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Synthese des 6-N-Hydroxy-L-arginins

von Jorg Widmer und Walter Keller-Schierlein
Organisch-chemisches Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule, Ziirich

Herrn Prof. Dr. Hans Brockmann zum 70.Geburtstag gewidmet

(12. 1. 74)

Summary. A synthesis of the antibiotically active amino acid, §-N-hydroxy-L-arginine, start-
ing from vr-ornithine is described. In addition a new synthesis of §-N-hydroxy-L-ornithine, an
important building stone of many sideramines, is given.

Das §-N-Hydroxy-L-arginin (1) ist eine antibiotisch wirksame Aminosiure, die
wir kiirzlich aus Kulturen des dermatophytischen Pilzes Nannizzia gypsea isoliert
haben [2]. Dasselbe Antibioticum wurde von Maehr et al. [3] gleichzeitig aus einem
nicht niher charakterisierten Bacillus-Stamm erhalten. Die Strukturformel 1 beruht
einerseits auf einer eingehenden spektroskopischen Untersuchung [2], anderseits auf
chemischen Umwandlungen und einer Rodntgenstrukturanalyse des kristallinen
Hydrobromids [3]. In dieser Arbeit berichten wir iiber eine Synthese von §-N-
Hydroxy-L-arginin, die die Strukturformel 1 bestdtigt und zudem die Herstellung
grosserer Materialmengen fiir eingehende biologische Studien erlaubt.

Zunichst iiberzeugten wir uns davon, dass Hydroxylamine (z.B. 2) mit O-
Methylisoharnstoff analog wie Amine reagieren, Die einfache Modellverbindung 3
konnte in befriedigender Ausbeute hergestellt werden. Somit konnten grundsitzlich
die Methoden, die fiir die Uberfithrung von Ornithin in Arginin bekannt sind, auf das
neue Problem iibertragen werden.

Die einfachste Synthese von Arginin, die unseres Wissens zum erstenmal von
Turba [4)] beschrieben wurde, besteht im Schutz der Carboxylgruppe und der a-
Aminogruppe des Ornithins durch Bildung des Kupferkomplexes, in dem die freie
é-stindige Aminogruppe selektiv mit O-Methylisoharnstoff in die Guanidinogruppe
iibergefiihrt werden kann. Die gleiche einfache Methode lisst sich allerdings beim
6-N-Hydroxy-L-ornithin?) nicht anwenden. Es ist bekannt (z.B. [6]), dass Hydroxyl-
amine reduzierend wirken und sowohl mit Triphenyltetrazoliumchlorid wie auch mit
Fehling’scher Losung reagieren. Kupferkomplexe von a-Aminosduren verhalten sich
offenbar dhnlich wie Fehling’sches Reagens. Wenn man versucht, den Kupferkomplex
des 4-N-Hydroxyornithins herzustellen, scheiden sich bald Salze -des einwertigen
Kupfers ab unter Zerstérung der Hydroxylaminogruppen. Wir haben daher das mit
bewihrten Gruppen geschiitzte Derivat 12 des §-N-Hydroxy-L-ornithins auf folgen-
dem Weg hergestellt:

1) 129.Mitt., s. [1].

2) Hergestellt durch Hydrolyse von Desferrifusigen [5].
Herrn Dr. H. Diekmann, Tibingen, danken wir bestens fur eine grossere Menge Rohfusigen.
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Das bekannte d-N-Benzyloxycarbonyl-L-ornithin (4) wurde durch Umesterung
mit $-Butylacetat und Perchlorsiure in den ¢-Butylester 5 iibergefithrt, der mit
{-Butoxycarbonylazid das vollstindig geschiitzte Derivat 6 gab. Daraus liess sich
durch Hydrogenolyse die Benzyloxycarbonylgruppe selektiv abspalten. Das Pro-
dukt 7 wurde ohne Reinigung mit Anisaldehyd in die Schiff’sche Base 9 {ibergefiihrt.
Das daraus mit m-Chlorperbenzoesiure bereitete Oxaziridin 11 erwies sich durch
das NMR.-Spektrum als ein Gemisch von Diastereomeren, das sich nur schwer tren-
nen liess. Da die Stereochemie im Bereich des Oxaziridinringes fiir das Endprodukt
irrelevant ist, wurde die Synthese mit dem Gemisch weitergefiihrt.

