
Volumen XLII, Fasciculns I (1959) - No. 25-26 30.5 

Wenn eine solche intra-nicht-permutierende Membran die Trennungswand zwi- 
schen 2 Losungen bildet, welche wenigstens 2 verschiedene Ionensortcn, die von den 
Poren der Membran aufgenommen werden konnen (z. B. Na+- 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 ; 
cs gibt vielmehr zwei voneinander in der Grosse und in sehr uielen F i l l e n  sogar irn 
Vorzeichen verschiedene Gleichgeuichtspotentiale. Das eine der Potentiale wird fest- 
gestellt, wenn ein stationarer Strom (dessen Stromstarlte in der Grenze auf Null 
absinken darf) von links nach rechts und das andere, wenn ein stationarer Strom 
von rechts nach links durch die Membran hindurch aufrecht erhaltcn wird. 

Beispiele zeigen, dass das eine dieser Potcntiale mit dem Ruhepotcntial an der 
Nerven- oder Muskelfaser, das andere mit dem Aktionspotcntial identisch ist. Die 
Erregung z. B. des Nerven durfte daher nichts anderes sein als die Umstellung der 
Membran aus dem eincn auf das andere der beiden mijglichcn Gleichgewichtspoten- 
tiale. Die Umstellung kann durch eincn Stromstoss in geeignetcr Kichtung 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 moglichcn Potentialen dasjenige, 
welches den grosseren Absolutbetrag besitzt, normalerweise verwirklicht wird. Mit 
dieser Annahme wird die im Nerv und im Muskel beobachtete Fortschreitung eines 
lokal erzeugten Keizes als Keizwellc mit Aktionsstrom verstandlich. 

Physikalisch-Chemisches Institut der Universitat Base1 

26. Stoffwechselprodukte von Actinomyceten 

Uber die Konstitution von Echinomycin 
von W. Keller-Schierlein, M. Lj. Mihailovi6 und V. Prelog 

15. Mitteilung 1) 

(15. XII. 58) 

Die friiheren Untersuchungen uber Echinomycin ,))") fuhrten zum Schluss, dass 
es sich um ein neutrales, maltrocyclisches Polypeptid, C,,H,,O,N,S, handelt. Durch 
saure Hydrolyse wurden daraus 1)-Serin, L-Alanin und L-N-Methylvalin erhalten, 
aus den Produkten der alkalischen Hydrolyse liessen sich die Chinoxalincarbon- 
saure-(2) und Ammoniak isolieren. 

Auf Grund neuer Analysen, Molekulargcwichtsbestimmungen und von anderem in- 
zwischen gesammcltem Tatsachenmaterial musste die Formel des Echinomycins in 
C,,H,,O,,N,,S, geandert werden. Die neue Formel steht in gutem Einklang mit den 

14. Mitt., Helv. 41, 1645 (1958). 
') R. CORBAZ, L. E T T L I K G B R ,  E. C;iUW14N?r', w. I < E L L E R - S C H I E R L E I N ,  1:. ICRADOLFER, 

L. NEIPP, V. PRELDG, P. REUSSER Kc H. ZAHNER, Helv. 40, 199 (1957). 
3) W. KELLER-SCHIERLEIN 8 V. PRELOG, Helv. 40, 205 (1957). 
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analytischen Ergebnissen, die von uns fur das Echinomycin und von GOLDBEKG und 
Mitarbeitern4) fur das Antibioticum X-948 veroffcntlicht wurden, welches allem 
Anschein nach mit dem Echinomycin idcntisch ist. Einzig die Schwefelwerte lagen 
fruher fur die neue Formel zu niedrig, doch konnten neuerdings mit sorgfaltig ge- 
reinigtcn Analysenpraparaten Schwefelwcrte erhalten werdcn, die mit der neuen 
Formel gut iibcreinstimmen. Von entscheidender Bedeutung fur die Annahme der 
iieuen Formel waren die Molekulargewichtsbestimmungen, die wir in Chloroform- 
Losung nach der von E. P. CLARK5) modifizierten Methode von R.  SIGNER^) aus- 
f uhrten. 

Es muss hier erwahnt werden, dass man auf Grund von analytischen Daten For- 
meln fur Echinomycin, die bis zwei Kohlenstoffatome und his vier Wasserstoffatome 
mehr oder weniger als die Formel C,,H,,O,,N,,S, aufweisen, nicht vollstandig aus- 
schliessen kann. Die von uns angenommene Formel beruht deshalb zum grossen Teil 
auf den Abbauergebnissen, iibcr die im Folgenden berichtet werden soll. 

Die quantitative Bestimmung dcr Aminosauren, die bei dcr sauren Hydrolyse 
des Echinomycins erhalten werdcn, zeigte, dass in einer Molekel i e  zwei n-Serin-, 
~-Alanin- und L-N-Methylvalin-Reste vorliegen. 

Neben den Aminosauren 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 wcrden. 

Auf Grund des UV.-Absorptionsspektrums kann man schliessen, dass im Echino- 
mycin zwei Chinoxalincarbonsaure-(2)- Reste vorliegen. Die Chinoxalincarbonsaure- 
(Z), wclche untcr den Rcdingungen, die zur totalcn Hydrolyse des Peptid-Anteiles 
notwendig sind, zerstort wird, l a s t  sich bei der kalten sauren Hydrolyse als solche 
erhalten i ) .  L)urch Hydrazinolyse des Echinomycins entsteht unter relativ milden 
Redingungen das Chinoxalincarbonsiiure-(2)-hydrazid. 

Nach der neucn Formel bleibt nach dcm Abziehen der nachgewiesenen Reste noch ein Anteil 
C,H,O,S, iibrig, welcher nicht erfasst wurde. In diesem Anteil gibt es keine amidartig gebundene 
NH,-Gruppc mehr, die wir fruhcr angenommen haben, weil bei der alkalischen Hydrolyse des 
Echinoinycins Ammoniak abgespaltcn wird. Wir sind neuerdings zur Ansicht gekommen, dass 
dieses Ammoniak aus dem Scrin-Rest stammen Inussa). 

,) J.  B~.:RGRR, E. K. T,n SALA, W. E.  SCOTT, B. R. MELTSNER, I<. H. STERNBACK, S. K.USER, 

5 ,  Ind. Eng. C‘heniistrv. Anal. Ed. 13, 820 (1941). 
G, Liebigs Ann. Chem. 478, 246 (1930). 
7, Dies ist besonders deshalb von Interesse, wed von M. TV. GOLDBERG und Mitarb.,) hervor- 

gehoben wurde, dass die Chinoxalincnrbonsiiure-(2) bei der sauren Hydrolyse nicht gefunden 
wird nnd class sic somit wahrscheinlich im Echinomycin nicht amid- oder esterartig gebunden ist. 

Aus vcrschietlenen Literaturangaben gcht hervor, dass tlas freie Serin relativ bestgindig 
gegeniibcr T-erdiinnten .Ilkalien ist, peptidartig gehunden wird es dagegen lcichter zerstort. Dies 
ist lcicht verstiincllich, wenn man bedenkt, dass es sich urn eine Eliminicrungsreaktion handelt, 
die (lurch die Abspaltung des Protons in cc-Stellung des Serins ausgelijst wird. Das Anion des 
Serins ist wegen sciner negativen Ladung fur eine solche Protonabspaltung sehr ungiinstig, die 
Peptide dcs Serins und besoiiders ihre N- und 0-Acyl-Derivate sind deshalb vie1 gunstiger. 
Vgl. dariibcr die zusammenfasscnden Lhrstellungen von A.  J .  P. MARTIN & R. I,. M. SYNGE, 
Advances in I’rotein Chemistry 2, 10 (1945), €7. SANCER, i b i d .  7, 23 (1952), sowie B. FR.4NCK & 
J.  KNOKR, Chem. Ber. 90, 2450 (1957). 

S. TBITEL, E. MACH & M. \ IT .  GOLDBERG, Experientia 13, 434 (1957). 
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Das Echinomycin lasst sich unter ausserordentlich milden Bedingungen, durch 
Behandlung mit 0,04-n. Natronlauge bei Zimmertemperatur in eine damit isomere 
Saure CSOH,oO,,N,,S, uberfuhren, die wir EchinomycinsZure nennen. Die elektro- 
metrischc Titration dieser Verbindung in 80-proz. Methylcellosolve zeigt, dass es 
sich um eine Dicarbonsaure handelt. Das UV.-Absorptionsspektrum der Echino- 
mycinsaurc gleicht demjenigen des Echinomycins, und auch die 1R.-Absorptions- 
spektren der beiden Verbindungen unterscheiden sich nur sehr wenig (vgl. Fig. 1 
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Fig. 1. II2.-A bsorptionsspektruln in K B r :  Echinomycinsaure 

sowie Fig. in ")). Die saure Hydrolyse der sorgfaltig durch eine CRAIG-Verteilung zwi- 
schen Chloroform und der MCILVAINE-Pufferlosung p H  = 7 gereinigten Echinomycin- 
saure lieferte Alanin und N-Methylvalin ; Serin fehlte dagegen vollstandig. Nach dem 
Verfahren von DAKIN-WEST9) konnte festgestellt werden, dass die freien Carboxyl- 
Gruppen den N-Methylvalin-Resten angehoren, indem diese Aminosaure nach 
12stundigem 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- 
ma1 ei.rz Lacton-Ring zwischen Serin and N-Methylvalin gespalten w i d .  

Es handelt sich hier wahrscheinlich um eine Eliminationsreaktion und nicht um 
eine Hydrolyse. Eine solche Eliminationsreaktion kann entweder zu einem p-Acyl- 
amino-acrylsaure-Derivat I1 oder zu einem Oxazolin-Derivat I11 fuhren, woraus man 
schliessen kann, dass im Echinomycin selbst die Teilstruktur I zweimal vorkommt. 
Obwohl wir zwischen den Teilstrukturen I1 und 111 fur die Echinomycinsaure nicht 
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9) Ausgefuhrt iiach R. 4. TURNER & G SCHMERZLER, J. Amer chem. SOC. 76, 949 (1954) 
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eindcutig unterscheiden konnen, zichen wir I1 vorlO). Im Einklang mit dieser Teil- 
struktur liefert die Echinomycinsaure bei dcr sauren Hydrolyse neben Alanin und 
N-Methylvalin d i e  Urenstraubensiiwe und iiberhaupt kein Serin. Danebcn wurden 
bei der saurcn Hydrolysc der Echinomycinsaure ebenso wie bei der alkalischen 
Hydrolyse dcs Echinomycins mehr als 3 Mol. fliichtjge Basen erhalten, die ein Ge- 
misch von ungefihr glcichen nilengen Ammoniak und ilfethylamin darstellen. Im 
Gcgensatz dazu gibt das Echinomycin selbst b i  der saurcn Hydrolyse weder 
Brenztraubcns&ure noch Ammoniak. 

