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111) M e t h y l e n - c y c l o b u t a n  (11) u n d  Eisessig 
20 ccm M e t h y l e n - c y c l o b u t a n  und 20 ccm Eisessig werden 48 Stdn. in einem 

Bombenrohr auf200O erhitzt. Man versetzt den Robrinhalt mit W w e r  und trennt das abge- 
schiedene 61 von der Essigsiiure ab. Nach dem Durchschiitteln mit verd. Soda-=sung 
und Wasser erhiilt man etwa 9 g  eines zwischen 1 4 0 0  und 2000 eiedenden Gemisches. 

1 - 0 x y  -1 - m e t h y l -  c yclo b u  t a n  -ace  ta  t (entspr. XVIII) : Durch Verseifen der zwi- 
schen 130° und 160° siedenden Fraktion mit methylalkohol. Kalilauge gewinnt man auf 
die bereits beschriebene Weise das bei 120° siedende 1-Oxy-1-methyl-cyclobutan, 
das durch sein P h e n y l u r e t h a n  vom Schmp. 1390 charakterisiert wird. 

a - T e r p i n e n  (XXI): 4 g  einer zwischen 170° und 185O siedenden Fraktion werden 
mit 2 g Male ins i iure-anhydr id  in wenighher  @ost und 4 Stdn. unterRiickfluI3 zum 
Sieden erhitzt. AnschlieBend destilliert man den Ather, die nicht umgesetzten Kohlen- 
waaserstoffe und daa iiberschiiss. Maleinsiiure-anhydrid ab und nimmt den Riickstand in 
konz. heiBer Soda-Lasung auf. Nach liingerem Kochen fa t  ein schwerlosliches Natrium- 
Salz in charakteristischen, fettig gliinzenden Schuppen aus. Die freie Siiure wird durch 
Erhitzen iiber ihren Schmelzpunkt und anschlieBende Sublimation i.Vak. in ihr A n h y -  
d r i  d vom Schmp. 62-630 iibergefiihrt. 

C,,H,,O, (234.3) Ber. C71.8 H 7.7 Gef. C71.7 H 7.9 
Daa Anhydrid erweist sich durch die Mischprobe ah identisch mit dem A d d u k t  \on 

Die Untersuchung der ubrigen Reaktionsprodukte wird fortgesetzt. 
Male in  siiur e -an  h y d r i d an a - T e r p  i n e n 23). 

97. Adolf Butenandt  und Hans-  Georg Schlossberger:  Uber 
3.4-Dioxg- kynurenin, seine Synthese und physiologische Bedeutung*) 
[Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-chemischen Institut 

der Universitiit, Tiibingen] 
(Eingegangen am 19. Wrz 1952) 

d,l-3.4-Dioxy-kynurenin wurde nach dem Prinzip der 3-Oxy-kyn- 
wen in-Syntheae von A. B u t e n a n  d t und G.Hall m a n  n syn thetiaiert. 
Es ist unter den Bedingungen der ublichen Standardteete 1.) un- 
wirksam im Augenpigment-BildungsprozeB an Drosoplila und Ephe- 
stia und vermag 2.) bei Neurospora crassa Nicotinsiiureamid nicht zu 
ersetzen. Nach diesen Ergebnissen kann 3.4-Dioxy-kynurenin weder 
aln Zwischenprodukt der Ommochrom- noch der Nicotinsiiure-Syn- 
these aus Tryptophan angesprochen werden. Daa Enzym Kynure- 
ninase (nach 0. Wiss  aus Ratten- bzw. Schweineleber) spaltet 3.4- 
Dioxy-kynurenin in Alanin und 3.4-Dioxy-anthranil&ure; da dimes 
Enzym auch in Neurospora nachweisbar ist, stellt somit auch 3.4- 
Dioxy-anthranilsiiure kein Zwischenprodukt der Nicotinsiiure-Syn- 
these aus Tryptophan dar. 

Vor 2 Jahren wurde von uns das 3-Oxy-kynurenin (111) als Intermedilir- 
produkt des Tryptophanstoffweohsels entdeckt. Es wurde in der natiirlich 
vorkommenden Z-Form au8 Bliegenpuppen (Culliphora erythrocephda) isoliert 
und als Racemat auf synthetisahem Wege gewonnenl). Die physiologische 

") 0. Diels, W. K o c h  u. H. F r o s t ,  B. 71,1163 [1938]; N. F. Goodway u. T. F. 

*) Herrn Geheimrat H. W i e l a n d  zum 75. Geburtstag. 
1) A. B u t e n a n d  t ,  W. Weide l  u. H. Schlossberger ,  Ztschr. Naturforsch. 4b, 242 

W e s t ,  Journ. chem. SOC. London 1940,702. 

[1949]. 
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$uswertung ergab, deB das 3-Oxy-kynurenin 
1.) identisch ist mit dem unter der Wirkung des cn+-Gens (Drosophila 

melariogaster) aus Kynurenin entstehenden ,,cn+-Stoffes" und als solches ein 
Glied in der Reaktionskette darstellt, die vom Tryptophan zu den Insekten- 
pigmenten der Ommochromgruppe fiihrtl), daB es 

2.) Zwischenprodukt der Nico t insaure-  Synthese2) bei Neurospora und 
bei der Ratte ist und daB es 

3.) die Vorstufe fur die im Ham aufgefundene Xanthurens i iure  (VI)3) 
darstellt. 

