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47. Uber die Inhaltsstoffe von Zizyphus oenoplia MILL.
2. Mitteilung?!)

Zur Konstitutionsermittlung des Zizyphins 2)
von E.Zbiral?), E. L. Ménard %) und J. M., Miiller ?)
(13. 1. 65)

In einer ersten Mitteilung?) wurde die Isolierung der basischen Peptide Zizyphin
(1) und Zizyphinin aus der Wurzelrinde von Zizyphus oenoplia MILL., einem im tro-
pischen Asien und Australien beheimateten Strauche beschrieben. Fiir die beiden
Basen, welche im Mengenverhéltnis von etwa 10 zu 1 vorliegen, liessen sich die
Bruttoformeln CzHgO6N, bzw. CgoH, ;06N sicherstellen. Beide verhielten sich bei
der Titration und hinsichtlich der Zusammensetzung ihrer Salzel) wie einsdurige
Basen. Chemische und physikalische Eigenschaften wiesen auf nahe strukturelle Ver-
wandtschaft der beiden Substanzen hin. Die bei der salzsauren Hydrolyse gebildeten
Aminosiduren Prolin und Isoleucin und die Ultraviolett-, Infrarot- und Protonen-
resonanz-Spektren?!) lieferten erste Hinweise, dass es sich beim Zizyphin um eines
der in hoheren Pflanzen selten vorkommenden peptidischen Alkaloide handelte?).

1) 1. Mitteilung: Isolicrung der Inhaltsstoffe [1].

2) Der eine von uns (E.Z.) hat diese Arbeit anszugsweise am dsterreichisch-schweizerischen Che-
mikertreffen in Innsbruck (3. bis 5. Oktober 1963) vorgetragen, vgl. [2]. Sie wurde zum
grossten Teil im Org.-chem. Laboratorium der ETH, Ziirich, ausgefithrt. Die abschliessenden
Ergebnisse wurden am Organisch-Chemischen Institut der Universitit Wien erhalten.

3) Gegenwirtige Adresse: Organisch-Chemisches Institut der Universitit Wien.

4) CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel.

5) Wir haben seinerzeit Zizyphin [1] als basisches Peptid bezcichnet. Da aber diese Bezeichnung
in der Peptidchemie schon fiir Kérper, die nur aus Aminosiduren aufgebaut sind, gebraucht
wird, scheint uns heute die inzwischen von Pais ef al. [3] fiir das Pandamin vorgeschlagene
Bezeichnung «peptidisches Alkaloid» besser den tatsichlichen Verhiltnissen zu entsprechen.
Obschon Zizyphin keine fiir klassische Alkaloide typische Teilstruktur aufweist, enthilt es
doch die Styrolamingruppierung, einc mogliche biogenetische Vorstufe des Indols. Anderseits
besitzt auch die Bezeichnung «hetevodetes Peptidy, die aus der Peptidnomenklatur stammt [4]
und schon frither z. B. fiir Ergotamin [5] und Phalloidin [6] angewendet wurde, eine gewisse
Berechtigung.
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Die chemische Konstitution des Zizyphins, die in dieser Arbeit abgeleitet wird, sei
hier mit der Formel I vorweggenommen.

H/ CH3
CH=CH-NH-CO—CH~  “CH, CH,
CHso\ﬁ N Lt -co—crcu s
| j 4 “CH,—CH,
NN I J H,C CH,
\N

I h

Das Ultraviolett-Spektrum (Fig. 1) besitzt zwei Maxima, deren Lage und Extink-
tionswerte fiir eine Styrol- Grupplerung charakteristisch sind. Dieses Kennzeichen ver-
schwindet bei der katalytischen Hydrierung und wir finden beim Dihydrozizyphin (11)

nur noch ein vielen Hydrochinoéthern [7] gemeinsames Maximum bei 290 nmi‘(log. €
= 3,47) (Fig. 2).
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Das Infrarot-Spektrum (Fig. 3) zeigt eine ausgepragte Bande bei 3500 cm—! (-NH-),
eine strukturierte Bande im Bereich der CH-Absorption (3000 cm—') ein komplexes

Bandensystem im Bereich der Carbonylabsorption (1670-1703 cm~') und eine In-
b
flexion bei 1625 cm™?, die auf das Vorliegen von Ar—C=C— hinweisen kénnte. Schliess-
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lich kann die Bande bei 815 cm™! einem aromatischen Chromophor (z. B. einem
p-disubstituierten Benzolderivat) zugeschrieben werden.

Beim Protonenresonanz-Spekirum (Fig. 7, siehe Abschnitt V) seien folgende mar-
kante Signale hervorgehoben: 4 aliphatische C-Methylgruppen (6 = 0,78; 1,1) 2 N-
Methylgruppen (6 = 2,28) und 1 Methoxylgruppe ( = 3,78). Letztere waren auch
mikroanalytisch nachgewiesen worden?). Auffallend ist der breite Signalkomplex bei
§ = 4,46, der 4 «-Protonen von Aminosiuren zugeordnet werden koénnte [8]. Das
Dublett bei 6 = 5,93 (J = |8,5|Hz) ist einem Vinyl-Wasserstoffatom zuzuschreiben.
Dieses Signal verschwindet bei der katalytischen Hydrierung zu II. Zur Zuordnung
des Quadruplettes um § = 5,30 und der restlichen Signale waren tiefer greifende
Abbaureaktionen notwendig, die weiter unten im Detail erliutert werden sollen.

Die Folge der chemischen Umwandlungsreaktionen, die zusammen mit den Spektral-
daten die Strukturermittlung des Zizyphins erlaubt haben, méchten wir in folgende
5 Abschnitte gliedern:

I. Mineralsaure Hydrolysen. Strukturaufklirung des kristallinen Dipeptidesters 111

II. Reaktionen zur Ermittlung des chromophoren Sysiems (trockene Destillation,
alkalische Hydrolysen).

II1. Verkniipfungsart und -stelle des aromatischen Teils mit der (N, N- Dimethyl-
isoleucyl}-isoleucin-Kette.

IV. Strukturermittlung der restlichen Molekelbestandteile und deren Verkntipfung
mit dem aromatischen Teil.

V. Uberpriifung der Struktur des Zizyphins mittels A) Massen- und B) Protonen-
resonanz-Spektren. Konfiguration der Styryldoppelbindung.

1. Saure Hydrolyse von Zizyphin,; Strukiur des Dipeptidesters 111

Bei 14-std. Hydrolyse von Zizyphin oder Dihydrozizyphin in 6 ¥ Salzsiure entsteht
Prolin, jedoch kein Isoleucin. Hingegen gelingt es, nach anschliessender Veresterung
des Reaktionsproduktes und chromatographischer Reinigung einen kristallisierten,
bisher unbekannten Athylester C,4H,,0,N, vom Schmelzpunkt 56-57° zu isolieren.
Es handelt sich dabei um den in der Formel I1I wiedergegebenen r-(N, N-Dimethyl-
isoleucyl)-L-isoleucin-dthylester, dessen Struktur aus physikalischen Eigenschaften
und chemischen Reaktionen abgeleitet und durch Synthese gesichert worden ist.
Dieser Befund ermoglicht die Lokalisierung des einzigen in der Zizyphin-Molekel vor-
liegenden basischen Zentrums und zeigt gleichzeitig, dass die aus dem Protonen-
resonanz-Spektrum von I (Fig. 7) ersichtliche Dimethylaminogruppe endstindig ist.

0

I C,H,

CH;—O—C—CH—CH] * °
~CH

3

C,H
NH-C—cCH-cu] *°
L T . “CH,

CH

N/ 3

111 CH,

Im Infrarot-Spektrum von III erkennt man Banden, deren Frequenzen einer se-
kunddren Aminogruppe (3350 cm~?), einem Estercarbonyl (1725 cm™~1) und einem
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Amidcarbonyl (1660 cm—!) zugeordnet werden kénnen. Beim Vergleich des Protonen-
resonanz-Spektrums mit demjenigen von I lisst sich ableiten, dass samtliche C-CHj,-
Gruppen und die N(CH,),-Gruppe des Zizyphins im vorliegenden Bruchstiick ent-
halten sind. Das Massen-Spektrum ergibt ein Molekulargewicht von 300 und zeigt
wie beim Zizyphin?) ein markantes Fragment der Masse 114. Seine Bildung l4sst sich
nach BIEMANN ef al. [9] erkldren, wenn eine Fragmentierung an der durch Pfeil be-
zeichneten Stelle angenommen wird. Chemisch spaltet sich der Dipeptidester I1I
durch kraftige saure Hydrolyse (CH;COOH-HCI-H,0) weiter auf und man erhilt,
wie bei I, das in der Einleitung schon erwihnte Isoleucin. Werden bei der Hydrolyse
des Esters III etwas andere Bedingungen gew#hlt (6N HCI), so entsteht etwa zur
Halfte — offensichtlich unter Eliminierung der Dimethylaminogruppe®) — eine unge-
sittigte Acyl-aminosdure, die als Natriumsalz unter Einwirkung von Pyridin und
Acetanhydrid in ein Ol der Zusammensetzung C,;,H;,0,N iibergeht. Diese Substanz
bildet sich unter denselben hydrolytischen Bedingungen auch direkt aus Zizyphin.
In ihrem Infrarot-Spektrum fillt vor allem die markante Carbonylfrequenz bei
1760 cm~! und die etwas weniger intensive >C:N—Bande (1675 cm~1) auf. Das Ultra-
violett-Spektrum zeichnet sich durch ein ausgeprigtes Absorptionsmaximum bei
290 nm (¢ = 14300) sowie ein Minimum bei 240 nm aus. Einen weiteren wertvollen
Hinweis liefert das Protonenresonanz-Spektrum, aus dem das Vorliegen von nur
einem Vinylproton (§ = 4,58) hervorgeht. Diese Eigenschaften lassen sich am besten
mit der Azlacton-Struktur IV interpretieren.

HE /(H
\—Q/ CH,
H; |
\ ’N(H/k
c,H,” v

Eine Bestitigung dieser Formel liefert die alkalische Hydrolyse, wobei das 3-
Methylvaleriansiureamid entsteht, wihrend bei der sauren Hydrolyse, nach voran-
gegangener Isomerisierung der zwei Doppelbindungen (vgl. Pfeile in IV), Isoleucin
gebildet wird. In der Literatur werden Azlactone dieses Strukturtypes als sehr unbe-
standig beschrieben [10]7).

Das Azlacton IV, das schon am Anfang unserer Arbeiten als Produkt der sauren
Hydrolyse gefasst worden war, erwies sich als sehr wertvoll zur Aufstellung der
Strukturformel des spéter gefassten Dipeptidesters III. Der endgiiltige Struktur-
beweis fiir ITT wurde durch die Synthese erbracht. Das nach INGrRaM [11] hergestellte
L-N, N-Dimethylisoleucin wurde nach Boissonas [12] mit 1-Isoleucin-dthylester um-
gesetzt. Der dabei kristallin isolierte L-(N, N-Dimethylisoleucyl)-L-isoleucin-dthylester
erwies sich in allen untersuchten physikalischen und chemischen Eigenschaften mit
der durch Hydrolyse aus Zizyphin gewonnenen Substanz III identisch.

Die Substanzen IX und X, die aus sauren Hydrolysaten von Dihydrozizyphin (II)
zusitzlich isoliert wurden, werden in Abschnitt IT besprochen.

8) Eine derartige Eliminierung einer Dimethylaminogruppe unter sauren Bedingungen ist unse-
res Wissens nicht beschriecben worden.

?) Uber weitere Befunde im Zusammenhang mit der komplizierten Chemie solcher Azlactone
wird von dem einen von uns (E.Z.) spiter berichtet werden.
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Bei den sauren Hydrolysen von Zizyphin und Dihydrozizyphin wurde regelmissig
eine starke Entwicklung von Kohlendioxid (als Bariumcarbonat gefasst) beobachtet,
die auf eine Decarboxylierungsreaktion schliessen liess und fiir die im Abschnitt IV
(Seite 413) eine Erkldrung gegeben wird.

Es ergibt sich fiir Zizyphin an dieser Stelle die Partialformel A
—OCH,

CH
—CO—CH—CH _*
"CH,CH,
CH
NH—CO—CH—cH °
| “SCH,CH,
H,C™ TCH,

N
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Schliesslich sei erwihnt, dass im Laufe der Hydrolysenversuche sowohl L-Prolin8)
als auch r-Isoleucin in priparativen Mengen isoliert worden sind.

I1. Reaktionen zur Evrmittlung des chromophoren Systems
(trockene Destillation, alkalische Hydrolysen)

Schon aus den Ultraviolett- und Infrarot-Spektren der Substanzen I und II war
hervorgegangen, dass es sich beim Chromophor wahrscheinlich um ein Styrolsystem
handeln wiirde. Durch die nachfolgenden chemischen Abbaureaktionenist es gelungen,
die Struktur dieses Molekelteils genau abzukliren.

1) Trockene Destillation. Durch anfingliches Erhitzen der Base I auf 260° und
anschliessende Destillation im Hochvakuum bis zu einer Temperatur von 330° kénnen
in geringer Ausbeute 3-Methyl-4-methoxy-phenol (V) und Pyrocoll (VI) gewonnen
werden.

