weitere Verdiinnung mit Dioxan mdoglich, doch werden zu ver-
diinnte Losungen bereits vom Papier weitgehend 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 mufl der tiefste Punkt der Liicken min-
destens 2 em vom unteren Rand des Papiers entfernt sein. Die
entstandenen Liicken werden umgezeichnet und planimetriert
oder ausgeschnitten und gewogen.
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Eingegangen am 3. Oktober 1955 [A 700]

Hydrazin-Spaltung von Actinomycinen

Von Prof. Dr. H. BROCKMANN, Dr. G. BOHNSACK
und Dr, C.JI. SULING
Organisch-Chemisches Institut der Universitit Gottingen

Beim Abbau von Aetinomyecin €, und C;') mit Hydrazinhydrat?)
(3 h, 140 °C) erhielten wir ein Gemiseh von Abbauprodukten, aus
dem durch chromatographiseche Adsorption eine kristallisierte
Verbindung CgH;(0,N,, [«]%°; —94 ° (Chloroform) vom Fp 118°C
(Kofler-Bloek, korrig.) abgetrennt werden konnte. Sie gab heim
energischen Ahbau mit konz. Salzsiure ein Hydrolysat, das im
Papierchromatogramm zwei Flecken mit den Rp-Werten des
Sarkosins und N-Methyl-valins zeigte. Da die kristallisierte
Verbindung Ninhydrin-negativ ist, leieht suhlimiert und sieh in
organischen Losungsmitteln, z. B. Benzol gut 1ost, und da ferner
ihr IR-Spektrum bis auf geringfiigige Differenzen im Gebjet
6,75—7,50 w mit dem des p,r-N-Methyl-valyl-sarkosinanbydrides
ibereinstimmt, halten wir es fiir sicher, dafl cin Anhydrid aus
(- )-N-Methyl-valin und Sarkosin vorliegt.

Eine cingehende Untersuchung der Hydrazin-Spaltung ergab,
dal3 bereits unter Bedingungen, wie sie bei normalen Peptiden
zur Endgruppenbestimmung angewandt werden®) (12 % #thanoli-
sche Hydrazinhydrat-Losung, 3 h, 100 °C) farblose, kristallisierte
Spaltprodukte entstehen. Durch Abbau von Actinomyein I,!)
kamen wir so u. a. zu einer kristallisierten Verbindung, die mit
dem aus Actinomycin C, und C; gewonnenen optiseh aktiven
N-Mecthyl-valyl-sarkosinanhydrid identisch ist. Daneben fallten
wir ein zweites, kristallisiertes Spaltstick C;oH;s0,N, vom Fp
138 °C, [«]y —167° (Chloroform), das bei euergischer Siure-
hydrolyse zwei Aminosduren mit den Rp-Werten des Prolins
nnd Valins lieferte. Da dieses zweite Abbauprodukt ebenfalls
optisch aktiv, Ninhydrin-negativ, leicht sublimierbar und in or-
ganischen Solventien gut loslich ist, mul} es ein Anhydrid aus den
beiden Actinomycin-Aminosiuren r-Prolin und p-Valin sein.

N-Methyl-valyl-sarkosinanhydrid, das wir aus Actinomyein C,,
C; und I, in Ausbeuten von mindestens 1,2 Mol kristallisiert ge-
wonnen haben, kommt als soleches zweifellos nicht in den Aec-
tinomycinen vor, denn es enthilt keine Gruppen, mit denen es
in der Actinomycin-Molekel verankert sein kénnte. Am nahe-
liegendsten erscheint die Annahme, dafl sich das Anhydrid aus
zunichst entstandenem Sarkosyl-N-methyl-valin bzw. N-Methyl-
valyl-sarkosin bildet, denn manche Methyl-aminosiure-dipeptide
gehen ungewdhnlich leicht in Anhydride iiber?). Wenn diese Ver-
mutung richtig ist, beweist die Isolierung von mehr als 1 Mol
N-Mecthyl-valyl-sarkosinanhydrid, dall in den 2 Mol Sarkosin
und 2 Mol N-Methyl-valin enthaltenden®) Actinomyeinen C,, C,4
und I, jede der beiden Sarkosin-Molekeln mit einer Molekel N-
Methyl-valin verkniipft ist.

Da Prolin-dipeptide ebenfalls leicht zu Anhydriden eyelisieren,
ist zweifellos auch das aus Actinomyein I, gewonncne Prolyl-
valinanhydrid ein Sekundirprodukt, das wihrend der Hydra-
zinolyse aus einem Dipeptid entsteht. Seine Ausbeute (0,7 Mol)
zeigt, dal auf jeden Fall 1 Mol des im Actinomycin I, vorhan-
denen r-Prolins mit 1 Mol p-Valin verbunden ist.