Somit steht das 3-Oxy-kynurenin (111) an einer bemerkenswerten Gabe- 
lungsstelle des Tryptophanstoffwechsels. Nach den Arbeiten von J. F. N y c  
und H. K. Mitchell4) stellt die 3-Oxy-anthranilsiiure (IV) eine weitere Vor- 
stufe der Nicotinsiiure (V) dar; sie wird unter der Wirkung des Enzyms 
Kynureninase aus 3-Oxy-kynurenin gebildet6). Da weder die 3-Oxy-anthranil- 
siiure ( CV) noch die Xanthurensiiure (VI) Vorstufen der Ommochrom-Synthese 
sind, kann man die bisher 
darstellen : 

bekannten Zusammenhiinge durch folgendes Schema 

OH X V  H b  VI 

Es ist nun die weitere Aufgabe, nach noch unbekannten Zwischenprodulr- 
ten zu suchen, die innerhalb der vorstehenden Reaktionsketten auftreten. 

In  oiner kiirzlich erschienenen Arbeit hat Makinoe) die Auffassung ver- 
treten, daB Leberschnitte von Pferd, Rind und Schwein in der Lage sind, ne- 
ben 3-Oxy-anthranilshre (IV) auch 3.4-Dioxy-anthranilsiiure (VII) in Nico- 
tinsiiure iiberzufiihren. Diese Dioxysaure ist bisher nicht aus natiirlichem 
Material isoliert worden, und es darf noch nicht als gesichert gelten, da13 sie 
bei der biochemischenNicotinsture-Synthese ein obligates Zwischenprodukt ist. 

C. E. Ilagliesh, Quart. Rev. Chem. SOC. London 5,227 [1951]. 
e) F. A. Haskins u. H. K. Mitchell, P~oc .  Net. A d .  Sci. (USA) 35, 800 [1949]; 

3, L. Musajo, F. M. Chiancone u. D. Coppini, Science 118,125 119511. 
') Journ. Amer. chem. SOC. 70,1847 [1948]. 
5 )  0. Wiss u. F. Hatz,  Helv. chim. Acta81, 532 [1949]; 0. Wiss, Helv. chim. 

Act& 32, 1694 [1949]; 0. Wiss u. H. Fuchs, Experientia6,472 [1950]; 0. M'iss, ZtRchr. 
Naturforsch. 7b, 133 [1952]. 

6,  K. Makino, F. Itoh u. I<. Fiishi, Nature 167,115 [1951]. 
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Die 3.4-Dioxy-anthranilsaure (VII )  konnte theoretisch durch direkte Oxy- 
dation von 3-Oxy-anthranilsaure (IV) oder aber - der Eritstehung von 3-Oxy- 
anthranilsiiure (IV) aus 3-Oxy-kynurenin (111) entsprechend6) - aus 3.4-Di - 
o x y - k y n u r e n i n  (VIII) unter der Wirkung der Kpureninase gebildet wer- 
den. Auf Grund dieser ffberlepng gewann das 3 .4 -Dioxy-kynuren in  

HO'y/'NH, 
OH VII OH VIII 

( V I I I )  In t e rus se  a l s  mogliches Zwischenproduk t  i n  d e r  S y n t h e s e  
de r Nicot insi iure .  Da andererseits der Ubergang von 3-Oxy-kynurenin (111) 
in Ommochrome mit oxydativen Vorgangen verkniipft ist'), konnte dem 3 .4 -  
D i o x y - k y n u r e n i n  moglichorweise a u c h  eine Ro l l e  i m  A b l a u f  d e r  
Ommoohrom-Synthe se  zukommen. Wir haben deshalb 3.4-Dioxy-kynurenin 
(VII I )  synthetisiert und sein Verhalten im Stoffwechsel gepriift. 

Syn these  des  d,l-3.4-Diox~-kynureninv 
Die Synthese des d,2-3.4-Dioxy-kynurenins (VIII) erfolgte in weitgehender 

Analogie zur 3-Oxy-kynurenin-Synthese von A. B u t e n a n d t  und G. H a l l -  
ma  nn*). Als Ausgctngsmaterial verwendeten wir 2 - N i t r o  - 3.4 -d ime t hoxy-  
a c e t o p h e n o n  (XII), dessen Darstellung aus dem Saureohlorid (X) der 

A / C O  . ~(CO*C,H,),  
f)f!o" + ,()r -+ J, I\ 

CH30'y NO, CH,O Y N O ,  CH,O NO, 

IX X XI 
O m 3  OCH, OCH, 

PIC" * CH, * CO 7 C0,CzH6 
--* 

CH,O'~~''NO, 
OCH, OCH, 
XII XI11 

+ fYCO - c'H3 
C H , O ' Y N O ,  

/\CO * CH,. C * CO,C,H, /\,CO * CH, . PH CO&2Hb 
&OH + I l l  NH2 

CH,O/\(hH, 
OCH, 

J + 
C'H,OZ) NO, 

OCH, 
XIV xv 

QLCO +CH,.CH.CO,H 
I 

4 NHZ + VIII 
L%,O!+NA, OC'H, 

XVI 
') R. Dsnneel, Biol. Zbl. 61, 388 [1941]. B, Ztachr. Naturfomch. Sb, 444 [2950]. 