CH, H-—l
CH,O_ ('\" 20

" “NOH O’l\/N\
v vi L

Die nicht kristallisierende Substanz V, deren Molekulargewicht durch Massen-
Spektrum zu 138 bestimmt wurde und die in ihrem Protonenresonanz-Spektrum eine
Methoxyl-, eine aromatische Methylgruppe und 3 aromatische Protonen zeigt, liess
sich durch eine Ferrichlorid-Oxydation in Toluchinon {iberfithren. Letzteres wurde
mit Zinkstaub reduziert und als Toluhydrochinon charakterisiert. Dass es sich bei V
um das 3-Methyl- und nicht um das 2-Methyl-4-methoxy-phenol handelt, geht einer-
seits aus der Tatsache hervor, dass das vorliegende Ol sich nicht mit dem gut kristalli-

8) Prolin selbst konnte nicht in ganz reinem Zustand isoliert werden. Die wissetige Losung zeigte
jedoch einen Drehwert [a]p = —30° (¢ = 2), wihrend fiir reines Prolin [a] = —40° ist. An
der L-Konfiguration der Aminoséure ist daher nicht zu zweifeln. In Form seines Reineckates
wurde es mit anthentischem L-Prolinreineckat verglichen.
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sierenden 2-Methyl-Derivat zur Kristallisation bringen ldsst, und anderseits aus der
weiter unten gesicherten Struktur des aromatischen Systems.

2) Alkalische Hydrolyse von Zizyphin. Wie Schema 1 zeigt, verlduft die alkalische
Hydrolyse des Zizyphins unter Ammoniakabspaltung und Bildung einer kleinen
Menge des stickstoffreien Produktes VII ). Sein Massen-Spektrum zeigt eine Molekel-
spitze von mfe 286. Das Ultraviolett-Spektrum besitzt zwei Maxima bei 255 nm
(e = 23300) und 306 nm (¢ = 9050). Mit Pyridin/Acetanhydrid behandelt, bildet die
Substanz ein Diacetat (VIIa) (Molekelspitze: mfe 370). Das Protonenresonanz-
Spektrum dieses Derivates zeigt 2 Acetyl- und 2 Methoxylgruppen, 6 aromatische
Protonen, 2 Protonen entsprechend —-CH,Ar und 2 Vinylprotonen entsprechend
-CH=CH-Ar an.

Schema 1
Avowmatische Produkte dey sauren und alkalischen Hydvolysen von I und Il

CH=—=CH—CH,

+NH, CHZ;O_ l/\” j ~ - CH;0
CH,CHO —— VIl
CH,0._A~. / N"SoH HOOON vin AO/Py
| Gt CH CH,0H
N oH w‘ CH0__
R=H NNOH O VIIL
OR® | oder
Alkyl f
) ] NaBH, |
CaHuONs(l)  — gt —
CH,—CH,NHCOCH,
CH,0.__~
1o IX
1) O — PN
”"{EMO\? N~"SococH,
ey
ot OgNs(11) ) 3 e
£ y
-l *
e AcO
A2 X+ \(W—]
SN
X H

Die Entstehung der Substanz VII unter Ammoniakabspaltung lisst sich mit der
von KENTARO ANzAl [13] beschriebenen alkalischen Hydrolyse von Tuberin ver-
gleichen.

%) Auch bei der schon besprochenen sauren Hydrolyse findet eine Abspaltung von Ammoniak
statt, das als Ammoniumchlorid gefasst wurde. Fiir die Entstchung von NH; kann man nur

2 konstitutionelle Merkmale heranzichen, eine CONH,-Gruppe oder eine —(IZ:(LNH-Gruppie-
rung in der Molekel. Die erstgenannte Méglichkeit wird schon sehr unwahrscheinlich aus dem
Ergebnis der vaN SLYKE-Bestimmung (0,5 NH,)!} und wird schliesslich ganz ausgeschlossen
dadurch, dass hydriertes I keine Spur von NH, bei der Hydrolyse freisetzt. Damit wurde das
Vorliegen einer Enamingruppierung in I augenscheinlich gemacht. '
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In unserem Fall diirften der Kondensation des 2-Methoxy-5-hydroxyphenylacetal-
dehydes eine Isomerisierung der Doppelbindung und eine Abspaltung der Formyl-
gruppe als Ameisensdure (vinyloge Retro- CLAISEN Reaktion) folgen und somit VII
als Endprodukt ergeben (Schema 2).

Schema 2
H\C//O H\("//() H HT
4 |
Hcfr—\——CH——‘r—(ITH G—-——HL—( H
N |
CH30_ ‘/w CH 0\/\ CHRO~ "~ CH \ CH;0 \/\ —» VII
R OP R ST %, O
IX NASon \/l Ay N o SOoH N7 OH
H
2-Methoxy-5- H H®
hydroxy-phenyl- " OH= <4
acetaldehyd i l—I\l//()
< C
I
HC-——CH_‘_‘CH

(HO\/‘ (HO\/

LS. [

\

H/\H o Hé 7 oH

3) Alkalische Hydrolyse des Zizyphins unter reduzierenden Bedingungen. Erhitzt
man Zizyphin in 1x wisserig-methanolischer Natronlauge in Gegenwart von Natrium-
borhydrid 16 Std. unter Riickfluss, so wird Ammoniak entwickelt und es lisst sich
nach chromatographischer Reinigung des Reaktionsproduktes mit guter Ausbeute
die kristallisierte Substanz C4H,,05; (VIII, Schema 1) vom Schmelzpunkt 100° iso-
lieren1%). Die gleiche Substanz bildet sich, allerdings in bedeutend schlechterer Aus-
beute, beim Kochen von Zizyphin in Natriumithylat-haltigem Athanol. Auf Grund
der fiir Substanz V abgeleiteten Struktur wurde diese bisher unbekannte Substanz als
B-(2-Methoxy-5-hydroxy-phenyl)-dthylalkohol (VIII) angesprochen. Diese Struktur
wurde durch die von 1-Allyloxy-4-benzoyloxy-benzol [14] ausgehende Synthese itber
folgende 6 Stufen sichergestellt1?).

O«(, o—CH=CH, OH cH, CHy—CH,0OH
1 ) Verscifung | CH,—CH” CH.OL _~#
/\q 2) AcO[Pyridin Y 4) CHy]—-K,COq 39N
> R g
- CLAISE‘\I Umlageruang X 5) O, " N0OH
O-C o_(,GH5 OAc 6) 1iAlH, VITI

4) Alkalische Hydrolyse von Dihydrozizyphin. Wird Dihydrozizyphin (II) in star-
ker wisserig-alkoholischer Natronlauge wihrend 17 Std. hydrolysiert, so bildet sich

19) Diec ungewdhnlich leichte Spaltung der Atherbindung unter den angegebenen Reaktions-
bedingungen ist bemerkenswert.

11) Zur Kontrolle wurde auch noch der prinzipiell mégliche isomere Phenylidthylalkohol VIIIa
(vgl. exp. Teil) hergestellt. Sein Smp. 88° ist jedoch von demjenigen von VIII deutlich ver-
schicden. Das Gemisch der beiden zeigt eine starke Smp.-Depression.

CHyO-___-CH,CH,0H

SFNOH Viila



Volumen 48, Fasciculus 2 (1965) — No. 47 411

kein Ammoniak und man kanr. nach Acetylierung und anschliessender Veresterung
des Reaktionsproduktes (mit Athanol/Salzsiure) neben dem Dipeptidester III und
N-Acetylprolin-dthylester noch eine kristallisierte Substanz C,,H;,0,N (IX) (Sche-
ma 1) vom Smp. 84-86° abtrennen. Ihr Infrarot-Spektrum besitzt Banden fiir >N H
(3450 cm™1), Ar—OCOCHj, (1760 cm™!) und -NHCOCH, (1660 cm~-1). Das Protonen-
resonanz-Spektrum weist Signale fiir CH;0- (6 = 3,83) CH,COO- (4= 1,93),
CH,CONH- (6 = 2,26), 3 aromatische Protonen (6 = 6,85) und 4 Protonen fiir
—-CH,-CH,— auf. Durch Einwirkung von starker Salzsiure bei Siedehitze im Ein-
schmelzrohr und anschliessende Reacetylierung bildet sich das schon bekannte [15]
5-Acetoxyindol (X).

Die Strukturen der Hydrolysenprodukte VII, IX und X bestitigen die Anwesen-
heit einer Enamingruppe im Zizyphin?%). Aus dem Vergleich der Ultraviolett-Spektren
von Zizyphin und Dihydrozizyphin (Fig. 1 und 2), wird abgeleitet, dass die einzige
Doppelbindung in Konjugation mit dem aromatischen Kern steht. Die Art der Sub-
stitution dieses Kernes wird durch das Pyrolysenprodukt V und die auf synthetischem
Wege bewiesene Struktur des Hydrolysenproduktes VIII festgelegt. Diese neuen Er-
gebnisse gestatten die Aufstellung der erweiterten Partialformel B.

CH
—CO—CH—CH_ "~ *
CH,CH,
CH
S NH--CO—CH—CHT °
C‘H=('H—NH— { “SCH,CH,
CH3O H‘,C/ \CH3
P i
_C\N/

—{5C, 6H, O, N} = R,

I1Y. Verkniipfungsart und -stelle des avomatischen Teils mit dem Dipeptidrest.
LiAlH - Reduktionsprodukt X I und dessen Perjodsiureabbau

Aus der Partialformel B geht hervor, dass sich die drei nichtaromatischen Bruch-
stlicke nur {iber zwei Verkntipfungsstellen mit dem chromophoren System verbinden
lassen, einerseits iiber das Enamin-Stickstoffatom, anderseits iiber das phenolische
Sauerstoffatom.

Die Infrarot-Spektren von I und II (breite Carbonylbande von 1670 bis 1703 cm—7)
zeigen, dass keine Esterbindung vorliegen kann. Damit wird eine direkte Verkniip-
fung des Prolin- oder des Dipeptidrestes mit dem phenolischen Sauerstoffatom aus-
geschlossen. Einzig der im Formelbild B in Klammern gesetzte, noch unbekannte
Molekelteil R, kommt fiir die Besetzung dieser Bindung in Frage!?).

12) Einzig cine Carbaminsiureester-Struktur, etwa des Typs Ar-O-CO-NC liesse eine entspre-
chend herabgesetzte Carbonylfrequenz erwarten [16]. Aus dem Reaktionsgemisch von Zizyphin
mit Phenylmagnesiumbromid konnten aber weder Benzoesiure noch Diphenylketon oder
Triphenylcarbinol isoliert werden.
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Es resultieren folgende zwei Moglichkeiten der Verkniipfung!3):

a) Dipeptidrest am Enamin-Stickstoff, Prolinrest iiber das Zwischenglied R, am
Sauerstoff. Dabei folgen sich am Phenylithenylrest 3 Stickstoffatome, die ihrem
Charakter nach: sekunddir-sekundir-tertidr sind.

b) Der notwendigerweise endstindige Dipeptidrest iiber ein Prolin-Zwischenglied
am Enamin-Stickstoff, R allein am Sauerstoff. Stickstoffolge (4N) am Phenylathenyl-
rest: sekunddr — tertidr — sekunddr — tertidr.

Diese Frage lisst sich anhand des Lithivmaluminiumbydrid- Reduktionsprodukies X1
von Dihydrozizyphin und seiner Umsetzung mit Perjodsidure entscheiden.

Die Reduktion von IT mit LiAlH, verlduft sehr sauber und liefert eine einheitliche,
im Hochvakuum destillierbare Base C433HgyO,N; (XI). Es bleibt also das gesamte
Kohlenstoffgeriist des Zizyphins erhalten.

Aus dem Ultraviolett-Spektrum (Fig. 4) von XI geht hervor, dass hier das gleiche
chromophore System wie in II vorliegt (vgl. Fig. 2, S. 405).
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Fig. 4. UV-Absorptionsspektvum von XI (in C,H ;OH)

Da das Infrarot-Spektrum von XI keine Carbonylbande aufweist, miissen die vier
hydrierbaren Sauerstoffe im Zizyphin amidischen Funktionen zugehéren. Drei davon
sind dem Dipeptidrest und dem Prolin-Rest zuzuordnen, wahrend der vierte im
Molekelteil R, vorliegen muss.

Die zwei verbleibenden Sauerstoffatome sind, wie aus dem Abschnitt I1 hervor-
geht, direkt am Phenylring angeschlossen, eines als Methoxygruppe, das andere not-
wendigerweise als Atherbriicke zwischen dem aromatischen Kern und dem Molekel-
teil R,. Mit Acetanhydrid/Pyridin ldsst sich XI in die Diacetylverbindung X1Ia tiber-
fithren, womit auf die Anwesenheit von zwei sekundiaren und 3 tertiiren Amino-
gruppen in XI geschlossen werden kann.