Die Ergebnisse beim Hydrazin-Abbau haben uns veranlaBt,
das Verfahren in gréflerem MaBstab auf die in unserem Institut
isolierten Actinomyecine anzuwenden. Dabei sind einec Reihe wei-
terer kristallisierter Abbauprodukte gefallt worden.

Eingegangen am 17. August 1955 [Z 278]

1y H. Brockmann u. H. Gréne, Chem. Ber. 87, 1036 [1954].

?) Vgl. A. Stoll, Th. Petrzilka u. B. Becker, Helv, chim. Acta 33,
57 [1950].

3) [I](é);fhlﬁgl, F. Wessely u. E. Wawersich, Monatsh. Chem. 85, 957

%) P. A, Levene, H. S. Simmons u. M. H. Pfaltz, ]. biol. Chem. 70,
42 [1926].

%) H. Brockmann, G. Bohnsack u. H. Grine, Naturwissenschaften
40, 223 [1953].
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Neue farbige Abbauprodukte der Actinomycine
Von Prof. Dr. H. BROCKMANN und Dr. H. GRONE

Organisch-Chemisches Institut der Universitit (ottingen

Durch energische S8aurehydrolyse erhielten wir aus Actinomyein
C {Gemisch aus Actinomyecin C,, C, und C4'}) cine in karmoisin-
roten Plidttchen oder Nadeln kristallisierende, Aminosiure-freie
Verbindung C,;H,; 05N {(Zers. oberhalb 260°C), die wir Acti-
nocinin genanut haben. Sie ist isomer mit dem beim Baryt-
Abbau der Actinomyeine entstehenden Despeptido-actinomyein?),
unterscheidet sich von diesem aber spektroskopiseh und chemisch
in charakteristischer Weisc.

Actinocinin enthilt zwei C-Methyl- und zwei dureh potentio-
metrisehe Titration in 50proz. Dimethyl-formamid erfalibare
saure Gruppen. Eine davon ist ihrem pK-Wert nach eine Carboxy-
Gruppe. Das N-Atom unseres Abbauproduktes ist so schwaeh
basisch, daf} eine potentiometrische Titration in Fisessig mit Per-
chlorsdure nicht miaglich war.

Mit Methyljodid-Silberoxyd lief sich Actinocinin in ein gelbes,
kristallisiertes Dimethoxy-Derivat (Fp 210—-211°C} iiberfiihren,
das in wilirigem Alkali unléslieh ist, von konz. Mineralsiuren abher
unter Farbvertiefung aufgenommen wird. Mit Benzoylehlorid-
Pyridin gab Actinocinin ein kristallisiertes, rotes Dibenzoyl-Deri-
vat {Fp 137—138°C). Seinem IR-Spektrum nach enthilt dieses
Derivat eine Sdureanhydrid-Gruppierung, die dem Actinocinin
fehlt. Offenbar bildet die Carboxy-Gruppe des Aetinocinins mit
Benzoylehlorid ein gemischtes Anhydrid. Der zweite Benzoyl-
Rest ist zweifellos an eine Oxy-Gruppe gebunden.

Von den beiden restlichen Sauerstoffatomen des Actinocinins
gehort mindestens eins einer chinoiden Carbonyl Gruppe an,
die sich durch eine Bande bei 6,16 p. zu erkennen gibt. Uber die
Funktion des fiinften Sauerstoffatoms lassen sich noch keine Aus-
sagen machen.

Actinocinin bildet mit o-Phenylendiamin ein rothraunes Koun-
densationsprodukt, eine Reaktion, die wir auf das Vorliegen einer
zum chinoiden Carbonyl benachbarten Oxy-Gruppe zuriickfithren.
Da solehe Oxy-Gruppen ausgeprigte Aciditit zeigen, ist somit
auch die Natur der zweiten sauren Gruppe geklirt.

Neben Aectinocinin erhielten wir ein zweites, kristallisiertes,
Aminosiure-freies, rotes Sjureabbauprodukt, das dem Aectinocinin
spektroskopisch sehr #hnlich ist, wic dieses zwei C-Methyl- und
zwei saure Gruppen enthilt und mit Zinn(IT)-ehlorid ein blau-
griines Reduktionsprodukt liefert. Im Gegensatz zum Actinoeinin
ist es Chlor-haltig und gibt beim Erwirmen mit waBrigem Al-
kali eine griine Losung.

