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Die reduzicrende Acetylierung der Actinomycine mit Zinkstaub-
Acetanhydrid (unter Zusatz von Pyridin bzw. Perchlorsiure) lie-
fert hellgelbe, kristallisierte Verbindungen, tiber deren Acetyl-
Gehalt widersprechende Angaben vorliegen® 2:3), Nachdem si-
chergestellt ist, daBl sich die Actinomyecine I,, C, und C;*) mit
Acetanhydrid unter Zusatz von Pyridin bzw. Natriumacetat nicht
acetylieren lassen®), haben wir die reduzierende Acetylierung der
Actinomycine erneut untersucht. Dabel wurde statt Zinkstaub
mit Platin aktivierter Wasscrstolf verwendet, von dem dle
Actinomyecine unter Bildung eciner quantitativ zim Ausgangsma-
terial dehydrierbaren Dihydro-Verbindung 1 Mol?) autnehinen.

Bei dieser hydrierenden Acetylierung (Hydrierung in Acet-
aphydrid, Entfernung des Katalysators und Acetylierung mit
Acetanhydrid-Pyridin unter Wasserstoff) entsteht aus Actinomy-
cin Oy eine hellgelbe, gegen Staphylococcus aureus unwirksame
Verbindung ([x]3: —26°, ¢ = 0,25 in Benzol,) die auf die Acti-
nomycin C,-Formel CgqHy 01N ,%) bezogen drei Acetyl-Reste
enthilt. Zwei davon werden bereits bei Raumtemperatur durch
Methanol verseift, wobei unter Riickoxydation der zunichst ge-
bildeten Dihydro-Verbindung ein rotes, kristallisiertes, anti-
biotisch unwirksames Mono-acetat vom Fp 249°C ([«]¥:—14°,
¢ = 0,25 in Methanol) entsteht, das ebenso wie Actinomyecin Cy
mit Zinn-(IT)-chlorid und Titan(I1I)-chlorid keine Farbreaktion
gibt. Bei kurzem Erwérmen mit 10 proz. Salzssure auf 60 °C wird
es zu Actinomyein C, verseift, ein Beweis, daB bei der hydrierenden
Acetylierung des Actinomyeing keine tiefergreifende Verianderung
eintritt.

Noch einfacher 146t sich das Mono-acetat gewinnen, wenn man
Actinomyein C; in Acetanhydrid bis zur Aufnahme von 1 Mol
Wasserstoff hydriert und dann die Reaktionslésung, ohne sle mit
Pyridin zu behandeln, direkt an der Luft riickoxydiert.

Die Befunde zeigen: 1.) Im Chromophor des Actinomyeins C,
liegt kein normaler Chinon-Ring (Ia) vor; vielmehr deutet die
ungewdhnlich leichte Abspaltung von zwei Aecetyl-Gruppen aus
dem Triacetat darauf hin, daB —R in Formel I keiu Sauerstoif
ist. 2.) Im Aectinomyein C, ist eine Gruppe vorhanden, die erst
nach Ubergang des chinoiden Ringes in einen benzoiden acetylier-
bar wird. Da8 diese Gruppe nur die bereits frither im Chromophor
der Actinomycine nachgewiesene Amino-Gruppe®) sein kann,
ergibt sich aus folgendem: 1.) Actinomyecin-C,-monoacetat zeigt
im Gegensatz zum Actinomyein C, mit konz. Salzsiure keine
Halochromie. 2.) Das Monoacetat 148t sich in Eisessig mit Per-
chlorsiiure nicht wie die Actinomycine als einsiurige Base?) ti-
trieren. 3.) Tm TR-Spektrum des Monoacetates fehlt die bei 6,30 &
liegende, fiir primsre Amino-Gruppen eharakteristische NH-De-
formationshande der Aetinomyeine®). 4.) Die Absorptionsspek-
tren des Aetinomyein Cz-monoacetates und Desamino-actinomy-
cin Cz-mono-acetates®) sind identisch,

Ist die Amino-Gruppe dem chinoiden Sanerstoffatom des Chro-
mophors benachbart (I), (wodurch sie den Charakter einer Saure-
amidamino-Gruppe annimmt), so wird verstindlich, daB sie sich
erst nach Ubergang des chinoiden Ringes in einen benzoiden
acetylieren 1aBt und bei milder Siureeinwirkung unter Bildung
von Desamino-actinomycinen*) gegen eine in 70proz. Methanol
titrierbare Oxy-Gruppe ausgetauseht wird8). Das Triacetat wire
daun nach II, das Monoacetat nach III zu formulieren.
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Wenn sich die Amino-Gruppe des Actinomyeins C, wie die eines
Saureamids verhilt, sollte man erwarten, daf3 die NH-Gruppe von
IIT schwach sauer ist und sich dementsprechend wie die NH-
Gruppe von Diacylamiden z. B. Phthalimid acylieren 1a8t. Tat-
sichlich zeigt unser Monoacetat schwach sauren Charakter; es
148t sich im Gegensatz zu Actinomycin C; mit 2n NaOIl aus
Ather ausschiittceln und bildet mit Pyridin-Aeetaphydrid ein rotes,
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kristallisiertes Diacetat vom Fp 237 °C ([o]3: —123°, ¢ = 0,25 in
Mecthanol), das gegen St. aureus in Verdiinnungen oberhalb 1:50000
unwirksam ist.