Da a-Diamine mit einem tertiiren Stickstoffatom durch Perjodsiure nicht ge-
spalten werden, ist nur bei Variante a) der Verkniipfung (siehe oben) ein Abbau zu
erwarten. Dieser findet tatsdchlich statt und die beiden zu erwartenden Aldehyde
(Formaldehyd und optisch aktives 2-Methylbutanal) kénnen in Form ihrer Dinitro-
phenylhydrazone isoliert und charakterisiert werden. Damit ist die Variante a) eindeu-
tig bewiesen. Das erhaltene 2-Methylbutanal-dinitrophenylhydrazon besitzt den Smp.
129-131° und (&), = + 25,5°. Die Werte fiir das Dinitrophenylhydrazon des gleichen

13) Eine formal denkbarc dritte Variante (Prolinrest am Enamin-Stickstoff, Dipeptidrest iiber R,
am Sauerstoff) muss von vorneherein ausgeschlossen werden, da sie fiir das Zizyphin zwei ba-
sische Zentren bedingen wiirde.
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Aldehyds, der aus reinem L-Isoleucin durch Oxydation mit Ninhydrin nach LoHR [17]
erhalten worden ist, lauten 129-130° und -+ 23°. Anderseits haben BROCKMANN
et al. [18] fiir das entsprechende Abbauprodukt aus p-Isoleucin die Werte von 130° und
—21,2° erhalten. Ebenso verhielten sich beide Proben bei der Diinnschichtchroma-
tographie [19] und der Massenspektroskopie gleich. Fiir das Zizyphin ergibt sich
demnach folgende erweiterte Partialformel C, wobei die Umschreibung des Restes R
aus dem bewiesenen tertidren Charakter der restlichen zwei Amidgruppen hervorgeht:

e CHS
CH=CH—NH—CO—CH-CH_
C/H3O\/|\ CH,CH,
[ v CHB
| NH—CO—CH—CH
N0 | ““CH,CH,
c : H,” CH,
| 0 R
| | |
! C— —N
5 CH 7
""""" [ S Y
“N— | —cC
I
0

IV. Strukturermittlung dev rvestlichen Molekelbestandteile und ihve Verkniipfung mit
dem avomatischen Teil. Ozonabbau und Nachweis von 4-Hydroxyprolin

Bei der Ermittlung der Struktur des in der Partialformel C eingeklammerten
Bruchstiickes R, miissen zunichst folgende Punkte beriicksichtigt werden:

a) R, kann keine C-Methylgruppen enthalten, da die vier C-Methylgruppen, die
aus dem Protonenresonanz-Spektrum (Fig. 7) von Zizyphin hervorgehen, schon im
Dipeptidrest lokalisiert sind (vgl. S. 406).

b) R, kann keine Doppelbindung besitzen, da die einzige hydrierbare Doppel-
bindung in der Styrolamingruppierung vorliegt4).

c) Entsprechend dem Verhiltnis der Anzahl der Kohlenstoffatome zur Anzahl
der Wasserstoffatome muss R, an der Bildung zweier Ringe beteiligt sein.

d) Aus dem Infrarot-Spektrum von XI (vgl. S. 412) geht hervor, dass der Prolin-
rest und R, zusammen zwei amidische Funktionen besitzen. Dies ldsst sich nur durch
wechselseitige Absittigung der sauren und basischen Funktionen unter Amidbriicken-
bildung erkldren.

e) R, muss mit dem aromatischen Ring dtherartig verbunden sein. Im Protonen-
resonanz-Spektrum von XI ist ein Atherbriickenwasserstoff (6 = 4,66) gut sichtbar.

f) Aus den Produkten der trockenen Destillation von Zizyphin liess sich Pyrocoll
(V1) isolieren (s. Seite 408).

g) Die Struktur von R, muss eine plausible Erkldarung fiir die bei der sauren
Hydrolyse von Zizyphin und Dihydrozizyphin (S. 408) beobachtete Kohlendioxid-
Entwicklung geben kénnen.

1) Aus dem Angebot von vier Kohlenstoffatomen lisst sich keine Struktur mit einer nicht-
hydrierbaren, tetrasubstituierten Doppelbindung aufstellen.
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Alle diese Punkte lassen sich mit der Teilstruktur D in Einklang bringen:

Re N+<
U D
o7 IR
D R,

Das Zwischenglied R, wire somit auf einen Hydroxyprolin-Rest zuriickzufiihren,
dessen Hydroxyl-Sauerstoff die Atherbriicke zum aromatischen Teil des Zizyphins
bildet. Fiir den Ort dieser Sauerstoff-Verkniipfung kommen nur die Kohlenstoff-
atome in Frage, welche in §-Stellung zum Stickstoff stehen (Stellung 3 und 4). Bei
einer Verkniipfung mit den a-stindigen Kohlenstoffatomen lidgen Carbinol-amino-

,-i\r—07kN -
{

dther-Strukturen vor, die schon mit Phenylmagnesiumbromid hitten gespalten wer-
den sollen1?), sicherlich aber dem LiAlH,-Reagenz nicht standgehalten hitten [20].

Im Zusammenhang mit dem Punkt g) sei an dieser Stelle vermerkt, dass bei der
quantitativen Prolinbestimmung [21] nur 1 Mol. Prolin gefunden wird. Die Annahme,
dass der Chromophor iiber eine Atherbriicke mit dem Kohlenstoffatom 4 des
Heterorings verbunden ist, macht verstdndlich, dass sich die dabei direkt beteiligte
Aminosdure bis zum Ende der Konstitutionsermittlung dem Nachweis unter klassi-
schen Hydrolysenbedingungen entzogen hat.

In der Literatur sind ausser dem L-Hydroxyprolinmethyldther keine Hydroxy-
prolinither beschrieben worden und somit ist das Verhalten solcher Ather bei der
Hydrolyse nicht bekannt. L-Hydroxyprolin erfihrt bei 20stiindigem Kochen in 6N
Salzsiure keine Zersetzung [22]. Eine Spaltung der Atherbindung kann beim Zizyphin
nur zwischen dem Kohlenstoffatom 4 und dem Sauerstoffatom erfolgen, nicht
aber zwischen dem Arylkohlenstoffatom und dem Sauerstoffatom. Deshalb ist zu
erwarten, dass beil unseren Versuchsbedingungen nicht r-Hydroxyprolin als erstes
Hydrolysenprodukt auftritt, sondern wahrscheinlich A43-Pyrrolincarbonsdure. Diese
Siure wird nach RoBERTsON & Witkop [23] durch Zstiindiges Kochen in 5§ Salz-
sdure noch nicht isomerisiert, diirfte aber unter unseren Versuchsbedingungen (16-
stiindiges Kochen in konz. Salzsdurels)) zur A2-Pyrrolincarbonsiure isomerisiert

15y Ist die A3-Pyrrolincarbonsdure auch bei diesen Bedingungen nicht isomerisierbar, so miisste
die Reaktionsfolge, durch Annahme einer Hydridwanderung, wie folgt formuliert werden:

Ar—O——— H® © —9 -H®
=1 | — | ] — | | —_—

SN CooH “N”>NCOOH SN COOH

H H

- -co,

Prcooi— Ghcoon] > &

N~ >COOH N”>NCOOH N

H
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werden, die ihrerseits in Gegenwart von Siure instabil ist [24] und sich zur A*-Pyrro-
lincarbonsdure umlagert. Als ScHIFF'sche Base einer a-Ketocarbonsdure decarboxy-
liert sich die letztere ausserordentlich leicht zu A*-Pyrrolin [25]29).

Es gelang schliesslich, das erwihnte A*-Pyrrolin auch eindeutig unter den Hydro-
lysenprodukten von Dihydrozizyphin nachzuweisen. Dazu wurde zunichst das Ver-
halten von authentischem A'-Pyrrolin in kochender 30-proz. Schwefelsdure, d. h.
unter den Hydrolysenbedingungen fiir Dihydrozizyphin, untersucht. Im Modell-
versuch konnte festgestellt werden, dass, ausser einer Ringdffnung, keine wesentliche
Verdnderung des Molekelgeriistes erfolgt. Die Annahme der Ringoffnung folgt aus der
positiven Farbreaktion des A'-Pyrrolin-hydrochlorids mit Ninhydrin. Sowohl das
Produkt, das bei der Behandlung von authentischem Pyrrolin [27] mit verdiinnter
Salzsiure entsteht, wie auch das nach der Schwefelsdurebehandlung als Hydrochlorid
isolierte Abbauprodukt von Dihydrozizyphin verhalten sich im Diinnschichtchromato-
gramm vollkommen gleichartig.

Weiterhin konnte nach der Hydrolyse des Dihydrozizyphins mit gleich konzen-
trierter Schwefelsdure aus der alkalisierten Reaktionsldsung eine picolindhnlich rie-
chende Base mit Wasserdampf iibergetrieben werden. Nach Ansiduern des Destillats
mit verdinnter Salzsdure, Eindampfen und Wiederaufnehmen in Wasser verhieit sic.
eine Probe davon im Diinnschichtchromatogramm gegeniiber Ninhydrin gleich wie
das aus A'-Pyrrolin hergestellte Hydrochlorid. Ausserdem gaben beide Proben mit
o-Aminobenzaldehyd die gleiche intensive Gelbfirbung, eine Reaktion, die von
ScuopPF aufgefunden und als sehr charakteristisch fiir cycl. ScHIFF’sche Basen formu-
liert wurde [28].

Schiiesslich verblieb noch die Aufgabe, das Dihydrozizyphin derart abzubauen,
dass 4-Hydroxyprolin als Reaktionsprodukt entstand. Bei der Ozonolyse von IT wird
der aromatische Kern zerstort und bei der anschliessenden Hydrolyse ist eine Spal-
tung zwischen dem Athersauerstoff und dem daran gebundenen, urspriinglich dem
Aromaten zugehérigen Kohlenstoffatom zu erwarten. In einem derartigen Hydrolysat
konnte nun tatsichlich 4-Hydroxyprolin mit Ninhydrin und Isatin als Indikatoren
eindeutig nachgewiesen werden. Prinzipiell bestand noch die Moglichkeit einer Ather-
bindung zum Kohlenstoff in 3-Stellung; dies wire gleichbedeutend m:* dem Vorliegen
eines 3-Hydroxyprolinbausteins im Naturstoff'?). Erst in jiingster Zeit fanden
SHEEHAN und OGLE mit ihren Mitarbeitern, unabhingig voneinander diese neue
Aminosdure auf [29]. Sowohl das 3-Allo-pL-Hydroxyprolin, wie auch das 3-pL-
Hydroxyprolin, von welchen uns Prof. SHEEHAN in liebenswiirdiger Weise Proben
zum Vergleich zur Verfiigung stellte, zeigten vor allem mit Isatin keine Himmelblau-
farbung wie das 4-Hydroxyprolin, sondern — und zwar erst bei stirkerem und linge-
rem Erhitzen - eine leichte Blaupurpurfarbung?®). Eine Probe von L-Prolinanhydrid
lieferte unter analogen Reaktionsbedingungen keine Spur von Hydroxyprolin, womit
auch der Nachweis erbracht ist, dass das im Zizyphin gefundene 4-Hydroxyprolin

16) Der Decarboxylierungsmechanismus wurde von ASHWORTH ef al. [26] formuliert.

17) Fir ein derartiges Strukturelement (f-Carbonylither-Gruppierung) wire die beobachtete
Atherspaltung im alkalischen Medium (S. 409) vorauszusehen gewesen.

18) Mit Ninhydrin geben sowohl 4-Hydroxyprolin wie auch 3-Hydroxyprolin die gleiche Gelb-
farbung.
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kein Artefakt darstellt. Somit wire die fiir das Zizyphin auf Seite 405 angegebene
Konstitution (Formel I) bewiesen9).

Anschliessend noch einige Bemerkungen zur Stereochemie des Zizyphins. Das
priparativ isolierte Prolin®) ist linksdrehend und somit der 1-Reihe zuzuordnen.
Ebenso handelt es sich beim Isoleucin (vgl. S. 408) und auch beim N, N-Dimethyl-
isoleucin um L-Aminosduren. Die Konfiguration letzterer Aminosdure folgt aus der
Vergleichssynthese von I1I (s. Seite 421). Die Konfiguration am «-C-Atom des Hydro-
xyprolinelementes ist mit grosster Wahrscheinlichkeit der r-Reihe zuzuordnen, da
nur so der Drehwert des Dihydrozizyphins ([ot}, = —188°, ¢ =1)1) verstdndlich
wird (vgl. dazu den Drehwert von L-Prolinanhydrid: [«];, = —147° [36]). Hingegen
bleibt die Konfiguration am Kohlenstoffatom 4 des Hydroxyprolinelementes (Partial-
formel D) ohne experimentelle Zuordnung.

Die Abkliarung der Geometrie der Doppelbindung des Zizyphins wird im néchsten
Abschnitt besprochen.

V. Uberpriifung der Struktur des Zizyphins mittels A) Massen- und B)
Protonenresonanz-Spektven. Konfiguration der Styryldoppelbindung
A) Massen-Spektrum?®) (Fig. 5 und 6). Die Massen-Spektren stehen nicht in Wider-
spruch zur chemisch abgeleiteten Struktur. Beim Dihydrozizyphin sind von m/e 386
aufwirts Fragmente 2ME schwerer als die entsprechenden Fragmente des Zizyphins.
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Fig. 5. Massen-Spektrum von Zizyphin

18

Zizyphin ist der erste aus héheren Pflanzen isolierte Naturstoff, der eine Dioxopiperazin-Teil-
struktur aufweist. Unter den Pilzstoffwechselprodukten ist die Teilstruktur hingegen schon
bekannt und kommt z. B. beim Echinulin {30] und beim r-Phenylalaninanhydrid [31] vor. Sie
muss auch fiir die biogenetischen Vorldufer der Piperazinderivate Aspergillussiure [32], Glio-
toxin {33], Flavocol [34] und Pulcherriminisdure [35] angenommen werden.