Bei der Siurehydrolyse gehen die Actinomyeine zunzchst in
Desamino-aetinomycine?®} iiber. Dabei tauseht der Farbstoifteil
der Actinomycin-Molekel, ohne dall Aminosiuren abgespalten
werden, eine Amino-Gruppe gegen ecine Oxy-Gruppe aus und er-
langt damit die Fahigkeit, mit Zinn{II}-chlorid ein tiefgriines, semi-
chinoides Reduktionsprodukt3) zu hilden. Geht die Siure-
hydrolyse iiber die Stufe des Desamino-actinomyeins hinaus, so
entstehen unter Freisetzung von Aminosiuren, Chromopeptide
mit unterschiedlichem Peptid-Rest (Desamino-actinocyl-peptide),
eine Reaktionsiolge, die schliefilieh, wenn alle Aminosiuren abge-
16st sind, zum Aetinocinin fithrt. Dabei treten am Farbstolfteil der
Desamino-actinomycine bzw. der Desamino-actinocyl-peptide of-
fenbar keine wesentlichen Veriinderungen mehr ein, denn Actinoci-
nin ist spektroskopisch den Desamino-actinomycinen sehr #hnlich
und gibt chenso wie diese mit Zinn(1T)-chlorid ein tiefgriines, semi-
chinoides Reduktionsprodukt (Absorptionsspektrum sehr dhnlich
wic das des griinen Semichinons der Desamino-actinomyeine®.

!) H. Brockmann u. H. Gréne, Chem. Ber. §7, 1036 [1954].

%) H. Brockmann u. N. Grubhofer, Naturwissenschaften 37, 494
[1950]; Chem. Ber. 86, 1407 [1953]; H. Brockmann u. H. Mux-
{fgigs]Naturwissenschaften 417, 500 [1954]; diese Ztschr. 67, 617

1) H. Brockmann u. B. Franck, Chem. Ber. 87, 1767 {1954].
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Beim Saureabbau der Actinomyeine wird also ihr Chromophor im
(Gegensatz zum Baryt-Abbau nur wenig veréndert.

Bemerkenswert ist, dall Actinoeinin ebenso wie die Desamino-
actinomycine nach Alkylierung oder Acylicrung der im chinoiden
Ring stehenden Oxy-Gruppe beim Umsatz mit Zinn{II)-chlorid
nicht mehr die griine, semichinoide Zwischenstufe bildet, sondern
sofort in die gelbe Dihydro-Verbindung iikergeht.

Ein interessantes Zwischenprodukt der Reaktionsinlge Des-
amino-actinomyein > Actinocinin fafiten wir in Form eines roten,
kristallisierten Dimethylesters C,Hp,O0N, (Fp 238—240 °C), der
spektroskopiseh dem Actinocinin sehr ahnlich ist und ebenso wic
dieses mit Zinn(IT)-chlorid cin griines Reduktionsprodukt licfert
(Absorptionsspektrum qualitativ dem des griinen Desamino-
actinomyein-Reduktionsproduktes gleich). Das Iydrolysat dieses
Abbauproduktes zeigt im Papierchromatogramm als cinzige
Aminosdure Threonin. Die dem Dimethylester zugrundeliegende
Saure CH 0N, bezeichnen wir als Desamino-actinocyl-
threonin.

Desamino-actinoeyi-threonin-dimethylester ist sehr schwach ba-
sisch und bildet mit Acetanhydrid-Pyridin ein kristallisiertes Mono-
acetat, das mit Zinn{II)-chlorid noch ein griines Reduktionspro-
dukt gibt. Die schwache Basizitiit zeigt, dafl die Amino-Gruppe des
im Desamino-aetinocyl-threonin enthaltenen Threonins nicht frei
sein kann; aus der Bildung eines Monoacctates it positiver griiner
Zinn(I1)-chlorid-Reaktion geht hervor, daB diec Oxy-Gruppe des
Threonins und nicht das dem Chinonearbonyl benachbarte Hydr-
oxy! acetyliert worden ist.

Soweit wir sehen, spricht nichts gegen die Annahme, dall Des-
amino-actinocyl-threonin aus einer Actinocinin-Molekel mit ciner
rusdtzlichen Carboxy-Gruppe besteht, die Siureamid-artig mit
der Amino-Gruppe einer Threonin-Molekel verkniipft ist.

