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Franck’®) entwickelten Apparatur mit 220 mg 10-proz. Palladium-Bariumsulfat. Als
nach wenigen Minuten die Reaktion unter Aufnahme von 1 Mol. Wasserstoff beendet war,
wurde in der Apparatur unter Wasserstoff vom Katalysator abfiltriert, wobei das Filtrat
in 2 ccm Acetanhydrid (3 Tropfen Perchlorsiure enthaltend) einfloB. Nach 5 Min. ver-
diinnte man das Reaktionsgemisch mit 1/, seines Vol. Fisessig, goB auf Eis und versetzte
nach 20 Min. mit 100 ccm Waasser. Die bei 4° ausgefallene kristalline, griinstichige Fillung
(34 mg) zeigte starke blaue Fluorescenz und bildete nach Umbkristallisieren aus Aceton-
Petrolither farblose Nadeln vom Schmp. 248-249° (Berl-Block). Diec Verbindung
stimmt im Schmp. und UV-Spektrum mit dem mit Zinn(IT)-chlorid dargestellten Penta-
acetatl) iiberein.

‘Dihydro-desoxy-despeptido-actinomycin-tetraacetat: Zu einer unter Riick-
flufl kochenden Losung vonl110mg Despeptido-actinomycin in 12cemAcetanhydrid
und 0.3 cem Eisessig gab man innerhalb von 30 Min. 1 g Zinkstaub und hielt anschlieBend
noch 5 Stdn. am Sieden. Dann verdiinnte man die hellgelbe, stark blau fluorescierende
Losung mit 10 cem Eisessig, goB auf 10 g Eis und versetzte nach 30 Min. mit 500 ccm
Wasser. Der nach ciniger Zeit abgesaugte, griinstichig-gelbe Niederschlag schied sich aus
Benzol wiederum amorph ab (80 mg). 30 mg dieses Produktes lsste man in 2 ccm Acet-
anhydrid (eine Spur Perchlorsidure enthaltend), verdiinnte nach 30 Min. mit 2 cem Eis-
essig und goB auf Eis. Das ausgefallene Reaktionsprodukt (25 mg) wurde zweimal aus
Benzol umkristallisiert. Farblose Kristallchen vom Schmp. 234—235°.

CpsH, 0N (439.4) Ber. C62.86 H 4.82 4 CH;CO 39.15

Gef.) C63.3 H 550 CH,CO38.2
*) 2 Btdn. bei 80° i. Hochvak. getrocknet.

Abbau der Actinomycine zu Despeptido-actinomycin: Die Actinomycine
1,, C,, C; und X, wurden durch Verteilungschromatographie an Cellulose-Saulen?) aus den
Actinomycinen I, C bzw. X abgetrennt und in Mengen von 150—200 mg nach einem ver-
besserten und in der nichsten Mitteilung!') beschriebenen Verfahren zu Despeptido-
actinomycin abgebaut. Nach chromatographischer Reinigung an Kieselgel wurde ein Teil
jedes Praparates mit Acctanhydrid-Perchlorsaure in das Diacetat iibergefiihrt. Alle Di-
acetate schimolzen bei 190-191° und gaben, miteinander gemischt, keine Schmp.-Er-
niedrigung. Die IR-Spektren wurden in Kaliumbromid mit dem Perkin-Elmer-Gerit
{Modell 21) rufgenommen und stimmten véllig iiberein.

200. Hans Brockmann und Hans Muxfeldt: Die Konstitution des
Despeptido-actinomyeins, Actinomyeine XVI. Mitteil.V;
Antibiotica aus Actinomyceten, XXXV. Mitteil."

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen]
(Eingegangen am 15. Februar 1956)

Das bei der Bariumhydroxyd-Hydrolyse der Actinomycine ent-
stehende rote, kristallisierte Despeptido-actinomycin C;H,,0;N ist
ein aus dem Chromophor der Actinomycine gebildetes Acridonchinon-
Derivat, dessen Konstitutionsaufklirung beschrieben wird.

Beim hydrolytischen Abbau der Actinomyeine I,, C,, C; und X, mit Barium.
hydroxyd verwandelt sich der Chromophor dieser Chromopeptide unter Ab-
spaltung des Peptidteils in das rote, kristallisierte Despeptido-actinomycin
C“H,,O5N ). - Identisch mit diesem erstmalig®) beim Bariumhydroxyd-Abbau

l"') B. Franck unveréffentlicht.

1) XV. bzw. XXXIV. Mitteil.: H. Brockmann u. K. Vohwmkel Chem. Ber. 89,
1373 [1956]. ?) H.Brockmannu.K.Vohwinkel, Naturwissenschaften 41, 257 [1954].