Die Massen-Spektren von Zizyphin und Dihydrozizyphin wurden mit einem Massen-Spektro-
meter ATLAs Modell CH4 aufgenommen, unter Verwendung der Ofenionenquelle TO, (mit
der normalen Wolfram-Band-Kathode) und SEV-Auffinger. Der Thermostat war auf 50°
eingestellt, die Temperatur der Ionenquelle betrug 150-200°. Der Ticgelheizstrom betrug ca.
0,2 Amp., die Elektronenenergie 70 eV, der Elektronenstrom 35 yAmp. Die Ionenbeschleuni-
gungsspannung war auf 1,86 kV herabgesetzt.

20)
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Fig. 6. Massen-Spektrum von Dihydrozizyphin

Das Fragment m/e 568 entsteht aus dem Molekelion durch Abspaltung von 43ME,
was durch die metastabile Spitze bei m/e 529 belegt wird. Der dazu gehorende Spal-
tungsmechanismus kann wie folgt formuliert werden:

R, R,
1 ¢ N
07 xCH-R, 04" ~CH-R H,C#""~CH
i_/\'\l I!I 2 + 2 3
H
cH, CH,
mfe 611 mle 568

Die wichtigsten schwereren Fragmente lassen sich durch einen stufenweisen Ab-
bau der peptidischen Seitenkette erkliren (Partialformel E; fiir Fragment 384, vgl. 21)),

H H
RN
! __F"_“_
R 456 CH
> '
y CH
HN" \:\CH< 3
‘ ' CH,CH,
)
0=C b cp s
TN O
CH E 5e CH,CH;
71;97,
E H e CH,

Das Fragment 554 erscheint noch als doppeltgeladenes Ion bei mfe 277. Es lasst
sich keine Fragmentierung direkt mit der Dioxopiperazin-teilstruktur in Zusammen-
hang bringen.

Das Massen-Spektrum von Zizyphinhydrochlorid ist weitgehend identisch mit
demjenigen des Zizyphins.

Das Massen-Spektrum des (N, N-Dimethylisoleucyl)-isoleucin-dthylesters (II1)
(das bei einer Ionenquellentemperatur von 70° aufgenommen wurde), weist anstelle

2y Unter Umlagerung eines Protons.
27
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des Fragmentes M-43 das der Abspaltung von Dimethylamin entsprechende Frag-
ment M-45 auf.

B) Protonenresonanz-Spekiren??). Die Figur 7 zeigt das Protonenresonanz-Spek-
trum von Zizyphin, das in Deuterochloroform aufgenommen wurde. In der Region
d = 0-4 lassen sich die 12 C-CHy~ (6 = 0,78-1,1), die 6 N-CH,~ (6 = 2,28) und die
3 O-CHy— (6 = 3,78) Wasserstoffatom-Signale identifizieren. Der Untergrund in die-
sem Bereich stammt von den Signalen der restlichen 16 Wasserstoffatome.

T T
] 3
o ]

526 ]

ppm

834
443
378
095 ]
083

Fig. 7. Protonenvesonanz-Spektrum von Zizyphin (I} (in CDCly)

Die Signale zwischen § = 4,0 und 6 = 4,8 entsprechen 5 Protonen und werden den
a-Wasserstoffatomen der 4 Aminosdurereste [8] und dem freien >NH der Isoleucyl-
seitenkette zugeschrieben. Das Multiplett bei ¢ = 5,25 wird dem Atherbriicken-
wasserstoff des Dioxopiperazins zugeordnet. Eine gleich grosse chemische Verschie-
bung wurde beim Atherproton des Pandamins [3] gefunden, welches durch eine
a-stiandige, allerdings frei drehbare Amidgruppe ausgezeichnet ist. Im Spektrum des
LiAlH,-Reduktionsprodukts XI findet sich bei § = 4,66 ein Signal, das dem selben
Atherwasserstoffatom zugeschrieben wird. Beim Diacetylprodukt XIa erscheint das
Signal bei 6 = 4,24.

Die Integration der Signale bei schwacher Magnetfeldstirke (§ = 5,5-8,5) ent-
spricht sechs Protonen. Diese werden der Styrylgruppe wie folgt zugeordnet:

a) Das Dublett bei 6 = 5,93 (J = | 8,5 | Hz) wird dem zum Phenylkern a-stin-
digen Doppelbindungsproton zugeschrieben. Ein Doppelresonanzversuch zeigt, dass
es in den Signalkomplex mit Schwerpunkt bei ¢ = 6,80 hineinkoppelt.

b) Das verbreiterte Dublett bei § = 8,34 (J ~ | 11 | Hz) diirfte von einem aroma-
tischen Wasserstoffatom stammen, das mit einem o-Wasserstoffatom koppelt. Es
tritt bei tiberraschend tiefer Magnetfeldstirke auf. Mittels Doppelresonanz wurde eine
Kopplung zum schon erwiahnten Signalkomplex bei d = 6,80 nachgewiesen.

22) Die Protonenresonanz-Spektren wurden mit ecinem VARIAN A-60-Spcktrometer in Deutero-
chloroform aufgenommen. Die Protonenresonanz-Signale sind in §-Werten [37] angegeben
und auf Tetramethylsilan als internen Standard bezogen.
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¢) Der Gruppe von Signalen zwischen é = 6,60 und 7,18, deren Integration vier
Wasserstoffatomen entspricht, werden das §-Vinylwasserstoffatom, die zwei iibrigen
aromatischen Wasserstoffatome und das Enamidwasserstoffatom zugeordnet.

Im Protonenresonanzspektrum des Dihydrozizyphins sind die Dublette bei 6 =
5,93 und 6 = 8,34 nicht mehr sichtbar. Der Schwerpunkt der Signale der drei aro-
matischen Protonen liegt beil 6 = 6,75, wihrend das Atherproton die gleiche chemi-
sche Verschiebung und eine dhnliche Feinstruktur aufweist.

Die Kopplungskonstante von |8,5] Hz des sichtbaren Vinylprotons (8 = 5,93,
Fig. 7) deutet auf cis-Substitution der Doppelbindung [38] hin.

An dicser Stelle sei es dem einen von uns (E. Z.) gestattet, Herrn Prof. O. JEcEr (ETH,
Ziirich) fiir scin grosses Intercsse an dieser Arbeit zu danken. Ferner dankt E. Z. dem Prasidenten
des Schweiz. Schulrates fir die Erteilung eines Syntex-Stipendiums, das ihm den Gastaufenthalt
an der ETH, Ziirich erméglichte. Weiter gilt unser Dank den Herren Dr. J. SeEisL (ETH, Ziirich)
und Dr. H. HorzELER (CIBA, Basel) fiir die Aufnahme und ausfithrliche Interpretation der
Massen-Spektren sowie den Herren P.-D. Dr. W, Stmon (ETH, Ziirich) und Dr. R. ZURCHER
(CIBA, Basel) fiir die Aufnahme und Auswertung der NMR.-Specktren. Die Analysen wurden im
Mikroanalytischen Laboratorium der ETH (Leitung: W. MANSER) ausgefithrt und werden bestens
verdankt.

Experimenteller Teil
A. Hydrierungs- und Acetylierungsversuche mit Zizyphin (I)?)

V. Katalytische Hydvievungen zu Dihkydvozizyphin (II). — a) 1,21 g amorphe Base I wurden
in alkoholischer Losung tiber 380 mg Pd-C(10-proz.) hydriert. Nach 15 Min. war dic Wasserstoff-
aufnahme beendet (ber. fiir 1 H, 46 ml; gef. 46 ml). Das Dihydrozizyphin verhilt sich im Diinn-
schichtchromatogramm (SiO,) einheitlich. Es ldsst sich nicht wie Zizyphin und Zizyphinin mittels
Bespriihen mit 50-proz. SO, sichtbar machen; man verwendet hier zweckmissig das Kalium-
jodplatinat-Reagenz (modif. DRAGENDORFF).

Chloroform- Chloroform- Benzol- Dioxan-
Systeme Aceton-(95:5) Aceton-(7:3) Aceton (1:1) Wasser (9:1)
Rf-Wertc 0,0 0,25 0,48 0,70

b) Das kristallisierte Oxalat des Zizyphins (I} (Smp. 141°) nahm in alkoholischer Losung iiber
Pd-C(10-proz.) genau die fiir 1 Mol. berechnete Menge Wasserstoff auf. Nach Abfiltrieren des
Katalysators und Verjagen des Losungsmittels i. V. wurde der zidhfliissige Riickstand aus Methy-
lenchlorid-Ather umkristallisiert. Smp. 130-132°.

CyH51 O6Ng, (COOH),, 1H,0  Ber. € 58,25 H 7,62 N 9,70%
(721,83) Gef. ,, 58,37 ,, 7.48 ,, 9,30%

¢} Mit Pd-Mohr als Katalysator in C,H;OH als Losungsmittel erfolgte ebenso Aufnahme von
1 Mol. H,.

d) 245 mg freie Base I nahmen in Eisessig iiber aushydriertem PtO, 9,5 ml (ber. fiir 1 H, 9,2ml)
auf. Die Hydrierung war nach einer Stunde beendct.

2. Acetylierungsversuch. 26 mg amorphes Zizyphin (I) wurden mit 0,5 ml Acetanhydrid und
zwei Tropfen Pyridin versetzt. Nach kurzem Erwirmen auf 30° und zweitigigem Stehen dampfte
man das Reaktionsgemisch i. V. ein und versetzte den Riickstand mit atherischer Oxalsaure-
18sung. Die F4llung wusch man mehrmals mit Ather und kristallisierte aus Methylenchlorid- Ather
um: Smp. 139-141°; Misch-Smp. mit Zizyphinoxalat ohne Depression.
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B. Umwandlungen und Abbaureaktionen zur Konstitutionsermittlung des Zizyphins

I. Hydrolysen mit Mineralsiure und Strukturaufklirung des dabei gebildeten
kristallisierten Dipeptidesters (III). Isolierung von L-Prolin, L-Isoleucin und 5-Ace-
toxyindol (X).

1. Papierchvomatographischer Nachweis von Prolin und Isoleucin. 200 mg Zizyphin wurden
in 4 ml Eisessig gelost, mit 12 ml 10N Salzsdure und 4 ml Wasser versetzt und im Stickstoffstrom
24 Std. unter Rickfluss gekocht. Eine Probe von 0,5 m! wurde bei 12 Torr eingedampft, und der
Riickstand wurde in 0,5 ml Methanol aufgenommen. 0,04 ml dieser Losung (400 ug) wurden ab-
steigend auf Papier chromatographiert, wobei Isoleucin und Prolin eindeutig identifiziert werden
konnten (siche Tabelle).

Papierchromatographischer Nachweis von Prolin und Isoleucin

Gemessene Rf-Werte

Systeme Papier Prolin Isoleucin

n-Butanol-Aceton-Didthylamin-Wasser WHATMAN 1 0,3 0,52
{100:100:20:50)

i-Propanol-Ameisensidure-Wasser (40:2 g:10) WHAaTMAN 1 0,42 0,65

- Amylalkohol-i-Propanol-Tridthylamin- 23) WHATMAN 3 0,46 0,77

Veronal-Wasser (100:40:0,8:1,8 g:50)

2. Isolierung des L-(N, N-Dimethylisoleucyl)-L-isoleucin-dthylesters (I11). 450 mg Zizyphin
wurden 14 Std. in 20 ml 6N Salzsdurc unter Riickfluss erhitzt. Die Reaktionslosung fiarbte sich
dunkelviolett. Nach Eindampfen und Untersuchung einer Probe auf Aminosiduren konnte im
Diinnschichtchromatogramm nur Prolin festgestellt werden.

Anschliessend alkalisierte man mit 1x KXOH und trieb das gebildete Ammoniak in eine mit
1IN Salzsdure gefiillte Vorlage. Das nach dem Trocknen erhaltene Salz (35 mg) sublimierte man
bei 0,05 Torr und 130-140° und erhielt 30 mg NH,CI.

NH,CI (53,49)  Ber. C166,28%  Gef. Cl65,409%

Der alkalisch wasserige Riickstand wurde darauf mit 1~ Salzsiure angesduert und mehrmals
1. V. zur Trockne eingedampft. Die letzten Reste Wasser wurden durch zweimaliges Aufnehmen
in abs. Alkohol und Abdestillieren desselben entfernt. Nach neuerlichem Aufnehmen in 50 ml abs.
Alkohol und Einleiten von trockenem Chlorwasserstoff bis zur Sittigung filtrierte man von un-
16slichem NaCl ab, dampfte das Filtrat i. V. ein, nahm den Riickstand in CH,Cl, auf und ver-
setzte die so erhaltene Suspension mit 100 ml einer mit NH, gesattigten Methylenchloridlosung.
Dabei trat deutlich Aufhellung ein. Der nach dem Verjagen des Ldsungsmittels resultierende
Riickstand wurde in Ather aufgenommen; die gelbe Losung wurde von unléslichen Teilen ab-
filtriert und eingedampft. Der o6lige Riickstand wurde i. V. destilliert (120-125°). Das zunichst
olig tibergegangene Produkt kristallisierte alsbald zur Ganze (Ausbeute 45 mg, Smp. 43-53°) und
war sehr gut in allen organischen Lésungsmitteln und gut in Wasser 16slich.