Im Falle des stabileren Oxaziridins 10 liess sich dagegen ein Diastereomeres —
aufgrund des NMR.-Spektrums offenbar eine der beiden #rans-Formen (7] — kristallin
abtrennen, wihrend die beiden c¢ss-Isomeren nicht kristallisiert werden konnten.
Eine stabile inversionsgehemmte rdumliche Anordnung an Stickstoffatomen mit
elektronegativen Substituenten ist in letzter Zeit wiederholt beobachtet worden,
u.a. auch an verschiedenen Oxaziridinen (vgl. z.B. [8]).

Die siurekatalysierte Spaltung des Oxaziridins 11 musste unter so milden Be-
dingungen erfolgen, dass die #-Butyl-Schutzgruppen nicht merklich angegriffen
wurden. Nach diesem Postulat hatten wir die Wahl der Aldehydkomponente (Anisal-
dehyd) fur die Schiff’sche Base 9 ausgerichtet. Anhand der Modellverbindungen 14,
15 und 16 hatte sich nimlich ergeben, dass das Benzaldehyd-Derivat 14 beim Riihren
mit Dowex-50 X 2 in Methanol/Wasser bei Raumtemperatur erst nach 90 Std. zu
etwa 909, gespalten wurde. Beim p-Tolualdehydderivat 15 wurde nach 19 Std. ein
ca. 90proz. Umsatz beobachtet. Beim p-Methoxyderivat 16 war bereits nach 21/, Std.
kaum mehr Ausgangsmaterial nachweisbar. Dementsprechend konnte das Oxaziridin
10 nur unter grossen Verlusten (Angriff an den Schutzgruppen) zum Hydroxyl-
amin 12 gespalten werden, wihrend dasselbe ausgehend vom Oxaziridin 11 bei
kurzer Reaktionsdauer mit befriedigenden Ausbeuten erhalten wurde. Dieses war
allerdings von betrichtlichen Mengen des Nitrons 17 begleitet, das durch Ionen-
austauscherchromatographie abgetrennt wurde. Die Umsetzung des Hydroxylamins
12 erfolgte mit S-Athyl-isothioharnstoff, der sich in Vorversuchen dem Sauerstoff-
analogen als iiberlegen erwiesen hatte.

Das olige Hydroxyguanidinderivat 13 wurde ohne weitere Reinigung in kalter
wasserfreier Trifluoressigsdure geldst. Nach ca. 2 Std. war die Abspaltung der
Schutzgruppen beendet. Das rohe Produkt zeigte im Dinnschichtchromatogramm
noch ca. 4 ninhydrinpositive Flecke, von denen der weitaus intensivste mit natiir-
lichem ¢-N-Hydroxyarginin (1) tibereinstimmte. Die Reinigung erfolgte an einer
Cellulosesiule mit Athanol/Eisessig/Wasser 4:1:1 als Elujerungsmittel. Das so er-
haltene diinnschichtchromatographisch nahezu einheitliche Acetat des 6-N-Hydroxy-
L-arginins [2] wurde an einer Ionenaustauschersiule in die ireie Base fibergefithrt, -
die aus Wasser/Methanol kristallisiert werden konnte. Die synthetische Verbindung
erwies sich nach Smp., Mischsmp., Rf-Wert und IR.-Spektrum [2] als identisch mit
dem Naturstoff. Die optische Drehung ([o], = +7,12° in Wasser, + 20,75° in 6N
HCl) entspricht den Angaben von Maehr et al. [3] fur das natiirliche Antibioticum,
ist dagegen deutlich geringer als der von uns frither angegebene Wert [2]. Eine
Nachpriifung ist mangels gentigend natiirlichen Materials zurzeit nicht moglich.
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Die biologische Aktivitit gegen zwei Stimme von Bacilius subtilis (T 203 und
ATCC 6051) sowie gegen Pseudomonas saccharophila war innerhalb der Fehlergrenzen
gleich wie beim Naturstoff. Die hemmende Wirkung konnte durch r-Arginin und
L-Citrullin aufgehoben werden?3).
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3) Herrn Prof. Dr. W. Loeffler, Titbingen, danken wir fiir die Testresultate.



