
weitere Verdiinnung rnit Dioxan moglich, doch werden zu ver- 
diinnte Losungen bereits vom Papier weitgellend zersetzt. 

Wenn die vorauswandernde Front des Dioxans den oberen Rand 
des Papiers erreicht (nach ca. 30 min), wird das Papier aufgerollt 
und die obere Grenze des tiefroten Rhodanid-Bereiches cingezeich- 
net. Zur genauen Analyse mu0 der tiefste Punkt  der Liicken min- 
destens 2 em vom unteren Rand do8 Papiers entfernt sein. Die 
entstandenen Liieken werden umgezeiohnet und planimetriert 
oder ausgeschnitten und gewogen. 

Prof. Dr. E. Waldmann,  Vorstand des Institutes f i ir  
Organische Chemie der T .  H .  W i e n ,  bin ich fur die Er- 
laubnis zur Ausfuhrung dieser Arbeit i n  seinem Institut 
zu besondrrem Dank verpflichtet. Ferner danke ich Dr. 
H .  Berbalk fur  werfvolle Hinweise und unregendr Dis- 
kussionen. 
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Z u s c h r i f t e n  

Hydrazin-Spaltung von Actinomycinen 
Von Prof, Dr. H .  B R O C R M M A N N ,  Dr.  G. H O E I N S A C K  

und I ) r .  C. 11. siiLI;vo 
Organiseh-Chemisches Institiit der  7Tnii;ersitAt Gij'ftinyeih 

Beim Abbau yon Actinomyein C, unc? C,,) mit ITydrazinhydrat2) 
( 3  h, 140 "C)  erhielten wir ein Gemisch von Ahbauprodukten, aus 
dem durch chrnniatographische Adsorption einc kristallisierte 
Verhindung CJIi602N2, [xlz,"; -94 O (Chloroform) vom Fp 113 " C  
(Kofler-Block, korrig.) abgctrennt werden konnte. Sie gab beiin 
energisrhen Ahbau rnit konz. Snlzsaiire ein Hydrolysat, das im 
Papierchroniatogramm zwei Flecken rnit den RF-Werten des 
S a r k o s i n s  iind N - M e t h y l - v a l i n s  seigte. Da die kristallisierte 
Verbindung Ninhydrin-negativ ist, leicht sublimiert und sich in 
organischen Losungsinitt,eln, z. B. Benzol gut  lost, und da Icrner 
ihr IR-Spektrum bis auf geringfiigigc Differcnzen i ru  Gehiet 
6,75-7,50 p mit dem des I), L-N-Methyl-valyl-sarkosinanhydrides 
iihereinfitimmt, halten wir es fur &her, daW ein Anhydrid aus 
(+ )-N-Methyl-valin und Sarkosin vorliegt. 

Eine eingehende Untersnchung der Ilydrazin-Spaltung ergab, 
daW hereits unter Bedingungen, wie sie hei normalen Pcptidnn 
zur  Endgruppenhestimmiing angewandt werden3) (12 :4, Bthanoii- 
sche Hydrazinhydrat-Losung, 3 h3 100 " C )  farblose, kristallisierte 
Spaltprodukte entstehen. Durch d b b a u  von Actinomyein TI,) 
kamrn wir so u. a. z i i  einer kristallisierten Verbindung, die mit 
den1 ails Actinomycin C, und C ,  gewonnenen optisch aktiven 
N-3lethyl-valyl-sarkosinanhynrid identisch ist. Ilaneben falJten 
wir ein zweites, kristallisiertes Spaltstuck C,,H,,0,N2 vom F p  
138 "C, [NIB -167 " (Chloroform), das bei energischer Saure- 
hydrolyse zwei dminosauren mit den RF-Werten des P r o l i n s  
und V a l i n s  lielerte. Da dieses zweite Abhauprndukt ebenfalls 
optisch aktiv, Ninhydrin-negativ, leicht sublimierbar und in  or- 
ganischen Solventien gut  loslich ist, mu13 es ein Anhydrid aus den 
beiden betinomycin-Aminosluren L-Prolin und n-Valin sein. 