Eingegangen am 17. August 1955  [Z 277]

Abbau des Actinomycins C zu 2,5-Dioxy-toluchinon
und 3-Oxy-1,8-dimethyl-phenoxazon-(2)
Von Prof. Dr. H. BROCKMANN und Dr. H. MUXFELDT
Organisch-Chemisches Institut der Universitit Gottingen

Aus einem durch lingeres Lrwirmen mit 20proz. Salzsiure
gewonnenen Hydrolysat von Actinomyecin C wurden neben Ac-
tinocinin') zwei neue farbige, Aminosiure-freie Abbauprodukte
isoliert. Das eine, in nur schr geringer Menge entstehende, ldst
sich violett in wifrigera Natriumhydrogenearbonat, ist Stickstofi-
frei, kristallisiert in orangefarbenen, bei 157—163 °C sehmelzenden
Blittchen und sublimiert bereits bei 100 °C. Seinc reduzierende
Acetylierung lieferte farblose Nadeln vom Fp 194196 °C, die im
Gemiseh mit 2,3,5,6-Tetraacetoxy-toluol keine Schmelzpunkts-
Depression zeigten.

Kondensation dieses Abbauproduktes mit o-Aminophenol-
hydrochlorid fithrte zu einer in rothbraunen Nadeln kristallisieren-
den Verbindung, deren Fp (227230 °C, Zers.) durch das aus 2,5-
Dioxy-tolnchinon-{3,6} und o-Amino-phenol erhaltenc Konden-
sationsprodukt nicht verindert wird. Beide Kondensationspro-
dukte stimmen im Spektrum des sichtbaren sowie des UV- und
UR-Gebietes iiberein. Damit ist das Abbauprodukt als 2.5-
Dioxy-toluchinon-(3,6) {II) identifiziert.

Das zweite Abbauprodukt, orangerote Prismen vom Fp 242 °C
(Zers.), hat die Bruttoformel C,,H;;O;N und enthilt wie Actino-
cinin zwei C-Methyl-Gruppen. Seine Acetylierung fiihrte zu cinem
kristallisicrten, gelbroten Monoacetat C;iH,,O,N vom Fp 164 bis
166 °C, sein Umsatz mit o-Phenylendiamin gab ein kristallisiertes,
braunes Kondensationsprodukt, das sich nicht acetylieren lieS.
Die Beobachtung, dall unser Abbauprodukt mit Zinn{(II)-chlorid
cbenso wie 3-Oxy-phenoxazon-(2) ein tiefblaues Reduktionspro-
dukt bildet und aueh im Absorptionsspektrum dem 3-Oxy-
phenoxazon-{2) gleicht, lief} vermuten, da8 es ein 3-Oxy-dimethyl-
phenoxazon-{2) ist. In Einklang damit steht, dafl der Abbau von
Actinomyein € 2,5-Dioxy-toluchinon liefert, denn 3-Oxy-phenox-
azone konnen hydrolytisch zu 2,5-Dioxy-chinonen aufgespalten
werden.

Da fiir eine systematische Konstitutionsaufklirung nieht ge-
niigend Material zur Verfiigung stand, haben wir synthetisch zu
kliren versucht, ob unser Abbauprodukt ein 3-Oxy-dimethyl-
phenoxazon-(2) ist und 2,5-Dioxy-toluchinon (1I) mit versehiede-
nen Mcthyl-o-aminophenolen kondensiert. Dabei entstand aus IT
und 3-Amino-2-oxy-1-methyl-benzol (I} cine gelbrote, kristalli-
sierte Verbindung, die im Spektrum des sichtharen, UV- und IR-
Gebietes vollkommen mit unsersm Abbauprodukt ibereinstimmt.
Ihr kristallisiertes Acetat gab mit demn Acetat unseres Abbau-
produktes keine Fp-Depression. An der Identitiit der beiden Ver-
bindungen kann demnarh kein Zweifel sein.

1Y H. Brockmann u. H. Grone, diese Ztschr. 68, 66 [1956].
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Bei der Kondensation von [ mit 11 kaan theoretisch sowoh!
3-0xy-4,8-dimethyl-phenoxazon-(2) als auch 3-Oxy-1,8-dimethyl-
phenoxazon-(2) (III) entstehen. Um zu entscheiden, welche Mog-
lichkeit fiir unser synthetisches Produkt zutrifft, haben wir I in

~ p N .
V4 \I/NHZ OO ‘//)\\/ \/4*_\; ,OH
‘\ -+ — i i " '
| 7 | | 2
N "on T A RV
CH, CH, CH, CH,
{ I 11

Benzol-Methanol mit Quecksitberoxyd oxydiert und die Lésung
des Reaktionsprodnktes mit 2n NaO ausgeschiittelt. Im Ben-
zol verblieb 3-Amino-1.8-dimethyl-phenoxazon-(2)2), das mit
50 proz. Hssigsdure zum 3-Oxy-1,8-dimethyl-phenoxazon-{2) (111}
verseift wurde. Da IIlin allen Eigenschaften mit unserem Abbau-
produlkt iibereinstimmt und die Acctate der beiden Verbindungen
keine Fp-Depression zeigen, ist [ir unser Abbanprodukt und da-
mit auch fir das aus I und Il erhaltene 3-Oxy-dimethyl-phenox-
azon-{2) die Konstitution III hewiesen.