660 HeLveTica Caimica Acta - Vol. 57, Fasc. 3 (1974) — Nr. 73

Im experimentellen Teil werden ferner die Hydrolysen des Oxaziridins 10 und
Nitrons 17 zu ¢-N-Hydroxy-L-ornithin (18) [9] beschrieben, die einen neuen synthe-
tischen Zugang zu diesem wichtigen Baustein von Sideraminen [10] eréffnen.

Dem Stipendienfonds zur Unterstiilzung von Dokiovanden auf dem Gebiet der Chemie und der
Ciba-Geigy AG, Basel, danken wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Allgemeines. Die Smp. wurden in offener Kapillare bestimmt und sind nicht korrigiert. Fiir
die instrumentalanalytischen Bestimmungen wurden folgende Gerite verwendet:

IR.-Spektren: Perkin-Elmer Spektrophotometer, Modell 125. Losungsmittel (sofern nichts
anderes vermerkt): Chloroform. — UV.-Spektren: Perkin-Elmer Spektrophotometer, Modell
137 UV. Loésungsmittel: Feinsprit. - NMR.-Spektren: Varian-Spektrometer, Modelle A60, T60
oder HA100. Sofern nichts anderes vermerkt ist, wurden die Spektren in CDCl, aufgenommen,
Chemische Verschiebungen sind in §-Werten (ppm gegeniiber Tetramethylsilan als internem Stan-
dard), Kopplungskonstanten in Hertz angegeben: s = Singulett, 4 = Dublett, = Triplett,
g = Quartett, # = komplex aufgespaltenc Signalgruppe, b = breit, schlecht aufgelést. — Massen-
spektren: Hitachi- Perkin-Elmer Spektrometer, Modell RMU 7. Optische Drehungen: Lichtelek-
trisches Zeiss-Polarimeter, Modell 141.

Fir die Dinnschichtchromatographie verwendeten wir Kieselgel-Fertigplatten Fyy, bzw.
Celluloseplatten der Firma Merck AG, fur die priparative Chromatographie Kieselgel 0,063—-0,2 mm
bzw. Cellulosepulver mikrokristallin derselben Firma.

1-Hydroxy-1-propylguanidin (3). 1 g 1-Nitropropan in 5 ml Eisessig wurden mit 200 mg
Palladium auf Bariumsulfat (10proz.) hydriert, bis ca. 2 mol Wasserstoff verbraucht waren. Nach
dem Filtrieren und Eindampfen wurde der Riickstand in einer Lésung von 1,24 g O-Methyliso-
harnstoff-hydrochlorid in ca. 10 ml Wasser aufgenommen und mit 1~ Natronlauge auf pH 10,8
gebracht [4]. Nach 16 Std. Stehen bei 20° wurde mit verd. Salzsdure schwach angesiduert und einige
Std. stebhengelassen, um das tberschiissige Reagens zu zersetzen. Die Guanidinverbindung 3
wurde darauf an einer Siule aus 20 ml Dowex-50x 2 (H+-Form) adsorbiert, mit 50 ml Wasser
gewaschen und mit 1N Ammoniak eluiert. Durch Umkristallisieren des Eindampf{riickstandes aus
Methanol wurden 430 mg farblose methanolhaltige Nadeln erhalten, die beim Trocknen (70°,
Hochvakuum) zu einem amorphen hygroskopischen Pulver zerfielen. — IR. (KBr): » (C=N)
1650 cm~1. — NMR. (D,0): 091 (¢, J = 7, 3H); 1,72 (m, | = 7, 2H); 3,47 (¢, ] =7, 2H). -
Mikrotitration in Methylcellosolve/Wasser 8:2 pKjcs = 8,97, Aquiv.-Gew. Gef. 132.

