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Die reduzierende Acetylierung der dotinomycine rnit Zinkstaub- 
Acetanhydrid (unter Zusatz von Pyridin bzw. Perchlorsanre) lie- 
fer t  hellgelbe, kristallisierfe Verbindungen, iibef derefl Acetgl- 
Gehalt widersprecbende Angaben vorliegen', ?, $). Nachrlem si; 
ohergestellt ist, daW sich die Actinomycine I,, C, mid C . 4 )  mit 
Acetanhydrid unter Zusatz von Pyridin bzw. Natriiimacetat nicht 
acetylieren lassens), haben wir die reduzierende Acetylierung der 
dotinomycine erneut nntersucht,. Dabei wurde s ta t t  Zinkstaiib 
mit Platin a k t i v i e r t e r  War iders tof f  vermndet ,  von dem dic 
Actinomycine uuter Bildnng einer qaant i ta t iv  zum Ausgangsma. 
terial dehydrierbaren Dihydro-Verbindung 1 Mo12) aufnehmen. 

Bei dieser hydrierenden Acetylierung (Hydrierung in  Aeet,. 
anhydrid, Entfernung des Katalysators und Acetylierung rnit 
Acetanhydrid-Pyridin unter Wasserstoff) entsteht aus Aetinomy- 
cin C, eine hellgelbe, gegcn Stnphylococcus aureus unwirksanie 
Verbindung ( [a]g:  -26O, c = 0,25 in  Benzol,) die auf die Acti- 
nomycin C,-Forniel C,4H90016N,26) bezogen d r e i  Acetyl-Reste 
enthalt. Zwei davon werden bereits bei Raumtemperatur durch 
Methanol verseift., wobei uiiter Riickoxydation der zunachst ge- 
bildeten Dihydro-Verbindung ein rotes, kristallisiertes, ant,i- 
biotisch unwirksames Jlono-acetat vom F p  240 "C ([0115:-14 ", 
c = 0,25 in Methanol) eutsteht, das ebenso wie Actinomycin C, 
mit Zinn-(11)-chlorid und Titan(II1)-chlorid keine Farbreaktion 
gibt. Bei kurzem Erwarmen rnit 10proz. Saizsaure auf 60 "C wird 
es zu Actinomyein C ,  verseift, ein Heweici, da5  bei der hydrierenden 
Acetylierung des dctinomycins keine tiefergreifende Veranderung 
eintritt. 

Noch einfacher lLDt sich das Mono-acetat gewinnen, wenn man 
Actinomyein C, in  Acetanhydrid bis zur Aufnahme von 1 Mol 
Wasserstoff hydriert, und dann die Reaktionslosung, ohne sic mit, 
Pyridin zu hebandeln, direkt an der Luft riiekoxydiert. 

Die Befunde zeigen: 1.) Im Chromophor des Actinomyeins C, 
liegt kein normaler Chinon-Ring. ( In)  vor;  vielmehr deutet. die 
nngewohnlich leichte Abspal tmg von zwei .Aoetyl-Gruppen aus 
dem Triacetat darauf hin, daW -R in Formel I keiu Sauerstoff 
ist. 2.) I m  Actinomycin C, ist sine Gruppe vorhanden, die erst 
nach ubergang des chinoiden Ringes in einen benzoiden acetylier- 
bar wird. DaW diese Gruppe nur die bereits friiher im Chromophor 
der Actinomycine nnchgewiesene Amino-Gruppe5) sein kann, 
ergibt sich aus folgendem: 1.) Actinomycin-C,-monoacetat zeigt 
im Gegensatz zum Actinomycin C, mit konz. Salzsaure keinc 
Haloehromic. 2 . )  Das Nonoacetat l i 5 t  sich in Eisessig mit Per- 
chlorsaure nicht wje die Aotinomycine als einsanrige Base?,! ti- 
trieren. 3 . )  I m  IR-Spektrum des Xonoacetates fehlt die bei 6,30 p 
liegcndc, fiir primare Amino-Gruppen charakteristische NH-De- 
formationsbande drr  Actinomycine5). 4 . )  Die Absorptionsspek- 
tren des Actinomycin C,-monoacetates und nesamino-art.inomy- 
cin C,-mono-acetates5) sind identisch. 