568 B u t e nand  t , S c h 1 oss b erg er: ober ' 3.4-Dioxy-kynurenin, [ Jahrg. 85 

bekannten 2-Nitro-3.4-dimethoxy-benzoesiiure @) (2-Nitro - veratrumsaure; IX)  
durch Umsetzung mit &hoxy-magnesiummalonsiiure-diiithylesterlO) uber den 
2-Nitro-3.4-dimethoxy-benzoylmalonsiiure-diiithylester (XI) gelingt. 2-Nitro- 
3.4-dimethoxy-acetophenon (XII) wurde nach Angaben von Claisenl') in 
2-Nitro-3.4-dimethoxy- benzoyl-brenztraubensaure -iithylester (XIII) uberge- 
fuhrt und daraus durch Umsetzung mit Hydroxylamin das 2-Nitro-3.4-di- 
methoxy-benzoyl-brenztraubensiiure-athylester-a-oxim (XIV) gewonnen. Ka- 
talytische Hydrierung dieses Oxims und ttnschlieBende Verseifung des nicht 
isolierten d,l-3.4-Dimethoxy-kynurenin-iithylesters (XV) fuhrte zum d, 1-3.4 - 
Dimethoxy-kynuren in  (XVI), dessen Methoxygruppen ohne Schwierig- 
keit mit 48-proz. wliI3rigem Bromwasserstoff verseif t werden konnten. 

Die Originalrnethode von Bu tenand t  und Hallmann*) zur Darstellung von 3-Oxy- 
kynurenin benutzt zum Schutz der aromatischen Oxygruppe wahrend der Synthese nicht 
den Methylather, sondern den katalytisch leicht spaltbaren Benzylather. Inzwischen hat 
Kotakelz) gezeigt, da13 3-Methoxy-kynurenin mit Bromwasserstoff leicht zum 3-Oxy- 
kynurenin gespalten werden kann. Diese Erfahrung wurde in der vorstehend beschrie- 
henen Synthese des 3.4-Dioxy-kynurenins verwertet und dadurch eine Vereinfachung des 
Reabionsweges erzielt. 

Das zuerst anfallende d,l-3.4-Dioxy-kynurenin-hydrobromid vom Schmp. 
175O hydrolysiert beim Usen  in Waswr, und es scheidet sich das in Wasser 
schwer losliche freie d9I -3 .4-Dioxy-kynurenin  (VIII) in kleinen hellgelben 
rhombischen Kristallen vom Zersp. 274O (Kofler-Mikro-Schmelztisch) ah. 
Es zeigt eine positive Ninhydrin-Reaktion, gibt mit Eisen(II1)-chlorid eine 
hln trote Fiirbung und reduziert ammoniakalische Silbersalz-Losung. 

Zur  physiologischen Wi rksamke i t  des  3 .4-Dioxy-ky nurenins  

a) Die  Auswer tung  im Ommochrombi ldungs tes t  a n  I n s e k t c n :  
3.4-Dioxy-kynurenin vermag - im Gegensatz zu 3-Oxy-kynurenin - an obw- 
und cnbw-Drosophila und a-Ephestia keine Augenpigmentbildung auszulijsen. 
Weder nach Implantation von Dioxy-kynurenin-Kristallen in Drosophila.bzw. 
Ephestia-Puppen, noch beim Zusatz von Dioxy-kynureln zum Futter der 
Drosophila-Larven konnte eine Ommochrombildung erzielt werden (9. Tafel 
1-3). Die mit Hilfe des Ostwaldschen Farbkorpers getestete Augenausfar- 
bung13) ist gegeniiber den unbehandelten Kontrollen weder nach Farbe noch 
nach Helligkeit veriindert. Daraus ergibt sich einwandfrei, daB das 3.4-Dioxy- 
kynurenin keine Vorstufe der Ommochrombildung darstellt ; die Abwandlung 
des 3-Oxy-kynurenins zu den Ommochromen muB somit in anderer Richtung 
gesucht werden. 

9 )  R. Pschorr  u. C. Sumuleanu, B. 32,3405 [1899]; K. H. S lo t t a  u. F. Lauer- 

10) H. G. Walker u. C. R. Hauser,  Journ. Amer. chem. SOC. 68,1386 [1946]; H. 

11) C. Beyer u. L. Claisen, B. 20,2178 [1887]; E. Brornme u. L. Claisen, B. 21, 

12) M. Kotake ,  T. Sakan  u. S. Senoh, Journ. Amer. chem. Soc.73,1832 [1951]. 
13) E. Caspari ,  Arch. Entw. Mech. 180,353 [1933]. 

sen,  Journ. prakt. Chem. [2] 189,220 [1934]; I. J. Pisovschi, B. 43,2137 [1910]. 

Lun d ,  B. 67,936 [1934]. 

