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Wenn eine solche intra-nicht-permutierende Membran die Trennungswand zwi-
schen 2 Igsungen bildet, welche wenigstens 2 verschiedene Ionensorten, die von den
Poren der Membran aufgenommen werden kénnen (z. B. Nat- und K+Ionen), in
verschiedener Konzentration enthalten, so besitzt die erste Losung durch die Mem-
bran hindurch gemessen gegen die zweite Losung nicht ein Gleichgewichtspotential;
es gibt vielmehr zwet voneinander in dev Grisse und in sehr vielen Fillen sogar tm
Vorzeichen verschiedene Gleichgewichtspotentiale. Das eine der Potentiale wird fest-
gestellt, wenn ein stationirer Strom (dessen Stromstdrke in der Grenze auf Null
absinken darf) von links nach rechts und das andere, wenn ein stationidrer Strom
von rechts nach links durch die Membran hindurch aufrecht erhalten wird.

Beispiele zeigen, dass das eine dieser Potentiale mit dem Ruhepotential an der
Nerven- oder Muskelfaser, das andere mit dem Aktionspotential identisch ist. Die
Erregung z. B. des Nerven diirfte daher nichts anderes sein als die Umstellung der
Membran aus dem einen auf das andere der beiden moglichen Gleichgewichtspoten-
tiale. Die Umstellung kann durch einen Stromstoss in geeigneter Richtung oder
durch andere Mittel erreicht werden, durch welche die Poren der Membran entweder
aus der ersten oder aber aus der zweiten Losung mit Ionen versorgt werden.

Es ist wahrscheinlich, dass von den beiden mdéglichen Potentialen dasjenige,
welches den grosseren Absolutbetrag besitzt, normalerweisc verwirklicht wird. Mit
dieser Annahme wird die im Nerv und im Muskel beobachtete Fortschreitung eines
lokal erzeugten Reizes als Reizwelle mit Aktionsstrom verstiandlich.
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26. Stoffwechselprodukte von Actinomyceten
15. Mitteilung 1)

Uber die Konstitution von Echinomycin
von W. Keller-Schierlein, M. Lj. Mihailovié und V. Prelog
(15. XIL. 58)

Die fritheren Untersuchungen tiber Echinomycin?2)3) fithrten zum Schluss, dass
es sich um ein ncutrales, makrocyclisches Polypeptid, Cy9Hj3,0,N,S, handelt. Durch
saure Hydrolyse wurden daraus D-Serin, L-Alanin und L-N-Methylvalin erhalten,
aus den Produkten der alkalischen Hydrolyse liessen sich die Chinoxalincarbon-
sdure-(2) und Ammoniak isolieren.

Auf Grund neuer Analysen, Molekulargewichtsbestimmungen und von anderem in-
zwischen gesammeltem Tatsachenmaterial musste die Formel des Echinomycins in
CyoH,012N;5S, gedndert werden. Die neue Formel steht in gutem Einklang mit den

1) 14. Mitt., Helv. 41, 1645 (1958).

?) R. CorBaz, L.ETTLINGER, E.GAUMANN, W.KELLER-SCHIERLEIN, I". KRADOLFER,
L. Ngipp, V. PrRELOG, P. REUssER & H. ZAnnNEeR, Helv. 40, 199 (1957).

3) W. KELLER-SCHIERLEIN & V. PRELoG, Helv. 40, 205 (1957).
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analytischen Ergebnissen, die von uns fiir das Echinomycin und von GOLDBERG und
Mitarbeitern4) fiir das Antibioticum X-948 verdffentlicht wurden, welches allem
Anschein nach mit dem Echinomycin identisch ist. Einzig die Schwefelwerte lagen
frither fiir die neue Formel zu niedrig, doch konnten neuerdings mit sorgfiltig ge-
reinigten Analysenpraparaten Schwefelwerte erhalten werden, die mit der neuen
Formel gut iibereinstimmen. Von entscheidender Bedeutung fiir die Annahme der
neuen Formel waren die Molekulargewichtsbestimmungen, die wir in Chloroform-
Loésung nach der von E. P. CLARK?®) modifizierten Methode von R. SIGNERS) aus-
fithrten.

Es muss hier erwdhnt werden, dass man auf Grund von analytischen Daten For-
meln fiir Echinomycin, die bis zwei Kohlenstoffatome und bis vier Wasserstoffatome
mehr oder weniger als die Formel C;,Hg,0,,N;,S, aufweisen, nicht vollstdndig aus-
schliessen kann. Die von uns angenommene Formel beruht deshalb zum grossen Teil
auf den Abbauergebnissen, iiber die im Folgenden berichtet werden soll.

Die quantitative Bestimmung der Aminosduren, die bei der sauren Hydrolyse
des Echinomycins erhalten werden, zeigte, dass in einer Molekel je zwei D-Serin-,
L-Alanin- und L-N-Methylvalin-Reste vorliegen.

Neben den Aminosduren wurden in den Produkten der sauren Hydrolyse von
Echinomycin ungefahr 2 Mol. Methylamin nachgewiesen, welches papierchromato-
graphisch und als N-Methyl-N'-phenyl-thioharnstoff identifiziert wurde. Ammoniak
konnte nur in Spuren papierchromatographisch nachgewiesen werden.

Auf Grund des UV.-Absorptionsspektrums kann man schliessen, dass im Echino-
mycin zwei Chinoxalincarbonsdure-(2)- Reste vorliegen. Die Chinoxalincarbonsiure-
(2), welche unter den Bedingungen, die zur totalen Hydrolyse des Peptid-Anteiles
notwendig sind, zerstért wird, ldsst sich bei der kalten sauren Hydrolyse als solche
erhalten”). Durch Hydrazinolyse des Echinomycins entsteht unter relativ milden
Bedingungen das Chinoxalincarbonsiure-(2)-hydrazid.

Nach der neucn Formel bleibt nach dem Abziehen der nachgewiesenen Reste noch ein Anteil
CH,0,S, iibrig, welcher nicht erfasst wurde. In diesem Anteil gibt es keinc amidartig gebundene
NH,-Gruppe mehr, die wir frither angenommen haben, weil bei der alkalischen Hydrolyse des

Echinomycins Ammoniak abgespalten wird. Wir sind neuerdings zur Ansicht gekommen, dass
dieses Ammoniak aus dem Scrin-Rest stammen 1nuss$).

4) J. BERGER, E. R. La Sara, W, E. Scort, B. R. MELTSNER, I.. H. STERNBACH, S. KAISER,
S. Terrer, E. Macu & M. W. GoLDBERG, Experientia 13, 434 (1957).

%) Ind. Eng. Chemistry, Anal. Ed. 13, 820 (1941).

8y Liebigs Ann. Chem. 478, 246 (1930).

7} Dies ist besonders deshalb von Interesse, weil von M. W. GoLpBERG und Mitarb.4) hervor-
gehoben wurde, dass die Chinoxalincarbonsidure-(2) bei der sauren Hydrolyse nicht gefunden
wird und dass sie somit wahrscheinlich im Echinomycin nicht amid- oder esterartig gebunden ist.

8) Aus verschiedenen Literaturangaben geht hervor, dass das freie Serin relativ bestindig
gegeniiber verdiinnten Alkalien ist, peptidartig gebunden wird es dagegen lcichter zerstdrt. Dies
ist leicht verstandlich, wenn man bedenkt, dass es sich um eine Eliminicrungsreaktion handelt,
die durch die Abspaltung des Protons in «-Stellung des Serins ausgeltst wird. Das Anion des
Serins ist wegen sciner negativen lLadung fiir eine solche Protonabspaltung sehr ungiinstig, die
Peptide des Serins und besonders ihre N- und O-Acyl-Derivate sind deshalb viel giinstiger.
Vgl. dariiber die zusammenfassenden Darstellungen von A. J. P. MArTIN & R. L. M. SYNGE,
Advances in Protein Chemistry 2, 10 (1945), F. SANGER, ibid. 7, 23 (1952), sowie B. FrRanck &
J. KnokE, Chem. Ber. 90, 2450 (1957).
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Das Echinomycin ldsst sich unter ausserordentlich milden Bedingungen, durch
Behandlung mit 0,04-n. Natronlauge bei Zimmertemperatur in eine damit isomere
Sture CgHggO,,N S, tiberfithren, die wir Echinomycinsiure nennen. Die elektro-
metrische Titration dieser Verbindung in 80-proz. Methylcellosolve zeigt, dass es
sich um eine Dicarbonsdure handelt. Das UV.-Absorptionsspektrum der Echino-
mycinsdure gleicht demjenigen des Echinomycins, und auch die IR.-Absorptions-
spektren der beiden Verbindungen unterscheiden sich nur sehr wenig (vgl. Fig. 1
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Fig. 1. IR.-Absorptionsspektrum in KBy: Echmomycmsaure

sowie Fig. in 3)). Die saure Hydrolyse der sorgfiltig durch eine Cra1g-Verteilung zwi-
schen Chloroform und der McILvaINE-Pufferlosung pH = 7 gereinigten Echinomycin-
sdure lieferte Alanin und N-Methylvalin; Serin fehlte dagegen vollstindig. Nach dem
Verfahren von DAkIN-WEST?) konnte festgestellt werden, dass dic freien Carboxyl-
Gruppen den N-Methylvalin-Resten angehéren, indem diese Aminosdure nach
12stiindigem Erhitzen mit Acetanhydrid und Pyridin auf 155° und nachfolgender
saurer Hydrolyse papierchromatographisch nicht mehr nachgewiesen werden konnte.
Alle diese Tatsachen weisen darauf hin, dass durch die verdiinnte Natronlauge zwei-
mal ein Lacton-Ring zwischen Serin und N-Methylvalin gespalten wird.