Aus einem zweiten grosseren Ansatz (1,5 g) gewann man 0,36 g desselben Rohproduktes.

Chromatographie an 15 g Al,O; («WoELM», neutral, Akt.-Stufe II) (Sédule: 2 = 10 cm,
d=1,2cm):

Fraktion Elutionsmittel Volumen Gewicht
1 Benzol-Petroldather (1:1) 20 ml —

2 Benzol-Petroliather {1:1) 30 m! 0,125 g
3 Benzol-Petroldther (1:1) 30 ml 0,025 g
4 Benzol-Petroliather (1:1) 40 ml 0,023 g
5 Benzol-Petroldather (1:1) 30 ml 0,010 g

23) Dieses System gestattet einc einwandfreie Auftrennung von Leucin und Isoleucin [39].
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Der so gewonnene r-(N, N-Dimethylisoleucyl)-L-isoleucin-dthylester (II1) kristallisierte voll-
kommen ohne 6lige Anteile. Smp. 56-57°; [x]p, = —4° (in CHCI,, ¢ = 0,312). Massen-Spektrum:
MG = 300, charakteristisches Hauptfragment m/e 114. IR.-Spektrum: ~COOC,H,: 1725 cm~!;
—NHCO-: 1660 cm™1; >NH: 3350 cm~!. NMR.-Spektrum: markanteste Bande: —~N(CHy),: 2,3 4.

CisHl505N, (300,43)  Ber. C63,96 H 10,74 N 9,33%  Gef. C63,99 H 10,81 N 9,529

3. Synthese des L-(N,N-Dimethylisoleucyl)-L-isoleucin-dthylesters (I11I). — a) Die Darstellung
von L-N,N-Dimethylisoleucin erfolgte in Analogic zu dem Verfahren nach INGram [11]. Fiir 1 g
L-1soleucin verwendete man 0,5 g Pd-C(10-proz.) und 3 ml 40-proz. Formalinlésung. Die berech-
nete Menge I, war erst nach 36 Std. aufgenommen. Nach Umkristallisieren aus Aceton (Ausbeute
0,1 g) Smp. 173-174°; [« = +48° (in H,0, ¢ = 1).

CgH,,0,N (159,22) Ber. C 60,34 H 10,76 N 8,809, Gef. C 60,45 H 10,67 N 8,649,

b) 50 mg L-N,N-Dimethylisoleucin wurden in Anlehnung an das Verfahren von BoissoNas [12]
in 8 ml eines Methylenchlorid-Chloroform-(1:1)-Gemisches gelost. Dazu fiigte man 0,15 ml
frisch iiber KOH abdestilliertes Tridthylamin und 0,1 ml Chlorameisensiure-athylester und liess
10 Min. stehen. Dann versetzte man mit 50 mg L-Isoleucin-dthylester, gelést in 2 ml Chloroform,
und liess 10 Min. stehen (keine sichtbare CO,-Entwicklung, da offenbar alles Gas gelést blieb).
Nach kurzem Erhitzen unter Riickfluss (5 Min.) wurde mit 15 ml 10-proz. HCl ausgeschiittelt.
Die salzsaure Phase wurde noch zweimal mit Ather ausgeschiittelt (organische Phase verworfen).
Nach Alkalisieren der salzsauren Losung mit K,CO; (Triibung) und Ausschiitteln mit Ather (3mal
mit je 10 ml) trocknete man noch kurz iiber K,CO,. Der nach dem Verjagen des Athers resultie-
rende Riickstand ging bei der Destillation im Kugelrohr bei einer Badtemperatur von 110-120°
(0,001 Torr) als farbloses, viskoses Ol iiber, das beim Beimpfen mit einem Kristall von III sofort
fast zur Génze kristallisierte. Nach Einziehenlassen anhaftender 6liger Anteile auf Ton resultierten
13 mg (13,8% d. Th.) schneeweisse Kristalle des L-(N, N-Dimethylisoleucyl)-L-isoleucin-athyl-
esters (I1I); Smp. 56-57°, Misch-Smp. mit I1I ohne Depression. [a]p = — 5° (in CHCl,, ¢ = 0,36).

CieHyO,N, (300,43)  Ber. N 9,33%  Gof. N 9,25%

Die Massen-Spektren des synthetischen und des aus Zizyphin isolierten Dipeptid-dthylesters
sind identisch.

4. Sauve Hydvolyse des L-(N,N-Dimethylisoleucyl)-L-isoleucin-dthylesters (I1I). 25 mg 111
wurden mit 2 ml einer Mischung von Eisessig-Wasser-konz. Salzsiure (4:4:12) im geschlossenen
Rohr nach Spiilung mit N, 20 Std. auf 140° gehalten. Dann wurde abgedampift. Der Riickstand
lieferte im Diinnschichtchromatogramm einen Fleck, der einem Leucin zuzuordnen ist. Dass es
sich um Isoleucin handelt, folgt einwandfrei aus der genaueren papierchromatographischen Unter-
suchung.

Verwendet wurde WraTtMaN-Papier Nr. 3. Entwickelt wurde absteigend mit -Amylalkohol-
Isopropanol-Tridthylamin-Wasser (100:40:0,8:50) unter Zusatz von 1,8 g Veronal [39].

5. Priparative Isolievung von L- Prolin (als Reineckat) und L-Isoleucin aus Zizyphin. 0,6 g Zizy-
phin (I) erhitzte man unter N,-Spiilung 40 Std. mit 40 ml 30-proz. Schwefelsiure unter Riickfluss.
Dabei entwich eine betréchtliche Menge CO,, das durch Einleiten des Spiilgases in Ba(OH),-
Losung nachgewiesen wurde. Den gebildeten, zum Teil schon ausgeschiedenen violetten Farbstoff
filtrierte man ab und neutralisierte mit Ba(OH), bis pH = 6,5 (approximativer isoelektrischer
Punkt von Monoaminosduren). Die nach Abzentrifugieren des BaSO, resultierende Lésung
dampfte man i. V. zur Trockne ein. Den verbleibenden, braun gefdrbten harzigen Riickstand
nahm man mit 100 ml abs. Alkohol auf und dampfte nochmals ein. Bei neuerlichem Zusatz von
20 ml abs. Alkohol verblieb ein feinkristalliner unloslicher Riickstand, der sich gut abzentrifu-
gieren liess. Nach einmaligem Digerieren mit 2 ml abs. Alkohol und neuerlicher Abtrennung
durch Zentrifugieren sublimierte man das getrocknete Produkt bei 150-160°/0,001 Torr. Nach
Umbkristallisieren aus 96-proz. Alkohol und abermaliger Sublimation resultierten 26 mg L-Iso-
leucin, Smp. 274-284° (Zers.). [a]p = +10,5° (in H,0, ¢ = 1,9); Lit.: [a]p = +11,3°.

CgH,30,N (131,17)  Ber. N 10,68%  Gef. N 11,009,

Die vom Isoleucin befreite alkoholische Phase versetzte man zur Ausfillung des Prolins mit
CdCl,. Nach mehrmaligem Waschen des CdCly-Prolinkomplexes mit abs. Alkohol wurde wieder
in Wasser gelost, auf 60° erwdrmt und H,S eingeleitet. Nach Abtrennung des CdS hinterblieb
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beim Eindampfen der wisserigen Phase eine klebrige, HCI enthaltende Masse. Diese wurde mit
1 ml 30-proz. Schwefelsdure versetzt und i. V. langere Zeit zur Entfernung von HCI auf 90° er-
hitzt. Danach fiillte man auf 50 m! mit Wasser auf und entfernte die Schwefelsiure durch Zu-
fiilgen von Ba(OH), bis auf pH = 6,5. Das nach Einengen der Losung??) anf iibliche Weise dar-
gestellte Prolinreineckat [40] zcigte denselben Smp. wie parallel hergestelltes L-Prolinreineckat
und gab im Gemisch mit demsclben keine Erniedrigung des Smp. Die praparative Isolierung
von Prolinreineckat und r-Isoleucin aus dem Dihydrozizyphin wurde auf analoge Art durchge-
fithrt. Auch hier wurde CO, nachgewiesen.

0. Quantitative Bestimmung des Prolins in Zizyphin. 100 mg Dihydrozizyphin (I1) (1/6 Millimol)
wurden 17 Std. mit 5 ml eines Gemisches von konz. HCI-CH,COOH-H,0 (12:4:4) bei 116° im
geschlossenen Rohr hydrolysiert. Nachher dampfte man i. V. ab und nahm in 10 ml H,O auf. Zur
Umwandlung der a-Aminosiuren versetzte man mit 8 ml einer 6 M NaNO,-Lsung und 4 ml Eis-
essig. Nach 1 Std. Stehen bei Zimmertemperatur fiigte man 70 ml konz. Salzsiure zu, engte i. V.
am Wasserbad auf 10 ml ein, gab nochmals dieselbe Menge Salzsiure dazu und dampfte i. V. bis
zur Trockne ein. Dann nahm man in genau 100 ml H,O auf. Zu 5 ml dieser Losung gab man 5 ml
Eisessig und 5 ml saures Ninhydrinreagens (frisch hergestellt aus 125 mg Ninhydrin, 3 ml Eisessig
und 2 ml 6m HzPO, durch kurzes Erhitzen auf 70°), liess 1 Std. im sicdenden Wasserbad stehen
und schiittelte dann den gebildeten tiefroten Farbstoff mit 5 ml Benzol aus. Die benzolische
Losung wurde bei 515 nm photometriert und mit einem Prolinstandard (38,5 mg Prolin = 1/, Milli-
mol wurden denselben obigen Bedingungen unterworfen) verglichen. Die Standardlosung zeigte
cine genau doppelt so hohe Extinktion. Daraus folgte das Vorliegen von einem Prolinrest in der
Zizyphin-Molekel.

7. Gewinnung von IV (Azlacton), von IX und von X (Indolderivat) nach sauver Hydrolyse von
Dihydvozizyphin (6N Salzsdure). 0,6 g Dihydrozizyphin erhitzte man mit 120 ml 6§ Salzsdure
14 Std. zum Sieden. Nach Abdampfen i. V. wurde der Riickstand in 100 ml Wasser aufgenommen
und mit ges. NaHCOg4-Losung neutralisiert. Danach wurde mit Na,CO4 das pH auf 9 eingestellt.
Nach dreimaligem Ausschiitteln mit je 200 ml Chloroform und Trocknen des Auszuges iiber
Na, SO, hinterblieben 15 mg Riickstand. Acetyliecrung mit Acetanhydrid-Pyridin und Destillation
des Acetylierungsproduktes bei 0,05 Torr (150°) lieferte 17 mg X, Smp. 107-109° (vgl. S. 427).

Die wisserige Phase lieferte nach Eindampfen i. V. einen Salzriickstand, der nach griindlicher
Trocknung mit 20 m! Acetanhydrid und 5 ml Pyridin versetzt und kurze Zeit auf 70° erwirmt
wurde. Dann liess man 14 Std. stehen, verjagte das Acylierungsgemisch i. V., nahm den Riick-
stand in Ather auf und destillierte:

Dic erste Fraktion (80-90°/0,01 Torr) lieferte ein stark lichtbrechendes Ol, das nach Filtrieren
durch Kieselgel (0,08 mm, MERrRcK) mit Benzol-Petrolather (100:2) als Losungsmittel 70 mg IV
ergab.

C,sH, 4,0, N (209,29) Ber. C68,86 H 9,15 N 6,699, Gef. € 69,22 H 9,24 N 6,439,

Physikalische Eigenschaften: Massen-Spektrum: MG = 209. - IR.-Spektrum (CHCI,):

Lacton-C=0: 1760 cm™1; V(II:N—: 1660 cm~! (schwach). — NMR.-Spektrum: 1 Vinylproton: Dop-
pelbande gleicher Intensitdt bei 5,52 ¢ und 5,33 §. — UV.-Spektrum: A 296 nm (¢ = 14300)
(Feinsprit).

Chemisches Verhalten: Gegen C(NO), ist IV schwach positiv. — Nach stark saurer Hydrolyse
von 1V in einem HCI-H;O-CH3COOH-(12:4:4)-Gemisch (unter den beim Zizyphin angewandten
Bedingungen) liess sich Isoleucin diinnschichtchromatographisch eindeutig identifizieren. — Beim
Stehen an der Luft tritt bereits nach 24 Std. weitgehende Polymerisation zu weissen amorphen
Produkten ein.

Das Azlacton IV liess sich ebenfalls aus reinem L-(N, N-Dimethylisoleucyl)-L-isoleucin-4thyl-
ester(I11) bei analoger Behandlung in 40-proz. Ausbeute isolieren.

Die zweite Fraktion ging bei 170-180°/0,01 Torr tiber und ergab 30 mg eines kristallinen Pro-
duktes. Nach dem Umbkristallisieren aus Ather-Petroldther resultierten 20 mg IX (8%) mit
Smp. 82°; Misch-Smp. mit dem auf Seite 426 beschriebenen Phenyldthylaminderivat ohne De-
pression.

