dabei erhielten wir cine in gelben Blittchen kristallisierende Ver-
bindung, deren Analysenzahlen gut auf die Formel CgyHpy0:5N,
(OCH,),(C0O-CH,), passen. Der Ubergang von Actinomycin C,
in Actinomyein-Cy-siiure besteht demnach in einer Aufspaltung
von zwei Lacton-Ringen. Die dabei frei werdenden Oxy-Gruppen
gehoren zweifellos den beiden Threonin-Molekeln?) des Actinomy-
cins C; an.

Setzt man dic Actinomyein-Cy-sfure nach Turner und Schmerz-
ler®) mit Acctanhydrid-Pyridin um, se fehlt im Hydrolysat des
Reaktionsproduktes N-Methyl-valin. Die beiden Carboxy-Grup-
pen der Actinomyein-C,-Saure gehoren also den beiden im Ac-
tinomyein C; nachgewiesenen*) N-Methyl-valin-Molckeln an, die
demnach das Ende von zwei am Chromophor hingenden Peptid-
ketten bilden. Da beim Hydrazinabbau des Actinomycins C,
mehr als 1 Mol N-Methyl-valyl-sarkosin-anhydrid entsteht®), mufl
dic dem N-Methyl-valin benachbarte Aminosidure in beiden Pep-
tidketten Sarkosin sein. Auf Grund unserer Befunde 1d8t sich
fiir Aetinomyein C; die Teilformel I aufstellen.

bewiesen!?), 3-Oxy-1,8-dimethyl-phenoxazon-(2)-carbonsiure-(5)
und Desamino-actinoeyl-threonin besteht offenbar aus 3-Oxy-1,8-
dimethyl-phenoxazon-(2)-dicarbonsiure-(4,5) (I), an deren einer
Carboxy-Gruppe Siureamid-artigs gebunden eine Threonin-Mo-
lekel héingt.

Die Absorptionskurven von Desamino-actinoeyl-threonin®) und
Actinocinin®) sind denen der Desamino-actinomycine!®) &hnlich,
und #dhnlich ist aueh bei allen diesen Verbindungen die charak-
teristische Anderung des Absorptionsspektrums, die eintritt, wenn
die Oxy-Gruppe ihres chinoiden Ringes acetyliert wird. Ge-
meinsam ist ihnen ferner die intensive, grine Farbreaktion mit
Zinn(IT)-chlorid® 13). Nichts spricht daher gegen dic Annahme,
dafl der Chromophor der Desamino-actinomycine die im Des-
amino-actinocyl-threonin enthaltene, von uns Desamino-ac-
tinoein genannte 3-Oxy-1,8-dimethyl-phenoxazon-(2}-dicarbon-
siure-(4,5) (I) ist, deren Carboxy-Gruppen die Siureamid-artige
Verkniipfung mit dem Peptid-Teil der Desamino-actinomyeine er-
moglichen.