1st die Amino-Gruppe dem chinoiden Sanerstoffatom dcs Chro- 
mophors benachbart (I), (wodurch sie den Charakter einer Saure- 
amidamino-Gruppe anninimt), so wird verstandlich, da5  sie sich 
erst nach ubergang des chinoiden Ringes in sinen benzoiden 
acetylieren 1aBt und bei milder Saureeinwirkung linter Eildung 
von Desamino-actinomycinen4) gegen eine in  70proz. Methanol 
titrierbare Oxy-Gruppe ausgetauscht wirds). Das Triacetat ware 
dann nach 11, das Monoacetat nach I11 zu formuliereu. 

R N H ,  R-AC NHAc R NHAc 
/\/\/ A?/ / \A/ + I l  

A'/\, / //\OAc A/\\, 

I ;  la -R=O I 1  111 

Wciin sich die Amino-Gruppe des Actinomyeins C, wie die eines 
Saureamids verhalt, sollte man erwarten, da5  die NH-Gruppe von 
I11 schwarh sauer ist und sich dementsprechend wie die NH- 
Gruppe von Diacylamiden z. H. Phthalimid acylieren 1aWt. Tat- 
sachlich zeigt unser Monoacetat schwach sauren Charakter; es 
laWt sich im Gegensatz zu Actinomyein C, mit 2 n NaOII aus 
Ather ausschiittcln und bildet mit Pyridin-Acetanhgdrid ein rotes, 
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') H. Brockmann u. E.  Meyer Chem. Ber. 86 1k14 [19531. 
8, Vgl. auch A. Butenandt, ll: Schiedf 11. E.  biehert, Liebigs Ann. 

84, 260 [1951]. 

don] 7952, 2672. 

Franck, unveroffentl .  

Chem. 588, 108 [1954]. 

kristallisiertes Diacetat vom Fp 237 "C ([crlg: -123 ', c = 0,25 in 
Methanol), das gegen St. aureus in Verrlunnungen oberhalb 1: 50000 
nnwirksam ist. 

Unidatt des Actinomyein C,-monoacctates mit Methyljodid- 
Silberoxyd lieferte eine in  derben, roten Prismen vom Pp 249 "C 
i [a]g:  + 30 O, c = 0,25 in  Methanol) kristallisierende Verbindung, 
die das R'aehstum f o i l  St. aureus bis zur Verdunnung 1:10000 
hemmte. fhre  Analysenzahlen passen auf ein N-Methyl-N-acetyl- 
actinomyein C3. 

Bei der hydrierenden Acetylierung von Desaniino-zotinomycin 
C,-monoacetat5! entstand ein hellgelbes, antibiotisch uuwirk- 
sames Triacptat, das durch 0 , l  n hnimoniak zu Desamino-actino- 
rrlycin C, verseift wurde. 
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Wie ltiirzlich gezeigtl), werden die Actinomycine durch 0;1 n- 
methanolisches Alkali bei 40 "C unter Freisetzung saurer Gruppen 
verandert. Gm Einblick in diese Reaktion zu gewinnen, haben wir 
Proben von 100 nig Aetinoniycin C , 2 )  0,5, 2, 4, 6, 11 und 21 h rnit 
0, l  n methanolischem Alkali (10 Wasser enthaltend) bei 40 "C 
1iydrol.ysiert und die verbrauchte Alkalimenge durch potentiome- 
trische Titration in  7Oproz. Methanol ermittelt. Nach jeder Ti- 
tration wurde die angesauerte Reaktionslosung mit Chloroform 
extrahiert und der Riickstand des Chloroform-Auszuges nach Er- 
mittlung der spezif. Drehung einer quantitativen Ring-Papier- 
chromatographi? (n-Bntanol-n-Dibutylather (3:  2)/10proz. walk. 
Natrium-m-kresotinat-Losung) unterworfen. Dabei fanden wir, 
da13 der Alkaliverhrauch innerhalb der ersten 4 h snhiiell auf 