Ein direkter Bcweis, dass das N-Methylvalin im Echinomycin vercstert vorkomnit, 
wurdc durch Rcduktion mit Lithiumborhydrid und anschliessende saure Hydrolyse 
erbracht. Im Hydrolyseprodukt wurden papicrchromatographisch Serin, Alanin und 
N-Methylcystcin (als N-Methylcysteinsaure vgl. S. 3 09), ahcr kein N-Methylvalin 
gefunden. Stat t cles letztcreri konntc das ~-MeLhylzJalinol als solches und als 2,4- 
Dinitrophenyl-Derivat nachgewicsen werden. 

Ein Shnlichcs Verhalten gcgeniihcr verdiiiinten '4lkalieti wic das Echinomyciii zeigen gewisse 
anderc Lacton-peptide, init [~-Hytlrox;ysaurcn als ].actonring-Komponenten wie z. B. die Actino- 
mycinc") und das Etamycin12). Diesc Antibiotica cnthalten als p-Hydroxysaiirc das Thrconin, 
iind es schcint aus  den Litcrattirangabcn hervorzugchcn, dass tliescs lctztere bei dcr o f h u n g  des 
Lactonringcs durch :\lkali erhalten hlcibt. L)a jedoch keine quantitativen Angaben vorlicgcn 
und dic entsprechenden SBuren, die Rctinomycinsauren iind die Etamycinsiurc, anscheincnd 
nicht analysenreiii erhalten wurden, ware es moglich, dass auch hier der primare Vorgang der 
Lactonring-Offnung eine Elimination und nicht eine Hydrolyse ist. 

Zur Aufklarung der Konstitution des durch saure Hydrolyse nicht erfassten 
schwefelhaltigcn Restes C,H,O,S, wurde das Echinomycin zuerst mit RmEY-Nickel 
entschwefclt. Die Entschwefelung verlauft schr triige uncl es war nicht mijglich, aucli 
nach mchrnialiger verlustreicher Behandlung mit einem grossen Uberschuss an 
KANEY-NiCkel, vollstandig schwefelfreie Produkte zu erhalten. Dazu greift RANEY- 
Nickel unter dcn angewandten Bedingungen den Chinoxalincarbonsaure-Rest re- 
duktiv an, tvic besond-crs aiis dem UV.-Absorpt.iorissyektrum des Entschwelelungs- 
produktcs liervorgcht. Eine CRAIG-VertCilung mit einem Tetrachlorkolilenstoff- 
Chloroform-Methanol-Wasscr-System zcigte, dass es sich um ein Gcmisch von wenig- 
stens vier Vcrbindungen handelt. Trotzdem lieferte dieses Entschwcfelungsprodukt, 
das wir weiterliin kurz Destlzio-echimomycin nennen wollen, sehr wichtige Auskuiifte 
iiber die Konstitution clcs Echinomycins. Bei der sauren Hydrolyse entstehen 
daraus nebcn den schon friiher bei der Hydrolyse des Bchinomycins erhaltenen 
Aniinosauren - D-Scrin, 1.-Alanin uncl L-Mcthylvalin - mehr als 1 Mol eincr weitcren 
Aminosaure, welche eindcutig als rd-~Y-Methylalanin identifiziert werden konnte. Der 
bisher unaufgekliirtc liest der Echinomycin-Molekel, C,H,O,S,, und das durch saure 
Hytlrolyse erhaltenc Methylamin miissen somit in ciner Teilstruktur vorliegen, die 
bci der Entschwefelung 2 Mol. L-N-Methylalanin (IX) liefert. In den Produkten der 

lo) Im UV.-.~br;orptionsspek trum dcs cs-Benzoylamino-~-isopropy~-acrylsaureamids findet man 
cin >.,,,,, bei 225 nijc (log 4,19), [A. KJAEII, l lcta chetn. scand. 7, 900 (1953)], das praktisch iden- 
tisch rnit denijviiigcn tles Henzaniids ist [nach I<. MIESCHER, A. MAIIXXR c1. E. IRECH, Helv. 34, 
1 ( l%l) ;  A,,,,, 225 mil (log E = 4,09)]. 

c1. B. FRANCK, -\ngeir. Chemie 68,68 (1956) ; E. BULLOCK & ~\2.\\ ' .JOHNSoN, 

J .  chem. Soc. 1957, 3280. 
J. C. SHI~MHAN, H .  G. ZACHAU c1. TV. B. LAWSON, J .  Amer. chem. Soc. 79, 3933 (1957); 

80, 3349 (1958). 
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sauren Hydrolyse des Echinomycins sclbst liessen sich keine schwefelhaltigen Amino- 
saurcn papierchromatographisch finden. Wenn man dagegen Echinomycin mit Na- 
ti-ium und Ammoniak oder rnit Lithiumborhydrid reduzicrt und dann niit Per- 
ameisensaure oxydiert, ltann man nach der sauren Hydrolyse die X-Methylcystein- 
saure (XI) nachweisen, was auf die Anwesenheit von N-Methylcystcin-Restelz in den 
Iieduktionsprodukten hinweist. Im Gerust des Echinomycins liegt somit zweimal die 
Teilstr uktur 

--S - C X - C O - ,  2 H 
I t  

I 1  
-NCH, 

vor. Da man sowohl aus dem allgemeinen Verhalten, als auch auf Grund von Farben- 
resktionen die Anwesenheit von Thiol-, Thion- und Disulfid-Gruppen ausschliessen 
kann, so kommen fur den scliwefelhaltigen 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 Molckulargrosse des Echinomycins ubertragen darf, so wiirde man cr- 
warten, dass eine Verbindung rnit der Teilstruktur IV unbestandiger ware, als dies 
beim Echinomycin der Fall ist. Die Teilstruktur V wurde fruher mehrmals fur 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 Farbcnreak- 
tionen der Thion-Verbindungen gebcn wurde, was jedoch fur Echinomycin nicht zu- 
trifft. Eine Verbindung mit der Teilstruktur VI wurde voraussichtlich bei der Re- 
duktion mit Natrium und Ammoniak bzw. mit Lithiumborhydrid das N,N'-Dime- 
thyllanthionin liefern, welches leicht papierchromatographisch nachzuweisen ware, 
jedoch nie gefunden wurde. Die bekannten Verbindungen rnit der Teilstruktur VII 
verhalten sich dagegen in jeder Hinsicht Bhnlich dem Echin~rnycinl~) .  Sie gehen 
schon bei der milden sauren Hydrolyse in das Amin und die entsprechende cr-Thiol- 
carbonyl-Verbindung iiber, welche sich rasch zu dunklen harzartigen Produkten 
polymcrisiert. Gegen eine a-Stellung der Sulfid-Gruppe zum Carbonyl, wie sie in 
den Teilstrukturen IV, VI und VII vorkommt, sprechen scheinbar die Erfahrungen 
uber den sterischcn Verlauf der Entschwefelung rnit RA1*TE\7-Nickc1. Eei wenigen 
analogen einfachen Verbindungen, bei welchen man diesen genauer untersuchte 14), 
wurde eine Racemisierung am asymmetrischen Kohlenstoffatom, das rnit Schwefel 
substituiert war, beobachtet ; das Echinomycin lieferte dagegen beider Entschwefelung 
optisch reines L-N-Methylalanin. Man muss jedoch bedenken, dass sowohl die steri- 
schen als auch die elektronischen Faktoren den sterischen Verlauf dcr Entschwefelung 
iindern konnen. 

Man kann die Teilstruktur VII mit dem Polypeptid-Rest der Echinomycin- 
Molekel auf zwei Arten verknupfen, die durch die Formeln VIII A und VII I3 sche- 
matisch dargestellt sind. Die Verbindungen rnit den Teilstrukturen VII A und 

13) ilber 2,5-Piamino-1,4-dithiane und ihr 17erhalten vgl. 0. HROM.4TICA & R. HABEKL, 
Monatsh. 85, 1088 (1954), R. HXBERL & 0. HROMATKA, i b t d .  88, 096 ( l957) ,  T. BACCHETTI & 
U. FERRATI, Gazz. chim. ital. 86, 722 (1956), T. RACCHETTI 2% 0. PINAROT.~, zbid.  86, 1168 (195h). 

14) ubcr  den stcrischen Verlauf der Entschwefelungen mit K ~ ~ ~ u - N i c k e l  vgl. IV. A. BON- 
NER, J. Amer. chem. SOC. 74, 1034, 5089 (1952); W. A. BONNER, J .  A .  ZVERIC B G. A .  Cas.4- 
LETTO, ibzd. 74, 5086 (1952) ; R. L. HURWELL, 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 fiihrt, wiihrend bei 
der zweitcn zwei kleinere Cyclopeptid-lactone VIII B entstehen sollten. Drei von den 
vier Hauptfraktionen, die wir bei der CRt2rG-Verteilung des rohen Desthio-echino- 
mycins erhielten, gaben bei einer Molekulargewichtsbestimmung in Chloroform- 
Losung nach SIGNER5)6) Werte, die grossenordnungsgemass mit demjenigen des 
Echinomycins gleich waren. Wir zielien daraus mit Vorbehalt die Schlussfolgerung, 
dass das letzterc die Teilstrulitur VII A aufweist. 