Wenn I der Chromophor der Desamino-actinomycine ist, miilte

'1 _]—NH die 3-Amino-1,8-dimethyl-phenoxazon-(2)-diearbonsiure-(4,5) (Ia)
| 2 — im folgenden Actinocin genannt — der Chromophor der Ae-
L 7 7‘**J tinomyeine sein, denn beim Ubergang der Actinomyeine in Des-
| | amino-actinomyeine wird lediglich eine im chineiden Ring des
: : Actinomycin-chromophors stehende Amino-Gruppe gegen cine
} ire-- Oxy-Gruppe ausgetauscht!3).
- -Thre  Thre— o ) COOR COOR
| : Abspaltung von I | N OH
| 1 Mol Ammoniak
Lacton Lacton Desamino-actino . N \/\/
‘ 10 % HCI/4 Stdn. ctinomycin | ]
| : : ‘ 60 °C \/\O/\/ \\O
L Meval Meval—— - éHa CH,
! v I R=H
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e e
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111 RA NH
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Actinocylpeptide ¥ AN .Ofydatm_il)
3 IX 2 x l
. . . . \
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Actinocin v 11 CH,
X
Das an der Cellulose-Saule von Aectinomyein-C,-siiure Actinocinin H,CO0C—H,C CH,—COOCH,
leicht abtrennbare Gemisch der beiden oben erwihnten ¢ ! i
Nebenprodukte enthilt, bezogen auf das Mol.-Gew. 1300 X1 NH I\‘IH
eine Methoxy-Gruppe und zeigt nach Umsetzung mit 3-Oxy-1,8-dimethyl-phenoxazon-(2) C=0 C—0
Acetanhydrid-Pyridin®) und anschliefender Hydrolyse ¥ | N_ | NH,
im Papierchromatogramm noch N-Methylvalin. Durch XII /\“/ \‘/\/
weitere Hydrolyse mit 0,1 n Alkali gehen die beiden Ne- 2,5-Dioxy-toluchinon W N
benprodukte in Aectinomycin-C,-sdure itber. Nach unsercn bis- \//\0//\/\0
herigen Ergebnissen sind die beiden im Ringehromatogramm 11T CH,4 CH,
trennbaren Nebenprodukte Aetinomyein-Cg-siure-halbester, von
denen nach I zwei zu crwarten sind. Ihre Entstehung ist nicht R 1‘?
iiberraschend, da bei Einwirkung von alkoholischem Alkali auf C—=0 C=0
Lactone?) und Ester®) zunichst schnell Umesterung der Carboxy- | N NH,
Gruppe stattfindet und crst anschlieBend in einer langsamer ver- //\‘/ NN Ba(OH),
laufenden Reaktion die Ester-Gruppe verseift wird. « J —
Dic bisherigen Ergebnisse unseres Arbeitskreises bei saurer und \(\\0/\/\0
alkalischer Hydrolyse der Actinomycine sind in dem vorstehen- IV CH,4 CH,
den Schema wiedergegeben.
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Bei energiseher Saurchydrolyse des Actinomyecins C wurden als
kristallisierte Abbauprodukte Desamino-actinocyl-threonin®19 ),
Actinocinin® 10), 3-Oxy-1,8-dimcthyl-phenoxazon-{2)11) und 2,5-
Dioxy-toluchinon!!) gefaft. Actinocinin ist, wie durch Synthese
‘A;ETE&;ann u. G. Bohnsack, Naturwissenschaften 40, 223
[1953].

5) R. A. Turner u.G. Schmerzler, J. Amer. chem. Soc. 76, 950 [1954].

%) G. Bohnsack, Dissertation Gottingen 1955; H. Brockmann, G.
Bohnsack u. C. Silling, diese Ztschr. 68, 66 [1956].

7y T. L. Gresham, J. E. Jansen, F. W. Shaver, J. T. Gregory u. W.
L. Bears, ]J. Amer, chem. Soc. 70, 1004 [1948].

8) M. Reiner u. H. R. Downes, J. Amer. chem. Soc. 43, 945 [1921];
E. Fischer, Ber, dtsch. chem. Ges. 53, 1634 [1920].

9) H. Grine, Dissertation, Goéttingen 1954,

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

1) H. Brockmann u. H. Muxfeldt, diese Ztschr. 68, 67 [1956].
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Um diesc Annahme zu bestitigen, haben wir zunidchst aus 2-

Nitro-3-0xy-4-methyl-henzoesiure-methylester durch Reduktion
mit Natriumdithionit die entsprechende Amino-Verbindung her-
gestellt und sie durech oxydative Kondensation in den in orange-
farbenen Nadeln ({Zers. oberhalb 200°C) kristallisierenden 3-
Amino- 1,5-dimethyl- phenoxazon- (2)- dicarbonsaure- (4,5) -dime-
thylester (Ib) iibergefiihrt. Seine Absorptionskurve in Methanol
ist der der Actinomyecine #dhnlich, doch fehlt der langwelligen
Bande die fitr Actinomyecine charakteristische Schulter. Durch
Kochen mit 50 proz. Essigsiure 146t sich die Amino-Gruppe von Ib

12y H. Brockmann u. H. Muxfeldt, diese Ztschr. 68, 67 [1956].
13) H. Brockmann u. B. Franck, Chem. Ber. 87, 1767 [1954].,
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wie bei den Actinomycinen durch einc Oxy-Gruppe austauschen.
Der so erhaltene 3-Oxy-1,8-dimethyl-phenoxazon-{2)-dicarbon-
sidure-(4,5)-dimethylester (Ic¢) kristallisiert in roten Prismen (Zers.
oberhalb 200 °C). Die Extinktion seines in Methanol bei 434 u
liegenden Maximums ist kleiner als die der Amino-Verbindung (Ib).
Einen analogen Unterschied findet man zwischen dem langwelligen
Absorptionsmaximum der Desamino-actinomyeine und dem der
Actinomyeine.