C,H;;N;O (117,5) Ber. C41,01 H947 N 35,879  Gef. C40,81 H9,52 N 35,489,

2-Hexyl-3-phenyloxazividin (14). 1 g (5,3 mmol) N-Benzylidenhexylamin [11] in 2 ml Methylen-
chlorid liess man unter Eiskiithlung langsam zu einer Lésung von 910 mg (5,3 mmol) m-Chlorper-
benzoesdure in 10 ml Methylenchlorid tropfen [12]. Nach 2 Std. bei 0° wurde von der ausgeschie-
denen m-Chlorbenzoesdure abfiltriert und das Filtrat je 2mal mit Natriumhydrogencarbonat-
16sung, verd. Schwefelsdure und Wasser gewaschen. Der nach dem Trocknen mit Magnesiumsulfat
und Eindampfen erhaltene Riickstand wurde bei 0,02 Torr und 70-80° destilliert. Ausbeute
860 mg (79%) farblose Flussigkeit.

Ci3H(gNO akt. O  Ber. 7,79%  Gef. 7,59%%)

150 mg des Diastereomerengemisches wurden an 15 g Kieselgel mit Methylenchlorid als Eluie-
rungsmittel chromatographiert. Die ersten Fraktionen enthielten 90 mg Produkt mit Rf 0,61
(Diuinnschicht auf Kieselgel, Methylenchlorid, Anfirben mit KJ-Starke in der Wirme$)).

Zur Analyse wurde im Hochvakuum destilliert. - NMR.: 0,7-2,0 (b, 11H); 2,6-3,1 (&, 2H);
4,50 (s, 1H); 7,41 (s, 5H). Aufgrund des Signals bei 4,5 ppm [H—C(3)] liegt das frans-Isomere

vor [7]. CH, NO  Ber. C76,05 H 9,33 N6,82% Mol.-Gew. 205
Gef. ,, 7586 ,, 931 ,, 6,56% Mt 205

1) Jodometrisch bestimmt nach Horner & Jiivgens [13].
%) Sprithreagens: 1 g KJ, 1 g Stirke und 20 mg Hg,J, in-100 ml Wasser.
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Spitere Fraktionen des Chromatogramms gaben 30 mg einer Verbindung mit Rf 0,33. Die farb-
lose Fluissigkeit wurde im Hochvakuum destilliert. — NMR.: 0,7-1,8 (b, 11H); 2,5 (¢, J = 7,2H);
5,30 (s, 1H); 7,45 (s, 5H). Aufgrund des Signals bei 5,30 ppm [H—C(3)] liegt die cis-Verbindung

vor [7]. C,sHyNO  Ber. Mol.-Gew. 205  Gef. M* 205

In gleicher Weise wurden das p-Methylderivat 15 und das p-Methoxyderivat 16 bereitet.
Beide bildeten farblose Ole und sind Diastereomerengemische (Signale bei 4,5 und 5,3 ppm im
NMR.-Spektrum). Beim Versuch, die Diastereomeren an Kieselgel rein zu gewinnen, trat weit-
gehende Zersetzung ein.

Hydrolysegeschwindigkeit von 2-Hexyl-3-aryloxazividinen mit Dowex-50 [14]. Je 6 ml einer
0,081 M Losung der Oxaziridine 14, 15 und 16 in Methanol/Wasser 5:1 wurden mit 1 ml wésseriger
Aufschlammung von Dowex-50 X 2 gerithrt. Von Zeit zu Zeit entnahm man 0,3 ml der Lésung und
bestimmte den Gehalt an Oxaziridin jodometrisch [13]. Ergebnisse s. Tabelle.