1131 [1888]. 
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b) Die  P r i i fung  a u f  Wachs tumswirkung a n  Neurospora:  Die Mu- 
tante ATC 10767 von Neurospora crassa, die bei Zusatz von Kynurenin bzw. 
h’icotinskiureamid zum Niihrmediiim eine eindeutige Wachstumssteigerung 
zeigt, kann iiberraschenderweise 3.4-Dioxy-kynurenin nicht verwerten; selbst 
hohe Zusiitze sind ohne jeden EinfluB auf das Wachstum (s. Tafel4). Daraus 
ist mit hoher Wahrscheinlichkeit zu folgern, daB das 3.4-Dioxy-kynurenin auch 
keine Vorstufe der Nicotinsiiure-Synthese bei Neurospora crassa darstellt. 

c) 3 .4-Dioxy-kynurenin  a l s  S u b s t r a t  d e r  Kynuren inase :  Nach 
Versuchen von 0. Wiss spalten aus Ratten- und Schweineleber bereitete 
Kynureninase-Prliparate das 3.4-Dioxy-lrynurenin unter Bildung von Ala- 
ninl*). I n  Analogie zum Abbau von Kynurenin und 3-Oxy-kynurenin durch 
dieses Ferment ist zu erwarten, daB neben Alanin als zweites Spaltprodukt 
die 3.4-Dioxy-anthranilsaure entsteht, die nach Makino6) von Pferde-, 
Schweine- und Rinderleber in NicotinsLure iibergefiihrt werden soll. Da die von 
uns verwendete Neurospora-Mutante sicher im Besitz der Kynureninase-Akti- 
vitilt ist, sollte sie aus 3.4-Dioxy-kynurenin die 3.4-Dioxy-anthranilshure in 
Freiheit setzen konnen. Die physiologische Inaktivitiit von ‘3.4-Dioxy-kynure- 
nin im Wachstumstest an  Neurospora fiihrt somit zugleich zu dem SchluB, 
daB auch 3.4-Dioxy-anthranilsiiure bei Neurospora crassa - im Gegensatz zu 
den Angaben von Makino6) bei Pferd, Rind und Sohwein - keine Vorstufe der 
Nicotinsliure sein kann. Dariiber fehlen bisher Angaben in der Literatur; Hell - 
m a n n  und Wiss14) haben zur Kliirung dieser Frage 3.4-Dioxy-anthranilsliure 
synthetisiert und auf ihre physiologische Wirkung gepriift. In Obereinstim- 
mung mit den von uns gezogenen Folgerungen finden sie, daB reine 3.4-Dioxy- 
anthranilsliure keinerlei Wachstu mswirkung an Neurospora crassa (Mu tank 
ATC 10767) ausiibt. Man vermag daher mit Sicherheit zu sagen, daB bei Neu- 
rospora weder 3.4-Dioxy-kynurenin noch 3.4-Dioxy-anthranilsfiure Zwischen- 
produkte auf den bisher bekannten Wegen des Tryptophanstoffwechsels dar- 
stellen. Der Befund Makinose), der den Siiugetieren eine bisher nicht bekannt 
gewordene Sonderstellung im Tryptophanstoffwechsel zuschreiben wiirde, be- 
darf der Bestatigung. 

In den “Abstracts of Papers“ des XII. Internationalen Chemiekongresses, New York, 
September 1951 (S. 314), finden wir daa Referat einer Arbeit von K. Makino  und K. 
Nish i ,  in der ebenfalls uber eine Synthese des 3.4-Doxy-kynurenins berichtet wird. 
Der Weg ist von dem hier beschriebenen verschieden und folgt der Oxykynurenin-Syn- 
these von Kotakel*). Makino  halt nach den kunen Angaben des Referates 3.4-Dioxy- 
kynurenin fiir die Vorstufe der Dioxyanthranilaiiure und der Nicotinsiiure sowie fiir ein 
Intermediarprodukt bei der Entstehung des braunen Pigments in den Eiern des Seiden- 
spinners Bombyx mori. Da in dem Referat keinerlei Versuchs-Angaben enthalten sind 
und dw Dioxy-kynurenin nicht charakterisiert wurde, ist ein Vergleich unserer Befunde 
mit diesen neuen Angaben von Makino  noch nicht moglich. 

Hm. Dr. 0. W i s s  und Frln. K. B r i t t  ‘danken wir fiir die F’riifung des Dioxy-kyn- 
urenins im Neurospora- und Kynureninaaetest, Fkln. Dr. G. H a n s e r  fur dieDurchfiihrung 
der Auswertungen an Drosophila und Ephestia, Frln. I. Loschmann fur Mithilfe bei 
der chemischen Arbeit. 