Um zu sehen, ob sich das Absorptionsspektrum von Ia veran-
dert, wenn man die beiden Ester-methoxy-Gruppen durch Sidure-
amid-artic gehundene Aminosiurc-Reste ersetzt, haben wir den
Actinoeyl-bis-glycinmethylester IIT synthetisiert. Ausgangsma-
terial war 2-Nitro-3-benzyloxy-4-methylbenzoesiure, deren Chlo-
rid mit Glyein-methylester umgesetzt den 2-Nitro-3-henzyloxy-4-
methyl-benzoyl-glycinmethylester, farblose Nadeln vom Fp 126 °C,
lieferte. Der daraus durch katalytische Hydrierung mit Raney-
Nickel erhaltene 2-Amino-3-0xy-4-methyl-benzoyl-glyeinmethyl-
ester {11} lieR sich dureh Luftoxydation in Ammoncarbonat-Lo-
sung (py 9) in Ausheuten bis zu 90 % d.Th. in den in orangeroten
Nadeln vom Fp 293—296 °C (Zers.) kristallisierenden Aectinoeyl-
bis-glyeinmethylester (IIT) iiberfithren, der mit konz. Salzsiure
dieselbe MHalochromie zeigt wie die Actinomyecine. Seine Ahsorp-
tionskurve {Bild 1) ist bis auf gewisse Unterschiedc in der Extink-
tion der Maxima den Actinomyecin-Kurven gleich. Damit seheint
uns gesichert, daB Actinoein (Ia) der Chromophor der C-Actinomy-
cine ist. Die kleinere Extinktion der Actinomyeine ist offenbar
auf cine gewisse Verzerrung der Chromophor-Molekel durch die
sperrigen Peptid-Reste zuriickzufiihren.

Beim Abbau der Actinomycine mit Bariumhydroxyd verwan-
delt sich ihr Chromophor unter Abspaltung der Aminosiuren in
Despeptidoaetinomyein®), dessen Konstitutionsaufklirung®®) und
Synthese'®) wir kiirzlich beschrieben haben. Bei dieser merkwiir-
digen Reaktion, hei der die Amino-Gruppe des Chromophors eine
noch ungekldrte Rolle spielt {(Desamino-actinomyeine geben kein

500+ Despeptido-actinomyein), tritt offenbar am He-
tero-Sauerstoff eine hydrolytische Ringdffnung
ein, worauf in einer noch uunbekannten Reak-
tionsfolge die benzoide Carboxy-Gruppe etwa
im Sinne der Formel V mit dem chinoiden Ring
kondensicrt und die Imino-Gruppe hydrolytisch
400 gegen eine Oxy-Gruppe ausgetauscht wird.
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Bild 1
Absorptionskurven von Actinocyl-bis-glycinmethylester (1[1)
ee0eec0er0ne und Actinomycin C -0—® in Methanol

Da die , Hauptactinomyeine“ C, ,Cy, X, und I,7) beim Abbau
mit Bariumhydroxyd alle das gleiche Despeptido-actinomyein
Jiefern, wurde auf gleiche Konstitution ihres Chromophors ge-
schiossens). Diese Folgerung wird durch die Erkenntnis, daf}

"y H, Brockmann u. N. Grubhofer, Naturwissenschaften 37, 494
[1950%; H. Brockmann u. N. Grubhofer, Chem. Ber. 85, 1407
[1953].

18y H. Brockmann u. H. Muxfeldt, diese Ztschr. 67, 617 [1955].

18y H. Brockmann u. H. Muxfeldt, diese Ztschr. 67, 618 [1955].

17y H. Brockmann u. H. Grone, Chem, Ber. §7, 1036 [1954].

18) H. Brockmann u. K. Vohwinkel, Naturwissenschaften {7, 257
[1954].
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Despeptido-actinomyecin ein Sekundiarprodukt der Formel VI ist,
nicht becintrichtigt. Die Frage, ob alle fiinfzehn in unserem In-
stitut bisher isolicrten Actinomyecine den gleichen Chromophor
enthalten, wird zur Zeit geprift.

Eingegangen am 13. Dezember 1955 [Z 284]

Bilanz der Actinomycin C,-Abbauprodukte

Von Prof. Dr. II. BROCKMANN und Dr. B. FRANCK
Organisch-Chemisches Institut der Universitit Goftingen

Vor kurzem haben wir eine vorliufige Bilanz der bis dahin in
unserem lustitut gefundenen Abbauprodukte des Actinomyeins
(i, aufgestellt!). Nachdem nunmehr die Chromophore des Ac-
tinomyeing €, und Desamino-actinomyeins C42) (Actinoein hzw.-
Desamino-actinoein genannt) in ihrer Konstitution hekannt?)
und synthetiseh gewonnen sind?), und nachdem sich herausge-
stellt hat, daB 1.) Actinomyein C; zwei Lacton-Ringe enthilt?)
fim IR-Ypektrum erkennbar an der Bande bei 5,7 (1) und 2.) der
.Acetyl-Gehalt* der Actinomyeine dadurch vorgetiduseht wird,
da8 unter den Bedingungen der Acetyl-Bestimmung faus dem
Threonin des Aetinomyeins C,) Propionsidure entsteht?), mufl die
frithere Bilanz, wic dic folgende Znsammenstellung zeigt, in zwei
Punkten geindert werden. An Stelle des Despeptido-actinomy-
cins, das ein Umwandlungsprodukt des Chromophors ist$), tritt
Desamino-aetinoecin CgH,,O,N, wihrend die ,Essigsaure” ent-
Tallt.