dquivall. anstieg, dann sehr trage Surde,  und nach 21 h 2,7 
luivall. erreichte ( [a]g des Reaktionsproduktes: -69 ', u = 0,25, 

in Methanol). 
Nach 4 h Hydrolyse fand sich im Papierchromatogramm kein 

Actinomycin C, mehr und ebensowenig lieWen sieh im HydrolyRat 
Aminosauren oder Bmmoniak nachweiscn. Das gelbe Reaktions- 
produkt ([a]%: .-103", c = 0,25, in  Methanol) bildete i m  Ring- 
chromatogramm (n-Butanol-n-Dibutylather ( 3 :  2)/lOproz. w80r. 
Natrium-m-kresotinat-Losung) zwei dicht beieinander liegende 
Zonen (R*-Werte kleiner als die des hctinomycins C,) und cine 
langsamer wandernde, die alle die gleiche Farhs zeigten wie Ac- 
tinomycin-Zonen. Rei praparativen Vernuchen an Cellulose-Saulen 
(n-Butanol-n-Dibutylather 4:  I isoratpuffer voni p,, 8 ,2)  lieoen 
sich die beiden schnell laufenden Spaltprodukte zwar nicht von- 
einander, wobl aber von dem langsamer wandernden abtrennen, 
dessen Nengc etwa 80 des husgangsmaterials betrug. Dieses 
Hauptprodnkt war antibiotisch unwirksam und bildete i m  Ring- 
chromatogramm mit drei versehiedenen Phasenpaaren eine ein- 
lieitliche Zone. 1% enthalt, wie seine potentiometrisehe Titration 
in  70proz. Methanol zeigte, zwei saure Gruppen, deren pK,-Werte 
dcnen von Carboxy-Gruppen entsprechen und die sich rnit Methyl- 
jodid-Silberoxyd unter Bildung eines gelben Dimethylesters me- 
thylieren lasscn. Den1 Natriumsalz der Saure fehlt die fiir Ac- 
tinomycine charakteristische Bandc bei 6,7 pl) (Ester- bzw. Lac- 
t,on-earbonyl-Bande). Wir bezeichuen dieses Spaltprodukt als 
Ac t i n o  m y  c i n -  C,-s a u r  c .  Ebenso wie die dctinomycine ent- 
h i l t  Actinomyein-C,-saure laut  potentionietrischer Titration 
(Perchlorsanre-Eisessig) nur  e i n e  schwach basische Gruppe, zeigt. 
mit konz. Salzvaure Halochromie, gibt rnit Zinn(I1)-chlorid keinc 
Grunfarbung nnd s t immt in  der Lage seiner Absorptionsmaxima 
niit .4ctinomycin C, iiberein. Wahrend Actinomycin gegen Per- 
loaslure  in Eisessig bei 30 "C bestandig ist,  entsteht ausbctinomy- 
cin-C,-sLure unter diesen Bedingungen ein gelbes Oxydationspro- 
dukt ,  in  dessen Totalhydrolysat kein Threonin nachweisbar isl.. 

Bus diesen Befunden ergibt sich: 1.) Bei milder Allralieinwir- 
kung bleibt der Chfomophor der Actinomycine offenbar intakt .  
2 . )  Der Allraliverbraueh heruht nicht, wie friiher angenommenI), 
auf Abspaltung esterartig gebundener Siurereste. 3.) Bei der Al- 
kalihydrolyse entstehen keine Amino-Gruppen, d. h. die beiden 
freiwerdendcn Carboxyle sind im Actinomycin mit Oxy-Gruppen 
verkuiipft. 4.) Von diesen Verlrniipfungen siud entgegcn unserer 
fruheren Verniutungl) nieht mehr als z w e i  im Actinomycin C, 
vorhanden. DaB es fiich um Lactongruppen handelt, h a t  die me- 
thylierende A ~ e t y l i e r u n g ~ )  der Actinomycinsaure gezeigt, deun 
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dabei erhielten wir eine in Selben Bliittchen kristallisierende Ver- 
bindung, dercn Analysenzahlen gut  auf die Formel CB4H90?18K2 
!OCH,),(CO~CR,), passen. Der ubergang von Actinomycin C, 
in 4ctinomycin-C3-sBure besteht demnach in  einer Bufspaltung 
von zwei Laeton-Ringen. Die dabei frei werdenden Oxy-Grnppen 
gehoren zweifellos den beiden Threonin-Yolekeln4) des Actinomy- 
cins C, an. 