14) €I. H e l l m a n n  u. 0. Wiss ,  Ztschr. physiol. Chem., im Druck. 
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Besehreibung der Versuehe 

I. S y n t h e s e  des  3 .4-Dioxy-kynurenins  

1.) 2 - N I t r o - 3.4 - d i m e t  h o x  y - b en z o esiiur e (2 -N i t r o  - v e r a  t r u  m siiur e) (1X)O) : 
Die JBsung von 76 g Vani l l in  in  275 ccm 2nKOH und 100 ccm Wasser wird anteil- 
weise mit 65 ccm Ess igs i iureanhydr id  versetzt, dasgebildete V a n i l l i n - a c e t a t  nach 
dem Abkiihlcn des Reaktionsgemisches abgesaugt und nach dem Trocknen (Ausb. 93 g 
=. 96 7; d.Th.) in einem 2 Z-Filtrierstutzen in 250 ccm Tetrachlorkohlenstoff aufgeschliimmt. 
Zu dieser Suspension werden innerhalb von 3 Stdn. unter starkem Riihren und Eis-Koch- 
salz-Kiihlung 250 ccm rote, rauchende S a l p e  ters i iure  derart zugegeben, dell die Re- 
aktionstemperatur zwischen 8 und 12O bleibt. Nach 1 Stde. weiteren intensiven Riihrens 
erfolgt, ebenfalls unter Riihren, Zugabe von 600 ccm Eisbrei und wenig Waaser, wobei 
sich kristallisiertes 2 - N i t r o - v a n i l l i n - a c e t a t  (79g = 69% d.Th.) abacheidet. DieseVer- 
bindung wird in 800 ccm Wasser suspendiert und mit so viel 8-proz. Natronlauge versetzt, 
dall sich beirn Enviirmen auf dem Wasserbad eine &re Liisung bildet, in die nach dem 
Abkiihlen unter Riihren 80 viel 25-proz. Salzsiiure eingetropft wird, daB das 2 - N i t r o -  
vani l l in  vollig abgeschieden ist (Ausb. 5 4 g  = 83% d.Th.). Hierauf werden zur IBsung 
des 2-Nitro-vanillins in 125 ccm 212KOH bei 70° im 1 2-Dreihalskolben unter Riihren und 
Durchleiten von Stickstoff 62.5 ccm D i  m e t h y l s u l f a t  Iangsam zugetropft; die L5sung 
wird jeweils beim Farbumschlag von Rot nach Gelb durch Zusatz von Kalilauge wieder 
alkalisch gemacht. Nach Beendigung der Reaktion erstarrt beim Kiihlen der Mischung 
mit Eis unter weiterem Riihren schlielllich der gebildete 2-Ni t ro-3 .4-d imethoxy-  
benza ldehyd (Ausb. 43 g = 76% d.Th.). Die Lijsung dieses Aldehyds in Aceton wird 
rnit 150 g Kaliumpermanganat in 2 2 Waaser vereinigt und das Reaktionsgemisch auf 
dem Wasserbad bis zur vijlligen Entfilrbung erwiirmt. Hierauf wird vom abgeschiedenen 
Mangandioxyd abfiltriert und daa Filtrat nach dem Einengen auf 800 ccm zur Entfer- 
nung nicht oxydierten Aldehyds einige Male ausgeiithert. Die wiillr. Phase wird 80 lange 
anteilweise mit Salzsaure versetzt, bis die gebildete 2 - N i t r o  - 3.4- d ime t h o x y  - b en zoe - 
siiure (IX) vdlig ausgefiillt ist (Ausb. 30 g = 65 7; d.Th.). 

2.) 2 - 1 N i t r o - 3 . 4 -  d i m e t h o x y -  benzoylchlor id ' (X):  2 0 g  2 - N i t r o - 3 . 4 -  d i -  
methoxy-henzoes i iure  werden im Schliffkolben mit aufsteigendem Kuhler anteilweise 
ruit insgesamt 10 ccm Thionylchlorid versetzt; anschlieBend wird die Reaktionsmischung 
noch 1 St.ie. auf dem Wasserbad erwiirmt, worauf daa iiberschiiss. Thionylchlorid ab- 
destilliert und d a s  zuriickbleibende 2 -N i t r o  -3.4- d i met  h o x y -  benzoylc  h lor  i d (X) in 
wenig absol. Ather aufgenommen wird. 

3.) 2 -K i tro- 3.4- d i met  hox  y -ace  t o p  he  n o n (X1I)'O) : a) 2 -Ni  t r o -  3.4-d i me t h -  
oxy-benzoyl-malonsi iuredi i i thylester (XI): In einem 500 ccrn -Dreihalskolben mit 
Riihrer, Tropftrichter und RiickfluDkiihler (mit C'hlorcalciumrohr) werden auf dem zu- 
niichst ungeheizten WasSerbad 2.14 g Magnesium mit 2.3 ccm absol. Alkohol und 0.2 ccm 
Tetrachlorkohlenstoff iibergossen, worauf sofort die Umsetzung beginnt. Kach einigen 
Minuten werden 30 ccm absol. Ather und anschliellend die Liisung von 14.1 g Malon-  
s l u r e d i i i t h y l e s t c r  in 8ccm absol. Alkohol und 10 ccm absol.Ather in dem Mane zu- 
getropft, drtR schneller RiickfluD, der bei Bedarf durch Erwiirmen erzwungen wird, er- 
halten bleibt. Danach wird die Reaktionsmischung 3 Stdn. bzw. so lange, bis alles Magne- 
sium gelbst ist, zum Sieden erhitzt. Zu dieser Iijsung wird unter starkem Riihren die 
iither. %sung des Skurechlor ides  X gegeben und die Mischung 9OMin. gekocht. Nach 
dem Abkiihlen wird mi t  verd. Schwefelsiiure angcsiiueft und die Atherphase mit einem 
Atherextrakt der wiinr. Phase vereinigt. Die gesamte Atherfraktion wird mit Wasser ge- 
waschen und uber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Abdestilliercn des Athers hinter- 
bleibt der rohe 2-Nitro-3.4-dimethoxy-benzoyl-malonsi iure~i i i thylester (XI). 