N-Methyl-valyl-sarkosinanhydrid, das wir ails Actinomycin C,. 
C, und I, in  Ausbeuten von mindestens 1 ,2  Mol kriutallisiert ge- 
wonnen haben, kommt als solches zweifellos nicht in  den Ac- 
tinompcineii vor, denn  es enthalt keine Gruppen, mit denen es 
in  der ~~ctinnmgcin-Molekel verankert sein konnte. Am nahe- 
liegendsten erscheint die Annahme, daO sich das Anhyclrid aus 
znnichst enhtandenem Sarkosyl-N-methyl-valin bzw. N-Methyl- 
valyl-sarkosin bildet, denn manche Methyl-aminnsailre-dipeptide 
gehen ungewohnlich leicht in  Anhydride iiber4). Wenn diese Ver- 
mutung richtig ist,  l iemist  die Isdierung von mehr als 1 Mol 
N-?rlet,hyl-valyl-sarkosinanhydrid, daB in den 2 &Lo1 Sarkosin 
und 2 Yo1 N-Methyl-valin enthaltendens) Actinomyoinen C,, C, 
und I, jede  der beiden Sarkosin-Nolekeln mit einer Molekel N- 
Methyl-valin verkniipft ist. 

Da Prolin-dipeptide ebenfalls leicht zu Anhydridcn cyclisieren: 
ist zweifellos auch das aus Actinomycin I, gewonncne Prolyl- 
valinanhydrid ein Seknndirprodukt, das whhrenrl der Ilydra- 
zinolyse aus einem Dipeptid entpteht. Seine Ausbeute (0,7 Mol) 
zeigt, daW auf jeden Fall 1 Mol des ini Actinomycin I, vorhan- 
dencn L-Prolins mit 1 Mol D-Valin verbunden ist. 

Die Ergebnisse heirn Hydrazin-Abbau haben uns veranlalit, 
das Verfahren i n  grii0erem MaBstab auf die in  unserem Institilt  
isolierten Actiuomyeine anmwenden. Dabei aind eine Reihe w-pi- 
terer krista.llisiertrr Abbauprodukte gefa13t worden. 
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') Vgl. A. Stoll, T h .  Petmilk; u. B. Becker, Helv. chim. Acta 33, 

3, K.  Schloggl, F .  Wessely 11. E. Wawersich,  Monatsh. Chem. 85, 957 
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Neue farbige Abbauprodukte der Actinomycine 

lion Prof .  Dr. I l .  HROC"KICZAA7Ar icnd D r .  €1. C i R O A  JY 
Organiach-Cheniieches lizstitut der  Vniversit i i t  G 6 f t i n q e u  

1)urch energisclie Sgiirehydroly-se erhielten wir aus Actinomyein 
C (Gemisch aus Actinomycin C,, C, iind C , l ) )  cine in karmoisin- 
roten PlLttchen odor Nadeln kristallisierrnde. Aminosaure-freie 
Verbindung C,,II,,O,N (Zers. oberhalb 260 " C ) ,  die wir B c, t i -  
n o r i n i n  genannt haben. Sie ist isomer mit dem beim Baryt- 
Ahbau der Actinnmycine entstebenden nesl~eptido-actinoniycin?!, 
nntersrheidet sich yon diesem abpr spektrnskopisch iinrl chemisch 
in charakt,eristischer Weise. 

Actinocinin enthalt zwei C-Methyl- iind zwei :lurch potcntio- 
metrische Titrat,ion in  50proz .  Dimethyl-formamid erialdbarc 
saiire Gnippen. Eine davon is1 ihrcm pK-Wert naeh eine Carboxy- 
Gruppe. Das N-Atom unseres Abhauproduktes is1 so schwncli 
basisch, da0  cine potentiornetrisehe Titration in Ihess ig  mit Per- 
chlorsiure nicht miiglich war. 

Mit Methyljodid-Silbcroxyd lie13 sich Actinocinin in  pin gclhcs, 
kristallisiertes Dimethoxy-Derivat ( F p  210-21 1 "C! iiherfdhren, 
das in  waljrigem Alkali unloslirh ist,  von konz. Mineralshuren aber 
unter Farhvertiefung aufgcnommen wird. Yit Renzoylchlorid- 
Pyridin gab Actinocinin ein kristallisiertes, rotes 1)ibenzoyl-Deri- 
vat ( P p  137-138 " C ) .  Seinem IR-Spektruni nach enthalt dieses 
Derivnt einp Saureanhydrid-Gruppiprung, die dem Actinocinin 
fehlt. Offenbar bildet die Carboxy-Griippe des Actinoeinins mit 
Benzoylchlorid ein gemischtes Anhydrid. I k r  zweite Renyoyl- 
Rest ist zwcifellos an eine Oxy-Gruppe gehunden. 