Setzt man die Actinomycin-C,-saure nach Turner und Schtncrz- 
k r 5 )  mit Acetanhydrid-Pyridin um, so fehlt i m  Hydro!ysat des 
Reaktionsproduktes N-Methyl-valin. Die beiden Carboxy-Grnp- 
pen der Actinomycin-C,-Saure gehoren also den beiden im Ac- 
tinomycin C, na~hgewiesenen~)  N-Methyl-valin-Nolckeln an, die 
demnach das Ende von zwei a m  Chromophor hangenden P e p t i d -  
k e t t e n  bilden. Da beim Hydrazinabbau des Actinomyoins C, 
mebr als 1 Yo1 N-Methyl-valyl-sarkosin-anhydrid ents tehtc) ,  mnLl 
die dem N-Methyl-valin benaehbarte Aminosanre in  beiden Pep- 
tidketten Sarkosin eein. Auf Grund unserer Befunde laRt sich 
fur Actinomycin C, die T e i l f o r m e l  I aufstel!en. 

r -1 

Thre Thre 
Abspaltung von 1 1 Mol Ammoniak 

Lacton 

I 

bewiesen12), 3-Oxy-1,8-dimethyl-phenoxazon-(2)-carbons~ure-(5) 
und Desamino-actinocyl-threonin besteht offenbar am 3-Oxy-1,S- 
diniethyl-phenoxazon-i2]-diearbonsaure-(4,5) ( I ) ,  a n  deren einer 
Carboxy- Gruppe Saureamid-artig gebunden eine Tbreonin-Ma- 
lekel hlngt .  

Die Absorpt,ionskurven von Desamino-actinocyl-threoningj und 
ActinocininQ) sind denen der D e s a m i n o - a ~ t i n o m y c i n e ~ ~ )  &hnlich, 
und ahnlich ist xuch bei allen diesen Verbindungen die charak- 
teristische Anderung des Ahsorptionsspektrums, die eintritt, wenn 
die Oxy-Grnppe ihres chinoidrn Ringes acetyliert wird. Ge- 
meinsam ist ihnen ferner die intensive, grune Farbreaktion mit 
Zinn(II)-chloridQ~ 13). Xiohts spricht daher geq-en die Annahme, 
da l l  der Chromophor der 1)esamino-actinomycine die im Des- 
amino-actinocyl-tbreonin enthaltene, von nns U e s a m i n o - a c -  
t i n  o c i  n genaunt,e 3-Oxy-1,8-dimethyl-phenoxazon- (2)-dicarbori- 
saure-(4,5) ( I )  ist, deren Carhoxy-Gruppcn die S%nreamid-artige 
Verknupfung niit dem Peptid-Tcil dcr 1)esamino-actinomyehe er- 
moglichen. 

Wenn I der Chromophor der Desamino-actinomycine ist,  miillte 
die 3-Amino-1,8-dimethyl-phenoxazon-(2)-dicarhon~aure- !4,5) ( I a )  
- im folgenden A c t . i n o c i n  genannt - der Chromophor der Ac- 
tinomycine sein, denn beim fibergang der Actinomycine in Des- 
amino-actinomycine wird lediglich eine im chinoiden Ring drs  
Aotinomycin-chromophors stehencie Amino-Gruppe gcgen eine 
Oxy-Gruppe a u ~ g e t a u s c h t ~ ~ ) .  