Tabelle. Verbrauch von 0,01 N Natriumthiosulfat-Lisung pro 0,3 mi Probe

Verbindung 14 15 16
Dauer (Std.) cis trans Dauer
0 4,9 52 0 4,9 5,0
1,5 4,4 - 0,083 4,9 1,05
15,5 1,8 4,1 2,33 33 0,10
25 1,1 3,5 19,0 0,44 -
41 0.5 2,5
90 0.1 0,8

o-N-t- Butoxycarbonyl-8-N-benzyloxycarbonyl-L-oynithin-t-butylester (6). 5,25 g (20 mmol)
d-N-Benzyloxycarbonyl-L-ornithin [15] und 3,7 g 60proz. Perchlorsdure in 300 ml #-Butylacetat
wurden 4 Tage bei Zimmertemp. stehengelassen [16]. Nach Abkithlen auf 0° wurde 4mal mit
eiskalter 0,5N Salzsiure ausgeschiittelt, die Ausziige sofort mit 1~ Natronlauge alkalisch gemacht
und 3mal mit Ather ausgezogen. Die mit Natriumsulfat getrockneten Extrakte gaben beim
Eindampfen 3,6 g (56%) 6-N-Benzyloxycarbonyl-L-ornithin-z-butylester (5) als farbloses viskoses
Ol. Aus der wisserigen Phase fielen nach Neutralisieren (pH 6) 600 mg Ausgangsmaterial kristallin
aus.

Zu 3,6 g (11,2 mmol) /-Butylester 5 und 1,76 g (12,3 mmol) ¢-Butoxycarbonylazid in 50 ml
Dioxan und 10 ml Wasser liess man unter Rithren 1N Natronlauge so langsam zutropfen, dass
der pH-Wert nie tiber 10,0 stieg. Nach 5 Tagen war gemiss Ditnnschichtchromatogramm alles
Edukt umgesetzt. Nach dem Verdinnen mit Wasser wurde mit fester Zitronensiure auf pH 5
eingestellt und 3mal mit Ather ausgezogen. Nach dem Trocknen (Natriumsulfat) und Eindampfen
wurden 4,7 g (99%) Produkt 6 als zihes farbloses Ol erhalten. [o]p = —14,66° (¢ = 1,03% in
Methanol). - NMR.: 1,45 (s, 18H); 1,45-1,8 (b, 4Hy .); 3,18 (m, J = 6, 2H,); 4,15 (b, 1H,);
5,1 (s, 2H); 5,1-5,35 (b, 2NH); 7,30 (s, 5Har). — IR.: »(CO) 1720 cm™1,

a-N-t- Butoxycarbonyl-6-N-benzyliden-L-ornithin-t-butylester (8). 1 g (2,37 mmol) des Ornithin-
derivates 6 in 10 ml Methanol wurde mit 250 mg 10proz. Palladiumkohle bei Atmosphédrendruck
14 Std. lang hydriert. Nach dem Filtrieren und Eindampfen wurde das rohe Amin 7 mit 250 mg
(2,36 mmol) Benzaldehyd in 7 ml Benzol aufgenommen und mit ca. 1 g wasserfreiem Natrium-
carbonat 16 Std. stehengelassen. Abfiltricren, Eindampfen und 2maliges Umkristallisieren aus
Petroldther gab 660 mg (749%,) farblose Kristalle der Schiff’schen Base 8, Smp. 102-103°, [a]p =
—~17,8° (¢ = 1,90% in Methanol). — IR.: »(NH) 3450, »(CO) 1710, »(C=N) 1640 cm~. - NMR.:
1,47 (s, 18H); 1,6-1,9 (b, 4Hy ,); 3,5-3,8 (b, 2H,); 4,2 (b, 1H,}; 5,3 (b, INH); 7,3-7,6 (%, 3H);
7,6-7,9 (k, 2H); 8,3 (bs, 1H—C=N).