S 
/ \  

CH, C-CO-1 
CH, & -~ 1, 
I V  

CH3 
I 

NH-CH-COOH 
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I 
CH, 
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/ 
/ 

S 
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I I  
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I 1 
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V I I  B I I 

I I 
CH,-X-CH-CO 

CH, 
I 

CH, 

CO-~H-N-CH, 
V I I I A  CH3 V l I I  B !--- I 

y 3 3  

I 
NH-CH-COOH 

I 
CH, 

IX 

Durch die partielle saure Hydrolyse des Desthio-echinomycins liess sich die 
wichtige Frage betreffend die Reihenfolge der Aminosauren in der Polypeptid-Kette 
zwischen D-Serin und L-N-Methylvalin bcantworten. Die Produkte der milden sauren 
Hydrolyse unter zwei verschiedenen Keaktionsbedingungen sind in Tab. 1 zusammen- 
gestellt. Durch totale Hydrolyse der erhaltencn Polypeptide wurde die Zusammen- 
setzung bestimmt, in einem zweiten Anteil wurdc nach F. SANCER & E. 0. P.THOMP- 
 SON^^) mit 2,4-Dinitrofluorbenzol die endstandige Amino-Gruppe festgestellt. Die 
Ergebnisse lassen keincn Zweifel dariiber, dass im Desthioechinomycin die Amino- 
saure-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 erwahnten Moleltulargewichtsbestimmungen nehmen wir an, 
dass diese Sequenz zweimal vorkommt, wobei das Hydroxyl des D-Serins der einen 
Polypeptid-Kette mit dem Carboxyl des L-N-Methylvalins der anderen verestert ist. 
Das schwefelfreie Desthio-echinomycin hatte demnach die Konstitution XII,  in der 
K partiell hydrierte Chinoxalin-Reste darstellt . Fur das Echinomycin ergibt sich 
daraus die Formel XIII ,  welche mit allen bisher bekannten Tatsachen in gutem Ein- 
klang steht. 

Desthio-echinomycin ( X I I )  

K-CO 

u-Ser ~ - - 4 l a  L-Mc-Ma 

CH, CH, 
I I 

NH CH-CO -NH C H  CO--N C H  CO 

I 
CHz 0- 

CH, 
I 

CO C H  -N CO C H  N 

L-Me-Val L-Me-Ala 

L-Me-Val 

H3C CH, 
\ /  

CH, C H  
I I  

N-CH- CO 

CO CH N H  
I 
CH3 

~ - i l l a  

0 -CH, 

, 

CO kH NH- CO H 

D-Ser 

Tabelle 1. Partielle $ a w e  Hydrolyse: a) ZOO, 40 Std. b) 37", 72 Std 

Sex a) b)  

DNP-Ser t- Ser-Aha) b) 

Alaa) b) 

DNP-Ser 6 Ser hla-Me-Alan) 
DNP-Ser t Ser Ala Me-Ala -Me-Vals) 
DNP-Ala (--- Ala Me-Alab) 

DNP-Ala f-- Ala-Me- Ala- Me-Valb) 
Me-Alaa) b )  

Me-Val&) 0) 

Ein Polypeptid rnit dem Chinoxalincarbonsaure- (2)-Rest wurde weder bei der 
Hydrolyse des Echinomycins noch bei der partiellcn Hydrolyse dcs Desthio-echino- 
mycins gefunden, was im Einklang mit der bekannten Tatsache steht, dass die Acyl- 
Rcste, welche am Stickstoff der P-Hydroxy-a-aminosauren hangen, bei der sauren 
Hydrolyse am leichtesten abgespalten werdenI6). 

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

16) F. SANGER, Advances in Protein Chemistry 7, 21, 22 (1952); A. H .  COOK & G. HARRIS 
in J W. COOK, Progress in Organic Chemistry \'ol. 4., Buttermorths, London 1958, S. 171. 
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Amcisenskure im Dcstillat nicht anwesend sind. Ebcnsowenig ist es gelungcn, darin 
mit Quecksilbcr(I1)-cyanid niedrige Mercaptane nachzuweisen, obwohl hei der Hy- 
drolyse selbst ein starker nicrcaptanartiger Gcruch feststellbar war. 

Echinoniycin ( X I I I )  

1)- Scr r.-.\la CH,hTH, L-hlc-Val 

II,C CH, 
\ /  

CH, CH, CH, CH 
I 

F'../K\ CO N H  C H  CO NH C!H CO N C C O '  A-kH -CO 0 CH, 
/ \  

/\/\ 
1 '\ /\\y s I I z C  

i l  
C,H, S 
\ /  I 

i I  I 1 
HC H;>C H,C CH, 
I \  

/ I  I 

&H,- 0 CO C H  N CO C, N C O  C H  N H  CO C H - N H ' C O - a L / / I / I  

H,C CH;, 

L-hIc-Val CH,NH, r-Xla wScr 

Als eine wichtige Stiitze der Formel XI11 kann man die Tatsache ansehen, dass 
ihr ein raumlichcs Modell mit eincr sehr giinstigen Packung der Atomc entspricht. 
Die glciche L-Konfiguration des Alanin- und dcs N-Methylvalin-Kcstes und die cnt- 
gegengesetzte u-Konfiguration des Serins bedingen eine giinstige, syntaktische Ver- 
tcilung dcr Seitenkctteii am Cyclopolypcptid-dilacton-Ring. 

Die Syminctrie der Echinomycin-Molekel, die aus zwei gleichen Halften besteht, 
erinnert in mancher Hinsicht an eine andere Gruppe von Antibiotica aus Actino- 
myceten, die Actinomycine. Man nimmt an, dass dicse durch oxydative Verkniipfung 
zwcier 2-Hydroxy-3-amino-benzoyl-cyclopolypeptid-lactone entstehen. Es lasst sich 
abcr a priori nicht ausschliessen, dass es sich um Verbindungen handelt, die analog 
gebaut sind, wie wir es fiir das Echinoniycin annehinen, d. h. dass sie nur einen aus 
zwei analogen Halften bestehenden Cyclopolypeptid-dilacton-Ring aufweisen, der in 
dcr Mitte durch clas Phenoxazin-Ringsystem iiberbriickt ist. Andererscits ist es nicht 
vollstandig ausgeschlosscn, dass das Echinomycin eine Formel mit der Teilstruktur 
VII B besitzt. Eine Assoziation der bei der Entschwefelung erhaltenen Cyclopeptid- 
lactone VIII L3 in Chloroform-Losung koiinte unter Umstanden ein hiilieres Moleku- 
largewicht fiir diese vortauschen, als sie tatsachlich besitzen. 

Die Teilstruktur 1'11, die im Echinomycin vorkommt, kann sowohl aus cinem 
Vorlaufer des N-hIethylcysteins, als auch durch cine Oxydation aus N-Methylcystein 
entstehcn ; beide Vorgange sind biogenetisch plausibel. Es sei noch bemerkt, dass 
der Molckclteil VII Eigenschaften besitzt, die dam fuhren, dass man ihn in einer 
grosseren Rlo1t:ltcl leicht iibcrsehen konnte. Man wird die Moglichkeit, dass analogc 
Teilstrukturcn in gcwissen Proteinen vorlicgen, bei der Bestimmung der Feinstruk- 
tur im Auge behalten miissen l7). 

17) Vgl. ['. H. 11.. HIRS, \V. €1. S T E I N  & S. MOORE in A.  NEUBERGER, Svmposium on Pro- 
tein Structure, Methuen & Co. ,  London; J .  1Vilep & Sons, Ncw York, 1958, S. 221, sowie B. P. 
. ~ R . A H A N  & G. G. 1'. NEWTON, Ciba Founclation Symposium on Amino Acids and Peptides 
with hntimetabolic ;\ctivity, J .  & A. Churchill, T*ondon 1958, S. 205. 
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Die Herstellung der Vergleichspraparate von Aminosauren und ihren Derivaten, 
die wir in dieser Untersuchung zur Identifikation benotigten, ist im experimentellen 
Teil beschrieben und bedarf keines weiteren Kommentars. 

Zur Identifizierung der seltener vorkommenden Aminosauren : L-N-Methylalanin, 
L-N-Methylvalin und 1--N-Methylcysteinsaure, lassen sich u. A. mit Vorteil ihre 1R.- 
Absorptionsspektren verwenden, die wir deshalb in Fig. 2 dargestellt haben. 

3 4 5  5 7 8 9 10 12 14 !J 
1 

20 t \ . /  
I I 

3 4 5  6 7 8 9 10 12 14 p 
3000 2000 1800 1500 1400 1200 1000 800 rm' 

80 

KO 

40 

20 

3000 2000 1800 1500 1400 1200 1000 800 cm" 

R" 
40 

20 

30W 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 cm' 

Fig. 2. IR.-Absorptionsspektra in K B r :  Kurve 2, L-N-Methylalanin; Kurve 3 ,  L-N-Methylvalin; 
I iurve 4, L-N-Methylcysteinsaure 

Wir danlten der CIBA AKTIENGESELLSCAAFT in Basel fur die Unterstiitzung dieser hrbeit .  

Experimenteller Teil la) 

Echinomycin. Die sorgfaltig umkristallisierten Praparate wurden zur Analyse 5 Tage bei 

Gef. S. 6,02O/, Mo1.-Gew. 1050 & 50, 1064 4 30 (Chloroform) 

Mittelwerte friiherer Analysen: C 55,45 H 5,88 N 15,33 S 5,27 (N)CH, 5,20 (C)CH, 2,75% 
Analysen von X-9484) C 55,19 H 5,94 0 17,51 N 15,22 S 5,54% 
C,,,H,,O1,Nl2S2 Ber. C 55,34 H 5,57 0 17,69 N l5,49 S 5,91 4(N)CH, 5 3 4  (C)CH, 

C~lHwLOy,Nr2Sz Ber. C 55,72 H 5,69 0 17,47 N 15,29 S 5.83% IRlol.-Gew. 1099,23 
C,,H,,O,,N,,S, Ber. C 55,13 H 5,92 0 17,152 N 15,43 S .5,89% MoLGew. 1089,24 

Zimmertemperatur im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

5,54% MoLGew. 1085,21 

I*) Alle Smp. sind korrigiert. Die UV-Absorptionsspektra sind mit  dem BECKMAN-SpektI-0- 
graphen, Modell 1>K 1, die 1R:Absorptionsspektra sind mit  dem PERKIN-ELMER-ZWeistrahl-  

Spektrographen, Modell 21, aufgenommen. 



314 HELVETICA CHIMICA ACTA 

Favbenreaktionen. Die Reaktionen mit Isoamylnitrit-ReagensiQ), Natriumnitrit und Schwe- 
felsaure20), J od und Natriumazid 21) und NitroprussidnatriumZ2) auf Thiol-Gruppen verliefen 
ncgativ. Ebenso negativ verlief auch die Farbcnrcaktion auf Disulfid-Cruppen mit Sitroprussid- 
natrium und KaliumcyanidZ2). Nach kurzem Kochen mit n. Natronlaugc oder mit 6-n. Salzsaure 
und nachfolgcndem Neutralisieren war die Reaktion mit Nitroprussidnatrium auf Thiol-Gruppcn 
positiv. 