Es handelt sich hier wahrscheinlich um eine Eliminationsreaktion und nicht um
eine Hydrolyse. Eine solche Eliminationsreaktion kann entweder zu einem f-Acyl-
amino-acrylsdure-Derivat II oder zu einem Oxazolin-Derivat III fithren, woraus man
schliessen kann, dass im Echinomyecin selbst die Teilstruktur I zweimal vorkommt.
Obwohl wir zwischen den Teilstrukturen II und III fiir die Echinomycinsiure nicht

| |
R-CO-NH-CH-CO-N———— R-CO-NH-C-CO-N+ ————— \
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9) Ausgefiihrt nach R. A. TURNER & G. SCHMERZLER, J. Amer. chem. Soc. 76, 949 (1954).
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eindcutig unterscheiden kénnen, zichen wir II vor!?). Im Einklang mit dieser Teil-
struktur liefert die Echinomycinsiure bei der sauren Hydrolyse neben Alanin und
N-Methylvalin dze Brenztraubensdure und {iberhaupt kern Serim. Daneben wurden
bei der sauren Hydrolyse der Echinomycinsiure ebenso wie bei der alkalischen
Hydrolyse des Echinomycins mehr als 3 Mol. fliichtige Basen erhalten, die ein Ge-
misch von ungefihr gleichen Mengen Ammoniak und Methylamin darstellen. Im
Gegensatz dazu gibt das Echinomycin selbst bel der saurcn Hydrolyse weder
Brenztraubensiure noch Ammoniak.

Ein direkter Beweis, dass das N-Methylvalin im Echinomycin verestert vorkommt,
wurde durch Reduktion mit Lithiumborhydrid und anschliessende saure Hydrolyse
erbracht. Im Hydrolyseprodukt wurden papierchromatographisch Serin, Alanin und
N-Methylcystein (als N-Methylcysteinsdure vgl. S.309), aber kein N-Methylvalin
gefunden. Statt des letzteren konnte das N-Methylvalinol als solches und als 2,4-
Dinitrophenyl-Derivat nachgewiesen werden.

Ein dhnliches Verhalten gegeniiber verdiinnten Alkalien wie das Echinomycin zeigen gewisse
anderc Lacton-peptide, mit f-Hydroxysiuren als Lactonring-Komponenten wie z. 3. die Actino-
mycine'') und das Etamycin'?). Diesc Antibiotica cnthalten als f-Hydroxysiure das Threonin,
und es scheint aus den Literaturangaben hervorzugehen, dass diescs letztere bei der Olinung des
Lactonringes durch Alkali erhalten blecibt. Da jedoch keine quantitativen Angaben vorlicgen
und dic cntsprechenden Sduren, die Actinomycinsduren und die Etamycinsidure, anscheinend
nicht analysenrein erhalten wurden, wirc es moglich, dass auch hier der primire Vorgang der
Lactonring-Offnung eine Elimination und nicht eine Hydrolyse ist.

Zur Aufklirung der Konstitution des durch saure Hydrolyse nicht erfassten
schwefelhaltigen Restes CgH,0,S, wurde das Echinomycin zuerst mit RaNEY-Nickel
entschwefelt. Die Entschwefelung verlduft schr trige und es war nicht moglich, auch
nach mchrmaliger verlustreicher Behandlung mit einem grossen Uberschuss an
RaNEvY-Nickel, vollstandig schwefelfreie Produkte zu erhalten. Dazu greift RaNEyY-
Nickel unter den angewandten Bedingungen den Chinoxalincarbonsiure-Rest re-
duktiv an, wic besonders aus dem UV.-Absorptionsspektrum des Entschwefelungs-
produktes hervorgeht. Eine Craig-Verteilung mit einem Tetrachlorkohlenstoff-
Chloroform-Methanol-Wasser-System zcigte, dass es sich um ein Gemisch von wenig-
stens vier Verbindungen handelt. Trotzdem lieferte dieses Entschwefelungsprodukt,
das wir weiterhin kurz Desthio-echinomycin nennen wollen, sehr wichtige Auskiinfte
iber die Konstitution des Echinomycins. Bei der sauren Hydrolyse entstehen
daraus neben den schon frither bei der Hydrolyse des Echinomycins erhaltenen
Aminosduren — D-Serin, 1-Alanin und 1-Methylvalin — mehr als 1 Mol einer weitcren
Aminosidure, welche eindeutig als L-N-Methylalanin identifiziert werden konnte. Der
bisher unaufgeklirte Rest der Echinomycin-Molekel, C.H,0,5,, und das durch saure
Hydrolyse erhaltene Methylamin miissen somit in ciner Teilstruktur vorliegen, die
bei der Entschwefelung 2 Mol. L-N-Methylalanin (IX) liefert. In den Produkten der

19) Im UV.-Absorptionsspektrum des ¢-Benzoylamino-ff-isopropyl-acrylsiureamids findet man
ein 7., bei 225 mye (log 4,19), [A. KJAER, Acta chem. scand. 7, 900 (1953)], das praktisch iden-
tisch mit demjenigen des Benzamids ist [nach I{. MiEscHER, A. MarxER & E. UrECH, Helv. 34,
1 (1951); A,ax 225 myu (log € = 4,09)].

'y H.BrockMaNN & B.Franck, Angew. Chemie 68, 68 (1956); E.BurLock & A.W. JOHNSON,
J. chem. Soc. 1957, 3280.

12y J. C. SuEEHAN, H. G. ZacEAU & W. B. Lawson, ]J. Amer. chem. Soc. 79, 3933 (1957);
80, 3349 (1958).
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sauren Hydrolyse des Echinomycins selbst liessen sich keine schwefelhaltigen Amino-
sduren papierchromatographiscl finden. Wenn man dagegen Echinomycin mit Na-
trium und Ammoniak oder mit Lithiumborhydrid reduziert und dann mit Per-
ameisensiiure oxydiert, kann man nach der sauren Hydrolyse die N-Methylcystein-
sdure (XI) nachweisen, was auf die Anwesenheit von N-Methylcystein-Resten in den
Reduktionsprodukten hinweist. Im Geriist des Echinomycins liegt somit zweimal die
Teilstruktur P

vor. Da man sowohl aus dem allgemeinen Verhalten, als auch auf Grund von Farben-
reaktionen die Anwesenheit von Thiol-, Thion- und Disulfid-Gruppen ausschliessen
kann, so kommen fiir den schwefelhaltigen Anteil der Echinomycin-Molekel zur
Diskussion die Teilstrukturen IV, V, VI und VII in Betracht.

Wenn man die Erfahrungen mit einfachen Verbindungen auf Molekeln vom
Typus und der Molekulargrésse des Echinomyecins iibertragen darf, so wiirde man cr-
warten, dass eine Verbindung mit der Teilstruktur IV unbestindiger wire, als dies
beim Echinomyecin der Fall ist. Die Teilstruktur V wurde frither mehrmals fiir ver-
schiedene Thioaldehyd- und Thioketon-Derivate postuliert, aber nicht einwandfrei
bewiesen. Obwohl das chemische Verhalten einer Verbindung mit der Teilstruktur V
deshalb nicht leicht zu beurteilen ist, nehmen wir doch an, dass sie die Farbenreak-
tionen der Thion-Verbindungen geben wiirde, was jedoch fiir Echinomycin nicht zu-
trifft. Eine Verbindung mit der Teilstruktur VI wiirde voraussichtlich bei der Re-
duktion mit Natrium und Ammoniak bzw. mit Lithiumborhydrid das N,N’-Dime-
thyllanthionin liefern, welches leicht papierchromatographisch nachzuweisen wire,
jedoch nie gefunden wurde. Die bekannten Verbindungen mit der Teilstruktur VII
verhalten sich dagegen in jeder Hinsicht dhnlich dem Echinomycin!3). Sie gehen
schon bei der milden sauren Hydrolyse in das Amin und die entsprechende o-Thiol-
carbonyl-Verbindung {iiber, welche sich rasch zu dunklen harzartigen Produkten
polymerisiert. Gegen eine «-Stellung der Sulfid-Gruppe zum Carbonyl, wie sie in
den Teilstrukturen IV, VI und VII vorkommt, sprechen scheinbar die Erfahrungen
iber den sterischen Verlauf der Entschwefelung mit RanNevy-Nickel. Bei wenigen
analogen einfachen Verbindungen, bei welchen man diesen genauer untersuchte?t),
wurde eine Racemisierung am asymmetrischen Kohlenstoffatom, das mit Schwefel
substituiert war, beobachtet ; das Echinomycin leferte dagegen bei der Entschwefelung
optisch reines L-N-Methylalanin. Man muss jedoch bedenken, dass sowohl die steri-
schen als auch die elektronischen Faktoren den sterischen Verlauf der Entschwefelung
andern kénnen.

Man kann dic Teilstruktur VII mit dem Polypeptid-Rest der Echinomyecin-
Molekel auf zwei Arten verkniipfen, die durch die Formeln VIIT A und VII B sche-
matisch dargestellt sind. Die Verbindungen mit den Teilstrukturen VII A und

13) Uber 2,5-Diamino-1,4-dithiane und ihr Verhalten vgl. O. Hromatxa & R. HaBErL,
Monatsh. 85, 1088 (1954), R. HaBerL & O. HroMATKA, tbid. 88, 996 (1957), 1. BACCHETTI &
U. FErRRrATI, Gazz. chim. ital. 86, 722 (1956), T. BaccHETTI & O. PINAROLI, ibid. 86, 1168 (1956).