Von den beiden restlichen Sauerstoffatomen dcs dlatinocinins 
gehort mindestens eins tiner c h i n o i d o n  Cnrbonyl Gruppe an ,  
die sich durch eine Bande bei 6,16 p zu erkennen gibt. iiber die 
Funktion des fiinften Sauerstoffatorns lasspn sich noch keino Aus- 
sagen machen. 

Actinocinin bildet niit o-Phenylendiamin ein rothrsunes Kon- 
densationsprorlukt, eine R.raktion, die wir auf das Vorliegen einpr 
zum chinoiden Carbonyl bnnachbarten Oxy- G r u p p ~  zurhcklijhren. 
Da solche Oxy-Gruppen aiisgepriigte Aciditat zeigen, ist sonrit 
auch die Natur der zweiten sauren Gnippe  geklart. 

Neben Actinocinin erhielten wir cin zweites: kristallisiertes, 
Aminosaure-freies, rotes Saiireabbauprodukt, das dem Actinocinin 
spektroskopisch sehr Bhnlich ist,, wie dieses zwei C-Methyl- und 
zwei snure Gruppen enthiilt iind mit Zinn(ITj-chlorid ein blau- 
grunes Reduktionsprodukt likfert. I m  Geqensatz zum Actinocinin 
is t  es C h l o r - h a l t i g  nnd @bt beim Erwarmen mit wanriyern Al- 
kali eine griine Losung. 

Ilei rler clnrehydrolyse gehen r!ic Actinnmycine zuuiichPt in 
nesamino-nct inomycine~~ uber. DaFei tauscht der Farbstofftril 
der  Actinomycin-Molekel, ohne daO Aminosauren abgespalten 
werden, eine Amino-Gruppe gegen einc Oxy-Gruppe ails und er- 
langt, damit die Fahigkpit; rnit Zinn(I1)-chlorid pin tirfgriines; semi- 
chinoides R e d u k t ~ o n ~ p r o d i ~ k l , ~ )  zii tilden. Geht die SB.urc- 
hydrolyse iiber die Stuie des Desaniino-actinomyeins hiuaus, s o  
entstehen unter Freisel zung von Aniinosiuren, C h r  o m o p  e p  t i d  c 
mit unterschiedlichem Pcptid-Rest iDesamino-actinoc3.l-per~tide!, 
eine Reaktionsfolge, die schlic13lich, wenn a110 Sminos%iiren abgc- 
lost sind, zum Actinocinin fuhrt. Dahei treten am FarbstoIfteil rler 
Ilesamino-actinnmycine bzw. der Desamino-aatinn~yl-I'eptide of- 
fenhar keine wesentlichen Vcriinderiingen mehr ein: denn Actinoci- 
nin ist spektroskopisch den  Desamino-actinomyeinen sehr Shnlich 
und  gibt rhenso wie diese mit Zinn(l1)-chlorid ein tiefgrlines, semi- 
chinoides Redulitioiisprodiil~t (Absorptionsspektrum sehr Bhnlieh 
wie rlas des grdnen Semichinon4 der r,eRamino-actinonlycinr \ .  

I )  H .  Brockmann u. H .  Grone, Chem. Ber. 87, 1036 [1954]. 
') H .  Hrockmann u. N .  Grubhofer, Naturwissenschaften ,37, 494 

[1950]' Chem. Ber. 8G 1407 [19531; H .  Brockmann u. H .  M u x -  
f e ld t ,  haturwissenschaiten 4 7 ,  500 [1954]; diese Ztschr. 67, 617 
[19551. 
H. Brockmann u. B. Franck ,  Chern. Ber. 87, 1767 119541. 
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Beini Saureabbau der Actinoniycine wird also ilir Chroniopfior i n 1  

Grgensatz xum l3aryt-Ahbau nur wenig verinclert. 
Rcmerkenswert ist,  dali Actinocinin ebenso v,?e die Desamirio- 

actiflomycine nach Alkylieriiny oder Acylierung rler in1 chinoiden 
Riiig stehcnden Oxy-Gruppe beim Umsatz mit Zinn(I1)-chlorid 
nicht mchr die griine, seniichinoide Zwischenstule bildet, sondern 
sofort  in die gelbe Ilihydro-Verbindung iibergeht. 