) Eine davon entnommene Probe zeigte ein [a]fy = —30° (in H,O; ¢ = 2).
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8. Alkalische Hydvolyse von IV (Isolievung von rac. 3-Methylvaleviansiuveamid). 88 mg IV
nahm man in 20 ml Athanol-Wasser (1:1) auf, brachte mit Soda auf pH = 11 und erhitzte 2 Std.
auf dem siedenden Wasserbad. Danach blieb das Reaktionsgemisch noch 14 Std. bei Zimmer-
temperatur stehen. Nach Verjagen des Losungsmittels i. V. und Wiederaufnahme in Wasscr zog
man mehrmals mit Chloroform aus. Das aus dem Chioroform gewonnene Rohprodukt wurde im
H.V. (0,001 Torr, Badtemp. 100-120°) destilliert. Dem so erhaltenen, weitgehend kristallisierten
Produkt entzog man durch Auftragen auf Ton die letzten $ligen Begleitstoffe. Durch Sublimation
(0,001 Torr/90°) erhielt man 14 mg (30%) 3-Methylvaleriansiureamid vom Smp. 124-125° (Lit.
[41]: Smp. 125°). Das Massen-Spektrum zeigt die intensive Molekularspitze m/e 115 und ebenso
die erwarteten Fragmente. IR.-Spektrum: fiir NH, charakteristische Doppelbande bei 3420 cm-1!
und 3560 cm~1, Carbonylbande bei 1670 cm-1,

CeH,;3ON (115,17)  Ber. C 62,57 H 11,38%, Gef. C62,45 H 11,379,

II. Reaktionen zur Ermittlung des chromophoren Systems
(trockene Destillation, alkalische Hydrolysen)

1. Tvockene Destillation von Zizyphin (I). 0,3 g Base wurden in einem Sublimationsrohr 20 Min.
auf 260° erhitzt. Anschliessend legte man ein Vakuum (0,05 Torr) an und erhitzte allmghlich im
Metallblock bis auf 330°. Das so crhaltene Destillat bestand aus 3 Zonen.

Die vorderste Zone A stellte cin leichtfliissiges, braunliches Ol von picolindhnlichem Geruch
dar (positiv gegen Pikrinsdure, negativ gegeniiber BrCN).

Die Mittelzone B sowie die Endzone C stellten sehr zihfliissige bis glasig spréde Massen dar.

Bearbeitung dev Zone A. Nach Aufnahme in 1 ml 1N KOH und Ausithern der basischen An-
teile leitete man in die alkalische Lésung CO, ein und dtherte wieder aus. Der letztere Atherriick-
stand zeigte starken Phenolgeruch. Man destillierte im Sublimationsrohr bei 0,05 Torr und 100°.
Im Massen-Spektrum zeigte dieses nicht kristallisierende Phenol eine Molekularspitze von mje 138
sowie Fragmente fiir CHg— und CH;O—. Das Vorliegen eines Methoxy-methyl-phenols wurde damit
nahegelegt. Zur Gewinnung grésserer Mengen dieses Phenols wurden 2 g der Base Iin 4 aliquoten
Anteilen der obigen Behandlung unterworfen. Man erhielt so 25 mg des phenolischen Produktes,
welches noch iiber Zn-Staub destilliert wurde. Es resultierten 20 mg V (3-Methyl-4-methoxy-
phenol).

Im NMR.-Spektrum zeigten sich die zu erwartenden 3 Absorptionsbanden gleicher Intensitit
fiir CHyO—, CH3—Ar und fiir 3 aromatische Protonen. Im Diinnschichtchromatogramm (Lauf-
mittel: Benzol-Methanol-(95:5)) erwies sich das Produkt als cinheitlich (Rf = 0,5). Entwickelt
wurde durch Bespriithen mit 50-proz. Schwefelsdure und 10 Min, langes Erhitzen auf 130°: gelb-
braun gefdrbte Flecken, die im UV. eine starke Orange-Fluoreszenz zeigten.

Dasselbe Verhalten zeigte das zum Vergleich hergestellte zweite moégliche Isomere mit p-Stel-
lung der beiden Sauerstoffatome, das 2-Methyl-4-methoxy-phenol (Smp. 71°). V liess sich jedoch
nicht mit diesem kristallisationsfreudigen Phenol zur Kristallisation bringen. Die Konstitution von
V folgt schliesslich eindeutig durch seine Korrelierung mit VIII (vgl. S. 425).

Abbau von V mit FeCl; (oxydative Demethylierung und anschliessende Reduktion mit Zn-
Staub) : 4 mg wurden mit 2 ml 3-proz. FeCl;-Lésung 5 Min. zum Sieden erhitzt. Anschliessend trieb
man die Chinonanteile (Toluchinon) mit Wasserdampf iiber. Das leicht gelb gefirbte Destillat
reduzierte man mit einer Spur Zn-Staub und einigen Tropfen Essigsiure, wobei die erwartete
Entfirbung eintrat. Nach dem Ausithern hinterliess die Atherphase eine kristalline Masse, die
zum grossten Teil i. V. sublimierte: Kristalle vom Smp. 120-122°; Misch-Smp. mit authentischem
Toluhydrochinon ohne Erniedrigung. '

Die in der ersten Atherphase befindlichen basischen Stoffe wurden mit verdiinnter Salzsiurc
in ihre Salze iiberfithrt und letzterc nach entsprechender Trocknung i. V. (150-180°/0,05 Torr)
sublimiert. Man erhielt so 12 mg eines Hydrochlorids, das wegen sciner grossen Hygroskopizitit
nicht analysiert werden konnte. Im Massen-Spektrum fiel als markantestes Bruchstiick m/e 114 auf.

Bearbeitung der Mittelzone B. Diese Zone war z. T. kristallisiert. Nach Behandlung mit Ather
blieben die Kristalle zuriick {VI). Nach Sublimation zeigten sie den Smp. 255-260° (Zers.). Das
Produkt ist in verdiinnter Salzsiure und Natronlauge unléslich, in konzentrierter Schwefelsiure
hingegen unter Gelbfirbung 18slich. Das Massen-Spektrum und das IR.-Spektrum waren mit dem-
jenigen von authentischem Pyrocoll identisch.
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Die Endzone C stellt eine phenolische Substanz dar, die bei 240-260°/0,05 Torr tibergeht. Sie
wurde nricht mehr weiter untersucht.

2. Solvolyse von Zizyphin (I) mit KOH|CH,0H, Isolierung von VII und VIIa. Diec Lésung
von 730 mg Zizyphin (I) in 15 ml CH3OH und 10 ml 20-proz. KOH wurde unter Riickfluss ge-
kocht. Nach 3 Std. war deutlich der Geruch von NHj feststellbar. Nach 24 Std. arbeitete man wic
folgt auf: Nach wiederholtem Ausschiitteln mit Ather zur Entfernung der basischen und neutralen
Anteile sduerte man die wisserige Phase an, wobei starke Triibung auftrat. Das ausgeschiedenc
Produkt zog man mit Ather aus. Der Riickstand dieses Atherextraktes ist i. V. bei 250-260°
destillierbar. Das Destillat, dessen Losungen im UV.-Licht eine intensiv blaue Fluoreszenz zeigten,
sah im Dinnschichtchromatogramm sehr uneinheitlich aus.

Durch Chromatographie von 0,1 g dieses Materials an einer Saule (¢ = 1,5 cm; 2 = 20 cm)
von 10 g Kieselgel (Korngrésse 0,08 mm) und Elution mit Benzol-Methanol-(9:1)-Gemisch (es
wurden Fraktionen zu 20 ml aufgefangen) erhielt man aus der 6. Fraktion 23 mg Substanz, die
sich im Diinnschichtchromatogramm als weitgehend einheitlich erwies.

Der Abdampfiriickstand der 7. Fraktion betrug 35 mg, verhielt sich aber bei der Untersu-
chung auf der Diinnschicht bereits sehr uneinheitlich. Daher wiederholte man mit dieser Fraktion
nochmals die Chromatographie nach genau denselben Bedingungen. So konnten in der 5. Fraktion
noch 10 mg einer Substanz erhalten werden, die sich auf der Diinnschicht gleich wie obige Frak-
tion 6 verhielt. Nach Vereinigung dieser beiden Fraktionen destillierte man nochmals bei 250°/
0,05 Torr und erhielt so 30 mg VII.

Die Charakterisierung dieses Produktes ergibt sich hauptsichlich aus dem Massen-Spektrum.
Die Molekularspitze liegt bei m/e 286. Viele Fragmente weisen auf eine enge Beziehung zu V hin.

UV.-Spektrum von VII: 4, . 255 nm (¢ = 23300); A, 306 nm (¢ = 9050) (Feinsprit).

VII acetylierte man in iiblicher Weise mit Acetanhydrid-Pyridin. Nach Entfernung des Acy-
licrungsgemisches i. V. destillierte man das Acetylprodukt VIIa bei 190-200°/0,05 Torr als zih-
flitsssiges Produkt, das keine Fluoreszenz mchr zeigte und sich im Diinnschichtchromatogramm
[Benzol-Ather-(1:1)] einheitlich verhielt. Massen-Spektrum: MG = 370. Das NMR.-Spektrum
zeigt zwei CH3CO-, zwei CH;0—, 6 aromatische Protonen, 2 Protoncn entsprechend —CH,Ar und
2 Vinylprotonen, entsprechend Ar-CH=CH- an.

3. Solvolyse von Zizyphin (I) mit C,H,09|C,H,OH, Bildung vorn VIII. 640 mg (1,05 mMol)
Zizyphin (1) wurden zu einer Lésung von 1,15 g Natrium in 10 ml Athanol (50 mMol C,H;ONa)
gegeben. Man kochte 6 Std. unter Riickfluss. Nach kurzer Zeit konnte man bereits NH; am
Geruch wahrnehmen. Nach Beendigung der Reaktion fiigte man 10 ml Wasser hinzu und liess
iiber Nacht stehen. Nach Abdampfen i. V. nahm man den Riickstand in Wasser auf (20 ml),
sduerte an, stellte das pH auf 8 ein und 4therte mehrmals aus. Die gelb gefirbte Atherphase
wurde 3mal mit 100 ml 1~ Salzsdure ausgeschiittelt, wobei fast die gesamte Farbung in die Wasser-
phase iiberging. Nach Trocknung der Atherlésung destillicrte man den daraus erhaltenen Riick-
stand bei 150-200°/0,05 Torr. Nach einigen Tagen war teilweise Kristallisation eingetreten. Nach
Einziehenlassen der &ligen Anteile in Ton wurde der noch klebrige kristalline Riickstand mit etwas
Petrolither-Ather (1:1) zur Entfernung der letzten 6ligen Anteile digeriert. Nach erneuter Destil-
lation (145-160°/0,05 Torr) kristallisierte man aus Ather-Petrolither um. Ausbeute: 10 mg §-(2-
Methoxy-5-hydroxy-phenyl)-dthylalkohol (VIII) mit Smp. 100°.

CoH,,0; (168,10)  Ber. C 64,27 H 7,19%  Gef. C 63,91 H 7,26%

4. Alkalische Hydvolyse von Zizyphin (I} in Gegenwart von NaBH,. 633 mg Zizyphin (I}, 50 ml
Methanol, 50 ml 2x NaOH und 1 g NaBH, wurden 16 Std. unter Riickfluss gekocht. Auch hier
war der Geruch von NH; deutlich festzustellen. Anschliessend wurde i. V. weitgehend eingedampit
und in Wasser aufgenommen. Zur Zerstérung iiberfliissigen Reduktionsmittels fligte man Eisessig
und etwas Salzsdurc zu und dampfte nochmals i, V. ein, nahm wieder in Wasser auf und stellte
das pH auf 9 ein. Nun schiittelte man einmal mit 100 ml Chloroform, einmal mit 100 ml Essigester
und noch zweimal mit je 100 ml Chloroform aus. Die vereinigten organischen Phasen trocknete
man iiber Na,SO,. Der Riickstand (180 mg) wurde an einer Siule (d = 1,6 cm; # = 13 cm) von
12 g Kieselgel MERCK (unter 0,08 mm Korngrosse) chromatographiert. Eluiert wurde mit Ather-
Chloroform (1:1): 1. Fr. (40 ml) 5 mg; 2. Fr. (50 ml) 100 mg; 3. Fr. (50 ml) 2 mg.

Der Riickstand der 2. Fraktion kristallisierte zur Ganze: Smp. 98°, Misch-Smp. mit obigem
VITI ohne Depression, Ausbeute: 659%,.
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5. Konstitutionsbeweis fiiv VIII duvch unabhingige Synthese. 24 g 1-Allyloxy-4-benzoyloxy-
benzol [14] wurden mit 100 g 20-proz. Kalilauge und 0,51 Alkohol 2 Std. unter Riickfluss gekocht.
Danach wurde der Alkohol i. V. verjagt und der Riickstand in Wasser aufgenommen, angesiuert
und mit Sodalésung auf pH = 9 eingestellt. Ausschiitteln des Hydrochinonmonoallyldthers
(Smp. 41°) mit Ather. Anschliessend acetylierte man mit einem Gemisch aus 75 ml Ac,O und 25 ml
Pyridin 1,5 Std. auf dem siedenden Wasserbad, arbeitete in iiblicher Weise auf und erhielt 15 g
der Acetylverbindung (Sdp. 147°/12 Torr). Diese erhitzte man 2,5 Std. auf 215° und 10 Min. auf
275°. Die Destillation bei 173-175°/12 Torr lieferte 11 g 2-Allyl-4-acetoxy-phenol.