Quantitative Bestimmung der Aminosauven inz Echinomycin. Die auf iibliche \Vcise mit 6-n. 
Salzsaurc hydrolysierten Proben tles Echinomycins wurden im zweidimensionalen Papierchro- 
matogramm nach dcr Methode von B. PERNIS & C.  \vUNDERLY23) aufgctrennt. Die Aminosaurc- 
Flecken wurdcn rnit 0,05-proz. Losung von Xinhydrin in Accton leicht angefiirbt24), ausgeschnit- 
ten und rnit Ninhydrin-Reagens nach R. -4. B o ~ s s o N ~ ~ s  25) behandelt. Die optische Dichte wurde 
mit einem BECKMAN-SpektrophOtOmeter Model1 DU bestimmt. Gef. 2,0 Mol Serin, 2,0 Mol 
Alanin und 1,9 Mol N-Methylvalin pro Mol Echinomycin. 

Chinoxalincarbonsuure-(2) durch milde saure Hydvolysc des Echinomycins. 54 mg Echinomycin 
wurdcn mit 0,2 ml konz. Salzsaure 4 Tagc im zugeschmolzencn Rohr bei 37" stehengelassen und 
das Reaktionsgemisch im Vakuum cingedampft. Der Riickstand wurde in 2 ml Wasscr aufge- 
nommen und viermal rnit Athylacetat extrahiert. Durch Eindampfen der Ausziige erhielt man 
13,5 mg rohe Chinoxalincarbonsiiure-(Z), welchc zuerst papierchromatographisch mit dem Alko- 
hol-Ammoniak-Wasser (8 : 1 : l)-Systcmz6) identifiziert wurde. Der Rest wnrde in Methanol mit 
Diazomethan in den Methylester iibcrgefuhrt, der nach zwcimaligem Sublimieren im Hoch- 
vakuum bci 113" schmolz und clurch Misch-Smp. und 1R:Absorptionsspcktrum in KRr als 
Chinoxalincarbonsaure-(2)-methylester3) identifiziert wurde. 

Chinoxalincarhonsauve-(2)-hydrazid durch Hydrazinolyse des Echinomycins. 360 mg Echino- 
mycin wurden in 10 ml absol. Alkohol mit 1 ml Hydrazinhydrat 5 Std. unter Riickfluss gckocht. 
Das Reaktionsgcmisch wurde filtriert, eingedampft, 48 Std. im Vakuum iiber Schwefelsaure 
getrocknet und in 6 ml kochendem Wasser gelost. Nach dem Abkiihlen fielen 42 mg gclbc Nadeln 
a m ,  dic drciinal atis Methanol unikristallisiert wurden; Smp. 213,5". Zur Analyse wurde im Hoch- 
vakuum bei 125' sublimiert. 

C,H,ON, Ber. C 57.44 H 4,29 N 29,77% Gef. C 57,74 H 4,36 N 29,54% 
Die Verbindung war in jeder Hinsicht mit einem authentischen Vergleichspraparat 2') 

identisch. 
Methylamin duvch saure Hydvolyse des Echinomycins. 627 mg Echinomycin wurdcn mit 10 ml 

6-n. Salzsiiure im zugeschmolzenen Rohr 14 Std. auf 105" erwarmt. Nach Verdiinncn mit 20 ml 
Wasser schiittelte man crschoplend mit Ather aus. Die wiisserige Schicht wurde im Vakuum vom 
Ather befreit und nach Zugabe von 5 ml 40-proz. Natronlauge destillicrt. 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,l-n. Salzsaure aufgefangen und die nicht verbrauchte Saure 
mit 0,l-n. Natronlauge auf Methylorange zuriicktitriert: gef. 1,54 Mol fliichtige Base pro Mol 
Echinomycin. Tlic angcsaiuerte Losung wurdc zur Trockene vcrdampft, in 20 ml Wasscr gclost 
und die fliichtigc Rase nach Versetzen mit Natronlauge nochmals in 0,l-n. Salzszure iibcrdestil- 
liert. Nach dem Eindainpfen der sauren Losung blieb das farblosc lrristalline Hydrochlorid der 

19) G. HESSE & I. J ~ R D E K ,  Chem. I3cr. 85, 924 (1952), H. LECHER & TV. SIEFKEN, Ber. 

2 0 )  H. RHEINBOLDT, Ber. deutsch. chem. Ges. 59, 1311 (1926); 60, 184 (1927). 
21) F. FEICL, Spot Tests in Organic Analysis, 5th Ed., Elsevier, Amsterdam 1956, S. 228ff. 
2zj G. TOESSIES & J .  J .  KOLB, Anal. Chemistry 23, 823 (1951). 
23) Biochem. biophys. Acta 11, 209 (1953). 
er) J .  C. SHEEHAN, H .  G. ZACHAU & W. B. IAWSON, J. Amer. chem. Soc. 80, 3352 (1958). 
25j Helv. 33, 1975 (1950). 
26j A. R. JONES, E. J .  DOWLING & W. 1. SKRABA, Anal. Chemistry 25, 394 (1953). 
27) Ein Vergleichspraparat von Chinoxalincarbonsiiure-(2)-hydrazid wurde von Herrn 

P. RAUMANN (Diplomarbeit ETH 1957) hergestcllt durch Umsetzung von synthetischem Chino- 
xalincarbonsaure-(2)-methylester rnit einer methanolischen Losung von Hydrazinhydrat. Die 
Verbindung schmolz nach Umkristallisieren aus Methanol und Sublimation im Hochvakuum bei 
21 3-214". 

dcutsch. chem. Ges. 59, 2594 (1926). 
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Rase zuriick, welche papierchrornatographisch mit Phenol-Wasser als Losungsmittel und 0,Z-proz. 
Ninhydrin-Losung in Alkohol als Entwiclilungsreagens als fast rcines Methylamin identifiziert 
werden konntc. Nachhcr wurde das l"apicrchromatagranirn mit  einer G s u n g  von O , l %  Nin- 
hydrin und 0,05 :h Ascorbinsaure in Feinsprit bespriiht und bei 40-50" im Luftstrom getrocknetzaj. 
Es erschien dabei ein zweiter, schr schwacher Fleck, der auf eine Spur von Ammoniak hinweist. 
Uas rohe Methylamin-hydrochlorid wurde dreimal im Hochvakuum sublimiert : pK& 9,93, 
Aqu.-Gew. 69 29), in Ubcrcinstimmung mit einem authentischen Vergleichspraparat. 20 mg des 
sublimierten Hydrochlorids wurden mit Phenylisothiocynat in den N-Methyl-N'-phenyl-thio- 
harnstoff iibergefiihrt, der nach dreimaligem Umkristallisieren aus verd. hlkohol bei 113" 
schmolz Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

C,H,,N,S Ber. C 57,82 H 6,07 N 16,86 S 19,26% 
Gef. ,, 57,83 ,, 5,94 ,, 16,88 ,, 19,200/, 

Die Verbindung war nach hfisch- Smp. und 1R.-Absorptionsspektruni niit einem authcntischen 
Vergleichspraparat identisch. 

Ammoniak  und Methylamin durch alkalische Hydrolyse des Echinomycins. 315 mg Echinomy- 
cin in 45 in1 Wasser wurdcn mit 5 g Natriumhydroxyd 8 Std. unter Ruckfluss gekocht, wobei man 
die entweichenden Gase in einer Vorlage mit 50 ml 0,l-n. Salzsaure einleitete. Nachher wurden 
insgesamt 95 ml des Reaktionsgemisches, dem man zwcimal jc 30 ml Wasscr zufiigte, in die 
gleiche Vorlage destilliert. Durch Riicktitration mit 0,l-n. Natronlauge wurden 3,13 Mol fluch- 
tige Bascn pro Mol Echinomycin festgestellt. Die weitere Aufarbeitung, die auf gleiche Weise 
wic bei der sauren Hydrolysc bcschrieben erfolgte, lieferte 38 nig eines Hydrochlorid-Gemisches, 
in wclchem 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 fluchtigen Amnioniumchlorids gewonnen werden. Das 
Ammoniumchlorid zeigte ein pK,& 8,83 und Aqu.-Ccw. 51, ebenso wic authentisches Ammo- 
niumchlorid. Aus 9 mg wurde mit Phcnylisothiocyanat dcr Phenylthioharnstoff hergestellt, 
der nach dreimaligem Umlosen aus wasserigem Alkohol bei 154"31j schmolz. Zur Analyse wurde 
im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

C,H,N,S Ber. C 55,25 H 5,30 N 16,86 S 21,030/; 
Gef. ,, 55,56 ,, 5,15 ,, 16,88 ,, 21,04o/b 

Die Idcntifikation erfolgte auch diirch Misch-Smp. und 1R.-Absorptionsspektrum. 
Das Methylamin-hydrochlorid wurde papierchromatographisch und durch das uberfiihren 

in clcn N-Methyl-N'-phenyl-tliioharnstoff identifiziert. 
In den nichtfliichtigen Produkten der alkalischen Hydrolyse konnte nach Entsalzen mit 

einer Ionenaustauscher-Kolonne und Hydrolyse mit 6-n. Salzsaure bei 110" papierchromato- 
graphisch Alanin und N-Methylvalin, aber kein Serin nachgewiesen werden. 

Negative Versuche zum Nachweis kleiner Spaltstiicke Dei der Hydrolyse von Echinomycin. Saure 
und alkalische Hydrolyse von Echinomycin gabcn keine fliichtigen Produkte wie Formaldehyd 
(gepriift mit Uimedon), Acetaldehyd odcr Aceton (gepriift mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin), 
Mercaptane (gepriift mit Quecksilber(I1)-cyanid) und Sulfide (gepriift mit Quecksilber(I1)- 
chlorid). Bei der sauren Hydrolyse konnten keine fluchtigcn Sauren nachgewiesen werden. 