CyHgpN, O, Ber. C66,99 HS8,57 N744% Gef. C66,97 H8,55 N7,48%

o-N-t- Butoxycarbonyl-6-(3-phenyl-2-oxaziridyl)-L-norvalin-t-butylester (10). 300 mg Benzyliden-
derivat 8 wurden, wie fiir die Herstellung der Verbindung 14 beschrieben, mit m-Chlorperbenzoe-
sdure oxydiert und das Produkt an 35 g Kieselgel chromatographiert. Mit Chloroform/Athylacetat
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5:1 wurden zunéchst 200 mg des Gemisches der beiden trans-Oxaziridine (Rf 0,56 mit Chloroform/
Athylacetat 5:1 auf Kieselgel) eluiert, Es erstarrte nach dem Eindampfen teilweise und gab aus
Petrolather 66 mg filzige Nadeln, Smp. nach einer weiteren Umkristallisation 116,5-117,5°.
[@]p = —82,9° (¢ = 0,895%, in Methanol). — IR.: »(NH) 3450, »{CO) 1700 cm™. — MS.: m/[e 392
0,1%,, M+), 376 (1%, M — 16), 336 (2%,), 320 (2,8%), 291 (2,1%), 280 (12,5%), 263 (17,5%),
174 (48%), 105 (100%). — NMR.: 1,48 (s, 18H); 1,65-2,0 (b, 4H ,); 2,6-3,2 (&, 2H,); 4,22 (b,
1H,); 4,51 (s, 1H, H—C(3)); 5,10 (b, 1NH); 7,40 (s, 5H).
Co HgoN,O;  Ber. C64,26 H 8,22 N7,14 akt.O 4,089,
Gef. ,, 64,13 ,, 814 ,, 7,02 ., 4,019

Die oligen Mutterlaugen enthielten vorwiegend das zweite frams-Isomere, [a]p = +44,2°
(¢ = 0,895% in Methanol). Die IR.-, NMR.- und Massenspektren stimmten mit denen des kristal-
linen Isomeren weitgehend tiberein.

Spitere Eluate mit dem gleichen Losungsmittel enthielten das Gemisch der beiden cis-
Isomeren (40 mg, Rf 0,45), das nicht kristallisiert werden konnte. — NMR.: 1,44 (s, 18 H); 1,6-1,85
(b,4Hy ,); 2,45 (1, ] =6, 2H,); 4,18 (b, 1H,); 5,0 (b, 1NH); 5,3 (s, 1H, H—C(3) [7)), 7,5 (s, 5H).

Cy HgyN,O;  akt. O Ber. 4,089  Gef. 3,929, [13]

a-N-t- Butoxycarbonyl-3- N-(p-methoxybenzyliden)-L-ornithin-t-butylesier (9). Das aus 1,2 g
(2,84 mmol) Benzyloxycarbonylverbindung 6 bereitete Hydrogenolyseprodukt 7 und 385 mg
(2,84 mmol) Anisaldehyd wurden wie oben zu 925 mg (80,5%) Schiff’scher Base 9 umgesetzt;
aus Hexan farblose Kristalle, Smp, 96-97,5°. — IR.: » (NH) 3430, »(CO) 1700, » (C=N) 1650 cm™1. —
NMR.: u.a. 3,85 (s, 3H); 6,9 und 7,7 (je 2H, A4A’BB’ mit J4p = 9); 8,22 (bs, 1 H—C=N); tibrige
Signale analog wie bei Verbindung 8.