Zur Methylierung dieses Phenols wurde die gesamte Menge (11 g) in 40 ml frisch iiber K,CO4
destilliertem Aceton geldst. Dazu fiigte man 25 g CH,J und 24 g frisch gegliihtes, feinst zermah-
lenes K,CO, und hielt 4 Std. lang im Wasserbad auf dem Siedepunkt. Nach Eingiessen in Wasser
und Ausidthern erhielt man 9,5 g 1-Allyl-2-methoxy-5-acetoxy-benzol mit Sdp. 155°/12 Torr.

4,4 g des Methylathers 16ste man in 250 ml Chloroform und leitete bei Zimmertemperatur Ozon
(1100 m1 Oy—O4/Min.; O4-Gehalt: 39%) 30 Min. lang ein. Anschliessend fiigte man etwas Wasser zu,
erwirmte auf ca. 40° und schiittelte kriftig durch. Nach Verjagen des Chloroforms i. V. verblieb
ein dliger Riickstand, der mit ges. NaHCO,-Losung versetzt wurde, bis keine Gasentwicklung mehr
zu beobachten war. Die ungelésten Anteile nahm man in Ather auf, trocknete iiber Na,SO,,
dampfte ein und destillierte den Riickstand im Kugelrohr, unter Vorschaltung einer Kiltefalle,
bei 130-150°/0,005 Torr, wobei teilweise Zersetzung zu beobachten war. So wurde 1 g eines vis-
kosen Ols erhalten, das auf Grund des IR.-Spektrums den gewiinschten Phenylacetaldehyd ent-
halten musste. Da zum Teil auch Entacetylierung eingetreten war, fithrte man eine Nachacetylie-
rung mit 4 ml Acetanhydrid und 1 ml Pyridin durch. Nach tiblicher Aufarbeitung wurden 114 mg
des nachacetylierten Produktes mit 0,5 g LiAlH, im abs. Ather umgesetzt. Nach Abklingen der
Hauptreaktion wurde noch 10 Min. auf dem Wasserbad unter Riickfluss erhitzt. Nach Zersetzung
mit feuchtem Ather, Wasser und schliesslich verdiinnter Salzsiure enthielt die getrocknete Ather-
phase ein dliges Reaktionsprodukt, das bei 120-150°/0,05 Torr destillierte und teilweise kristalli-
sierte. Nach Entfernung der oligen Anteile auf Ton und verlustreichem Umkristallisieren aus
Ather-Petrolither resultierten 15 mg des erwarteten f-(2-Methoxy-5-hydroxy-phenyl)-dthylalko-
hols (VIII) vom Smp. 96-97°, Misch-Smp. mit dem aus Zizyphin (I) erhaltenen Abbauprodukt
VIII ohne Erniedrigung. Die zwei Priaparate ergaben ferner identische Massen-Spektren.

6. Synthese von VIIIa [f-(2-Hydroxy-5-methoxy-phenyl)-dthylalkohol]. 10 g Hydrochinon-
monomethylidther wurden in 50 ml tiber Kaliumcarbonat getrocknetem Aceton bei Gegenwart
von 30 g K,CO, und der 2fachen stochiometrischen Menge Allylbromid 4 Std. auf dem Wasserbad
gekocht. Nach dem Eingiessen in Wasser und Ausidthern wurden 10 g Hydrochinon-methyl-allyl-
dther (Sdp. 150°/12 Torr) isoliert. Die gesamte Menge wurde in der fiir CLaisEN-Umlagerungen
iiblichen Weise unter Riickfluss erhitzt, wobei die Temperatur langsam von 250 auf 280° anstieg.
Das resultierende 2-Allyl-4-methoxy-phenol ging bei 160-163°/12 Torr iiber. Von dem daraus
durch Acetylierung mit Ac,O-Pyr. in {iblicher Weise gewonnenen Acetylierungsprodukt (Sdp.165°/
12 Torr) wurden 2 g in 250 ml CHCI, gelost und 30 Min. mit 3-proz. Ozon in O, bei Zimmertempe-
ratur (1100 ml/Min.) behandelt. Anschliessend wurde dic Losung mehrmals mit warmem (30—40°)
Wasser geschiittelt und {iber Na,SO, getrocknet. Der Abdampiriickstand, der auf Grund von
Analysen, IR.-Spektren und Massen-Spcktren ein Gemisch von 2-Hydroxy-5-methoxy-phenyl-
essigsdure (ca. 809%) und deren Lacton (ca. 20%,) darstellte, wurde zwecks ginzlicher Lactonisie-
rung bei 160-170°/0,05 Torr destilliert. Dabei entstand quantitativ das Lacton obiger 2-Hydroxy-
5-methoxy-phenylessigsidure, welches nach Umkristallisieren aus Petrolither bei 95° schmolz.
Das IR.-Spektrum zeigte als charakteristischste Bande die erwartete >C=O-Frequenz bei
1785 cm™.

Lacton CgH O, (164,15)  Ber. C 65,85 H 4,919,  Gef. C 65,67 H 4,699,
0,2 g dieses Lactons wurden in 30 ml abs. Ather geldst und mit 1 g LiAlH, 1 Std. unter Riick-
fluss gekocht. Nach der wie fiir VIII durchgefiihrten Aufarbeitung wurden 70 mg VIIIa erhalten;

nach dem Umkristallisieren aus Ather-Petrolather Smp. 88-89°.

CoH,,0, (168,19) Ber. C 64,27 H 7,19%,  Gef. C64,23 H 6,80%
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Das Gemisch von VIIIa und VIII zeigte cine erhebliche Smp.-Depression (68-76°). Das
Massen-Spektrum von VIIIa zeigte gegeniiber demjenigen von VIII betrichtliche Unterschiede.

7. Alkalische Hydrolyse von Dihvdvozizyphin (II); Bildung von I1I und I1X. 1,15 g Dihydro
zizyphin wurden in 25 ml Athanol gelést. Dazu gab man 25 ml 50-proz. Natronlauge und hielt
17 Std. auf dem Sicdepunkt. Nach Neutralisation mit halbkonzentrierter Salzsdure, Eindampfen
i. V. und Wiederaufnehmen in Wasser filtriertc man die abgeschiedene Kieselsdure ab, brachte
das Filtrat i. V. zum Trocknen und laugte den Trockenriickstand mehrmals mit abs. Alkohol
aus. Auf diese Weisc wurde die organische Substanz weitgehend von NaCl abgetrennt. Der Trok-
kenriickstand der alkoholischen Losung (1,19 g) wurde auf dem siedenden Wasserbad 3,5 Std.
mit 20 ml Ac,O-Pyridin (1:1) acetyliert, danach auf Wasser gegossen und das Ganze 16 Std.
stehengelassen. Der nach Eindampfen i. V. resultierende Riickstand wurde in 100 ml abs. Alkohol
aufgenommen und zur Entfernung der letzten Wasserreste wieder eingedampft. Nach neuerlichem
Aufnehmen in 100 ml abs. Alkohol leitete man HCI-Gas bis zur Sittigung ein (Veresterung der
Carboxylgruppen).

Fraktion Elutionsmittel Volumen Gewicht
1 Ather 50 ml 116 mg
2 Ather 50 ml 45 mg
3 Ather 50 ml 20 mg
4 CH,Cl, 60 ml 9 mg
5 CHCl, 50 mi 3 mg
6 CHCIl, 50 ml 105 mg
7 CHCly 50 ml 14 mg
8 CH,OH 50 mi 125 mg

Nach erneutem Eindampfen i. V. versetzte man mit ges. NaHCO;-Losung und schiitteite
mehrmals mit Chloroform aus. Der Eindampfriickstand der Chloroformlésung (525 mg) wurde
an einer Sdule (¢ = 1,1 cm; & = 10 cm) von 15 g Al,O5 (¢ WoELM», ncutral, Akt.-Stufe II) chro-
matographiert.

Dic Fraktionen 6 und 7 stellen im wesentlichen N-Acctylprolin-dthylester dar. Dies folgt
aus Massen-Spektrum, IR.-Spektrum sowic aus der sauren Hydrolyse, bei der man ausschliess-
lich Prolin fand.

Fraktionen 1-5 stellen hauptsdchlich (N, N-Dimethylisoleucyl)-isoleucin-athylester (11I) dar.
Dies folgt aus der weitgehenden Ahnlichkeit im Massen-Spektrum und IR.-Spektrum mit 111
(S. 421). Da jedoch unter alkalischen Hydrolysenbedingungen Epimerisierung am Amino-C-Atom
eintritt, war ein sterisch uneinheitlicher Dipeptidester zu erwarten.

Fraktion 8 stellt ein phenolisches Produkt dar. Dieses wurde nochmals acetyliert (mit Ac,O-
Pyridin). Nach 16 Std. wurde auf Wasser gegossen, 3 Std. stehengelassen, i. V. eingedampft und
an ciner Sdule (¢ = 0,8 cm, & = 10 cm) von 5 g ALO,; (¢« WoELM», neutral, Akt.-Stufe IT) chromato-
graphiert.

Fraktion Elutionsmittel Volumen Gewicht

Sa CHCl, 50 ml 50 mg

8bh CHCl, 50 ml —

Sc CHCl, 50 ml -

8d CH,OH 50 ml 50 mg (nicht untersucht)

Fraktion 8a wurde bei 0,05 Torr und 200° destilliert. Man erhielt so 32 mg weitgehend kristal-
lines Produkt. Nach Entfernung der 8ligen Anteile auf Ton wurde aus Ather-Petrolither umkri-
stallisiert, wobei 25 mg (5%,) weisse Nadeln von IX erhalten wurden Smp. 84--86°. UV.-Spektrum:
% Schulter 223 nm (& = 7200); A, .. 280 nm (e = 2300) Feinsprit. IR.-Spektrum: Ar-OCOCH,,

max
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1760 cm™; -NH-COCH, 1660 cm~?1; fiir >NH 3450 cm~!. NMR.-Spektrum: CH,O-: 3,83 ¢;
~OCOCH,: 1,91 §; -NHCOCH,: 2,26 §; 3 aromat. Protonen 6,85 §; 4 Protonen fiir -CH,—CH,—:
2,6 6 bis 3,7 4.

CysHO0,N (251,27)  Ber. C 62,14 H 6,82 N557%  Gef. C61,87 H 690 N551%

8. Umwandlung von 1X in 5-Acetoxyindol (X). 35 mg IX wurden in 3 ml Salzsiure (1:1)
16 Std. bei 115° im geschlossenen Rohr belassen. Nach Eindampfen i.V. brachte man mit NaHCO,;~
Na,CO,-Losung auf pH = 10. Anschliessend schiittelte man 3mal mit je 50 ml Chloroform aus,
trocknete iiber Na,SO, und acetylierte den blaurétlichen Riickstand mit Ac,O-Pyridin (20 Std.
bei Raumtemperatur). Nach dem Abdampfen des Acylierungsgemisches i. V. ging das Reaktions-
produkti. HV. bei 150° iiber. Ausbeute: 3 mg 5-Acetoxyindol (X). Smp. 107-109°. IR.-Spektrum:
Typisch fiir Indol, phenol. Acetyl und >NH. Massen-Spektrum: MG = 175. EHRLICH-Reaktion:
stark positiv.

CioHgO,N (175,18) Ber. C 68,56 H 5,189, Gef. C 68,32 H 5,099

Mit Alkali tritt intensive Violettfirbung ein. In der Literatur [15] ist das 5-Acetoxyindol mit
cinem Smp. 113-114° und denselben Reaktionen gegeniiber Alkali beschrieben.

ITI. Verkniipfungsart und -stelle des aromatischen Teils mit der
(N, N-Dimethylisoleucyl)-isoleucin-Kette

1. Reduktion von Dihydvozizyphin (11} mit LiAlH,. 560 mg Dihydrozizyphin (II) in 200 ml
abs. Diisopropylather kochte man 20 Std. mit 2 g LiAlH,. Anschliessend wurde vorsichtig zuerst
mit feuchtem Ather und Wasser, dann mit verdiinnter Salzsiure versetzt. Darauf wurden 2,2 Mol
‘Weinsaure pro Mol LiAlH, zugegeben und alkalisch gemacht. Die Base wurde durch mehr-
maliges Ausschiitteln in Ather aufgenommen, die Lésung iiber KOH getrocknet, eingedampft
und der Riickstand destilliert. Bis 165°/0,005 Torr destillierten geringfiigige Beimengungen
(10 mg). Ein Teil der verbleibenden Hauptmenge (110 mg) wurde bei 215-220° destilliert und
anschliessend an einer Siule (d = 0,8 cm, 2 = 5 cm) von 3,6 g ALO; («WoELM», neutral, Akt.-
Stufe I) chromatographiert.