14y Uber den sterischen Verlauf der Entschwefelungen mit Raxry-Nickel vgl. W. A. Bon-
NER, J. Amer. chem. Soc. 74, 1034, 5089 (1952); W. A. BoxNER, J. A. ZDpERIC & G. A. Casa-
LETTO, tbid. 74, 5086 (1952); R. L. BUrRwELL, jr., Chem. Rev. 57, 929 (1957).
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VII B unterscheiden sich dadurch voneinander, dass bei der ersteren die Ent-
schwefelung zu einem einzigen Cyclopolypeptid-dilacton VIII A fithrt, wihrend bei
der zweitcn zwei kleinere Cyclopeptid-lactone VIITI B entstehen sollten. Drei von den
vier Hauptiraktionen, die wir bei der Crarg-Verteilung des rohen Desthio-echino-
mycins erhielten, gaben bei einer Molekulargewichtsbestimmung in Chloroform-
Losung nach SIGNER®)S) Werte, die gréssenordnungsgemiss mit demjenigen des
Echinomycins gleich waren. Wir ziehen daraus mit Vorbehalt die Schlussfolgerung,
dass das letztere die Teilstruktur VII A aufweist.
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| | ~ \
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Durch die partielle saure Hydrolyse des Desthio-echinomycins liess sich die
wichtige Frage betreffend die Reihenfolge der Aminosiduren in der Polypeptid-Kette
zwischen D-Serin und L-N-Methylvalin beantworten, Die Produkte der milden sauren
Hydrolyse unter zwei verschiedencn Reaktionsbedingungen sind in Tab. 1 zusammen-
gestellt. Durch totale Hydrolyse der erhaltenen Polypeptide wurde die Zusammen-
setzung bestimmyt, in einem zweiten Anteil wurde nach F.Sanger & E.Q.P.THOMP-
sON15) mit 2,4-Dinitrofluorbenzol die endstindige Amino-Gruppe festgestelit. Die
Ergebnisse lassen keinen Zweifel dariiber, dass im Desthioechinomycin die Amino-
sdure-Sequenz: D-Serin-L-Alanin-L-N-Methylalanin-L-N-Methylvalin vorliegt. Auf

15 Biochem. J. 53, 353 (1953).
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Grund der schon erwihnten Molekulargewichtsbestimmungen nehmen wir an,
dass diese Sequenz zweimal vorkommt, wobei das Hydroxyl des p-Serins der einen
Polypeptid-Kette mit dem Carboxyl des L-N-Methylvalins der anderen verestert ist.
Das schwefelfreie Desthio-echinomycin hitte demnach die Konstitution XII, in der
R partiell hydrierte Chinoxalin-Reste darstellt. Fiir das Echinomycin ergibt sich
daraus die Formel XIII, welche mit allen bisher bekannten Tatsachen in gutem Ein-
klang steht.
Desthio-echinomycin (XII)

D-Ser : L-Ala { L-Me-Ala @ L-Me-Val
uC cH,
_, em, cem, cmch
R-CO—-NH CH-CO ~NH & co & cn co »—i—grﬁ(lzﬁ——co% O-—CH,
= -
CH !

3

'1 ‘ | ': ': ';
CH, 0—CO CH -N- CO-CH N-!-CO-CH-NH —;—CO——C'H NH— CO-R
: | : ' ;

| | |
HC H,C | H,C CH,
/ N\ 1 ‘
H,C CH, | . .
L-Me-Val | r-Me-Ala | L-Ala ! Dp-Ser

Tabelle 1. Partielle saure Hydrolyse: a) 20°, 40 Std. b) 37°, 72 Std.
Sera)b)

DNP-Ser ¢—— Ser—Ala3)b)

Alaa)b)
DNP-Ser <—— Ser--Ala—Me-Ala3)
DNP-Ser «—— Ser- Ala-Me-Ala-Me-Vala)
DNP-Ala <—— Ala- Me-Alab)

Me-Alaa)b)
DNP-Ala <——— Ala—Me-Ala—Me-Valb)
Me-Vala)b)

Ein Polypeptid mit dem Chinoxalincarbonsiure-(2)-Rest wurde weder bei der
Hydrolyse des Echinomycins noch bei der partiellen Hydrolyse des Desthio-echino-
mycins gefunden, was im Einklang mit der bekannten Tatsache steht, dass die Acyl-
Reste, welche am Stickstoff der f-Hydroxy-a-aminosiuren hingen, bei der sauren
Hydrolyse am leichtesten abgespalten werden?36).

Da die Formel XIII des Echinomycins auf Abbauergebnissen beruht, mussten
wir besonders sorgfiltig die Moglichkeit ausschliessen, dass uns beim Abbau kleine
Spaltstiicke, deren Anwesenheit auf Grund der Elementaranalyse nicht ganz ausge-
schlossen werden konnte, entgangen sind. Als solche Spaltstiicke kamen besonders
die niedrigen Aldehyde und Fettsiuren in Betracht. Durch eine sorgfiltige Unter-
suchung der mit Wasserdampf fliichtigen Produkte der sauren Hydrolyse von
Echinomycin wurde festgestellt, dass solche Spaltstiicke wie z. B. Formaldehyd und

18) F. SANGER, Advances in Protein Chemistry 7, 21, 22 (1952); A. H. Cook & G. HaRrris
in J. W. Cook, Progress in Organic Chemistry Vol 4., Butterworths, London 1958, S.171.
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Ameisensiurce im Destillat nicht anwesend sind. Ebensowenig ist es gelungen, darin
mit Quecksilber(Il)-cyanid niedrige Mercaptane nachzuweisen, obwohl bei der Hy-
drolyse selbst ein starker mercaptanartiger Geruch feststellbar war.

Echinomycin (XI11)

»-Ser : L-Ala ¢ CHyNH, @ 1-Mc-Val
‘ "H,C  CH,
: T
‘ CH;  CH, CH, CH
N I o N T :
>N\ o0 NH CH €O NH CH €O N € €O N—CH €O O CH,
‘ . N ‘
\/|\N// S 112(,\, [
CH, S o : //‘\\‘/ S
. : : ~ . ;
CH,05CO CH N.CO ¢ N CO CH NH.CO (:H—NH»C(»L\Y/‘\)
: 1‘ | I | ; _, b
HC H,C H,C CH,
‘ / N\ :
H,C CH,
-Me-Val @ CH,NH, = 1-Ala | »-Ser

Als eine wichtige Stiitze der Formel XIII kann man die Tatsache ansehen, dass
ihr ein raumliches Modell mit eincr sehr giinstigen Packung der Atomc entspricht.
Die gleiche L-Konfiguration des Alanin- und des N-Methylvalin-Restes und die ent-
gegengesetzte p-Konfiguration des Serins bedingen eine giinstige, syntaktische Ver-
teilung der Seitenketten am Cyclopolypeptid-dilacton-Ring.

Die Symmetrie der Echinomycin-Molekel, die aus zwei gleichen Hilften besteht,
erinnert in mancher Hinsicht an eine andere Gruppe von Antibiotica aus Actino-
myceten, dic Actinomycine. Man nimmt an, dass diese durch oxydative Verkniipfung
zweler 2-Hydroxy-3-amino-benzoyl-cyclopolypeptid-lactone entstehen. Es ldsst sich
aber a priori nicht ausschliessen, dass es sich um Verbindungen handelt, die analog
gebaut sind, wie wir es fiir das Echinomycin annehmen, d. h. dass sie nur einen aus
zwei analogen Hilften bestehenden Cyclopolypeptid-dilacton-Ring aufweisen, der in
der Mitte durch das Phenoxazin-Ringsystem iiberbriickt ist. Andererseits ist es nicht
vollstandig ausgeschlossen, dass das Echinomycin eine Formel mit der Teilstruktur
VII B besitzt. Eine Assoziation der bei der Entschwefelung erhaltenen Cyclopeptid-
lactone VIII B in Chloroform-Lgsung kénnte unter Umstidnden ein hoheres Moleku-
largewicht flir diese vortduschen, als sie tatsichlich besitzen.

Die Teilstruktur VII, die im Echinomycin vorkommt, kann sowohl aus cinem
Vorldufer des N-Methylcysteins, als auch durch cine Oxydation aus N-Methylcystein
entstehen; beide Vorgdnge sind biogenetisch plausibel. Es sei noch bemerkt, dass
der Molekelteil VII Eigenschaften besitzt, die dazu fiihren, dass man ilin in einer
grosseren Molekel leicht {ibersehen kénnte. Man wird die Méglichkeit, dass analoge
Teilstrukturen in gewissen Proteinen vorliegen, bei der Bestimmung der Feinstruk-
tur im Auge behalten miissen 7).

17) Vgl. C. H. W. Hirs, W. H. STEIN & S. MOORE in A. NEUBERGER, Symposium on Pro-
tein Structure, Methuen & Co., London; J. Wiley & Sons, New York, 1958, S. 221, sowie L. P.
ABranaM & G. G, I NEwToN, Ciba Foundation Symposium on Amino Acids and Peptides
with Antimetabolic Activity, J. & A. Churchill, London 1958, S. 205.
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Die Herstellung der Vergleichspriparate von Aminosiduren und ihren Derivaten,
die wir in dieser Untersuchung zur Identifikation benétigten, ist im experimentellen
Teil beschrieben und bedarf keines weiteren Kommentars.

Zur Identifizierung der seltener vorkommenden Aminosiuren: 1-N-Methylalanin,
L-N-Methylvalin und 1-N-Methylcysteinsdure, lassen sich u. A. mit Vorteil ihre IR.-
Absorptionsspektren verwenden, die wir deshalb in Fig. 2 dargestellt haben.
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Fig. 2. IR.-Absorptionsspektva in KBy: Kurve 2, L-N-Methylalanin; Kurve 3, L-N-Methylvalin;
Kurve 4, L-N-Methylcysteinsdure

Wir danken der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT in Basel fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil1¥)

Echinomycin. Die sorgfaltig umkristallisierten Prdparate wurden zur Analyse 5 Tage bei
Zimmertemperatur im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet.

Gef. 8. 6,029, Mol.-Gew. 1050 4- 50, 1064 -+ 30 (Chloroform)

Mittelwerte friiherer Analysen: C 55,45 H 588 N 1533 $5,27 (N)CH, 5,20 (C)CH, 2,75%
Analysen von X-948%) C 55,19 H 594 O 17,51 N 1522 S 5,54%
CooHgoO1aN12S, Ber. € 5534 H 557 017,60 N 1549 $591 4(N)CH, 5,54 (C)CH,
5,549, Mol.-Gew. 1085,21
CgHgpOpN,S, Ber. € 5572 H 5,69 O 17,47 N 1529 S 5,83% Mol.-Gew. 1099,23
CyoHeiO1aN S, Ber. € 5513 H 592 017,62 N 1543 S 589% Mol.-Gew. 1089,24

18} Alle Smp. sind korrigiert. Die UV.-Absorptionsspektra sind mit dem BEcKMAN-Spektro-
graphen, Modell DK 1, die IR.-Absorptionsspektra sind mit dem PERKIN-ELMER-Zweistrahl-
Spektrographen, Modell 21, aufgenommen.
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Favbenreaktionen. Die Reaktionen mit Isoamylnitrit-Reagens!®), Natriumnitrit und Schwe-
felsiure??), Jod und Natriumazid?') und Nitroprussidnatrium??) auf Thiol-Gruppen verliefen
negativ. Ebenso negativ verlief auch die Farbenreaktion auf Disulfid-Gruppen mit Nitroprussid-
natrium und Kaliumcyanid 22). Nach kurzem Kochen mit n. Natronlauge oder mit 6-n. Salzsidure
und nachfolgendem Neutralisieren war die Reaktion mit Nitroprussidnatrium auf Thiol-Gruppcn
positiv.