b) Das rohe M a l o n e s t e r - D e r i v a t  X I  wird mit einer 1;ijsung von 24 ccm Eiseasig, 
3 ccm konz. Schwefelsiiure und 16 ccm Wasser 5 Stdn. gekocht. Anschlieknd wird die 
Reaktions-Msung mit 20-proz. Natronlauge alkalisch gemacht, mehrmals eusgeiithert 
und der Ather, nach dem Trocknen der vereinigten iither. Auwiige mit Natriumsulfat, 
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abdestilliert. Der Riicketand. dae robe 2-Nitro-3.4-dimethoxy-acetophenon (XII),  
bildet nach dem Urnkristallisieren farblose Nndelchen vom Schmp. 93OI6) (Ausb. 15 g .= 

75% tl.Th.). 
C,P,O,N (925.2) Ber. C 53.33 H 4.92 N 6.22 Gef. C 53.42 H 4.78 N 6.12 

4.) 2 - N i t r o  - 3.4 - d i m e t h o x y  - benzoyl  - brenztraubenei iure-athyleeter 
(XIII)"): Zur Lijsung von 1.1 g Natrium in 45 ccm absol. Alkohol wird die Suspension 
von l o g  2-Nitro-3.4-dimethoxy-acetophenon in 15 g Oxalei iuredi t i thylester  
anteilweise zugegeben, die Reaktionsinischung 12 Stdn. g e h h l t  und anechlieknd, nach 
dern Neutralisieren mit eiskalter n &SO,, mehrrnala mit Atberextrahiert. Nach dem Trook- 
nen der vereinigten iither. Aumiige wird der Ather abdeatilliert. der Rilckstand in Benzol 
geliiet und die Lijsung rnit Petroliither angespritzt, wobei der 2 - N i  t r o - 3 . 4 - d i m e t h o x y -  
benzoyl-brenztreubenstiure-iithylester ( X I I I )  in blaDggelb gefarbten Blattchen 
vom Sohrnp. 104" auskristallisicrt (Ausb. 10.5 g = 73 7; d.Tb.). 

C,,H,,O,N (325.3) Ber. C 51.69 H 4.65 N 4.31 Gef. c' 51.74 H 4.49 N 4.25 

5.) 2-Pu' i tro-3 .4-dimethoxy-  b e n z o y l -  brenztraubensaure-athyleeter-a-  
oxi  m (XIV): 5.4g Hydroxylamin-hydrochlorid werden rnit G g weeeerfreiem Natriumacetat 
und 1.3 ccm Waseer innig verricben. Nach Zugabe von abwl. Alkohol wird die Mischung 
kriiftig durchgeriihrt und hie alkohol. LGaung dea Hydroxylarnin-acetate vorn gpbildetcn 
Natriumchlorid durch Filtrieren getrennt. Die Hydroxylaruin-acetabhung wird in dic 
absol. alkohol. Liisung von 8 g 2-Ni  t ro-3.4-d i met  h o x  y -  benzoyl -brenz  t r s u b e  n ~ 

si iure- i i tbyleeter  Kegowen und deeReaktionegemiech nach 1Ostdg. Stehenlassen bei ZOO 
auf ein geringee Volumeri eingedarnpft; nach dern Anepritzen mit Wasser fhllt dee Oxim 
XIVaus. Nach dem Trocknen wird ee in Benzol gelost und die IBeung nach Entfdrben rnit 
Tierkohle rnit tiefsiedendem Petroliither angespritzt. Ee Bcheidet sich dae 2-Ni t ro-3 .4-  
d i me t h o  x y - b e  n z o y l  - b r  en z t r s u b e n e ii u r e - ii t h y 1 err t er - a -0 xi m (XIV) vollig farb- 
108 aus (Ausb. 7.3 g = 88 d.Th.). Fd wird ohne weitere Reinigung zur Hydrierung ver- 
wandt. 

6.) d,l - p - [2 - A rn i n o - 3.4 - d i me t h o x y  - be n z o y I ]  - a1 an in (d,l  - 3.4 - D i m e t hox  y. 
k y n u r e n  i n ;  XVI) : a) d,l - p  - [2-Am i no-  3.4-d i met  ho xy-  benzo yl]-alan in - a t  h y l ~  
e s  t e r  ( d J -  3.4- D i met  h o  x y  . ky n u re n in - a t h y  I es  t e c;  XV) : Die Suepension yon 0.5 g 
Raney-Nickel und 0.2 g Pd-Mob in absol. Alkohol wird nach dem Vorhpdrieren in einer 
Schiittelente rnit der Lijeung von 2 g 2 -N i t r o -  3.4 - d i met  hox  y - be n zo y l -  b r e  n z t r e u  - 
b e n s a u r e - a t b y l e s t e r - a - o x i m  in 50 ccrn Alkohol vereinigt und in einer Wesserstoff- 
atrnosphiire geschiittelt. Nach Aufnahme der zur Reduktion der Nitrogruppe erforderlichen 
3 Moll. Weeseratoff wird die Schattelcnte mit einer Heizplatte erwarmt und 80 lange unter 
Schiitteln weiterhydriert, bis (unter Beriicksichtigung des durch die Erwarmung vergrb 
Berten Gaavolurnene) noch etwa 2 wcitere Moll.Weseeratoff aufgenommen worden sind. Nach 
Abfiltrieren vom Katalyeator wird die alkohol. Liisung i.Vak. auf etwa 10 ccm eingeengt. 

