.4( 7) 2.8( & 4.3C &> -03( 7) 0.5¢ &  0.2( 5
€(13) -0.1025(14) 1.0808{12) =0.0091¢ %)  4.1( 7> 3.6( 7) 3. 1¢ 3 03( 7) ~0.11 5 0.2 5
C(15) ~0.2231(14) 1.0254(13) 0.0272( 5  3.5(7) 3.207) 3706 D.1( & =0.1( 5 —-0.4( 5}
C(1&) -0, 1BBY(14) O0.9471(13) 0.0853( %  4.8( 7) 4.8(7) 3.0( 3 0S8 07( 5 0.5¢ 5
C(17) -0.3220(13) 1.0273(13) =-0.1143( 5  3.9¢ &) 4.8( 7) 3.5( 65 =-0.1( 7) -0.3( 5) 0. 1¢ 5)
€18) -0.31530(15) ©0.9342(15) ~0.1518( &)  4.9( 7) &63( 9 A4 6L 7) =0.7( 8) 0.1( 6} =0.9C 7}
C(19) -0.2400(16) 0.9443(17) =-0.2017( &  35.2¢( 8) 6. 6(10) 4.9¢ 7) 0.60 9 0.3( 6} ~L2( 7}
€(20) -0.1772(14) 1.0485(17) =-0.2111¢ &  4.4( 7) 7.7(10) 4.0f 7) 0.&6( 99 0.3( &)  0.8( 7}
C(21) ~0.1B840(17)  1.1399(16) -0.1733( 7)  5.4( 9 6.3( 9 4.4 7) ~-1.0( & ~0.8¢ 7) 0.4( 7)
C(@R) -0.2597(16) 1.1266(14) -0.1247( &  B5.7( 8) 4.8( 8 420 7) 0.5 8 =-0.1( &) 0, 2( &)
C(23)  0.0993(36)  0.8383(33) -0.1635(13) 12.8(24) 11.4(20) 9 3(19)  2.6(22) 5 6(19)  1.2(17>
C(24)  0.2185(17) 0.E342(13) -0.1986( 7)  7.4(10) 4.5( 7) 550 8) —0.1( B) 0.4( 8) -0.6( &)
€(25) 0.3363(38) ©0.B26B(IL) -0.1704(14) 14 1(23) 19 4(32) 10.9(18) -5 0(23) -6 5(1&) 5 9(20)
WASSERGTOFFATOME
ATOM x y P (&2 ATOM x 4 z 8RYy
HC 1) -0.338013) 1. 188¢13)  0.130¢ &) 6 & H(15) -~0.140(11) ©.895(10) 0.075( 5) 4( )
HC @) -0.363(17)  1.350(13) 0.i73( 7) B( 3 H(16) =-0.266(11) ©.94B(10) O 104 5) 3 2)
HC 3) -0 166(16)  1.415(14)  0.231( 7) 6 &) H(17) ~0.313(13) 0.899¢ 9 =0.005¢( 5) 2( 3
HC 4)  0.039(26) 1.318(24) 0. 228(11) 1810 H(18) -0.377(14) 0.8S8(13) -0.138( &) 7( &)
HC 5)  0.123(14)  1.128(13)  0.196( 6)  6( 4) H(19) -0.218(14) 0.868(14) -0.227( 7) 7( 4)
H( &) 0.333(15) ©0.930(14) 0.126( 6)  6( 4) H(20} -0.136(13) 1.204(12) -0.186( &) 5 4)
HC 7)  0.254(14)  1.080(13) O 118 &)  5( 4) H(21) 0. 264(13)  1.194(11) -0 102( 5) 4 3)
H( 8)  0.364(11) 0.989¢ %) 0.038( 5 2 3) H(22)  ©0.047(17) 0.86B(18) =-0.18%( 7) 7( 5
H( 9)  0.407(20) 0.724(13) 0.048C 7)  5( 5) H(23) 0.082(18) 0.800(15) =-0.130( 8) 10( 5
H(10) 0. 132(14) ©0.969(12) =0.017( &)  &( 4) H(24) 0. 114(14) 0.926(11) -0, 143( &)  5¢ -
HCI1)  0.079(11)  1.10&¢ 9) =0 074( 4)  a¢ 2 H(2%)  ©.374(13) 0.902¢(11) =-0.172( &)  5¢ -
H(12)  0.092(11)  1.234( 9) =-0.047( 4)  4¢ @) H(26)  0.334(19)  0.769(13) -0 165( 8)  2¢ 4
H(I13) —0.075(11) 1.189( 93  0.000( $) 2( 3 H(27)  0.367(12) 0.829(12) -0.128( 5) 3 -
H(18) =0 251(10) 1.099¢ 9)  0.030¢ &)  2¢ 2)
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