Quantitative Bestimmung dev Awminosduven im Echinomycin. Die auf iibliche Wecise mit 6-n.
Salzsdurc hydrolysierten Proben des Echinomycins wurden im zweidimensionalen Papierchro-
matogramm nach der Methode von B. PErNIs & C. WUNDERLY 23) aufgetrennt. Die Aminosdure-
Flecken wurden mit 0,05-proz. Losung von Ninhydrin in Aceton leicht angefirbt?4), ausgeschnit-
ten und mit Ninhydrin-Reagens nach R. A. BoissoNNas?®) behandelt. Die optische Dichte wurde
mit ecinem BErckmMaN-Spektrophotometer Modell DU bestimmt. Gef. 2,0 Mol Serin, 2,0 Mol
Alanin und 1,9 Mol N-Methylvalin pro Mol Echinomycin.

Chinoxalincarbonsdure-(2) duvch milde sauve Hydrolyse des Echinomycins. 54 mg Echinomycin
wurden mit 0,2 ml konz. Salzsdure 4 Tage im zugeschmolzenen Rohr bei 37° stehengelasscn und
das Reaktionsgemisch im Vakuum cingedampft. Der Riickstand wurde in 2 ml Wasser aufge-
nommen und viermal mit Athylacetat extrahiert. Durch Eindampfen der Ausziige erhielt man
13,5 mg rohe Chinoxalincarbonsiure-(2), welche zuerst papierchromatographisch mit dem Alko-
hol-Ammoniak-Wasser (8:1:1)-System?8) identifiziert wurde. Der Rest wurde in Methanol mit
Diazomethan in den Methylester tibergefithrt, der nach zweimaligem Sublimieren im Hoch-
vakuum bei 113° schmolz und durch Misch-Smp. und IR.-Absorptionsspektrum in KBr als
Chinoxalincarbonsédure-(2)-methylester3) identifiziert wurde.

Chinoxalincarbonsdure-(2)-hydvazid durch Hydvazinolyse des Lchinomycins. 360 mg Lchino-
mycin wurden in 10 ml absol. Alkohol mit 1 ml Hydrazinhydrat 5 Std. unter Riickfluss gekocht.
Das Reaktionsgemisch wurde filtriert, eingedampft, 48 Std. im Vakuum iiber Schwefelsiure
getrocknet und in 6 ml kochendem Wasser gelost. Nach dem Abkiihlen fielen 42 mg gelbe Nadeln
aus, dic dreimal aus Methanol umkristallisiert wurden; Smp. 213,5°. Zur Analyse wurde im Hoch-
vakuum bei 125° sublimiert.

CoHON, Ber. C 5744 H 4,29 N 29,77%  Gef. C 57,74 H 4,36 N 29,549,

Die Verbindung war in jeder Hinsicht mit einem authentischen Vergleichspriparat??)
identisch.

Methylamin durch saure Hydvolyse des Echinomycins. 627 mg Echinomycin wurden mit 10 ml
6-n. Salzsidure im zugeschmolzenen Rohr 14 Std. auf 105° erwdrmt. Nach Verdiinnen mit 20 ml
Wasser schiittelte man erschépfend mit Ather aus. Die wisserige Schicht wurde im Vakuum vom
Ather befreit und nach Zugabe von 5 ml 40-proz. Natronlauge destilliert. Wahrend der Destilla-
tion gab man zweimal je 20 ml Wasser zum Destillationsgut zu. Das Destillat (insgesamt 65 ml)
wurde in einer Vorlage mit 50 ml 0,1-n. Salzsdure aufgefangen und die nicht verbrauchte Siure
mit 0,1-n. Natronlauge auf Methylorange zuriicktitriert: gef. 1,54 Mol {lichtige Base pro Mol
Echinomycin. Dic angesduerte Losung wurde zur Trockene verdampft, in 20 ml Wasser gelost
und die fliichtigc Base nach Versetzen mit Natronlauge nochmals in 0,1-n. Salzsiure iiberdestil-
liert. Nach dem Eindampfen der sauren Losung blieb das farblose kristalline Hydrochlorid der

19 G. HeEsse & I. JorRDER, Chem. Ber. 85, 924 (1952), H. LEcHER & W. SIEFKEN, Ber.
deutsch. chem. Ges. 59, 2594 (1926).

20) H. RHEINBOLDT, Ber. deutsch. chem. Ges. 59, 1311 (1926); 60, 184 (1927).
) F. FEIcL, Spot Tests in Organic Analysis, 5th Ed., Elsevier, Amsterdam 1956, S. 2281{f.
) G. ToExxies & J. J. KoL, Anal. Chemistry 23, 823 (1951).
) Biochem. biophys. Acta 11, 209 (1953).
2y J.C. SHEEHAN, H. G. ZacHAaUu & W. B. LawsoN, J. Amer. chem. Soc. 80, 3352 (1958).
) Helv. 33, 1975 (1950).
) A.R. Jones, E. J. DowLING & W. J. SKrRaBa, Anal. Chemistry 25, 394 (1953).

) Ein Vergleichspriparat von Chinoxalincarbonsiure-(2)-hydrazid wurde von Herrn
P. Baumann (Diplomarbeit ETH 1957) hergestellt durch Umsetzung von synthetischem Chino-
xalincarbonsdure-(2)-methylester mit einer methanolischen Lésung von Hydrazinhydrat. Die
Verbindung schmolz nach Umkristallisieren aus Methanol und Sublimation im Hochvakuum bei
213-214°,
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Basc zuriick, welche papierchromatographisch mit Phenol-Wasser als Lésungsmittel und 0,2-proz.
Ninhydrin-Losung in Alkohol als Entwicklungsreagens als fast rcines Methylamin identifiziert
werden konnte. Nachher wurde das Papierchromatogramm mit einer Ldsung von 0,19, Nin-
hydrin und 0,059%, Ascorbinsaure in Feinsprit bespriiht und bei 40-50° im Luftstrom getrocknet?s).
Es erschien dabeiein zweiter, schr schwacher Fleck, der auf eine Spur von Ammoniak hinweist.
Das rohe Methylamin-hydrochlorid wurde dreimal im Hochvakuum sublimiert: pKﬁcs 9,93,
Aqu.-Gew. 69%9), in Ubercinstimmung mit einem authentischen Vergleichspriparat. 20 mg des
sublimierten Hydrochlorids wurden mit Phenylisothiocynat in den N-Methyl-N’-phenyl-thio-
harnstoff ibergefithrt, der nach dreimaligem Umkristallisieren aus verd. Alkohol bei 113°
schmolz3%). Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet.
CeH (NS Ber. C 57,82 H 6,07 N 16,86 S 19,269,
Gef. ,, 57,83 ,, 5,94 ,, 16,88 ,, 19,209,

Die Verbindung war nach Misch-Smp. und IR.-Absorptionsspektrum mit cinem authentischen
Vergleichspriaparat identisch.

Ammoniak und Methylamin durch alkalische Hydvolyse des Echinomycins. 315 mg Echinomy-
cinin 45 m] Wasser wurden mit 5 g Natriumhydroxyd 8 Std. unter Riickfluss gekocht, wobei man
die entweichenden Gase in einer Vorlage mit 50 ml 0,1-n. Salzsiure einleitete. Nachher wurden
insgesamt 95 ml des Reaktionsgemisches, dem man zweimal je 30 ml Wasser zufiigte, in die
gleiche Vorlage destilliert. Durch Riicktitration mit 0,1-n. Natronlauge wurden 3,13 Mol {liich-
tige Bascn pro Mol Echinomycin festgestellt. Die weitere Aufarbeitung, die auf gleiche Weise
wic bei der sauren Hydrolyse beschrieben erfolgte, lieferte 38 mg eines Hydrochlorid-Gemisches,
in welchem papierchromatographisch vergleichbare Mengen von Ammoniak und Methylamin
nachgewiesen wurden. Durch wiederholte fraktionierte Sublimation von 30 mg des Hydrochlorid-
Gemisches bei 90-100° im Hochvakuum konnten 10 mg des weniger fliichtigen Methylamin-
hydrochlorides und 13,3 mg des leichter flichtigen Ammoniumchlorids gewonnen werden. Das
Ammoniumchlorid zeigte ein pKpcs 8,83 und Aqu.-Gew. 51, ebenso wic authentisches Ammo-
niumchlorid. Aus 9 mg wurde mit Phenylisothiocyanat der Phenylthioharnstoff hergestellt,
der nach dreimaligem Umloscn aus wisserigem Alkohol bei 154°31) schmolz. Zur Analyse wurde
im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet.

C,HgN,S Ber. C 5525 H 5,30 N 16,86 S 21,03%
Gef. ,, 55,56 ,, 5,15 ,, 16,88 ,, 21,049,

Die Idcntifikation erfolgte auch durch Misch-Smp. und IR.-Absorptionsspektrum.

Das Methylamin-hydrochlorid wurde papierchromatographisch und durch das Uberfiihren
in den N-Methyl-N’-phenyl-thioharnstoff identifiziert.

In den nichtfliichtigen Produkten der alkalischen Hydrolysc konnte nach Entsalzen mit
einer Ionenaustauscher-Kolonne und Hydrolyse mit 6-n. Salzsiure bei 110° papierchromato-
graphisch Alanin und N-Methylvalin, aber kein Serin nachgewiesen werden.

Negative Versuche zum Nachweis kleiner Spaltstiicke bei dev Hydyrolyse von Echinomycin. Saure
und alkalische Hydrolyse von Echinomycin gaben keine fliichtigen Produkte wie Formaldehyd
(gepriift mit Dimedon), Acetaldehyd oder Aceton (gepriift mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin),
Mercaptane (gepriift mit Quecksilber(IT)-cyanid) und Sulfide (gepriift mit Quecksilber(II)-
chlorid). Bei der sauren Hydrolyse konnten keine fliichtigen Sduren nachgewiesen werden.