Echinonzycinsuure. 2,17 g Echinomycin wurden mit 200 mi einer 0,04-n. Losung von Natrium- 
hydroxyd in 90proz. wasserigern Methanol 2 Std. bci 38" geriihrt und wcitcre 2 Std. bei 30" 
stehengelasscn. Sach 30 Min. hatte sich alles Echinomycin klar gelost. Die intensiv gelbe alka- 
lische Losung wurdc mit 0,l-n. Salzsaure auf p H  6,5 gebracht und mit 50 ml Wasser verdiinnt. 
Das Methanol wurde nun im Vakuum vertrieben und die wasserige Losung mit verd. Salzsaure 
angcsaucrt. Die Echinomycinsaure schied sich flockig aus und wurde in Athylacetat aufgenom- 

A. T. H. BIJRNESS & H. I<. KING, Biochem. J. 68, 32 P (1958). 
28j W. SIMON, E. K O V ~ T S ,  I-. H. C,HOPARD-DIT-JEAN R- E. HEILHRONNER, Helv. 37, 1872 

30) R. L. SHRINER, K. C. EUSON & U. Y.  CURTIN, The Systematic ldentification of Organic 

31) P. DE CLERMONT, Bull. SOC. chim. France [ Z ]  25, 242 (1876). 

(1954). 

Compounds, 4th Ed., J .  Wiley & Sons, New York 1957, S. 278. 
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men. Die mit \Tasser gewaschcnen ~4thylacetat-~\iiszijgc wiirden zweimal rnit 5 proz.Natrium- 
hydrogencarhonat-Losung ausgcschuttelt. Die wxsserige Schiclit befreite man vom organischen 
I,osungsmittel, indem man 1 Std.  Stickstoff durchleitetc, worauf man die Echinomycinsaure mi t  
2-n. Salzsiiurc fj l l te und nach zweistiindigern Stehen bei 0" filtricrte. L)er mit  Wasser gcwaschene 
Nieclerschlag wurde iiber Nacht im Vakuum getrocknet: A4usbeute 1,87 g (837:) (1. Th.)  rohe 
Echinomycinsaure, welche ein amorphes, gclbliches f'ulvcr darstellte. Im  l'apierchromatogramm 
(Xlkohol-Ammoniak-Wasser 8 : 1 : 1 ,  ~JV.-Pliotokopie)Zfi) konnte nehen dem Hauptprodukt eine 
gcringc Menge einer rascher wandernden Saure nachgewicscn werden. 

1)ic Cnarc-Verteilung der rohen Echinomycinsaurc wurde mit  C,hloroforrn als stationare 
Phase und  mit  M c l ~ v a ~ ~ ~ - P u f f e r l i j s u n g  pH ~ 7 als 1)ewegliche Phase clurchgefiihrt. 1,538 g 
rohe Echinomycinsaure wurden hber 122 Stufen verteilt nnd der Echiiiompcinsaure-Gehalt 
colorimctrisch bei 328 mp bcstimmt. IDas Verteilungsmaximum befand sich in der Stufe 55 und 
tlasjcnige einer kleinen Kehenkoinponente in  der StuIe 115. Zur Gewinnung der reinen Echino- 
mycinsaurr. wurden die Stufcn 34-65 angcsauert uncl mit  Chloroform erschfipfend ausgezogen. Die 
rnit IVasser gcwaschenen und gctrocknctcn Chloroform-,hisziigc hinterliessen h i m  Eindampfen 
1,40 g papierchromatographisch einheitlichc Echinomycinsaurc, die zur Analyse dreimal aus 
Xceton-Ather umgcltjst wurde. Die so gereinigte Echinomycinsaurc bildete cin farbloses, amor- 
phes Pulver, das bei 158-160" weich wurde, um sich beim weiteren Erhitzen langsam zu zersetzen. 
Zur Analyse wurcle zuerst 3 Tage im Hochvakuum bei Zimmertcmperatur iiber l'hosphorpentoxyd 
getrocknet, wodurch man ein Dzhydrat dcr Saure erhielt, [a],, = - 178" (c = 1,062, Chloroform) 
p X t s  6,92, Xqu.-Gew. 550 2 9 ) .  

('soH,,01,N,,S2.2H,0 Her. C 5 3 5 5  H 5,77 N 14,99 S 5,722; 
Gef. ,, 53,36 ,, 6,11 ,, 14,60 ,, 5,600,h 

Das in Feinsprit aufgcnommene UV-hbsorptionsspektrum der Echinomycinskure weist 
folgende Maxima auf:  244,5 m p  (log E = 4,88), 320 m p  (log E = 4,25), 330 m p  (log E = 4,26). 
1R.-Absorptinnsspektrurn in KRr  vgl. P-ig. 1, Kurve 1. 

Die wassevjveis Ikhinomycinsiiure wurde nach 48 Sttl. Troclrnen bei 100" iibcr Phosphor- 
pentoxyd im Hochvakuum erhalten. 

C50H,oOl~N12SZ Ber. C 55,34 H 5 3 7  N 15,49 S 5,9196 
Gef. ,, 55,53 ,, 5,76 ,, 15,29 ,, 5,707" 

Echinomy-cinsanre ist im Agar-Diffusionsplattentcst in einer Konzentration 1 mg/ml uncl 
wirlcsarri gegen Bacillus subtilis und Micvococcus pyogenes vav. auveus. 

Quantitative Restimnmng dev Aminosuuren und die Endcavboxvl-BesZim~ung iiz dcv Echino- 
Ynycunsuuve. L)ie Bcstimmung wurde wic beim Echinomycin durchgefiihrt und ergab 2,0 &lo1 
Alanin und 1.9 Mol N-hlethylvalin pro Mol Echinomycinsaiure. Vor der C ~ , ~ r ~ - V e r t e i l u n g  fand 
man in der Echinomycinsaure noch etwas Serin; die reine Verbindung war dagegen frei von Serin. 

10 mg I<chinomycinsaiure wurden mit einem Gemisch von 0,75 ml Acctanhydrid und 5,0 nil 
Pyridin 12 Std. in, zugeschinolzenen Rohr auf 155" erhitzt 9). 1)as Reaktionsgcrnisch wurcle mehr- 
mals in m'asser aufgcnommen und zur Trnckne verdampft. Den Xiickstand hydrnlysierte man 
15 Std. mit 6-n. Salzsiurc bei l l O ' J  und untersuchte das Hydrolysat papierchromatographisch auf 
Aminosauren. Es liess sich nur A41anin nachweiscn. Bei 3std. Erhitzen mit Acetanhydrid-Pyridin 
korintcn noch Spuren von N-R;lethylvalin gefunden werden. Es ist bekannt, dass bei N-Alkyl- 
aminosauren fiir die I)AKIN-~I'iEsT-Reaktion drastischere f3edingungen notwendig sind32) als fiir 
ihre nichtsubstituierten Analoga. 

RYKnZtraUbCnS6'bkVK duvch sauve Hydvolyse dei, Echinoniycinsauve. 85 mg Echinomycinsaure 
wurden im zageschmolzencn Kohr rnit 2 ml 6-n. Salzsaure 12 Std.  auf 110" crhitzt. Ilas mit 5 ml 
Wasser vcrdriiinte Hydrolysat wurde sechsmal mit  10 1111 Ather ausgezogen. Die atherischen Aus- 
ziige wurden getrocknet und clurch einc VlGREux-Kolonne eingedampft. Dcr Ruckstand wurde 
mit: 1 ml Wasser gelost, filtricrt, das Filter init 1 in1 Wasser nachgespult und das Filtrat mit 
50 ml einer heisscn 0 , l  proz. Lijsung von 2,4-l)initrophenylhydrazin in 3-n. Salzsiiure vcrsetzt. 
Nach dreisttl. Stchcn wurde dreimal mit  Athylacetat ausgezogen und die Ausziige mit 5 proz. 

32) Vgl. R. H. IVILEY & 0. H. BoRux, J .  .4mer. chcm. SOC. 72, 1626 (1950); I?. HINJEKLI~G.  
K. PRIJS & H. ERLENMEYER, Helv. 38, 1415 (1955); G. 1,. BUCHANAN, S .  T. REID, K. E. S. 
THOMSON & E. G .  IVOOD, J .  chem. SOC. 1957, 4427. 
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Natriumhydrogcncarbonat-Losung ausgeschiittelt. Nach Ansaucrn dcr wasserigen Schicht mit 
Salzsaure wurde wieder mit Athylacetat extrahiert. Iler Riickstand nacli dcm Eindampfen dcs 
:&tliylacctats (8 mg) wurdc in 0,4 ml Methanol gelost und papierchromatographisch mit authcn- 
tischem Brenztraubensiiure-2,4-dinitrophenylhydrazon ~ c r g l i c h e n ~ ~ ) .  Papicr : SCHLEICHER 
& SCHULL 204313, mit Saure gcwaschen und mit Rorat-Pufferlosung p H  9,2 impragniert, luft- 
trocken. Flicssmittel: tert. Amylalkohol- Alkohol-Wasser (5 : 1 :4), obcre Phase. Von den zwei 
Flccken mit Rf 0,44 und 0,66 stimmte dcr erste, starkere, mit demjenigen tles kristallisierten 
authentischen Vergleichspraparates iiberein. Vom zwciten wird angenommen, dass cr der diastc- 
reomcren Verbindung entspricht. 

Echinomycin gibt unter gleichen Bedingungen keinc Brenztraubensaure 
Arnnaoniak und Methylamin duvch sauve Hydvolyse dev Echinovaycinsauve. 130 mg Echino- 

mycinsaure wurden unter den gleichen Bedingungen, wie hei ISchinomycin beschrieben, mit  
h-n. Salzsaure hydrolysiert und die dabei entstandenen fluchtigen Bascn isoliert. Es wurden 
3,19 Mol pro Mol Echinomycin eines Rasen-Gemisches erhalten, das - wie eine papierchromato- 
graphische Untersuchuug zeigte - aus etwa gleichen Mengen Animoniak und Methylamin besteht. 

Reduktive Entschwefeluvig des Echinolnycins ntit RANEY-:Vickel: Desthio-echinol.Mycilz. 1,5 g 
Echinomycin wurden in 220 ml warmem Alkohol gelost, mit 80 ml LVasser verdunnt und 5 Std.  
niit 16 g modifiziertem RaNEY-Nickel \V-234) unter Ruhren zum Sicden erhitzt. Nach dem 
Erkalten wurde durch Celite filtriert und $cr Xiederschlag griindlich mit viermal je  30 ml 70proz. 
Alkohol und dreimal mit 95 proz. Alkohol gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden zur 
Trockne eingedampft, der Ruckstand in Chloroform gelost, die Losung mit Wasser gewaschen, 
getrocknet und eingedampft. Das erhaltene Produkt (1,24 g) wurde nochmals auf gleiche Weisc 
mit RANEY-Xickel behandelt. Nach der Aufarbeitung erhielt man 1 ,0 g eines hraunlichen, amor- 
phen Pulvers, das nach dcm Trocknen im Hochvakuum noch 0,560/, S enthielt. Das Produkt, 
welches nach einer papierchromatischen TJntersuchung mit Clem Losungsmittelsystcin BUSH C 348) 

liein Echinomycin mehr enthielt, war kaum antibakteriell wirksam. Das UV.-Absorptionsspek- 
trum in Fcinsprit zeigt, dass der Chinoxalin-Kern bei der Entschwefelung angegriffen wird. Es 
wurdcn folgende Maxima beobachtet: 246 nip (log E: zl 1,78), 312 mp (log Ei?A 1,74). 