I4n interessantes Zwisc  h e n p r o  (1 i i k t  der Reaktionsfolge Des- 
aiiiino-actinomyein --f Actinociuin faliten wir in  Form eines roten, 
kristallisierten Dimetehylesters C,,H,,O,N, (Fp  335-2.10 " C ) ,  der 
spektroskopisch dem Actinncinin sehr ahnlich ist und ebenso wie 
rlieses niit Zinn(I1)-chlorid cin griines Reduktionsprodukt licfert 
(Ahsorptionsspektruni qnalitativ d r m  des griinen 1)esamino- 
actinomycin-Rcrluktinn~~rn(liiktes glrich). Das JIydrolysat dieses 
hhbaiiproduktes zeigt ini Papierc,hromatogranin~ als einzigc 
Aminasanre Threonin.  Die dem Dimethylester augrundelieyendc 
Saurc C20H1809K2 hezeichnen v-ir als Desamino-ac t i i ioe :Yl-  
t h r e o n i n .  

Desamino-actinocyl-threonin-dimeth~lester is t sehr schwach ba- 
Gsch und bildet mit  AcetanhydriZ-Pyridin ein kristallisiertes Mono- 
acetat, das mit. Zinn(I1)-chlorid noch ein grdnes Rednktionspro- 
tlnkt, gibt. Die schwache Baski ta t  zeigt, daO die Amino-Gruppe dcs 
ini Desamino-aciinoeyl-threonin enthaltenen Threonins nicht, f r e i  
sein kann; aus der Bildung eines Monoarctates init positiyer griincr 
2;inn(II!-chlorid-l'Leaktion geht hervor, daB die Oxy-Gruppe des 
Threonins und nicht das dem Chinoncarbonyl benachharte FIydr- 
oxyl acetyliert worden ist. 

Soweit wir sehan, spricht nichts gegen die Annahnie, c1al.l Des- 
amino-aetinocyl-threonin aus einer Actiriocinin-Mnlekel mit ei-ner 
zusatzlichen Carhoxy- Gruppe bestpht, die Siiureamid-artig niit 
der Amino-Gruppe einer Threonin-Molekd verknupft ist. 
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Abbau des Actinomycins C zu 2,5-Dioxy-toluchinon 
und 3-0xy-1,8-dimethyl-phenoxazon-(2) 

Von Pmi. Ilr. H .  BROCI<.TIIIAYN u n d  Dr.  H .  3 .1O'XE'ELl lT  
Organi,scli-('hcnriRched Ins f i f u l  der  Cvicersitiit Cotlin!gcir 

Aus einem durch ljinyrres Erwarrrien mit 2Oproz. Salzsiure 
gelvonncuen FIydrolpsat v o n  Actinomycin C wurden neben AC- 
tinoeininl) zwei neuc farbigc, Aminosiure-freie Abbauprorlukte 
isoliert. Das eine, in nur sehr qeringer Menge entstehende, lBst 
sich violett in w-alirigern r\Tatriurnhy~lrogencarbonat, ist Stickstoff- 
frei, liristaliisiert in orangefarhenen, bei 157-163 "C schmelzenden 
Bllttchen und snblimiert, bereits bei 100 "C. Seine reduzierende 
Acetylierung lieferte farblose Xadeln vom Fp 19.1-196 "C,  die in1 
Geniimh niit 2,3,5,6-Te~raacetoxy-tnlnol keine Srhmelzpunkts- 
Ilcpression zeigten. 

Kondensation dicses Ahbauproiluktes mit o-Aminophenol- 
hydrochlorid Iiihrte zu ciiier in rotbraunen Kadrln kristallisieren- 
den Verbindung, deren Fp (227--230 'C, Zers.) durch das aus 2,5- 
Dioxy-toluchinon-~3.6: und o-Amino-.ohenol erha1t)ene Konden- 
sationsprodukt nicht verandert wird. Beide Kondcnsationspro- 
dukte stinimen im Spektrum des sichtbaren sowie des UV- nnd 
ITR-Gehietes uberrin. TJamit ist das Abbauprodnkt als 2 . 5 -  
L f i o  x y -  t 01 u c h i n o n  - ( 3 , 6 )  (11) identifiziert. 