CyuHgyN,Og  Ber. C65,00 H8,43 N6,89%  Gef. C64,95 H8,39 N6,83%

0-N-Hydyoxy-L-arginin (1). 5g (12,3 mmol) Schiff’sche Base 9 wurden wie oben zum Oxaziridin
11 oxydiert. Das Gemisch der Diastereomeren 1oste man in 20 ml Methanol und gab 15 ml mit
‘Wasser aufgeschlammtes Dowex-50 x 2 zu. Nach 3stdg. Rithren bei Zimmertemp. fiillte man den
Tonenaustauscher in eine Sdule und wusch mit Methanol so lange, bis im Eluat dinnschicht-
chromatographisch kein Anisaldehyd mehr nachweisbar war (ca. 40 ml). In den Methanol-Eluaten
war ferner reichlich Nitron 17 nachweisbar (s. unten). Darauf wurde mit 1N Ammoniak in Metha-
nol eluiert. Die ersten, triphenyltetrazolium-negativen Fraktionen enthielten noch 0,5 g Nitron
(17), die anschliessenden Fraktionen, die mit Triphenyltetrazoliumchlorid eine rote Firbung
gaben, enthielten gemass Diinnschichtchromatogramm und NMR.-Spektrum nahezu einheitliches
Hydroxylamin 12. Dieses wurde zusammen mit 1,1 g (6 mmol) S-Athyl-isothioharnstoff-hydro-
chlorid [17] in 10 ml Wasser/Methanol 1:1 gelost und mit 1 N Natronlauge auf pH 10,8 eingestellt.
Nach 3 Tagen neutralisierte man mit 1~ Salzsiure und dampfte zur Trockne ein. Der Riickstand
wurde mit Eisessig ausgezogen, die Losung von Natriumchlorid abfiltriert und erneut im Vakuum
eingedampft. Das &lige Produkt (12) wurde mit 20 ml Trifluoressigsiure 3 Std. bei 0° stehengelas-
sen und der Riickstand nach dem Eindampfen an 120 g Cellulosepulver mit Athanol/Eisessig/
Wasser 4:1:1 chromatographiert. Die diinnschichtchromatographisch einheitlichen Fraktionen
(Rf 0,38, Athanol/Eisessig/Wasser 4:1:1 auf Celluloseplatte, Anfirbung mit Ninhydrin) gaben
beim Eindampfen das amorphe Acetat des §-N-Hydroxyarginins (1) [2], das an einer Siule aus
30 ml Dowex-50x 2 (NH-Form, Elution mit 0,58 Ammoniak) in die freie Base @ibergefihrt
wurde. Umkristallisation aus Wasser/Methanol gab 415 mg (189, bez. auf 9) farblose Kristalle
von Smp. 217° (Zers.); [o]p = +7,12°, (¢ = 0,786%, in Wasser), +20,75° (¢ = 0,670% in 6~ HCl).
Das Produkt war nach Rf-Wert, Smp., IR.-Spektrum (Fig.) und biologischer Wirkung identisch
mit dem Naturstoff [2].

2-Nitroindandionsalz. 23 mg der kristallinen Base in 1 ml Wasser wurde mit einer wisserigen
Lésung von 2-Nitroindandion bis zu pH 5 neutralisiert und auf ca. 0,5 ml eingeengt. Das ausge-
schiedene Salz wurde 2Zmal aus heissem Wasser umkristallisiert. Nach dem Trocknen bei 60° im
Hochvaknum lag ein Monohydrat in Form blassgelber Kristalle vom Smp. 187-188° (Zers.) vor.

CsHyN;O0;,-H,O  Ber. C45,11 H 5,30 N17,54%  Gef. C45,21 H 5,18 N17,579%,
o-N-t- Butoxycarbonyl-0-(p-anisylnitronyl-N)-L-norvalin-t-butylester (17). Die ersten, triphenyl-
tetrazolium-negativen Ammoniak-Eluate der Spaltung des Oxaziridins 11 (s. oben) gaben beim
Unmkristallisieren aus Aceton/Hexan 450 mg Nitron als farblose Kristalle, Smp. 108,5-110°.



HeLveTica CHIMICA AcTa — Vol. 57, Fasc. 3 (1974) — Nr. 73 663

V_'
¥
§
B
]
H

Durchidssigieit

Tranamitiance

Fig. IR.-Spektrum von §-N-Hydroxy-L-avginin in KBy

Weitere 1,25 g Nitron wurden aus dem Methanol-Eluat nach chromatographischer Abtrennung
des Anisaldehyds gewonnen, Gesamtausbeute 33% bez. auf 9. [a]p = —23,0° (¢ = 0,814%, in
Methanol). — IR.: »(NH) 3420, »(C=0) 1700, » (C=N) 1605 cm-1. ~ UV.: Angx (loge): 296 nm
(Infl. 4,29), 309 (4,36), 320 (Infl. 4,27); vgl. [18]. — NMR.: 1,47 (s, 18H); 1,65-2,3 (&, 41, ,);
3,86(s,3H); 3,97 (¢, ] =6,2H,);4,1-4,36 (b, 1H,); 5,16 (b, LNH); 6,92 und 8,20 (je 2H, AA4’BB’);
7,32 (s, 1H—-C=N).