b) Die eingeengte alkohol. b u n g  dea d , l -  p-  [2 -Amino-  3.4-d i met  hoxy-  benzoyl ]  - 
a lan in- i i thy lee te re  wird mit einer Suspension von etwa 1.4gBa(OH),.8H,Oin200ccrn 
W w e r  veraetzt und  3 Stdn. geschuttelt. AnschlieDend wird rnit Schwefeleiiure neutralieiert 
und daa ausgesrhiedene Bariurnsulfat durch Zentrifugieren und Filtrieren entfernt. Die 
klare, gelbe &sung wird i. Vak. eingeengt, wohei in betrachtlicher Menge zunachst 
schwach gelbliche Niidelchen vom Schrnp. 2620 auskristallisieren, die jedoch mit Nin- 
h y d r i n - b u n g  keine Blaufarbung ergeben. Reim weiteren Einengen scheidet eich d , l - 8  - 
(2-Amino-3.4-dim,ethoxy-benzoyl]-alanin ab, dacc nacb dem Urnkrietallieieren 
aus Weeser farbloee. blaD gelbgriin e&imrnernde Nadelchen vom %rap. 2 W  bildet; es gibt 
mit Ninhydrin-bung eine blaumte Fiirbung (Aueb. 450 mg = 28 % d.Th.). 

Ci,E,,OINI (268.3) Ber. C 53.72 H 6.01 N 10.44 Gef. C 53.79 H 5.90 S 10.16 

16) Soweit nicht enders vermerkt, werden die Schmelzpunkte auf der Kofler-Scbmelz- 
bank bestimrn t. 
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7.) d, l -  e - [2 -A m i n o - 3.4 - d i o x y - b e n z o yl] - a la  n in (d , l -  3.4 - D i o x y - k y n u r e n in ; 
VIII) : a) d,E - p - [2 - A m i n o - 3.4 - d i ox y - b e n z o yl] -a 1 an i n - hydro b r o m i d (d , l -  3.4 - 
D ioxy - k y n ur e n i n - h y d r obro m i d ) : In einem Schliffkolbchen mit RiickfluBkuhler und 
einem bis zum Boden reichenden Gaseinleitungsrohr wird die Usung von 200 mg d,l-fi- 
[2-Amino-3.4-dimethoxy-benzoyl]-alanin in  4ccm 48-proz. wiil3r. Brornwaseer- 
stoff 10 Stdn. zum schwachen Sieden erhitzt (Metallbad), wahrend ein schwacher Stick- 
atoffatrom durch die Rcaktions-Usung geleitet wird. Nach dem Abktihlen wird die &sung 
mit 2ccm Waaser versetzt und nach Entfarben m i t  Tierkoble i.Vak. unter Stickstoff'einge- 
engt. Ee scheidet sich d , l -P  - [2-A mi no-3.4- dioxy- benzoyll-elan i n  - h ydrobromid 
aus, daa nach dem Umkristallieieren aus 15-proz. wah. Bromwawerstoff farbloae Nadel- 
chen vom Schmp. 1 7 P  bildet (Ausb. WOmg = 85 % d.Tb.). 

C,~,20,,N,*2HBr (402.1) Ber. C 29.87 H 3.51 N 6.97 Br 39.75 
Gef. C30.29 H3.62 N6.80 Br39.13 

b) 150 mg d,Z - fi - [2 - A m i no - 3.4- d i o xy  - b en zo yl] - a lan  i n - hydro b r o m i d werden 
mit 2 ccm W m r  tibergossen. Die Substanz liist eich, wird aber sofort hydrolyaiert, wo- 
bei eich kleine hellgelbe rhombischeKristalle von d,Z-fi - [2 -A m i no- 3.4- d iox y - b enzo yl]- 
alanin vom Zersp. 274O ahheiden. Die Ausecheidung wird durch Zugabe von verd. 
Ammoniak bis zu p~ 5.5 der iiberstehenden Liisung vervollstiindigt (Ausb. 65 mg = 95 % 
d.Th.). Nach oberschreiten dieaer Wasseratoff-Ionen-Konzentration verfarbt sich die 
Liisung langeam. d,l-3.4-Dioxy-kynurenin zeigt cine positive Ninhydrin-Reaktion 
und gibt rnit Eiaen(II1)-chlorid-Usung eine blutrote Fiirbung; ee reduziert augenblick- 
lich ammoniakalische Silberaalz-Losung, was fiir den Nachweis der Verbindung auf Papier- 
chromatogrammen geeignet ist. In organ. Losungsmitteln iet ea praktisch unloelich. In 
Waaaer 16sen sich bei Zimmertemperatur 15 mg im 1 ;  die schwech gelbliche Liisung farbt 
eich beim Stehenlasaen an der Luft nach kurzer Zeit rotlichbraun. I n  Sauren lost eich 
3.4-Dioxy-kynurenin leicht und ohne Zersetzungserscheinungen, wahrend die tiefgelbe 
alkal. Liisung des Stoffea sehr schnell unter Zerstorung der Verbindung Farbvertiefung 
zeigt. 