Das zwcite Ahbauprodukt, orangerote Prismrn vom F p  242 "c1 
(Zers.), ha t  die Rrutt,oformel C,,H,,O,N nnd enthalt wie Actino- 
cinin zwei C-&thyl-Gruppen. Seine Acetylierung Euhrte zu einein 
kristallisierten, gelbroten Monoacetat C1,Hl,O,N vom Pp 164 bis 
166 'C, seiii Umsatz mit o-Pheuglendiamin gab ein krisf allisiertes, 
braunrs Koadcnsationsprodiil~t, das sirh nicht acetylieren lie13. 
Die Reobachtung, da13 unser 9 bhauprodukt niit Zinn(I1)-chlorid 
cbensc wie 3-Oxy-phenoxazon-i2) ein tiefblaues Rcduktionspro- 
d.ukt hildet tin& anch im Absorptionsspektruin dem 3-Oxy- 
phrnoxazon-(2) gleicht, lie0 vermuten, daI3 es ein 3-Oxy-dimethyl- 
jihenOXaZOn-[2) ist. Jn  Einklang damit s t rht ,  daO der  Abhau yon 
Actinomyein C: 2,5-Dioxy-toluchinon liefrrt, denn 3-Oxy-phenox- 
mane konnen hydrolytisch zu 2,5-Dioxg-chinonrn aufgespalten 
werden. 

Ila fur eine systematische Koustitutionsaufkl~rung niclit ge- 
nuyend Material zur Verfugung stand, haben wir synthetisch xi1 
klaren versncht, oh unser Abhnuprodukt ein 3-Oxy-dimethyl- 
phenoxazon-(2) ist und 2,5-Dioxy-tnluchinon (11) mit verschiede- 
nen Illethyl-o-aminoplienolen kondensiert. Dabei entstand aus II 
und 3-Amina-2-oxy-l-meth~l-benzol  ( I  j eine gelbrote, kristalli- 
sierte Verhindung, die ini Spektrum cles sichtharen, UV-  und IR- 
Gebietes vollkomnien mit unserem Abbauprodukt ubereinstimmt. 
Ihr  kristallisiertes Acetat gab mft d e m  Acetat unseres Abbau- 
produktes keine Fp-Depression. An der Identitiit der beiden Yrr- 
bindungen kann demnarh kein Zweilrl win. 
1) H .  Brockmann u. H .  Grdne, diese Ztschr. 0 6 ,  66 119561. 
__.._ 

Hri tler Kondensation von I mit I 1  k m n  thmret isch s o ~ o l i l  
3-Oxy-4,S-dimethgl-phennxazon-(2) als a.urh 3-0xy-1,9-dimethyl- 
phenoxazon-(2) (111) entstelicn. Irni zu  entscheiden, welche $Tog- 
lichkcit fur unser synthctisches Prodnkt  zutrifft, haben wir 1 in 

C H, c H, CH, CH, 

I I I  I l l  

Rrnzol-YIeth:inol niit Quec.ksi!beroxyil uxydiert  u n d  die 1,csun:. 
d r s  Rcaktionspi-odiiktes mil 2 n  NaOII  ausgeschiittelt. 1111 Ben- 
z u l  verblieb 3-Amino-1 .Y-dimeth!.l-phcrioxaaoil-!2!2), das niit 
BOproz. Essigslure ziim 3-0xy-1 ,8-d imcthyl -phcnoxa~,nn-~~~ ( I  11 J 
verseift wurde. Da I l l  in  allrn Eigensehaften mit nnserein Abbau-  
prodnlrt iibereinstimmt untl die Acetate der beiden Verbinnungcn 
keine Fp-Depression zeigen, i s t  fiir iinser Ahbauprodnkt und  (la- 
niit auch  fiir das ails I und I I  e rhdt rne  3 -~xy- (~ ime thy l -~1he1 los -  
azon-(2) die Knnstitution I11 hewiesen. 