2 Mol. Threonin ................... CyH | OgN,
2 Mol Sarkosin .................... CegH,, 04N,
2 Mol. Prolin ..................... CioH 304N,
2 Mol. N-Methylvalin .............. Ci,HuOuN,
2 Mol. Allo-isoleucin ............... C,,HyO4N,
1 Mol. Ammoniak ................. 3

1 Mol. Desamino-actinocin ......... CgH1 0N

CeaH115020N1,
—13 Mol. Wasser .................... — HyOy5

Actinomycir] Cy i

Cg1HgpO 14Ny, (1283,5)

Nimmt man an, dal jede der beiden Carboxy-Gruppen des Des-
amino-actinocins eine Peptidkette trigt, deren endstindige Carh-
oxy-Gruppe mit der Oxy-Gruppe einer Threonin-Molekel eincen
Lacton-Ring bildet, so mufl man von der Baustein-Summe
CgaH11609N 1, 12 Mol H,0 fiir dic Verkniipfung der Aminosiuren
untereinander und mit dem Chromophor und 1 Mol H,0 fir die
Verkniipfung des Ammoniaks mit dem Desamino-actinocin ah-
ziehen. Dem Actinomyein C; kime dann die Bruttoformel
CeaHggO16N 1, (1283,5) zu, mit der diec Analysenzahlen und die
Mol.-Gew.-Werte?) aufs beste tibereinstimmen.

Durch milde Szurceinwirkung gehen die Actinomyeine unter
Abspaltung von Ammoniak in die Desamino-actinomyeine tiber?),
eine Reaktion, bei der lediglich die Amino-Gruppe des Chromo-
phors gegen eine Oxy-Gruppe ausgetauscht wird. Demnach miilite
der necuen Aectinomyein-Cy-Formel centsprechend dem Desamino-
actinomyein C; die Formel (g,Hg0,;N; zukommen. Da unsere
fritheren Analysenzahlen auf diese Formel schlecht passen, haben
wir besonders gereinigte Priparate erncut analysiert und dabei
Werte crhalten, die mit der Cg4-Formel gut im Einklang stchen.

(C4HggO1,N 1) Ber.: ¢ = 59,84; H = 6,99; N = 11,99; 0 =
21,18, Gef.: C= 59,65; H==7,02; N=11,65; 0= 21,86.
Eingegangen am 26. November 1955 [Z 281]

Zur Konstitution der Actinomycine
Van Prof. Dr. H. BROCKMANN, Dr. G. BOHNSACK,
Dr. B. FRANCEK, Dr. H. GRONE, Dr. . MUXFELDT
und Dr. C. SULING
Orgunisch Chemisches Institut der Universitit Gottingen

Auf Grund {ritherer Befunde®) und der in den vorstehenden
Mitteilungen angefitbrten Ergebnisse unseres Arbeitskreises 1406t
sieh fiir Actinomyein C,°), fiir das dic Bruttoformel CgHgoO( N,
ermittelt wurdel®), die vorliufige Strukturformel I aufstellen. In

) H. Brockmann u. B. Franck, Chem. Ber. 87, 1767 [1954].

) H. Brockmann u. H. Grone, diese Ztschr. 48, 66 [1956].

) H. Brockmann u. H. Muxfeldt, diese Ztschr. 48, 69 |1956].

) H. Brockmann u. B. Franck, diese Ztschr. 68, 68 [1956].

) H. Brockmann u. B. Franck, Naturwissenschaften 42, 180 [1955].

) H. Brockmann u. H. Muxfeldt, diese Ztschr. 67, 617 [1955];
67, 618 [1955].

7) H. Brockmann u. K. Vohwinkel, diese Ztschr. 67, 619 [1955].

8) H. Brockmann, N. Grubhofer, H. Kalbe u. W. Kass, Chem. Ber,
84, 260 [1951]; H. Brockmann, diese Ztschr, 66, 1, [1954].

) H. Brockmann u. H. Grdne, Chem. Ber. §7, 1036 {1954].

) H. Brockmann u. B. Franck, diese Ztschr. (8, 70.[1956].
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