Echinomycinsiure. 2,17 g Echinomycin wurden mit 200 ml einer 0,04-n. Lésung von Natrium-
hydroxyd in 90proz. wisserigemn Methanol 2 Std. bei 38° geriihrt und weitere 2 Std. bei 30°
stehengelassen. Nach 30 Min. hatte sich alles Echinomycin klar gelést. Die intensiv gelbe alka-
lische Losung wurde mit 0,1-n. Salzsdure auf pH 6,5 gebracht und mit 50 ml Wasser verdiinnt.
Das Methanol wurde nun im Vakuum vertrieben und die wisserige Lésung mit verd. Salzsaure
angesducrt. Die Echinomycinsiure schied sich flockig aus und wurde in Athylacetat aufgenom-

28) A.T. H. Burness & H. K. King, Biochem. J. 68, 32 P (1958).

2%) W, SimMonN, E. KovAts, L. H. CHoPARD-DIT-JEAN & E. HEILBRONNER, Helv. 37, 1872
(1954).

30y R. L. SHRINER, R. C. Fuson & D. Y. CurTIN, The Systematic Identification of Organic
Compounds, 4th Ed., J. Wiley & Sons, New York 1957, S. 278.

31) P. pe CLErRMONT, Bull. Soc. chim. France [2] 25, 242 (1876).
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men, Die mit Wasser gewaschenen Athylacetat-Ausziige wurden zweimal mit 5 proz.Natrium-
hydrogencarbonat-Losung ausgeschiittelt. Die wisserige Schicht befreite man vom organischen
I.osungsmittel, indem man 1 Std. Stickstoff durchleitete, worauf man die Echinomycinsdure mit
2-n. Salzsdure fillte und nach zweistiindigem Stehen Dbei 0° filtrierte. Der mit Wasser gcwaschene
Niederschlag wurde iiber Nacht im Vakuum getrocknet: Ausbeute 1,87 g (83%, d. Th.) rohe
Echinomycinsiure, welche ein amorphes, gelbliches Pulver darstellte. Im Papierchromatogramm
(Alkohol-Ammoniak-Wasser 8§:1:1, UV.-Photokopie)?$) konnte neben dem Hauptprodukt eine
geringe Menge einer rascher wandernden Saure nachgewicsen werden.

Dic Craic-Verteilung der rohen Echinomycinsiure wurde mit Chloroform als stationire
Phase und mit MclLvaiNg-Pufferlosung pH - 7 als bewegliche Phase durchgefithrt. 1,538 g
rohe Echinomycinsdure wurden iiber 122 Stufen verteilt und der Echinomycinsdure-Gehalt
colorimetrisch bei 328 myu bestimmt. Das Verteilungsmaximum befand sich in der Stufe 55 und
dasjenige einer kleinen Nebenkomponente in der Stufe 115. Zur Gewinnung der reinen Echino-
mycinsdurce wurden die Stufen 34-65 angesduert und mit Chloroform erschépfend ausgezogen. Die
mit Wasser gewaschenen und getrockneten Chloroform-Ausziige hinterliessen beim Eindampien
1,40 g papierchromatographisch einheitliche Echinomycinsiure, die zur Analyse dreimal aus
Aceton-Ather umgelést wurde. Die so gereinigte Echinomycinsiure bildete cin farbloses, amor-
phes Pulver, das beil 158-160° weich wurde, um sich beim wcitcren Erhitzen langsam zu zersetzen.
Zur Analyse wurde zuerst 3 Tage im Hochvakuum bei Zimmertemperatur iiber I’hosphorpentoxyd
getrocknet, wodurch man ein Dihydrat der Siure erhielt, [o)p = —178° (¢ = 1,062, Chloroform)
pKics 6,92, Aqu.-Gew. 55029).

CyoHgpO012N155,,2H, 0 Ber. C 53,55 H 5,77 N 14,99 S 5,729,
Gef. ,, 53,36 ,, 6,11 ,, 1460 ,, 5,609%

Das in Feinsprit aufgenommene UV.-Absorptionsspektrum der Echinomycinsiure weist
folgende Maxima auf: 244,5 mu (loge = 4,88), 320 mu (loge = 4,25), 330 mu (loge = 4,26).
IR.-Absorptionsspektrum in KBr vgl. IYig. 1, Kurve 1.

Die wasserfreie Iichinomycinsdure wurde nach 48 Std. Trocknen bei 100° iiber Phosphor-
pentoxyd im Hochvakuum erhalten.

CooHgyO1aNyp S, Ber. € 55,34 H 557 N 1549 5 5919,
Gef. ,, 55,53 ,, 5,76 ,, 15,29 ,, 5,70%

Echinomycinsdure ist im Agar-Diffusionsplattentest in einer Konzentration 1 mg/ml und
wirksan gegen Bactllus subtilis und Micvococcus pyogenes var. aureus.

Quantitative Bestimmung der Aminosduven und die Endcarboxvi-Bestimmung in dev Echino-
mycinsduve. Die Bestimmung wurde wic beim Echinomycin durchgefithrt und ergab 2,0 Mol
Alanin und 1,9 Mol N-Methylvalin pro Mol Echinomycinsdure. Vor der Cralg-Verteilung fand
man in der Echinomycinsdure noch ctwas Serin; die reine Verbindung war dagegen frei von Serin.

10 mg Ichinomycinsdure wurden mit einem Gemisch von 0,75 ml Acctanhydrid und 5,0 ml
Pyridin 12 Std. im zugeschmolzenen Rohr auf 155° erhitzt9). 1Das Reaktionsgemisch wurde mehr-
mals in Wasser aufgenommen und zur Trockne verdampft. Den Riickstand hydrolysierte man
15 Std. mit 6-n. Salzsdurc bei 110° und untersuchte das Hydrolysat papierchromatographisch auf
Aminosiduren. Es liess sich nur Alanin nachweisen. Bei 3std. Erhitzen mit Acetanhydrid-Pyridin
konnten noch Spuren von N-Methylvalin gefunden werden. Es ist bekannt, dass bei N-Alkyl-
aminosduren fiir dic DAKIN-WzsT-Reaktion drastischere Bedingungen notwendig sind3?) als fiir
ihre nichtsubstituierten Analoga.

Brenztraubensdure duvch sauve Hydvolyse der Echinomycinsduve. 85 mg Echinomycinsiure
wurden im zugeschmolzenen Rohr mit 2 ml 6-n. Salzsiure 12 Std. auf 110° crhitzt. Das mit 5 ml
Wasser verdiinnte Hydrolysat wurde sechsmal mit 10 ml Ather ausgezogen. Die dtherischen Aus-
ziijge wurden getrocknet und durch einc Vigrrux-Kolonne eingedampift. Der Rickstand wurde
mit 1 ml Wasser gelost, filtriert, das Filter mit 1 ml Wasser nachgespilt und das Filtrat mit
50 ml einer heissen 0,1proz. Losung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 3-n. Salzsdure versetzt.
Nach dreistd. Stchen wurde dreimal mit Athylacetat ausgezogen und die Ausziige mit 5proz.

3%y Vgl. R. H. WiLey & O. H. Boruw, J. Amer. chem. Soc. 72, 1626 (1950) ; R. HINDERLING,
B. Priys & H. ERLENMEYER, Helv. 38, 1415 (1955); G. I.. BucHanaN, S. T. REmp, R. E. S.
TuomsoN & E. G. Woop, J. chem. Soc. 1957, 4427.
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Natriumhydrogencarbonat-Lésung ausgeschiittelt. Nach Ansiuern der wisserigen Schicht mit
Salzsiure wurde wieder mit Athylacetat extrahiert. Der Riickstand nach dem Eindampfen des
Athylacetats (8 mg) wurde in 0,4 ml Methanol geldst und papierchromatographisch mit authen-
tischem Brenztraubensiure-2,4-dinitrophenylhydrazon verglichen®?). Papier: ScCHLEICHER
& ScHULL 2043b, mit Sidure gewaschen und mit Borat-Pufferlésung pH 9,2 imprigniert, luft-
trocken. Fliessmittel: tert. Amylalkohol-Alkohol-Wasser (5:1:4), obere Phase. Von den zwei
Flecken mit Rf 0,44 und 0,66 stimmte dcr erste, stiarkere, mit demjenigen des kristallisierten
authentischen Vergleichspriparates tiberein. Vom zweiten wird angenommen, dass cr der diaste-
reomeren Verbindung entspricht.

LEchinomycin gibt unter gleichen Bedingungen keine Brenztraubensiure.

Ammoniak und Methylamin durch saure Hydvolyse dev Echinomycinsdure. 130 mg Echino-
mycinsdure wurden unter den gleichen Bedingungen, wie bei Ichinomycin beschrieben, mit
6-n. Salzsiure hydrolysiert und die dabei entstandenen fliichtigen Basen isoliert. Es wurden
3,19 Mol pro Mol Echinomycin eines Basen-Gemisches erhalten, das — wie eine papierchromato-
graphische Untersuchung zeigte — aus etwa gleichen Mengen Ammoniak und Methylamin bestcht.

Reduktive Entschwefelung des Echinomycins mit RaNEY-Nickel: Desthio-echinomycin. 1,5 g
Echinomycin wurden in 220 ml warmem Alkohol gelost, mit 80 ml Wasser verdiinnt und 5 Std.
niit 16 g modifiziertem RaNeEv-Nickel W—-23¢) unter Rithren zum Sieden erhitzt. Nach dem
Erkalten wurde durch Celite filtriert und der Niederschlag griindlich mit viermal je 30 ml 70proz.
Alkohol und dreimal mit 95proz. Alkohol gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden zur
Trockne eingedampft, der Riickstand in Chloroform geldst, die Losung mit Wasser gewaschen,
getrocknet und eingedampft. Das erhaltene Produkt (1,24 g) wurde nochmals auf gleiche Weise
mit Ranev-Nickel behandelt. Nach der Aufarbeitung erhielt man 1,0 g eines bridunlichen, amor-
phen Pulvers, das nach dem Trocknen im Hochvakuum noch 0,569, S enthielt. Das Produkt,
welches nach einer papierchromatischen Untersuchung mit dem Lésungsmittelsystem Bush C 348)
kein Echinomycin mehr enthielt, war kaum antibakteriell wirksam. Das UV .-Absorptionsspek-
trum in Feinsprit zeigt, dass der Chinoxalin-Kern bei der Entschwefelung angegriffen wird. Es
wurden folgende Maxima beobachtet: 246 mu (log E% Z‘;l 1,78), 312 mu (log E} Z/;.’n 1,74).