[Z 2791 Eingegangen am 24. Angust 1955 

Konstitution und Synthese des Actinocinins 

Voia Prof. nr. H .  R R O C I i M P - I Z "  und  L)r. H .  JI1~SE"l i :LD'I '  
Orgu,iixch-Cheiiiisches Institut der Cniversitiit ( ; i i f f i i i g e n  

Rei energiseher Saurehydrolysc von Actinomyein C entstch t 
neben Actinocinin3) 2,5-Dioxy-toluchinon ( I I i4 )  und 3-Oxy-1,9- 
dimethyl-phenoxazon-(?) ( I I Ibj4) .  ilct,inocinin enthalt seinpn: 
pK-Wcrt nach eine Carbosy- Gruppe3),  mas dureh das IR-Spek- 
t rum bestatigt wird, denn diesrs ha t  eine Rande bei 5 , R O  p, die 
beim iybergang in das Xatriumqalz verschwindet. Da Sctinocinin 
nur ein Kohlenstotf- und zwei Sauerstoff-dtomc mehr enthalt als 
3-0xy-l,S-dirnet~hyl-p~enoxaznn-(") ( I I I b )  und dieseni spek- 
troskopisch unil in seinen Farbreakt,ionen sehr Rhnlicli ist, lag die 
Vermiitung nahe, daU es sich von I I I b  nu r  durcli  eine Carboxy- 
Gruppe nnterscheidet. 

COOH COOH 

CH3 CH, CH, 
I 1  I I I  a 

111 b H s t a t t  COOH 

dctinociniii liefert bei reduzierrndcr JIethylierung einen kri- 
stallisierten, gelhen 1)ihyclro-trixiirthylBthrr v o m  Fp  105-107 "C, 
der sich in konz. Mineralsauren hlaugrun liist. Scin IR-Spektrum 
zeigt eine Bande bei 2,90 p, die einer N H - G r u p p e  zugeordnet wer- 
den muU. Wlhrend beini Dimrthylather des Act i~ioeinins~)  die 
CO-Bande der Carhomeihoxy-Gru~)pe hei 5,80 11. liegt, ist sie 
beim Dihydro-aetinooinin-triniethyl~tbcr nach 5,89 p verschoben, 
ein Effckt, den wir darauf zuruekgciiihrt habrn,  dali die Carbo- 
methoxy-Gruppe des R,eduktionsprodnktes a n  C, oder C, des 
Phenoxazon-Cerustes steht und sich deshalb eine Wasserstoff- 
Rrucke zwischen Estercarbony1 und SH-  Grnppe ausbilden kann. 
Als wir daraufhin die aus 2-r\Titro-3-niethoxg-4-methyl-benzoe- 
skure hergestellte 2-Amino-3-clxy-4-methyl-henzoes~ure (1) mit 
2,5-Dioxy-toluchinon (11) kondensierten, erhielten wir cine Bri- 
stallisierte, rote Verbindung, die in ihren Farbreaktionen, sowie 
im Spektrum des sichtharen sowie des UV- iind IR-Gcbietes vol!- 
kommen mit dctinocinin ubcreinstinimt. Da in  c!er vnrhergehen- 
den Mitteilung gezeigt, ist, da0 bci dar Kondensation von ?;-Amino- 
3-oxy-4-methyl-benzol mit I1  das 3-0xy-1,5-dimethgl-phenoxa- 
zon-(2) ( I I I b )  entstcht, kann unsereni aus 1 und II erhaltenrn 
Kon~lensationsprodukt und dainit nuch dem Actinocinin die For- 
mrl  IIIa zngeschrieben werdcn. 
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Wie wir fanden ist das von F .  Kehrmann (Ber. dtsch. chem. Ges. 
39 136 [1906])' durch Oxydation voii 3-Amino-2-oxy-I-methyl- 
behzol in waiRrig-alkalischer Losung erhaltene Oxydationspro- 
dukt  nicht einheitlich. Es besteht aus einem Gemisch von 3-Ami- 
no-1,s-dimethyl-phenoxazon und 3-Oxy-4,s-dimethyl-phenoxa- 
zim. 
H .  Brockmann u. H.  Grone, diese Ztschr. 6 8 ,  66 119561. 
H. Brockmann 11. H .  M u x f e l d t ,  diese Ztschr. CR, 67119561 