C,JTl,O,N, (240.2) Ber. C 50.00 H 5.03 N 11.66 Clef. C 49.86 H 5.21 N 11.24 

11.) Versuche uber die physiologische Wirksamkeit  dee 
d,l-3.4-Dioxy-kynurenins 

a) als Ommochromvorstufe bei Insekten  

Implanta t ion  von Dioxy-kynurenin-Kristallen in 0-10 Stdn. a l t e  
Puppen (25O) 

Tafel 1. Tmeginaleugenfarbe von D r o s o p h i l a  melanogastsr-Mutanten nach 

Substanz Farbklasse Stamm 

c b w  

vbw 

v b w  

en bw 

cn Ew 

i,l-3.4-Dioxy-kynurenin 226 36 3.39 

d,l-3-Oxy-kynurenin 63 18 6.45 (+0.17) 

- 26 3.19 (*0.23) KontroUtiere ohne 
Implan tation 

d,l-3.4-Dioxy-kynurenin 167 32 3.0 

1 - 1 46 1 3.02(&0.06) Kontrolltiere ohne 
Implantation 

Helligkei ts- 
klasse 

M ( k 3  m) 

5.31 

8.9 (k0.67) 

5.5 (f0.29) 

4.75 

4.87 (k0.44) 
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Tafel 2. I m a g i n a l a u g e n f a r b e  von  E p h e s t i a  k i ihn ie l la  (Mutat ion a )  n a c h  I m -  
p l a n t a t i o n  v o n  Dioxy-kynureninzKristallen in 1-3 T a g e  a l t e  P u p p e n  (200) 

rot - 9 

10 farblos 

8 farblos 

Stamm - 1  Substanz 

a d,l-3.4-Diorry-kynurenin ......... i 170 j 4.54 j 8.15 

a I d , l - t - ~ x y - ~ n u r e n i n  ............. I 55 I 6.13 1 12.2 

a 1 Kontrolltiere ohne Implantation . . [ 57 [ 4.79 (f0.18) 1 8.38 (k0.26) 

Tafel 3. l m a g i n a l a u g e n f a r b e  v o n  Drosophi la  mclanogas tc r -Mutanten  n a c h  
Umeetzen 72 S t d n .  a l t e r  L a r v e n  a u f  T e s t f u t t e r ,  dem jeweils  0.04% der  zu 

pri i fenden S u b s t a n z  z u g e s e t z t  w u r d e  

Stamm I Substenz Imagind- I 1 Augenfarbe 
~~ 

2’ bru- r d,l-3.4-Dioxy-kynurenin ............. 1 13 1 farblos 

en bw I d,l-3.4-Dioxy-k.ynurenin ............. I 9 I farblos 

Zur Niihrlhung zugeaetzte 
Komponente 

d,Z-3.4-Dioxy-kynurenin 
1 ,  

,, 
1 9  

v ,  

,, 
dJ-Kynureninsulfat 

d,l-3.4-Dioxy-kynurenin 
keine 

, I  

,, 
d,Z-K ynureninsulfat 

,, 

keine 

.......... 

. . . . . . . . . .  

.......... 

. . . . . . . . . .  

.......... 

.......... 

.......... 

.......... 

.......... 

.......... 

.......... 

.......... 

.......... 

.......... 

.......... 

Menge 

4 Y  
4 Y  
4 Y  
40 Y’ 
M Y  
M Y  

4Y- 

2.8 y 
5.5 y 
28 ’y 
2.8 y 
5.5 Y 
28 Y 

- 

- 

hockengewicht des 
Mycela von je 2 Pa- 

rallebnsiitzen 

7.1 mg 
4.4 mg 
3.8 mg 
2.5 mg 
3.8 mg 
3.6 mg 

37.4 mg 
5.0 mg 
9.1 mg 
7.0 mg 
3.7 mg 

34.2 mg 
33.9 mg 
50.8 mg 
6.0 mg 

Nach Steriliation der keine Wachstumsfaktoren enthdtenden Niihrlosung (45 Min. 
bei looo) wurde bei den Vemuchen 1. a-f) und 2. a-c) die Liisung der entspreohenden 
Menge d,l-3.4-Dioxy-kynurenin in n/, HCl zugesetzt und anechlieDend die Geaamtliiaung 
mit der enteprechenden Menge nllo NaOH neutralisiert. Bei den iibrigen Versuchen ,wurde 
die Nab-Lasung mit bzw. ohne d,Z-Kynureninsulfat zur Sterilimtion &Win. auf 100° 
erhitzt. FIir jeweila 2 Parallelansiitze wurden 5 ccm Niihr-Gsung + 1 ccm Testsubstanz 
enthaltende B u n g  verwandt; p~ 5.5. 