CooHgN, Oy  Ber. C62,54 H 8,11 N6,63%  Gef. C62,71 H 7,93 N6,509,

d-N-Hydroxy-L-ornithin (18). a) Aus dem Nitvon 17. 100 mg Nitron in 2 ml 6N Salzsiure und
0,5 ml Methanol wurden 16 Std. bei Zimmertemp. stehengelassen. Die Lésung wurde 3mal mit
Ather ausgeschiittelt, um den Anisaldehyd zu entfernen. Der Eindampfriickstand der wisserigen
Phase gab bei der Chromatographic an 10 ml Dowex-50x 2 (H-Form) mit 1N Salzsiure eine
triphenylitetrazolium-positive Fraktion von 29 mg. Diese wurde in wenig heissem Wasser mit
25 mg 2-Nitroindandion versetzt und mit Natronlauge auf pH 4-5 eingestellt. Bei 0° schieden sich
30 mg gelbe Blattchen des 2-Nitroindandionsalzes ab. Smp. nach Umkristallisation aus heissem
Wasser 231° (Zers.) [9].

CH;N;0, Ber. C49,55 H 5,05 N12,39% Gef. C49,45 H 503 N12,25%

b) Aus dem Oxazividin 10. 26 mg Oxaziridin 10 wurden mit 50 mg Schwefelsdure in 2 ml
Methanol/Wasser 1:1 bei Zimmertemp. wihrend 16 Std. hydrolysiert. Das durch Ioneaustauscher-
Chromatographie (s. oben) gereinigte §-N-Hydroxy-L-ornithin gab ein 2-Nitroindandionsalz, das
nach Smp, und IR.-Spektrum mit dem oben beschriebenen tibereinstimmte.

¢} Aus Fusigen. 100 mg Desferifusigen, durch Behandeln von Rohfusigen mit 8-Hydroxy-
chinolin in Methanol/Wasser hergestellt [5], [10], gab nach der Hydrolyse mit 6N Salzsiure
(2 Std., 100°) und Chromatographie an Dowex-50 diinnschichtchromatographisch einheitliches
0-N-Hydroxy-L-ornithin, das wie oben in das 2-Nitroindandionsalz mit Smp. 227-230° (Zers.)
ibergefiihrt wurde, Das Priparat wurde durch den Misch-Smp. und das IR.-Spektrum mit dem
synthetischen Produkt identifiziert.

CyyHy7NgO,  Ber. C49,55 H 5,05 N12,39%  Gef. C49,54 H 5,20 N 12,339

Herrn W. Manser danken wir fiir die Mikroanalysen.
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74. The Crystal Structure of the NaNCS Complex of Nonactin
by Max Dobler and Richard Paul Phizackerley?!)
Laboratorium fiir organische Chemie der Eidg. Technischen Hochschule, CH-8006 Zirich

(12. 11. 74)

Summary. The NaNCS complex of the macrotetrolide antibiotic nonactin, which acts as an
ionophore with biological and artifical membranes crystallizes in the space group C2fc, a = 15.55,
b =19.59, ¢ = 15.31 A, B = 90°. The X-ray crystal structure investigation shows that Na* is co-
ordinated by four carbonyl oxygen atoms (Na+...0, 2.42 A) and four ether oxygen atoms (Nat...0,
2.77 A). The cubic coordination by eight equidistant oxygen atoms observed in the K+ complex
(K#+...0, 2.81 A) is thus deformed. This, however, requires only very small changes in the ligand
conformation.

The macrotetrolide antibiotic nonactin (1) [1] and its homologues exhibit a
marked cation specificity [2] in their biological action and have been shown to act as
ionophores with both biological and artificial membranes. Complexing constants of
alkali metals with nonactin in methanol have been measured [3]. Crystal structure
determinations of the KNCS complex of nonactin [4] and of free nonactin [5] have
previously been reported. In the K+ complex [4] the four ether oxygen atoms and
the four carbonyl oxygen atoms of the ligand form an approximately cubic 8-coor-

1) Present address: The Johns Hopkins University, Department of Biophysics, Baltimore, USA.