1,44 g des Desthio-echinomycins, welches durch dreimalige Behandlung von 2,80 g Lichino-
mycin mit RaNEvY-Nickel bereitet worden waren, wurden einer Cralg-Verteilung iiber 198 Stufen
mit folgendem Lgsungsmittelsystem unterworfen: 31 Tetrachlorkohlenstoff, 21 Chloroform, 41
Methanol und 11 Wasser. Von jeder fiinften Fraktion wurde das UV.-Absorptionsspektrum in
der Gegend von 270--330 mu bestimmt, worauf die zusammengehérenden Fraktionen vereinigt,
mit Wasser versetzt und mit Chloroform ausgeschiittelt wurden. Dic getrockneten Chloroform-
Ausziige wurden im Vakuum eingedampft.

Aus den Fraktionen 27-37 wurden 138 mg eines Produktes erhalten, welches nach zwei-
maligem Umlésen aus Chloroform-Ather 66 mg eines blassgelben Pulvers lieferte, das sich bei
186,5-190,5° unter Braunfirbung zersetzte. Gef. $ 0,279, Mol.-Gew. 998 4- 40 (Chloroform)>3)®).
UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: Agpax 291 mu (log F%Z'Jn = 1,85).

Dic Fraktionen 91-115 (287 mg) wurden in wenig warmem Aceton gelost, filtriert und mit
Ather gefallt. Durch das Umfillen des erhaltenen Niederschlages aus Chloroform-Ather erhielt
man 103 mg eines gelblichen Pulvers, das sich bei 193-204° zersetzte. Gef. S 0,909, Mol.-Gew.

1081 - 35 (Chloroform)?)$). UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: Apax 294 mu (log E} Z’n 1,80),
308 my (log Ej % 1,82).
Die Fraktionen 131-157 (264 mg) lieferten nach Umfillen aus Chloroform mit Ather 108 mg

gelbliches Pulver mit dem Zersetzungspunkt 195-209°, das fiir einc Molekulargewichtsbestim-
mung in Chloroform zu schwer 18slich war. Gef. $ 2,109, ; UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit:

Amax 217 mp (log E} % — 2,72), 307 my (log E1 % — 1,83).

lcm

33) A. I. VirTanEN, J. K. MietTiNeN & H. KuntTUu, Acta chem. scand. 7, 38 (1953);
B. Franck & J. KNoKE, Chem. Ber. 90, 2450 (1957); S. M. ALTMANN, E. M. CROOK & S. P.DATTA,
Biochem. J. 49, LXIIIT (1951).

31) R.MoziNGo, D. E.WoLF, S.A.HarrIs & K. FoLKERS, J.Amer, chem. Soc. 65, 1013 (1943).

sa3) [ E.Buss, Biochem. J. 50, 370 (1952).
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In gleicher Weise liessen sich aus Fraktionen 171-190 (128 mg} 30 mg eines blassgelben
Pulvers mit dem Zersetzungspunkt 167-173° erhalten. Gef. S.1,559%,, Mol.-Gew. 1093 4 77 (Chloro-

% 2,32),291 mpu (log El Z/fn:

cm

form)%)8). UV.-Absorptionsspektrum in Feinsprit: Ay 243 mu (log E}
1,90).

Alle vier Priparate gaben bei der sauren Hydrolyse nach papierchromatographischer Unter-
suchung die vier Aminosiuren: Scrin, Alanin, N-Methylalanin und N-Methylvalin35).

Totale sawre Hydrolyse des Desthio-echinomycins. 2,30 g rohes Desthio-echinomycin wurden
im eingeschmolzenen Rohr mit 35 ml 6-n. Salzsdure 20 Std. auf 110° erhitzt. Das dunkelgefarbte
Hydrolysat verdiinntc man mit 35 ml Wasser und liess es 2 Std. mit Aktivkohle stehen. Nach
dem Filtrieren iiber Celite entferntc man die Salzsiurc durch mehrmaliges Eindampfen im
Vakuum unter Zugabe von etwas Wasser. Der Riickstand wurde mit Ammoniak neutralisiert
und in zwei Halften geteilt, von welchen man jede in 13 ml 50proz. Isopropylalkohol gelést an
einer Cecllulosepulver-Sdule chromatographicerte. Die Sidule wurde aus 400 g Cellulosepulver
bereitet (d = 5c¢m, | = 52 c¢m) und vor dem Gebrauch mit 31 90proz. Isopropylalkohol gewa-
schen. Als Eluierungsmittel diente 90proz. Isopropylalkohol. Mit einem automatischen Frak-
tionssammler wurden Fraktionen & 15 ml aufgefangen und dann papierchromatographisch auf
Aminoséauren gepriift. Die Fraktionen 35-105 enthielten N-Methylvalin, die Fraktionen 144-230
N-Methylalanin und die Fraktionen von 259 aufwirts, die mit 50proz. Isopropylalkohol eluiert
wurden, cin Gemisch von Alanin und Serin.

Isolievung von L-N-Methylvalin. Der Riickstand, welcher nach dem Eindampfen der Frak-
tionen 35-105 zuriickblicb, wurde in wenig hcissem Wasser aufgenommen, f{iltriert und mit
Aceton gefillt. Das erhaltene farblose Pulver (481 mg, 879, d. Th.) wurde aus Wasser-Alkohol-
Aceton umkristallisiert und im Hochvakuum bei 140° sublimiert: Smp. 285,5°, [a]p = 4 35°
{c = 1,441, 6-n. Salzsiure), pKyjeq 10,01, Aqu.-Gew. 132 (ber. 131,2) 29).

CeHON  Ber. € 54,94 H 999 N 10,68 (N)CH; 11,469,
Gef. ,, 55,00 ,, 10,05 ,, 10,84 " 11,769,

Das papierchromatographische Verhalten und das IR.-Absorptionsspektrum in KBr, Fig. 2,
Kurve 3, waren mit denjenigen eines authentischen Vergleichspriparates®®) identisch.

Isolievung von L-N-Methylalanin. Der Rickstand aus den Fraktionen 144—230 wurde zweimal
mit je 14 ml heissem Wasser ausgezogen, filtriert und wieder eingedampft. Durch Auflésen in
heissem Alkohol und Fallen mit Aceton-Ather (1:1) erhielt man 666 mg eines farblosen Pulvers,
welches durch Entsalzen an einer Mischkolonne aus Amberlite IR-4 B und IRC-50 vom beige-
mischten Ammoniumchlorid befreit wurde. Die durch Eindampfen im Vakuum erhaltene rohe
Aminosiure (260 mg, 599 d.Th.) kristallisicrte man aus Alkohol-Aceton-Ather um. Durch
Sublimation im Hochvakuum bei 130-135° wurde die reine Verbindung vom Smp. 282°37)
erhalten; (] = + 10° (c = 2,248, 6-n. Salzsiure)?”), pKfcs 10,17, Aqu.-Gew. 99 (ber. 103,1)2).

C,H,O,N Ber. C 46,59 H 8,80 N 13,58 (N)CH, 14,589,
Gef. ,, 46,55 ., 8,67 ,, 13,49 ., 14,619

IR.-Absorptionsspektrum in KBr: Fig. 2, Kurve 2. Das erhaltene 1-N-Methylalanin liess sich
papicrchromatographisch nicht vom synthetischen pL-N-Methylalanin unterscheiden.

2,4-Dinitvophenyl-Derivat3)%). Die aus 65 mg L-N-Methylalanin hergestellte Verbindung
kristallisicrte aus Ather-Hexan unter Zusatz von cinigen Tropfen Methanol in scidigen gelben

} Zur papierchromatographischen Trennung von Aminosiuren wurden, sofern nichts
anderes vermerkt, zweidimensionale Papierchromatogramme auf WrHATMAN-Papier Nr. 1 ausge-
fithrt. Als Fliessmittel dienten a) Phenol-Wasser (8:2) und b) n-Butylalkohol-Eisessig-Wasser
(4:1:1). Die Aminosduren wurden mit Ninhydrin-Reagens entwickelt, die N-Methylamino-
siuren durch Besprithen mit Pyridin und 0,2proz. L.ésung von p-Nitrobenzoylchlorid in Benzol:
S. EpLBacHir & F. Litvan, Z. physiol. Chem. 265, 241 (1940), Pr. A. PLATTNER & U. NAGER,
Helv. 31, 2203 (1948).

3) Hergestellt von K. ZrHNDER, Diss. ETH, Ziirich 1951. Vgl. auch PL. A. PLATTNER
& U. NaGER, Helv. 31, 665 (1948); A. H. Cook, S. F. Fox & T. H. FARMER, J. chem. Soc. 1949,
1022; C. E. DaLcriresu, A. W. JounNsoN, A. R. Topp & L. C. VINING, J. chem. Soc. 1950, 2946.

37} K. ZEHNDER, Diss. ETH, Ziirich 1951.

3) A L. Levy & D. CHUNG, J. Amer. chem. Soc. 77, 2899 (1955).
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Nadeln vom Smp. 106,5-108,5° (Zers.), [a]y = +66° (¢ = 2,134, Chloroform). Zur Analyse wurde
im Hochvakuum bei 50° getrocknet.

CoHpON;  Ber. C 44,61 H 4,12 N 1571%  Gef. C 44,70 H 4,09 N 15,499

Die Verbindung wurde mit einem synthetischen DL-2,4-Dinitrophenyl-N-methylalanin als
papierchromatographisch identisch gefunden. Zur Papierchromatographie wurde WHATMAN-
Papier No. 1, getrdnkt mit 1,5-m. Phosphat-Pufferlésung pH = 6,0 und an der Luft getrocknet,
verwendet. Fliessmittel: tert. Amylalkohol mit der gleichen Pufferldsung gesittigt3®).