1,44 g des Desthio-cchinomycins, welches durch drcimalige Behandlung von 2,80 g Echino- 
mycin mit  RANEY-Nickel bereitet worden warcn, wurdcn einer CRAIG-Verteilung fiber 198 Stufen 
mit folgendem Losungsmittelsystem unterworfcn : 3 1 Tctrachlorkohlenstoff, 2 1 Chloroform, 4 1 
Metlianol und 1 1 Wasscr. Von jecler fiinften Fraktion wurde das UV.-Absorptionsspektrum in 
der Gegend von 270--330 mp bestimmt, worauf die zusammengehorenden Fraktionen vereinigt, 
init Wasscr versctzt und mit Chloroform ausgeschuttelt wurden. Die getrockneten Chloroform- 
Ausziige wurden im Vakuum eingedampft. 

Aus den Fraktioncn 27-37 wurden 138 mg eincs Produktes erhalten, wulchcs nach zwci- 
maligem Umlosen aus Chloroform-Ather 66 mg eincs blassgelben Pulvers lielerte, das sich bei 
186,5--190,5" unter Braunfarbuug zersetzte. Gef. S 0,27oj,, Mol.-Gew. 998 40 ( C h l o r o f ~ r m ) ~ ) ~ ) .  
UV.-Absorptionsspcktrum in Feinsprit: I,,, 291 m,u (log E;zn = 1,85). 

Die Fraktionen 91-115 (287 mg) wurden in wcnig warmem Aceton gelost, filtriert und mit 
Ather gefallt. nurch das Umfallen des erhaltenen Niederschlages a u s  Chloroform-Ather erhielt 
man 103 mg eincs gelblichen Pulvers, das sich bci 193-204" zersetztc. Gef. S 0,90%, Mol.-Gcw. 
1081 & 35 ( C h l ~ r o f o r m ) ~ ) ~ ) .  UV-Absorptionsspektrum in Fcinsprit: I,,, 294mp (log 1,80), 

308 m,u (log E;znl1,82). 
Die Fraktionen 131-157 (264 mg) lieferten nach Umfallen aus Chloroform mit Ather 108 mg 

gelbliches Pulver mit dem Zersetzungspunkt 195-209°, das fur einc Molekularge~ichtsbestim- 
mung in Chloroform zu schwer loslich war. Gef. S 2,100/o ; UV-Absorptionsspcktrum in Fcinsprit: 
A,,, 217 m p  (log E t z ,  = 2,72), 307 mp (log EiYk = 1,83). 
- -~ 

33) A. I. VIRTANEN, J .  I<. MIETTINEN & H. KUNTTU, 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, LXIII (1951). 

34) R. MOZINGO, D. E.WOLF, S.A.HARRIS & K. FOLKERS, J.hmer.  chem. SOC. 65, 1013 (1943). 
348) I. E. RUSH, Biochcm. J .  50, 370 (1952). 
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I n  gleicher Wcise liessen sich aus  Fraktionen 171-190 (128 ing) 30 mg eines blassgelben 
Pulvcrs mit dem Zcrsetzungspunkt 167-173" erhaltcn. Gef. S. 1,550/,, Mo!.-Gew. 1093 & 77 (Chloro- 
i 01 -m)~)~) .  UV-Absorptionsspektrum in Fcinsprit: im,,243mp (log E:&2,32), 291 mp (log E: zn= 
1,90). 

Alle vier Praparatc gaben bei der sauren Hydrolyse nach papierchromatographisclier Untcr- 
suchung (lie vier Aminos&uren : Scrin, Alanin, N-Methylalanin uncl N - M e t h y I ~ a l i n ~ ~ ) .  

Z'olale sauw Hydrolyse des Uesthio-echinomycins. 2,30 g rohcs Dest~iio-echinomycin wurden 
im eingcschmolzenen Rohr mit 35 ml G-n. Salzsiure 20 Std.  auf 110" erhitzt. Has dunkelgefarbte 
Ilydrolysat verdunntc man mit 35 ml Wasser und liess es 2 Sttl. mit Aktivkohle stehen. Nach 
dem Filtrieren uber Celite entferntc man die Salzsaure durch mehrmaliges Eindampfen im 
Vakuum unter Zugabe von etwas TVasser. Der Riickstand wurde mit  Ammoniak neutralisiert 
und in zwei Halften geteilt, von welchen man jede in 13 ml 50proz. Isopropylalkohol gelost an 
einer Cellulosepulver-Saule chromatographicrte. Die Saulc wurde aus 400 g Cellulosepulver 
bcrcitet ((1 = 5 em,  I = 52 em) und vor dem Gebrauch mit 3 1 90proz. Isopropylalkohol gewa- 
schen. h l s  Eluierungsmittel diente 90proz. Isopropylalkohol. Slit cinem autoinatischen Prak- 
tionssammler wurden Fraktionen B 15 ml aufgefangen und dann papierchromatographisch auf  
Aminosaurcn gepriift. Die Fraktionen 35-105 enthielten N-Methylvalin, die Fraktionen 144-230 
N-Mcthylalanin und die Fraktionen von 259 aufwkrts, die mit 50proz. Isopropylalkohol eluiert 
wurden, cin Geniisch von Alanin uncl Serin. 

Isolierung lion L-N-Methylvalin. Der Kiickstand, welclier nach dem Eindampfen der Frak- 
tionen 35-10> zuruckblicb, wurde in wenig hcissem Wasser aufgenommen, filtriert und mit 
Aceton gefallt. Das erhaltcne farblose Pulver (481 mg, 87 % d. Th.) wurde aus Wasser-Alkohol- 
Aceton umkristallisiert und im Hochvakuum bei 140" sublimiert: Smp. 285,5", [ C C ] ~  = + 35' 
(c = 1,441, 6-n. Salzsaure), pK&. 10,01, Aqu.-Gew. 132 (ber. 131,2) 29).  

C,H,,O,N Ber. C 54,94 H 9,99 N 10,68 (N)CH, 11,460,:, 
Cef. ,, 55,OO ,, 10,05 ,, 10,84 ,, 11,76% 

O/ 

Das papierchromatographische Verbalten und das IR.-Absorptionsspektrum in KBr, Fig. 2, 

Isolierung von L-AT-Methylalanin. Der Ruckstand aus den Fraktionen 144-230 wurde zweimal 
em Wasscr ansgezogen, filtriert und wieder eingcdampft. Durch Auflosen in 

heissem Alkohol untl Fallen init Aceton-:&ther (1 :1) erhielt man 666 mg eines farbloscn Pulver5, 
welches durch Entsalzen an ciner Mischkolounc aus hmberlite IR-4B und IKC-50 vom beige- 
mischtcn Ammoniumchlorid befreit wurde. Die durch Eindampfen im Vakuum crhaltene rohe 
Aminosaurc (260 mg, 59% d.  Th.) kristallisicrte man aus  Alkohol-Aceton-Athcr urn. Durch 
Sublimation im Hochvakuum bei 120-135" wurde die reine Verbindung vom Smp. 282"37) 
erhalten; [aID = + 10" (c = 2,248, 6-n. S a l z ~ a u r e ) ~ ~ ) ,  pK;~cs 10,17, Aqu.-Gew. 99 (ber. 103,1)29). 

C,H,O,N Ber. C 46.59 H 8,80 N 13,58 (NJCH, 14,58% 
Gef. ,, 46,55 ,, 8,67 ,, 13,49 ,, 14,61% 

Kurve 3,  waren mit denjenigcn eines authentischcn Verglei~hspraparates3~) identisch. 

1R:Absorptionsspektrum in KBr : Fig. 2, Kurve 2. Das crhaltene L-N-Methylalanin liess sich 
papicrchromatographisch nicht vom synthetischcn D~-N-Methylalanin unterscheiden. 

2,4-Dinitr0phenyl-Derivat~~)~*). Die aus 65 mg L-N-Methylalanin hcrgestellte Verbindung 
kristallisicrtc aus :kther-IIexan unter Zusatz von cinigen Tropfen Methanol in seidigen gelben 

35) Zur papierchromatographischen Trennung von Aminosauren wurden, sofcrn nichts 
andercs vcrmerkt, zLveidimensionale Papierchromatogramme auf T 3 ' ~ n ~ ~ ~ x - f ' a p i e r  Nr. 1 ausge- 
fiihrt. Xls Fliessmittel dicnten a) Phenol-Wasser (8  : 2) und b) n-Butylalkohol-Eisessig-Tvasser 
(4 : 1 : 1). Die Aminosauren wurden mit Ninhydrin-Keagcns entwickelt, die N-Methylamino- 
siinren durch Bespruhen init Pyridin und 0,Zproz. Losung von p-Nitrobenzoylchlorid in Benzol: 
S. EDLBACHER & F.  LITVAN, Z. physiol. Chem. 265, 241 (1940), PL. A. PI.AT.I.NER & U. NAGER, 
Helv. 31, 2203 (1948). 

36) Hergestellt von I(. ZEHNDER, L&s. ETH, Zurich 1951. vgl.  auch PL. A\. PLATTNER 

& U. NAGER, Helv. 31,665 (1948) : 1. H. C,OOK, S. F. F o x  & T. H. FARMER, J.  chem. Soc. 1949, 
1022; C .  E. DALGLIISH, 12. W. JOKNSON, A .  R. TODD & L. C. VINING, J. cheni. Soc. 1950, 2946. 

37) I<. ZeHNnErc, Iliss. ETH, Zurich 1951. 
8 8 )  A. I>. LEVY LE D. CHUNC, J .  Amer. chem. Soc. 77, 2899 (1955). 
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Nadeln vom Smp. 106,5-106,5" (Zers.), [mJU = + 66" (c = 2,134, Chloroform). Zur Analyse wurde 
im Hochvakuum bei 50" getrocknet. 