COOR COOR 

Lacton 10% HC1/4 Stdn. - Desamino-actinornycin 
60 "C 

L--Meval Meval 2 

1 1v 
Actmomycin par%= 1 Abijaltung - Desamino-actmomycmsaure 

Lacton- 0,l n methanol. "On .L 

I l l  J. 

VI 
Desammo-actinocyl peptide 

bffnung NaOH/4 Stdn. I 40°C 

Actinomycinsaure ~ ~ VIII 
Desamino-actinocylthreonin V 

Actinocylpeptide + 
I X  

Desamino-actinocin .v 
VI I 

Actinocin J. 
X 

Uas an der Cellulose-Saule von Actinomyein-C,-saure Actinocinin 
leicht abtrennbare Gemisch der beiden obcn erwahnten J. 
Nebenprodukte enthalt, bezogen auf das bIo1.- Gew. 1300 

Aeetanhydrid-Pyridin5) nnd anschlienender Hydrolyse J. 
in1 I'apierohromatogramm noch N-Metbylvalin. Durch XI I 

XI 
e i n  e Methoxy-Brnppe und zeigt nach Umsetzung rnit 3-OxY-1,8-dimethyl-phenoxazon-(2) 

weitere Hydrolyse mit 0,1 n Alkali gehen die beiden NP- 2,5-Dioxy-toluchinon 
henprodukte in  Actinomycin-C,-saurc aber. Nach nnseren bis- 
herigen Ergebnissen sind die beiden i m  Ringehromatogramm 
trennbaren Nebenprodukte Actinomyein-C,-saure-halbester, von 
denen nach I z w e i  zn erwarten sind. Ihre  Entstehung ist nieht 
uberraschmd, da bei Einwirkung von alkoholischem Alkali auf 
Lactone') und Esters) zunachst schnell Uniesterung der Carboxy- 
Gruppe stattfindet iind erst anschliel3end in einer langsamer ver- 
laufenden Reaktion die Ester-Gruppe verseift wird. 

Die bisherigen Ergebnisse unseres Arheitskreises bei saurer und 
alkalischer Hydrolyse der Actinomycine sind in  den1 vorstehm- 
den Schema wiedergegeben. 
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Bei energischer Saurehydrolyse des Actinomycins C wurden als 
kristallisiwte Abbauprodukte Desamino-a~t inocyl - threonin~~~~ ), 
Actinocini~P~ lo), 3-O~y-1,8-dimethyl-phenoxazon-:12)~~) nnd 2,5- 
Dioxy-toluchinon'l) gefallt. Actinocinin ist, wie durch Synthese 

4, H. Brockmann u. G. Bohnsack, Naturwissenschaften 40,  223 
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L. Bears, J. Aher. chem. SOC. 70 1004 [1948]. 
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E. Fischer Ber. dtsch. ched.  Ges. 53, 1634 [1920]. 
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Ic R=CH, 
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Ba(OH),  
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I V  CH, CH,  
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Urn diese Annahme zu bestiitigen, haben wir zunachst aus 3- 
Nitro-3-oxy-4-methyl-henzoesaure-methylester durch Reduktion 
rnit Natriumrlithionit die entsprechende Amino-Verbindung her- 
gestellt und sie dnrch oxydative Kondensation in  den in  orange- 
farbenen Nadeln (Zers. oborhalb 200 "C)  kristallisierenden 3- 
Amino- 1,s-dimethyl- phenoxazon- ( 2 ) -  diearbonsaure- (4 ,5)  -dime- 
thylester ( I b )  iibergefuhrt. Seine Absorptionskurve in  Nethanol 
ist der der Actinomycine ahnlich, doch fphlt der langwelligen 
Bande die fur A h n o m y c i n e  charakteristische Sehulter. Durch 
Kochen mit 50proz. Essigsanre 1iiBt sich die Amino-Grnppe von I b  

l2) H. Brockmann ti. H .  M u x f e l d f ,  diese Ztschr. 68,  67 [1956]. 
13) H. Brockmann 11. B. Franck, Chern. Ber. 87,  1767 [1954]., 
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