Fraktion Elutionsmittel Volumen Gewicht
1 Benzol 50 ml

2 Benzol 50 ml l

3 Benzol 50 ml 19 mg

4 Benzol 50 ml l

5 Benzol 50 ml

6 CgHg-CH,OH (99:1) 50 ml 75 mg

Das aus der 6. Fraktion erhaltene Produkt wurde nochmals bei 210-215°/0,001 Torr destilliert
und ergab XI als sehr zihes und leicht gelb gefirbtes Ol [¢]} = —132° (in CHCl,, ¢ = 0,9).
UV.-Spektrum (Fig. 4, S. 412) identisch mit dem UV.-Spektrum von Dihydrozizyphin oder eines
Hydrochinondialkylathers. IR.-Spektrum: frei von >C=O-Banden. NMR.-Spektrum: -OCHj:
3,75 §; -N(CH,),: 2,3 §; 4=C-CH,: 0,82-1 §; 3 aromat. Protonen: 6,75 4.

CosHgoO,N;  Ber. C71,05 H 10,66 0574 N 12,56%
(557,84)  Gef. ,, 70,68 ,, 10,87 ,, 582 ,, 12,42%

2. Acetylievung von X1 (Bildung von X1Ia). 150 mg XI wurden 12 Std. mit Acetanhydrid-
Pyridin bei Z. T. stehengelassen. Danach goss man in Wasser ein, liess noch 2 Std. stehen und
brachte mit Sodalésung auf pH = 9,5. Es schied sich c¢in amorphes Produkt ab. Nach Waschen
und Trocknen betrug dic Menge 160 mg.

Chromatographic an einer Sdule (d = 0,9 cm, 2 = 8 cm) von 5 g Al,O; (¢WOELM», neutral,
Akt.-Stufe I).

Das Produkt aus den Fraktionen 6 und 7 wurde durch langes Evakuieren im sicdenden
Wasserbad sorgfiltig von anhaftendem Lésungsmittel befreit. So erhielt man XlIa als farbloses
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Fraktion Elutionsmittel Volumen Gewicht
1 Benzol 50 ml —

2 Benzol 50 ml —

3 Benzol 50 ml Spuren
4+ CgHg-CHLCI, (1:1) 50 ml Spuren
5 CgHg-CH,Cl, (1:1) 50 mil Spuren
6 CH,Cl, 50 ml

7 CH,C, 50ml | 60 mg
8 CH,CI, 50 mi 6 mg
9 CHCl, 50 m! 25 mg

Glas. [a]® = —4° (in CHCl,, ¢ =1); [a]§y = —65° (in 0,1~% HCl, ¢ =1). NMR.-Spektrum: 3 ar.
Protonen: 6,75 §; ~OCH,: 3,76 §; -N(CH,),: 2,3 §; 2 CH,CO-: 2,35 §; 4 =C-CH,: 0,8-1 6.

CpHeO,N,  Ber. C69,22 H 9,89 N 10,91 CH,CO 7,47%
(641,94)  Gef. ,, 69,00 , 957 , 10,55  ,, 7,74%

3. Perjodsiuveabbau von X I. 240 mg Rohprodukt von XI léste man in 4 ml 10-proz. Schwefel-
sdure, schiittelte etwaige Neutralteile mehrmals mit Ather aus und verjagte den in der wisserigen
Phase gelosten Ather i. V. Dann brachte man auf das doppelte Volumen, stellte mit CH;COONa
auf pH = 5 ein und setzte eine Losung von 200 mg NaJO, in 5 ml Wasser, etwas verdiinnter
Schwefelsdure und CH,COONa (pH = 5) zu. Es trat sofort der typische Geruch nach Valeraldehyd
auf. Nach 1 Std. Stehen bei Zimmertemperatur destillierte man das Gemisch der Aldehyde mit
Wasserdampf (eine Probe des Destillates reagierte stark positiv gegeniiber fuchsinschwefliger
Sdure). Zum Destillat wurde eine frisch bereitete Losung von Dinitrophenylhydrazin in halb-
konzentrierter Salzsiure gegeben. Die entstandene Fillung filtrierte man nach 48 Std. ab, loste
sie in Chloroform und trocknete iiber Na,SO,. Eine Probe davon ergab bei der Untersuchung im
Diinnschichtchromatogramm einwandirei das Vorliegen von Formaldehyd-dinitrophenylhydrazon
und Isovaleraldehyd-dinitrophenylhydrazon. Entwickelt wurde mit Benzol-Petrolither-(3:1)-
Gemisch.

Weitere Beavbeitung des vohen Reaktionsgemisches zur prapavativen Isolievung dev beiden Dini-
trophenylhydrazone: Man trug obige cingeengte Chloroformldsung (1,5 ml) auf eine Diinnschicht-
platte (Schichtdicke: 1 mm) auf und entwickelte mit Benzol-Petroldther (3:1). Dabei trat wohl
noch keine Auftrennung infolge zu starker Belastung der Platte ein, hingegen blieb das gesamte
Dinitrophenylhydrazin an der Startlinie zuriick. Nach Elution der Hydrazone trug man dieselben
in Chloroform geldst auf drei Diinnschichtplatten (Schichtdicke: 1 mm) auf und entwickelte noch-
mals mit dem gleichen Lisungsmittelsystem. Hierbei konnte eine deutliche Trennung der beiden
Hydrazone erreicht werden. Die hellgelbe Zone mit Rf = 0,15 stellte das Dinitrophenylhydrazon
des Formaldehyds dar. Nach Elution mit Chloroform und Sublimation des durch Abstreichen auf
Tonplatten von ligen Anteilen befreiten Kristallisates i. V. schmolzen die Kristalle bei 160-163,5°;
Misch-Smp. mit authentischem Formaldehyd-dinitrophenylhydrazon (Smp. 166°) [42] ohne De-
pression. Die orange gefirbte Zone mit Rf = 0,3 wurde ebenso mit Chloroform eluiert, die Losung
wurde eingedampft und der kristalline Riickstand nach dem Trocknen tiber Ton, i. HV. sublimiert;
Smp. 128,5-131° (Smp. des aus L-Isoleucin nach L.6HR [17] erhaltenen p-Isovaleraldchyd-dinitro-
phenylhydrazons 129-130°), Misch-Smp. der beiden Hydrazone ohne Erniedrigung. Nochmalige
Untersuchung der beiden reinen Hydrazone im Diinnschichtchromatogramm, Laufmittel: Benzol-
Petrolather (Sdp. 60-80°)-(3:1), ergab vollkommen gleiche Rf-Werte. []% = +25,5° (in CHCl,,
c = 0,34).

Direkt aus L-Isoleucin nach LoHR [17] dargestelltes Dinitrophenylhydrazon: [«]# = +23°
(in CHCl;, ¢ = 0,42).

Massen-Spektrum: Molekularspitze: mfe 266; Hauptfragment (M-29) = m/e 237.
C1H14O4Ny (266,25) Ber. C49,62 H 5,30 N 21,049 Gef. C49,93 H 530 N 21,31%
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IV. Strukturermittlung der restlichen Molekelbestandteile und deren
Verkniipfung mit dem aromatischen Teil

1. Ozonolyse von Dihydrozizyphin und anschliessende sauve Hydrolyse;, Nachweis des Hydroxy-
prolins. 210 mg Dihydrozizyphin (I} 13ste man in 100 ml 80-proz. Ameisensdure. In diese Losung
wurde 3,5 Std. bei Zimmertemperatur und 4,5 Std. bei einer Temperatur von 36° clektrolytisch
entwickeltes Ozon (169, O,-Gehalt, 250 ml Gas in 5 Min.) [43] eingeleitet. Der nach dem Ein-
dampfen i. V. erhaltene Riickstand wurde mit Wasser aufgenommen und mit NH, etwas ammo-
niakalisch gemacht. Bei Zusatz von CaCly-Losung trat eine deutliche Féallung von Calciumoxalat
cin, welches aus der Oxydation des aromatischen Kerns stammt. Nach Filtration und Eindampfen
hydrolysierte man den Eindampfriickstand mit 4 ml eines konz. HCl-H,O0-CH,COOH-(12:4:4)-
Gemisches 14 Std. unter Riickfluss. Danach wurde die Lésung mit dem Laufmittel Phenol-Wasser
(75 g:25 g) diinnschichtchromatographisch untersucht [44]; Laufzeit 4 Std. Die Hauptmenge des
anhaftenden Phenols cntfernte man durch Uberstreichen wihrend 30 Min. mit einem warmen
Luftstrom (ca. 60°). Bei der anschliessenden Anfirbung mit Ninhydrin [45] konnten Prolin und
Hydroxyprolin einwandfrei identifiziert werden.

Bei einem zweiten Chromatogramm mit demselben Laufmittel fand man nach Anfirbung
mit Isatin (1-proz. Lésung mit Athanol-Essigsdurc-Butanol-(5:3:50)) den erwarteten dunkel-
blauen Fleck des Prolins und den himmelblau gefirbten Fleck des Hydroxyprolins.

2. Kontrollversuch mit L- Prolinanhydvid (Ozoneinwirkung). 64 mg (0,33 mMol) L-Prolinanhy-
drid wurden ganz analog wie oben mit Ozon behandelt und hydrolysiert. Es konnte keine Spur
von Hydroxyprolin in den Chromatogrammen festgestellt werden.

3. Vergleich des Hydvoxyprolins aus Dikydvozizyphin und Zizyphin mit dem rac. 3-Hydvoxy-
prolin und dem rac. allo-3-Hydroxyprolin [29]. Beide 3-Hydroxyproline geben mit Ninhydrin die-
selbe Farbung wie das 4-Hydroxyprolin. Mit Isatin entsteht jedoch mit den 3-Hydroxyderivaten
erst nach deutlich ldngerem Erhitzen auf 130° eine blasspurpurviolette Farbung.

4. Nachweis des A'- Pyyyrolins. — a) Hydvolyse mit konz. HCI: 0,6 g Dihydrozizyphin l6ste man
in 60 ml konz. Salzsdure und erhitzte 16 Std. lang im Einschlussrohr auf 110°. Der Eindampfriick-
stand wurde mit Ba(OH), alkalisch gemacht und mit Wasser auf 300 ml aufgefiillt. Bei der darauf-
folgenden Destillation der halben Fliissigkeitsmenge ging eine picolinihnlich riechende Base iiber.
Das Destillat brachte man mit verdiinnter Salzsdure auf pH = 2. Nach neuerlichem Abdampfen
und Wiederaufnehmen in Wasser (2 ml) zeigte eine Probe der Losung das gleiche Verhalten auf
der Diinnschichtplatte wie authentisches A'-Pyrrolin [27], welches gleich vorbehandelt worden
war. Entwickelt wurde mit einem [Athanol (96-proz.)-0,1N Salzsiure-(9:1)]-Gemisch. Die Laufzeit
betrug 4 Std., (Rf = 0,33). Beim Besprithen mit Ninhydrin entstanden tief purpurviolettbraun
gefarbte Flecken.

Mit einer frisch bereiteten Losung von o-Aminobenzaldehyd in CH;OH zeigte eine Probe des
Hydrolysenproduktes dicselbe intensive zitronengelbe Farbung wie authentisches Al-Pyrrolin
(Reaktion nach ScHOPF) [28].

Das A-Pyrrolin erhdlt man unter analogen Reaktions- und Aufarbeitungsbedingungen auch
aus dem Zizyphin. Die Ausbeuten sind variabel.

b) Hydrolyse mit 40-pros. Schwefelsduve: 1 g Dihydrozizyphin wurde mit 40 ml 40-proz. H,SO,
3 Std. unter Riickfluss gekocht, dann wurde mit 10 ml H,O verdiinnt und noch 16 Std. auf dem
Siedepunkt gehalten (dunkelbraune Verfirbung und CO,-Entwicklung, festgestellt mittels Durch-
leiten der Gase durch Ba(OH),-Losung). Anschliessend brachte man dic Loésung mit Barytlauge
auf pH = 6,4, wobei wieder der typisch picolinihnliche Geruch des A-Pyrrolins auftrat. Das
Gesamtvolumen nach der Neutralisation betrug 1,5 1. Davon wurden in Gegenwart des BaSO,-
Niederschlages 400 ml abdestilliert. Das Destillat wurde wie oben weiter verarbeitet. Auch hier
zeigte das Diinnschichtchromatogramm einwandfrei das Vorliegen von A-Pyrrolin an.

5. Priifung dev Stabilitdt von authentischem A-Pyyyrolin. 1 g L-Prolin wurde nach LANGHELD
[27] in A-Pyrrolin iibergefiihrt. Das das A-Pyrrolin enthaltende Destillat (150 ml) versetzte man
mit 40 ml 50-proz. H,SO, und engte es unter Normaldruck auf 60 ml Volumen ein (dabei erfolgte
ginzliche Zerstérung des beigemengten Pyrrols); man filllte mit 50 ml 30-proz. Schwefelsdure auf
und kochte noch 16 Std. Die nachfolgende Aufarbeitung und Identifizierung des noch unverindert
vorliegenden A-Pyrrolins erfolgte ganz in Analogie zum oben beschriebenen Verfahren.
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SUMMARY

The structure I for Zizyphin (C43H,,O4N;), a peptidic alkaloid isolated from the
rootbark of Zizyphus oenoplia MiLL., has been determined by chemical degradation
and confirmed by N.M.R. investigation. The stereochemistry of Zizyphin has been
elucidated with the exception of the configuration of the ether group of the hydroxy-
proline unit, which is expected to belong to the natural series.
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