C,,H,,O,N, Ber. C 44,61 H 4,12 N 15,717" Gef. C 44,70 H 4,09 N 15,49% 
Die Verbindung wurde mit einem synthetischen ~~-2,4-Dinitrophenyl-N-methylalanin als 

papierchroniatographisch identisch gefunden. Zur Papierchromatographie wurde WHATMAN- 
Papier No. 1, getrankt rnit 1,s-m. Phosphat-Pufferlosung pH = 6,0 und an der Luft getrocknet, 
vcrwendet. Fliessmittel: tert. Amylalkohol mit der gleichen Pufferlijsung gesattigt3O). 

Isolierung von D-Sevin und L-Alanin. Die eingedampften Fraktionen, welche ein Gemisch 
dieser Aminosauren enthielten, wurden in 65 ml Wasser gelost und mit einer Mischkolonne aus 
Amberlite IR-4B und IRC-50 voii Ammoniumchlorid befreit. Der Ruckstand nach dem Ein- 
dampfen der entsalzten Eluate wurde erneut an einer Cellulosepulver-Saule mit einem Gemisch 
aus n-Butanol-Essigsaure-Wasser (4 : 1 : 1) chromatographiert. Es wurden wieder Fraktionen i 
15 ml getrennt aufgefangen und auf Aminosauren papierchromatographisch gepriift. Aus den 
Fraktionen 50-78 wurden 350 mg (93% d. Th.) rohes L-Alanin und aus den Fraktionen 86-116 
376 mg (84% d. Th.) rohes o-Serin isoliert. Beide Aminosauren wurden durch Kristallisation 
gereinigt und durch Smp., 1R.-Absorptionsspektrum, optisches Drehungsvermogen und papier- 
chroinatographisches Verhalten identiiiziert. 

Pavtielle sauve Hydvolyse des Desthio-echinornycins. - a)  40 Std. bei 20". 27 mg rohes Desthio- 
echinomycin wurden im eingeschmolzencn Rohr 40 Std. mit 0,15 ml konz. SaIzsaure stehen 
gelassen und das Hydrolyseprodukt dann im Vakuum zur Trockne eingedampft. Die iiber- 
schiissige Salzsaure wurde durch wiederholtes Eindampfen unter Zugabe von etwas Wasser ent- 
fernt, der Riickstand in Wasser gelost, rnit Athylacetat ausgeschiittelt und die wasserige Schicht 
wieder eingedampft und im Vakuum iiber Kaliumhydroxyd getrocknet. 

b)  72 Std. bei 37". Auf gleiche Weise wurde ein Hydrolyseprodukt aufgearbeitet, welches 
durch 72std. Stehenlasscn von 47 mg rohem Desthio-echinomycin mit 0,2 ml konz. Salzsaure 
bei 37" entstand. 

Zur chromatographischen Trennung der Hydrolyseprodukte verwendete40) 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-Losung ent- 
wickelt und die dadurch lokalisierten Zonen mit Aminosauren und Polypeptiden ausgeschnitten, 
einzeln rnit Wasser cluiert und rnit n-Butylalkohol-Essigsaure-Wasser (4: 1 : 1) 15 Std. absteigend 
papierchromatographiert. Die durch Anfarben der Randstreifen lokalisierten Verbindungen 
wurden wieder ausgeschnitten und eluiert. Die Halfte des Eluates wurde jeweils in zugeschmol- 
Zener Kapillare rnit 6-n. Salzsaure bei 110" vollstandig hydrolysiert, die andere Halfte rnit 
2,4-Dinitrofluorbenzol und Trimethylamin umgesetzt. Die erhaltenen 2,4-Dinitrophenyl-Derivate 
wiirden mit 6-n. Salzsaure bei 110" vollstandig hydrolysiert und dic Hydrolyseprodukte in die 
atherliislichen 2,4-Dinitrophenyl-Derivate und die wasserlijslichen freien Aminosauren aufge- 
trennt, welche nach den friiher erwahnten M e t h ~ d e n ~ ~ )  papierchromatographisch untersucht 
wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab. 1 (S. 311) zusammengefasst. 

Reduktion von Echinornycin lnit Lithiumborhydrid. Zu einer eisgekiihlten Losung von 27 mg 
Echinomycin in 30 ml trockenem Tetrahydro-furan wurden 54 mg Lithiumborhydrid in mehreren 
Portionen zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 12 Std. in einer Stickstoffatmosphare bei 
Zinimertemperatur geruhrt und dann rnit 10 ml n-Bntylalkohol versetzt. Nachdem das Tetra- 
hydro-furan im Vakuum cntfernt worden war, fugte man weitere 3 ml wassergesattigten n-Rutyl- 
alkohol zu. Nun wurde 10 Min. auf 60" erwarmt und filtriert. Der Niederschlag wurde viermal 
rnit je 5 ml warmem n-Butylalkohol gewaschen, die Filtrate im Vakuum eingedampft und der 
Riickstand mit absol. Alkohol ausgezogen. Die Ausziige wurden eingedampft, mit 10 ml Per- 

39) S. BLACKBURN h A. G. LOWTHER, Biochem. J.  48, 126 (1951); A. L. LEVY, Nature 174, 
126 (1954). 

40) Zur Methodik der Papierchromatographie von Aminossuren und Polypeptiden vgl. 
F. CRAMER, Papierchromatographie, 4. Aufl., Verlag Chemie, Weinheim 1958, S. 106-113 ; 
E. LEDERER & M. LEDERER, Chromatography, 2. Aufl., Elsevier, Amsterdam 1957, S. 338-348; 
I. M. HAIS & I(. MACEK, Handbuch dcr Papierchromatographie, Bd. I., G. Fischer, Jena 1956, 
S 412-510. 
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ameisensaure oxydiert 41) und mit 6-n. Salzsaure auf iibliche Weisc hydrolysiert und aufgear- 
beitet. Ein kleincr Teil des Hydrolyseproduktes, wclches in 0.5 ml Wasser aufgcnonimen wurde, 
diente fiir die I'apicrchromatographische Untersuchung. Wahrcnd Serin und Alanin unverandert 
bliebcn, fehlte N-Methylvalin vollstamlig. An seincr Stelle wurdc ein ncuer Fleck gefunden, der 
(lurch Mischclirornatogramme eindeutig als N-Methylvalinol identifiziert werden konnte. In der 
Nahc des Serin-Fleckes wurde ein weitcrer Fleck erhalten, der nach seiner Lage im Papierchroma- 
togramm und nach seinen Farbreaktionen rnit Ninhgdrin (blassviolett) und mit Pyridin und 
p-r\'itrobenzoylchlc)rid (gelb) mit  demjenigen der N-Methylcystcinsaurc iibercinstimmte. Drei 
ganz schwache Flecken. wclche auch auftrcten, wain man synthetischcs N, N'-Dimethylcystin der 
Rehandlung mit Pcrameiscnsaure und 6-n. Salzsaure unterworfcn hat,  sind wohl sekundare 
liinwancllungsprodukte des N-Methyl-cysteins 4 2 ) .  

Die Hauptmenge des Hydrolysenproduktes wurde mit  Natriumhydrogencarhonat ncutrali- 
siert, rnit gesattigter Natriunitiydrogencarbonat-Msung von 30 mg 2,4-Dinitrofluorbenzol in 
5 In1 Alkohol 3 Std. bci Zimmertcmperatur gcruhrt. Der Alkohol wurde darauf im Vakuum ab- 
gctrirben, worauf man die wlsserige alkalische LSsung dreimal rnit Ather extrahierte. I n  den 
Kther-husziigen wurde papicrchromatographisch 2,4-Uinitrophenyl-N-methylvalinol identifiziert. 
Die wasscrigc Schiclit wurde mi t  verd. Salzsaure vorsichtig angesauert und wieder mit Ather 
ausgezogen. Tjiese Xthcr-Auszuge cnthiclten, wie papierchromatographisch gczeigt werden 
konnte, die 2,4-Dinitrophenyl-Ucrivate cles .illanins und des Serins. Schliesslich wurde die 
saure Tvisserigc Losting auf etwa 0,5 ml eingcdampft und papierchromatographisch untersucht. 
E s  konntc darin direkt u n d  durch Mischchromatogramme die 2,4-l)initrophenyl-S-mcthyl- 
cysteinsaure nachgewiescn werden. Yiese letztere liisst sich eindeutig papierchromatographisch 
von der 2,4-I)initrophenyl-cysteinsaure unterscheiden 43) .  

Keduktiori von Echinumycin mat Natrium und Ammoniak. Zu 108 mg Echinomycin in 150 mi 
fliissigem Ammoniak wurden i n  mehreren Portinnen 30 mg Natrium zugefiigt. Die anfangs gelbe 
Losung farbte sich zunachst rot  und schliesslich hlau. Zum Reaktionsgemisch wurden nun 70 mg 
trock. Ammoniiimchlorid zugcgeben und das Ammoniak wurde abdunsten gelassen. Die Losung 
dcs Riickstandes in 20 in1 Wasser wurde rnit 0,l-n. Salzsaure auf pH 5 cingestellt und drcimal 
rnit Chloroform ausgcschiittclt. Uurch Eindampfen der getrockneten Chloroform-Ausziige erhielt 
man 93 mg eiiies gclben, aniorphen Produktes, das auf iibliche Weise mit  Perameisensaure oxy- 
diert und mit 6-n. Salzsaure vollstandig hydrolysiert wurde. Nehcn Serin, Alanin und N-Methyl- 
vd in  konntc im Hydrolpseprodukt lcicht die N-i\lethylcysteinsaure I-'apierchrornatographisch 
nachgcwiesen werckn. Nach fimsetzung mit 2,4- Dinitroflnorbenzol konnte papierchromatogra- 
phisch nehen clcn 2.4-13initrophenyl-Derivsten von Serin, Alanin und N-Methylvalin ein schwa- 
cher Fleck beohachtet wcrden, tlcr rnit ckmjenigen dcs 2,4-~)initrophenyl-h'-methylalalanin iiber- 
einstimmte. Die wasserlosliclien Anteile enthieltcn reichliche hlengen 2,4-Dinitrophenyl-N- 
mcthylcysteinsaure, die ebenialls papierchromatographisch identifizicrt w ~ r d e ~ ~ ) .  