Isolierung von D-Sevin und L-Alanin. Die eingedampften Fraktionen, welche ein Gemisch
dieser Aminosiuren enthielten, wurden in 65 ml Wasser gelost und mit einer Mischkolonne aus
Amberlite IR-4B und IRC-50 von Ammoniumchlorid befreit. Der Riickstand nach dem Ein-
dampfen der entsalzten Eluate wurde erneut an einer Cellulosepulver-Saule mit einem Gemisch
aus n-Butanol-Essigsdure-Wasser (4:1:1) chromatographiert. Es wurden wieder Fraktionen a
15 ml getrennt aufgefangen und auf Aminosiduren papierchromatographisch gepriift. Aus den
Fraktionen 50-78 wurden 350 mg (939, d. Th.) rohes L-Alanin und aus den Fraktionen 86-116
376 mg (849, d. Th.) rohes p-Serin isoliert. Beide Aminosiuren wurden durch Kristallisation
gereinigt und durch Smp., IR.-Absorptionsspektrum, optisches Drehungsvermogen und papier-
chromatographisches Verhalten identifiziert.

Pavtielle sauve Hydyvolyse des Desthio-echinomycins. — a) 40 Std. bei 20°. 27 mg rohes Desthio-
echinomycin wurden im eingeschmolzenen Rohr 40 Std. mit 0,15 ml konz. Salzsiure stehen
gelassen und das Hydrolyseprodukt dann im Vakuum zur Trockne eingedampit. Die iiber-
schiissige Salzsdure wurde durch wiederholtes Eindampfen unter Zugabe von etwas Wasser ent-
fernt, der Riickstand in Wasser gelést, mit Athylacetat ausgeschiittelt und die wisserige Schicht
wieder eingedampft und im Vakuum iiber Kaliumhydroxyd getrocknet.

by 72 Std. bei 37°. Auf gleiche Weise wurde ein Hydrolyseprodukt aufgearbeitet, welches
durch 72std. Stehenlassen von 47 mg rohem Desthic-echinomycin mit 0,2 ml konz. Salzsiure
bei 37° entstand.

Zur chromatographischen Trennung der Hydrolyseprodukte verwendete?) man WHATMAN-
Papier No. 3 und als Fliessmittel Phenol mit Wasser gesattigt. Das aufsteigende Papierchromato-
gramm liess man 50 Std. laufen. Darauf wurden zwei Randstreifen mit Ninhydrin-Lésung ent-
wickelt und die dadurch lokalisierten Zonen mit Aminosiduren und Polypeptiden ausgeschnitten,
einzeln mit Wasser cluiert und mit n-Butylalkohol-Essigsdure-Wasser (4:1:1) 15 Std. absteigend
papierchromatographiert. Die durch Anfirben der Randstreifen lokalisierten Verbindungen
wurden wieder ausgeschnitten und eluiert. Die Hélfte des Lluates wurde jeweils in zugeschmol-
zener Kapillare mit 6-n. Salzsiure bei 110° vollstindig hydrolysiert, die andere Halfte mit
2,4-Dinitrofluorbenzol und Trimethylamin umgesetzt. Die erhaltenen 2,4-Dinitrophenyl-Derivate
wurden mit 6-n. Salzsdure bei 110° vollstindig hydrolysiert und die Hydrolyseprodukte in die
atherloslichen 2,4-Dinitrophenyl-Derivate und die wasserloslichen freien Aminosiuren aufge-
trennt, welche nach den frither erwihnten Methoden®?)3®) papierchromatographisch untersucht
wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 1 (S. 311) zusammengefasst.

Reduktion von Echinomycin mit Lithiumborhydyid. Zu einer eisgekiihlten Losung von 27 mg
Echinomyecin in 30 m! trockenem Tetrahydro-furan wurden 54 mg Lithiumborhydrid in mehreren
Portionen zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 12 Std. in einer Stickstoffatmosphéare bei
Zimmertemperatur gerithrt und dann mit 10 ml n-Butylalkohol versetzt. Nachdem das Tetra-
hydro-furanim Vakuum entfernt worden war, fiigte man weitere 3 ml wassergesiattigten n-Butyl-
alkohol zu. Nun wurde 10 Min. auf 60° erwdrmt und filtriert. Der Niederschlag wurde viermal
mit je 5 ml warmem n-Butylalkohol gewaschen, die Filtrate im Vakuum eingedampit und der
Riickstand mit absol. Alkohol ausgezogen. Die Ausziige wurden eingedampft, mit 10 ml Per-

3% S. BLackBURN & A. G. LowTHER, Biochem. J. 48, 126 (1951); A. L. LEvy, Nature 174,
126 (1954).

40) Zur Methodik der Papierchromatographie von Aminosiuren und Polypeptiden vgl.
F. CrRaMER, Papierchromatographie, 4. Aufl.,, Verlag Chemie, Weinheim 1958, S.108-113;
E. LEDERER & M. LEDERER, Chromatography, 2. Aufl., Elsevier, Amsterdam 1957, S. 338-348;
I. M. Hats & K. MacEx, Handbuch der Papierchromatographie, Bd. I., G. Fischer, Jena 1958,
S. 412-510.
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ameisensiure oxydiert4!) und mit 6-n. Salzsiure auf Gbliche Weisc hydrolysiert und aufgear-
beitet. Kin kleiner Teil des Hydrolyseproduktes, welches in 0,5 ml Wasser aufgenommen wurde,
diente fiir die papierchromatographische Untersuchung. Wihrend Serin und Alanin unverdndert
blieben, fehlte N-Methylvalin vollstandig. An seiner Stelle wurde ein ncuer Fleck gefunden, der
durch Mischchromatogramme eindeutig als N-Methylvalinol identifiziert werden konnte. In der
Nihbe des Serin-Fleckes wurde ein weiterer Fleck erhalten, der nach seiner Lage im Papierchroma-
togramm und nach seinen Farbreaktionen mit Ninhydrin (blassviolett) und mit Pyridin und
p-Nitrobenzoylchlorid (gelb) mit demjenigen der N-Methylcysteinsdure iibercinstimmte. Drei
ganz schwache Flecken, welche auch auftreten, wenn man synthetisches N, N’-Dimethylcystin der
Behandlung mit Perameiscnsdure und 6-n. Salzsiure unterworfen hat, sind wohl sekundéire
Umwandlungsprodukte des N-Methyl-cysteins42).

Die Hauptmenge des Hydrolysenproduktes wurde mit Natriumhydrogencarbonat ncutrali-
siert, mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung von 30 mg 2,4-Dinitrofluorbenzol in
5 ml Alkohol 3 Std. bei Zimmertemperatur gerithrt. Der Alkohol wurde darauf im Vakuum ab-
getricben, woraul man die wisserige alkalische Losung dreimal mit Ather extrahierte. In den
Ather-Ausziigen wurde papierchromatographisch 2,4-Dinitrophenyl-N-methylvalinolidentifiziert.
Die wiisscrige Schicht wurde mit verd. Salzsiure vorsichtig angesiuert und wieder mit Ather
ausgezogen. Diese Ather-Ausziige enthielten, wie papierchromatographisch gezeigt werden
konnte, die 2,4-Dinitrophenyl-Derivate des Alanins und des Serins. Schliesslich wurde die
saure wisserige Losung auf etwa 0,5 ml eingedampit und papierchromatographisch untersucht.
Es konnte darin direkt und durch Mischchromatogramme die 2,4-Dinitrophenyl-N-mecthyl-
cysteinsinre nachgewiescn werden. Diese letztere lisst sich eindeutig papierchromatographisch
von der 2,4-Dinitrophenyl-cysteinsdure unterscheiden 43).

Reduktion von Echinomycin mit Natvium und Ammoniak. Zu 108 mg Echinomycin in 150 ml
fliisssigem Ammoniak wurden in mehreren Portionen 30 mg Natrium zugefiigt. Die anfangs gelbe
Losung farbte sich zunichst rot und schliesslich blaun. Zum Reaktionsgemisch wurden nun 70 mg
trock. Ammoniumchlorid zugegeben und das Ammoniak wurde abdunsten gelassen. Die Lésung
des Riickstandes in 20 ml Wasser wurde mit 0,1-u. Salzsdure auf pH 5 cingestellt und dreimal
mit Chloroform ausgeschiittelt. Durch Eindampfen der getrockneten Chloroform-Ausziige erhielt
man 93 mg eines gelben, amorphen Produktes, das auf iibliche Weise mit Perameisensidure oxy-
diert und mit 6-n. Salzsdure vollstindig hydrolysiert wurde. Neben Serin, Alanin und N-Methyl-
valin konnte im Hydrolyseprodukt leicht die N-Methylcysteinsdure papierchromatographisch
nachgewiesen werden. Nach Umsetzung mit 2,4- Dinitrofluorbenzol konnte papierchromatogra-
phisch neben den 2,4-Dinitrophenyl-Derivaten von Serin, Alanin und N-Methylvalin ein schwa-
cher Fleck beobachtet werden, der mit demjenigen des 2,4-Dinitrophenyl-N-methylalanin {iber-
einstimmte. Die wasserloslichen Anteile enthielten reichliche Mengen 2,4-Dinitrophenyl-N-
methyleysteinsiure, die ebenfalls papierchromatographisch identifiziert wurde43).

Synthetische Vergleichspviparate

pL-N-Methyl-alanin wurde nach den Angaben von E. FiscHEr & L.v. MECHELY) aus a-
Brompropionsidure und 40proz. wasserigem Mcthylamin bereitet. Zur Analyse wurde im Hoch-
vakuum bei 120-130° sublimiert. pKf[cs 10,18, Aqu.—Gew. 99 (ber. 103,1)29)

CyHO,N  Ber. C 46,59 H 880 N 13,589,  Gef. C 46,62 H 878 N 13,519

2,4-Dinitvophenyl-N-methylalanin wurde nach Levy & CHUNG38) crhalten. Es bildete aus
Athylacetat-Ather-Hexan oder aus Methanol-Wasser goldgelbe Nadeln vom Smp. 156,5-158°.
Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 75° getrocknet.