Eingegangen am 24. August 1955 [Z 279)

Konstitution und Synthese des Actinocinins

Von Prof. Dr. H. BROCKMANN und Dr. H. MUXFELDT
Organisch-Chemisches Institut der Universitil Gdttingen

Bei energischer Siurehydrolyse von Actinomycin C entsteht
neben Aetinoeinin®} 2,5-Dioxy-toluchinon (IT}*) und 3-Oxy-1,8-
dimethyl-phenoxazon-{2} (IIIb)*}. Aectinocinin enthilt seinem
pg-Wert nach eine Carboxy-Gruppe?), was durch das IR-Spek-
trum bestitigt wird, denn dieses hat cinc Bande bei 5,80 , die
beim Ubergang in das Natriumsalz versehwindet. Da Actinoeinin
nur ein Kohlenstoff- und zwei Sauerstoff-Atome mehr enthalt als
3-0xy-1,8-dimetbyl-phenoxazon-(2) (IIIb) und diesem spek-
troskopisch und in seinen Farbreaktionen sehr &hnlich ist, lag dic
Vermutung nahe, dafl es sich von ITIh nur durch eine Carboxy-
Gruppe unterscheidet.

COOH COOH
. N
PN He O/ OH AV
X ‘r\ - e '\ 7 \7 8 /rr “ 1 2/\
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CH, CH, CH, CH,
I il 11Ta

II1b H statt COOH

Actinocinin liefert bei reduzierender Methylierung einen kri-
stallisierten, gelben Dihydro-trimethyldther vom Fp 105—-107 °C,
der sich in konz. Mineralsiuren blaugriin lost. Sein TR-Spektrum
zeigt eine Bande bei 2,90 ¢, die einer NH-Gruppe zugeordnet wer-
den mufB. Wihrend beim Dimethylather des Actinocinins?®) die
CO-Bande der Carbomethoxy-Gruppe hei 5,80 p liegt, ist sie
heim Dihydro-actinocinin-trimethylither nach 5,89 u verschoben,
cin Effckt, den wir darauf zuriickgefithrt haben, daf die Carbo-
methoxy-Gruppe des Reduktionsproduktes an C, oder Gy des
Phenoxazon- Geriistes steht und sich deshalb eine Wasserstoff-
Briicke zwischen Estercarbonyl und NH-Gruppe ausbilden kann.
Als wir daraufhin die aus 2-Nitro-3-methoxy-4-methyl-benzoe-
siure hergestellte 2-Amino-3-oxy-4-methyl-henzoesiure (I) mit
2,5-Dioxy-toluchinon (IT) kondensierten, erhielten wir cine kri-
stallisierte, rote Verbindung, die in ihren Farbreaktionen, sowic
im Spektrum des sichtbaren sowie des UV- und IR-Gebietes voll-
kommen mit Actinocinin iibereinstinimt. Da in der vorhergehen-
den Mitteilung gezeigt ist, dafl bei der Kendensation von 2-Amino-
3-0xy-4-methyl-benzol mit 1I das 3-Oxy-1,8-dimethyl-phenoxa-
zon-{2) (IIIb) entsteht, kann unserem aus I und Il erhaltenen
Kondensationsprodukt und damit auch dem Actinocinin die For-
mel ITIa zugeschricben werden.

Eingegangen am 24. August 1955 [Z 280]

2y Wie wir fanden, ist das von F. Kehrmann (Ber. dtsch. chem. Ges.
39, 136 [1906]) durch Oxydation von 3-Amino-2-oxy-1-methyl-
benzol in wabrig-alkalischer Losung erhaltene Oxydationspro-
dukt nicht einheitlich. Es besteht aus einem Gemisch von 3-Ami-
no-1,8-dimethyl-phenoxazon und 3-Oxy-4,8-dimethyl-phenoxa-
zim,

3) H, Brockmann u. H. Gréne, diese Ztschr. 68, 66 [1956].

4) H. Brockmann u. H. Muxfeldt, diese Ztschr. 68, 67[1956].
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