Umsatz des Actinomycin Cy-monoacetates mit Methyljodid-
Silberexyd lieferte eine in derben, roten Prismen vom Fp 249°C
{[«]%: + 80°, ¢ = 0,25 in Methanol) kristallisierende Verbindung,
dle das Wachstum von St. aureus bis zur Verdiinnung 1:10000
hemmte. Thre Analysenzahlen passen auf ein N-Methyl-N-acetyl-
actinomyein C,.

Beél der hydrierenden Acetylierung von Desamino-actinomyecin
Cjy-monoacetat’) entstand ein hellgelbes, antibiotisch unwirk-
sames Triacetat, das durch 0,1 n Ammoniak zu Desamino-actino-
mycin Cy verseift wurde.
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Aufspaltung der Actinomiycine zu Actinomycin-
sduren
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Wie kiirzlich gezeigt!), werden die Aetinomyecine durch 0,1 n-
methanolisehes Alkali bei 40 °C unter Freisetzung saurer Gruppen
verindert. Um Einblick in diese Reaktion zu gewinnen, haben wir
Proben von 100 mg Actinomyein C42) 0,5, 2, 4, 6, 11 nnd 21 h mit
0,1 n methanolischem Alkali {109 Wasser enthaltend) bei 40 °C
hydrolysiert und die verbrauchte Alkalimenge durch potentiome-
trische Titration in 70proz. Methanol ermittelt. Nach jeder Ti-
tration wurde die angesiuerte Reaktionslésung mit Chloroform
extrahiert und der Riickstand des Chloroform-Auszuges nach Er-
mittlung der spezif. Drehung einer quantitativen Ring-Papier-
chromatographie (n-Butanol-n-Dibutylither (3:2)/10proz. walr.
Natrium-m-kresotinat-Liésung) unterworfen. Dabei fanden wir,
dal der Alkaliverbranch innerhalb der ersten 4 h schuell auf
2 Aquivall. anstieg, dann gehr trige wurde, und nach 21 h 2,7
Avquivall. erreichte ([x]3) des Reaktionsproduktes: —69 °, ¢ == 0,25,
in Methanol),

Nach 4 h Hydrolyse fand sich im Papierchromatogramm kein
Actinomycin C, mehr und ebensowenig liefen sich im Hydrolysat
Aminosiuren oder Ammoniak nachweisen. Das gelbe Reaktions-
produkt ([zx]?]g: --103°, ¢ == 0,25, in Methanol) bildete im Ring-
chromatogramm (n-Butanol-n-Dibutyldther (3:2)/10proz. wilr.
Natrium-m-kresotinat-Losung) zwei dicht beieinander liegende
Zonen (R;-Werte kleiner als die des Actinomyeins C;) und eine
langsamer wandernde, die alle die gleiche Farbe zeigten wie Ac-
tinomyein-Zonen. Bei praparativen Versuchen an Cellulose-Siulen
(n-Butanol-n-Dibutylather 4:1/Boratpuffer vom py 8,2) lieBen
gich die beiden schnell laufenden Spaltprodukte zwar nicht von-
einander, wohl aber von dem langsamer wandernden abtrennen,
dessen Menge etwa 809 des Ausgangsmaterials betrug. Dieses
Hauptprodukt war antibiotiseh unwirksam und bildete im Ring-
chromatogramm mit drei verschiedenen Phasenpaaren eine ein-
heitliche Zone. IIs enthilt, wie seine potentiometrische Titration
in 70proz. Methanol zeigte, zwei saure Gruppen, deren p. -Werte
denen von Carboxy-Gruppen entsprechen und die sich mit Methyl-
jodid-Silberoxyd unter Bildung eines gelben Dimethylesters me-
thylieren lassen. Dem Natriumsalz der Siure fehlt die fiir Ac-
tinomyeine charakteristische Bande bei 5,7 ') (Ester- bzw. Lac-
ton-carbonyl-Bande). Wir bezeichnen dieses Spaltprodukt als
Actinomycin-Cz-sdure. Lbenso wie die Actinomycine ent-
hilt Aetinomycin-Cy-siure laut potentiometrischer Titration
(Perchlorsiure-Eisessig) nur eine schwach basische Gruppe, zeigt
mit konz. Salzsiure Halochromie, gibt mit Zinn(Il}-chlorid keine
Grinfarbung und stimmt in der Lage seiner Absorptionsmaxima
mit Actinomyein €, iiberein. Wahrend Actinomyein gegen Per-
jodsaure in Eisessig bei 30 °C bestindig ist, entsteht ausActinomy-
¢in-C3-sdure unter diesen Bedingungen ein gelbes Oxydationspro-
dukt, in dessen Totalhydrolysat kein Threonin nachweisbar ist.

Aus diesen Befunden ergibt sich: 1.) Bei milder Alkalicinwir-
kung bleibt der Chromophor der Actinomycine offenbar intakt.
2.) Der Alkaliverbrauch beruht nicht, wie frither angenommen?),
auf Abspaltung esterartig gebundener Siurercste. 3.) Bei der Al-
kalihydrolyse cntstehen keine Amino-Gruppen, d. h. die beiden
freiwerdenden Carboxyle sind im Actinomyein mit Oxy-Gruppen
verkniipft. 4.) Von diesen Verkniipfungen sind entgegen unserer
fritheren Vermutung!) nicht mehr als zwei im Aetinomycin C,
vorhanden. Daf} es sich um Lactongruppen handelt, hat die me-
thylierende Acetylierung?®) der Actinomycinsiure gezeigt, denn
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