CHON,  Ber. C 44,61 H 4,12 N 1561%  Gef. C 4460 H 4,19 N 15,589

41) E. ScHraM, S. Moore & E. J. BicwooDn, Biochem. J. 67, 33 (1954).

42y Vgl. M. B. Van HaLTEREN, Nature 168, 1090 (1951).

43) Zur papierchromatographischen Trennung von 2,4-Dinitrophenyl-Derivaten der N-
Methylcysteinsaure und Cysteinsaurc eignet sich besonders Phosphat-Pufferlosung pH 6,0 mit
tert.-Amylalkohol gesdttigt als Fliessmittel.

4y Ber. deutsch. chem. Ges. 49, 1355 (1916).
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DpL-N-Methyl-valinol wurde nach O. VooL & M. P6HM 45) durch Reduktion von feinpulveri-
siertem prL-N-Methylvalin®?) mit Lithiumaluminiumhydrid in trockenem Tetrahydro-furan her-
gestellt. Aus 1,31 g N-Methylvalin konnten 0,85 g (73% d. Th.) farbloses, hygroskopisches Ol,
Sdp. 90-92°/12,5 Torr, erhalten werden. Zur Analyse und Charakterisierung wurde die Base in
alkoholischer Losung in ihr saures Oxalat iibergefithrt, welches mit Ather gefillt wurde. Nach
dreimaligem Umkristallisieren aus Methanol-Ather schmolz das Salz bei 117,5-118,5°. Zur
Analyse wurde 2 Tage bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet.

CeH,;O;N Ber. C 46,37 H 8,27 N 6,76%  Gef. C 46,46 H 8,24 N 6,709%

DL-2, 4-Dinitrophenyl-N-methylvalinol wurde aus N-methylvalinol und 2,4-Dinitrofluorbenzol
in Gegenwart von gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung bereitet 46). Das Rohprodukt,
ein orangegelbes O, erstarrte in der Kalte nach Anrithren mit Petrolither. Nach dreimaligem
Unmkristallisieren aus Methanol schmolz die sehr lichtempfindliche Verbindung bei 94-95°. Zur
Analyse wurde 2 Tage bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet.

C,H,,0,N, Ber. C 50,88 H 6,05 N 14,83% Gef. C 50,96 H 6,03 N 14,71%

L-N-Methylcysteinsiure. Aus L-Cystein-hydrochlorid und Formaldehyd wurde nach den
Angaben von S. RatNnerR & H. T. CLARKEYY) die L-Thiazolidincarbonsiuve-(4) hergestellt. Aus-
beute 809, d. Th., Smp. 196-198°. 6,66 g Thiazolidincarbonsidure-(4) wurden in 250 ml flitssigem
Ammoniak gelost und 0,9 ml Wasser zugefiigt. In diese Lésung wurden in kleinen Portionen
3,5 g Natrium bis zur bleibenden Blaufiarbung eingetragen 8). Das Reaktionsgemisch wurde dann
mit 8 g trockenem Ammoniumchlorid versetzt und nach dem Verdunsten des Ammoniaks in
100 ml Wasser gelost. Die auf die Hilfte eingeengte und mit 6-n. Salzsidure stark angesduerte
Losung hinterliess beim Eindampfen im Vakuum einen Riickstand, der fiinfmal mit je 3040 ml
absol. Alkohol bei Zimmertemperatur ausgezogen wurde. Die alkoholischen Ausziige wurden
im Vakuum zur Trockne eingedampft, in 250 ml Wasser geldst, mit Ammoniak alkalisiert und
nach Zugabe eines Kristalles von Eisen(II)-sulfat 7 Std. mit Luft oxydiert bis die Farbreaktion
mit Nitroprussidnatrium auf die Thiol-Gruppe nicht verschwand. Die Losung wurde darauf mit
25proz. Essigsdure angesiuert und mit 200 ml Alkohol versetzt. Nach 5std. Stehen bei 0°
fiel das L-N, N’-Dimethylcystin in feinen Flocken aus, welche abzentrifugiert und aus 50proz.
Alkohol umkristallisiert wurden; Ausbeute 4,50 g (679% d. Th.). Zur Analyse wurde noch dreimal
umbkristallisiert und 2 Tage bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet: feine Nadelchen
vom Smp. 217-219° (Zers., Kapillare eingefiihrt bei 210°), [a]p = +78° (¢ = 0,778; n. Salz-
sdure) 49).

CgH,(OyN,S, Ber. C 35,82 H 6,01 N 10,45 S 23,869,
Gef. ,, 35,79 ,, 6,04 ,, 10,33 ,, 23,869

Zu einer Losung von 1,34 g N, N’-Dimethylcystin in 8 ml Wasser und 2,5 ml konz. Salzsiure
wurden langsam 4 g Brom zugetropft. Die Lésung wurde mehrmals im Vakuum unter Zusatz von
etwas Wasser eingedampft, dann in 6 ml Wasser gelést und mit 20 ml Alkohol versetzt. Nach
2std. Stehen bei 0° wurden die farblosen Nadeln abfiltriert und mit absol. Alkohol und Ather
gewaschen: Ausbeute 1,66 g (82% d.Th.) rL-N-Methylcysteinsdure-monohydrat. Zur Analyse
wurde dreimal aus 60proz. Alkolfol umkristallisiert, Smp. 228-229° (Zers., Kapillare bei 222°
eingefiihrt). Gewichtsverlust nach 20 Std. im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd:

C,H,O,NS, H,0 Ber. H,0 8,95%  Gef. H,0 9,13%
[alp = +4,26° (c = 5,216; Wasser), pKii,0 3,01, Aqu.-Gew. gef. 202 (ber. 201,2)%).

C,H,O,NS  Ber. C 26,22 H 4,95 N 7,65 S 17,509
Gef. ,, 26,16 ,, 5,05 ,, 7,55 ,, 17,489,

45) Monatsh. 83, 541 (1952), 84, 1097 {1953).

18) W. GrassMaNN H. HormanN & H. ExprEs, Chem. Ber. 86, 1477 (1953); 88,102 (1955),
M. Jutisz, M. PrRivaT DE GARILHE, M. SuQUET & C. FrRoMaGEOT, Bull. Soc. Chim. biol. 36, 117
(1954).

47) J. Amer. chem. Soc. 59, 200 (1937).

48y Zur Methodik vgl. H. T. CLARKE, ]. R. JoHNsoN & R. RoBinsoN, The Chemistry of
Penicillin, Princeton University Press, Princeton N. J. 1949, S. 945.

19) Vgl. K. BLoca & H. T. CLARKE, ]J. biol. Chemistry 125, 275 (1938),

21
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Als weiteres Vergleichspriparat wurde fiir papierchromatographische Untersuchungen auf
iibliche Weise die wasserlgsliche 2,4-Dinitrophenyl-N-methylcysteinsiure hergestellt, aber nicht
isoliert.

Die Analysen wurden in unserem mikroanalytischen Laboratorium (Leitung W. MANSER)
ausgefiihrt.

Zusammenfassung

Fiir das frither?)?) isolierte Antibioticum Echinomycin wird auf Grund der bereits
bekannten und neuen analytischen Daten und Abbauergebnisse eine neue Formel,
CsoHeo012N1,S,, abgeleitet. Dieser Formel entspricht die ungewdhnliche Konstitu-
tion XIII, eines durch einen Dithian-Ring uberbriickten Cyclooctapeptid-dilactons

mit 26 Ringgliedern.
Organisch-chemisches Laboratorium

der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich

27. Das scheinbare Redoxpotential von Viskose
und dessen Beeinflussung durch m-nitrobenzolsulfosaures Natrium

von Ernst Geiger und Horst Nobs
(27. XI. 58)

Da in der Viskoseindustrie vielfach Kiipenfarbstoffe verwendet werden, haben
wir uns die Aufgabe gestellt, den Einfluss des Viskose-Redoxpotentials auf diese Farb-
stoffe kurz zu diskutieren. Dabeci war es interessant festzustellen, wie das Oxydations-
mittel m-nitrobenzolsulfosaures Natrium, bekannt als Ludigol, Revatol S, Albatex BD
oder Resistsalt L1), mit der Viskose reagiert.

Nach den Ausfithrungen von J. EIseLE & S. HAFENRICHTER?Z) lassen sich die
Leukopotentiale der Kiipenfarbstoffe in alkalischem Medium mit Kaliumferricyanid-
l6sungen bestimmen. Die Normalpotentiale kénnen nicht gemessen werden, weil die
Kiipenfarbstoffe nur in der reduzierten Form wasserléslich sind.

Die Bestimmung des Leukopotentials der Farbstoffe erfolgt nach der bewdhrten
Methode von EISELE & HAFENRICHTER?2) bei 60° unter Stickstoffstrom. Messungen
bei 20° — Viskosetemperatur — geben weniger ausgeprigte Kurvenbilder und er-
schweren so die exakte Bestimmung des Leukopotentials ausserordentlich. Die bei
60° ausgefithrten Messungen werden deshalb auf 20° reduziert. Fiir Redoxpotentiale
von —300 mV bis —~900 mV kann eine generelle Reduktion des absoluten Wertes
um 50 mV als genau genug angesehen werden., HAFENRICHTER?) gibt als Faustrege!
an, dass sich bei einer Temperaturinderung die mV-Werte gleichsinnig um eine Ein-
heit pro °C dndern.

Alle Messungen werden mit der Kette Platin-Kalomel unter Stickstoffstrom und intensivem
Riihren durchgefiihrt. Fur die Bestimmung des Potentials verwendeten wir das pH-Meter
Type E 150 A der METROHM AG, Herisau, mit eingebauter mV-Skala. Geriihrt wurde mit einem

Magnetrithrwerk mit eingebauter Heizplatte. Um Fehlmessungen zu vermeiden, ist es vorteilhaft,
die bei Zimmertemperatur gesiattigte Kaliumchloridlosung 6fters zu erneuern.

1y S. HarENRICHTER, Textil-Rundschan 11, 257 (1956).
2) Melliand Textilber. 35, 756 (1954).