Synthetische Vevgleichspriipavate 

DL-N-Methyl-nlanin wurde nach dcn Angabcn von E. FlSCHER & L. v. MECHEL4*) a m  u- 
Rrompropionsiiure und 40proz. wasserigem Mcthylaniin bercitet. Zur Analyse wurde im Hoch- 
valtnum bci 120--130" sublimiert. pK;cs 10,18, kqu.-Gew. 99 (ber. 103,l) 2y) 

C',H,O,N 13er. C 46,59 H 8,80 N 13,58% Gef. C 46,62 H 8,78 N 13,51% 

2,4-D~~aziivopkrnyl-N-methylalani1~ wurdc nach LEVY & CHUNG3') crhalten. Es bildete aus 
Athylacetat-~~thcr-Hexan oder aus Methanol-Wasser goldgelhe Xadeln vom Smp. 156,5-158'. 
Zur Analyse wur tk  im Hochvakuum bei 75'' gctrocknet. 

C',,H,,O,N, I h r .  (' 44.61 H 4,12 N 15,Sl% Gef. C 44,GO H 4,19 N 15,5So/b 

41) E. SCHRA%I, S. MOORE & E. J .  ~ I G ~ ~ O O I I ,  Hiocheni. J .  57, 33 (1954). 
42) Vgl. M. 13. VAN HALTEREN, Nature 168, 1090 (1951). 
4%) Zur papierchromatographischen Trennung von 2.4-Dinitrophenyl-Derivaten der ATT- 

Methylcysteinsaure und Cysteinsaurc eignet sic11 besonders Phosphat-l'ufferlosung pH 6.0 mit  
tert.. ilmylalkohol gesiittigt als Fliessmittel. 

44) Ber. deutsch. chem. Ges. 49, 13-55 (1916). 
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m.-N-Medhyl-ualinol wurde nach 0. VOGL & &I. POHM 45) durch Redulrtion von feinpulveri- 
siertem n~-r \ ' -Methylval in~~) mit Lithiumaluminiumhydrid in trockenem Tetrahydro-furan her- 
gestellt. Aus 1,31 g N-Methylvalin konnten 0,85 g (73y0 d. Th.) farbloses, hygroskopischcs 01, 
Sdp. 90-92"/12,5 Torr, erhalten werden. Zur Analyse und Charakterisierung wurde die Base in 
alkoholischer Losung in ihr saures Oxalat iibergefuhrt, welches rnit Ather gefallt wurde. Nach 
dreimaligem Umkristallisieren aus Methanol-kther schmolz das Salz bei 117,5-118,5". Zur 
Analyse wurde 2 Tage bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet. 

C8H,,0,N Ber. C 46,37 H 8,27 N 6,76% Gef. C 46,46 H 8,24 N 6,70Y0 
DL-2, 4-Dinitvophenyl-N-nzethylvalinol wurde aus N-methylvalinol und 2,4-l)initrofluorbenzol 

in Gegenwart von gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung bereitet 4 G ) .  Das Rohprodukt, 
ein orangegelbes 01,  erstarrte in der Kalte nach Anriihren rnit Petrolather. Nach dreimaligem 
Umkristallisieren aus Methanol schmolz die sehr lichtempfindliche Verbindung bei 94-95". Zur 
Analyse wurde 2 Tage bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet. 

C1,H,,O,N, Ber. C 50,88 H 6,05 N 14,83% Gef. C 50,96 H 6,03 N 14,71Y0 

L-AT-Methylcysteinsaure. Aus L-Cystein-hydrochlorid und Formaldehyd wurde nach den 
Angaben von S. RATNER & H. T. CLARKE47) die L- Thiazolidincarbonsuure-(4) hergestellt. Aus- 
beute 80% d. Th.,  Smp. 196-198". 6,66 g Thiazolidincarbonsaure-(4) wurden in 250 ml fliissigem 
Ammaniak gelost und 0,9 ml Wasser zugefugt. In diese Losung wurden in kleinen Portionen 
3,5 g Natrium bis zur bleibenden Blaufarbung eingetragen 48) .  Das Reaktionsgemisch wurde dann 
mit 8 g trockenem Ammoniumchlorid versetzt und nach dem Verdunsten des Ammoniaks in 
100 ml Wasser gelost. Die auf die Halfte eingeengte und rnit 6-n. Salzsaure stark angesauerte 
Losung hinterliess beim Eindampfen im Vakuum einen Riickstand, der fiinfmal rnit j e  3 0 4 0  ml 
absol. Alkohol bei Zimmertemperatur ausgezogen wurde. Die alkoholischen Ausziige wurden 
im Vakuum zur Trockne eingedampft, in 250 ml Wasser gelost, mit Ammoniak alkalisiert und 
nach Zugabe eines Kristalles von Eisen(I1)-sulfat 7 Std. rnit Luft oxydiert bis die Farbreaktion 
mit Nitroprussidnatrium auf die Thiol-Gruppe nicht verschwand. Die Losung wurde darauf rnit 
25prOz. Essigsaure angesauert und mit 200 mi Alkohol versetzt. Nach 5std. Stehen bei 0" 
fie1 das L-N, N'-DimethyZcystin in feinen Flocken aus, welche abzentrifugiert und aus 50proz. 
Alkohol umkristallisiert wurden; Ausbeute 4,50 g (67% d. Th.) .  Zur Analyse wurde noch dreimal 
umkristallisiert und 2 Tage bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet : feine Nadelchen 
vom Smp. 217-219" (Zers., Kapillare eingefuhrt bei Z l O " ) ,  [aIn = +78" (c = 0,778; n. Salz- - 
saure) 

C,Hl6O4N,S2 Ber. C 35,82 H 6,Ol N 10,45 S 23,86y0 
Gef. ,, 35,79 ,, 6,04 ,, 10,33 ,, 23,86% 

Zu einer Losung von 1,34 g N, N'-Dimethylcystin in 8 ml Wasser und 2 ,5  ml konz. Salzsaure 
wurden langsam 4 g Brom zugetropft. Die Losung wurde mehrmals im Vakuum unter Zusatz von 
etwas M'asser eingedampft, dann in 6 ml Wasser gelost und rnit 20 ml Alkohol versetzt. Nach 
2std. Stehen bei 0" wurden die farblosen Nadeln abfiltriert und mit absol. Alkohol und Ather 
gewaschen : Ausbeute 1,615 g (82 % d. Th.) L-N-Methylcysteinsaure-monohydrat. Zur Analyse 
wurde dreimal aus 6Oproz. Alkolfol umkristallisiert, Smp. 228-229" (Zers., Kapillare bei 222" 
eingefuhrt). Gewichtsverlust nach 20 Std. im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd : 

C,H,O,NS,H,O Ber. H,O 8,95y0 Gef. H,O 9,13y0 

[alD = +4,26" (c = 5,216; Wasser), pKSlo 3,01, kqu.-Gew. gef. 202 (ber. 201,2)29) 
C4H,0,NS Ber. C 26,22 H 4.95 N 7,65 S 17,507" 

Gef. ,, 26,16 ,, 5,05 ,, 7,55 ,, 17,48Y0 

45) Monatsh. 83, 541 (1952), 84, 1097 (1953). 
46) W. GRASSMANN H. H ~ R M A N N  & H. ENDRES, Chem. Ber. 86,1477 (1953); 88,102 (1955), 

M. JUTISZ, M. PRIVAT DE GARILHE, M. SUQUET & C. FROMAGEOT, Bull. SOC. Chim. biol. 36, 117 
(1954). 

47)  J .  Amer. chem. SOC. 59, 200 (1937). 
48) Zur Methodik vgl. H. T. CLARKE, J .  R. JOHNSON & R. ROBINSON, The Chemistry of 

49) Vgl. K. BLOCH & H. T. CLARKE, J .  biol. Chemistry 125, 275 (1938), 
Penicillin, Princeton University Press, Princeton N. J .  1949, S. 945. 
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.41s weiteres Vergleichspraparat wurde fur papierchromatographische Untersuchungen auf 
ubliche Weise die wasserlosliche 2,4-Dinitrophenyl-N-methylcysteinsaure hergestellt, aber nicht 
isoliert. 

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

Zusammen f assung 
Fur das fruher 7)") isolierte Antibioticum Eckinomycin wird auf Grund der bereits 

bekannten und neuen analytischen Daten und Abbauergebnisse eine ncue Formel, 
C,,H,,O,,N,,S,, abgeleitet. Dieser Formel entspricht die ungewohnliche Konstitu- 
tion XIII, eines durch einen Dithian-Ring uberbruckten Cyclooctapeptid-dilactons 
mit 26 Ringgliedern. 

Organisch-chemisches Laboratorium 
der Eidg. Technischen Hochschule, Zurich 

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- 
stoffc kurz zu diskutieren. Dabei war es interessant festzustellen, wie das Oxydations- 
mittel m-nitrobenzolsulfosaures Natrium, bekannt als Ludigol, Revatol S, Albatex BD 
oder Resistsalt L1), rnit der Viskose reagiert. 

Nach den Ausfuhrungen von J. EISELE & S. HAFENRICHTER~) lassen sich die 
Leukopotentiale der Kupenfarbstoffe in alkalischem Medium rnit Kaliumferricyanid- 
losungen bestimmen. Die Normalpotentiale konnen nicht gemessen werden, weil die 
Kupenfarbstoffe nur in der reduzierten Form wasserloslich sind. 

Die Bestimmung des Leukopotentials der Farbstoffe erfolgt nach der bewahrten 
Methode von EISELE & H4FENRICHTER') bei 60" unter Stickstoffstrom. Messungen 
bei 20" - Viskosetcmperatur - geben weniger ausgepragte Kurvenbilder und er- 
schweren so die exakte Bestimmung des Leukopotentials ausserordentlich. Die bei 
60" ausgefuhrten Messungen werden deshalb auf 20" reduziert. Fur Redoxpotentiale 
von -300 mV bis -900 mV kann eine generelle Reduktion des absoluten Wertes 
urn 50 mV als genau genug angesehen werden. HAFENRICHTER~) gibt als Faustrege! 
an, dass sich bei einer Temperaturanderung die rnV-Werte gleichsinnig um eine Ein- 
heit pro "C andern. 

Alle Messungen werden rnit 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, rnit eingebauter mV-Skala. Geriihrt wurde mit einem 
Magnetriihrwerk rnit eingebauter Heizplatte. Um Fehlmessungen zu vermeiden, ist es vorteilhaft, 
die bei Zimmertemperatur gesattigtc Kaliumchloridlosung oftcrs zu erneuern. 

1) S. HAFENRICHTER, Textil-Rundschau 11, 257 (1956) 
2, Melliand Textilber. 35, 756 (1954). 