3) H. Brockmann u. N, Grubhofer, Naturwissenschaften 87, 494 [1950]; Chem.
Ber. 86, 1407 [1953].
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von Actinomycin C aufgefundenen Spaltstiick ist ein spiter von A. R. Todd
und Mitarbb.?) auf gleichem Wege aus Actinomycin B?) erhaltenes, Actino-
mycinol B genanntes, rotes Abbauprodukt.
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Abbild. 1. Absorptionskurven von Actinomycin C e-~e—e (Methanol) und Despeptido-
actinomycin o-o—o (Chloroform-Methanol 10:1)

Despeptido-actinomycin unterscheidet sich im Absorptionsspektrum (Ab-
bild. 1) und in seinen Farbreaktionen charakteristisch von den Actinomycinen,
was von Anfang an vermuten lie3, dafl seine Entstehung an eine Umlagerung
des Chromophors gekniipft ist. Die Konstitutionsaufklirung des Actinomycin-
Chromophors?) hat diese Vermutung bestitigt. Obgleich Despeptido-actino-
mycin dadurch den Rang eines Sekundirproduktes erhilt, hat seine ein-
gehende Untersuchung einen interessanten Beitrag zur Chemie der Actino-
mycine geliefert und so indirekt auch deren Konstitutionsaufklirung?) ge-
fordert.

Bevor wir im folgenden die ausfithrlichen Belege fiir die bereits in einer
vorldufigen Mitteilung®) veréffentlichte Konstitutionsformel des Despeptido-
actinomycins bringen, soll kurz eine Verbesserung seiner Darstellung erwiahnt
werden. Bislang wurde das Ausgangsmaterial 12 Stdn. mit konz. wiBrigem
Bariumhydroxyd erhitzt, wobei aus 1g Actinomycin bestenfalls 20—25 mg
Despeptido-actinomycin zu erhalten waren. Diese Ausbeute liBt sich, wie eine
systematische Untersuchung der Bariumhydroxyd-Hydrolyse gezeigt hat, auf

4) A. W. Johnson, A. R, Todd u. L. C. Vining, J.chem. Soc. [l.ondon] 1952,
2672.

5) Identisch mit Actinomycin X. Vergl. H. Brockmann u. H. Gréne, Chem. Ber.
87,1036,{1954]. ¢) H. Brockmann u. H. Muxfeldt, Angew. Chem. 68, 69 [1956].

?) H. Brockmann, G. Bohnsack, B. Franck, H. Grone, H. Muxfeldt u.
C. Siiling, Angew. Chem. 68, 70 [1956].

8) H. Brockmann u. H. Muxfeldt, Angew. Chem. 67, 617 F1955].
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das Vierfache (etwa 36 %, d. Th.) erh6hen, wenn man in eine 4-proz. &thanolische
Actinomycinlésung das gleiche Vol. siedender 6-proz. Bariumhydroxydiésung
eingieBt und nur 15 Min. am Sieden hélt. Mit dem so erhaltenen Despeptido-
actinomycin, das nach chromatographischer Adsorption einen bisher un-
erreichten Reinheitsgrad aufweist, hat sich nunmehr anch die Bruttoformel
unseres Abbauproduktes endgiiltig festlegen lassen. Wihrend die Analysen-
zahlen der ersten Despeptido-actinomycin-Priaparate gut auf die Formel
CsH1;0:N paBten?), die auch von den englischen Autorent) fiir ihr Actino-
mycinol B angenommen wurde, sprach die Zusammensetzung spiter gewon-
nener Proben fiir C;H,;O,N®). Diese Formel wird durch die Analysenzahlen
unserer neuen Préiparate endgiiltig bestitigt.

Wie sich aus unseren Hydrolyseveréuchen ergibt, wird der Peptidteil der Actinomycin-
molekel durch Bariumhydroxyd bereits unter sehr milden Bedingungen vom Chromophor
abgelost. DaB trotzdem die Ausbeute des gegen Alkali sehr bestindigen Despeptido-
actinomycins nicht iiber 369, d. Th. zu bringen ist, zcigt unabhiangig von dem oben ge-
sagten, daB8 Despeptido-actinomycin nicht im Actinomycin-Chromophor vorgebildet ist,

sondern offenbar bei einer als Nebenreaktion ablaufenden Umlagerung des Chromophors
entsteht.

Die funktionellen Gruppen des Despeptido-actinomycins

Das zwei C-Methylgruppen enthaltende Despeptido-actinomycin bildet ein
rotes Perchlorat!), 16st sich in wiBrigem Natriumhydrogencarbonat und hat
somit sowobl basischen wie sauren Charakter. Sein Stickstoffatom liegt
sicher nicht als Aminogruppe vor®).

Acetylierung in saurem Milicu liefert ein kristallisiertes gelbes Despeptido-actinomy-
cin-diacetat?), das schon beim Kochen mit Methanol zu einem roten Monoacetat verseift
wird und ebenso wie Despeptido-actinomycin ein Monoperchlorat bildet!). Acetylierung
in Pyridin gibt ein hellgelbes Despeptido-actinomycin-triacetat!), hydrierende Acetylierung
ein farbloses Dihydro-despeptido-actinomycin-pentascetat!) und reduzierende Acetylierung
durch langeres Kochen mit Zinkstaub-Eisessig-Acetanhydrid ein gelbes Dihydro-desoxy-
despeptido-actinomycin-tetraacetat?). :

Von den fiinf Sauerstoffatomen des Despeptido-actinomycins liegen somit
zwei als Hydroxy- und zwei als Chinon-carbonylgruppen vor. Danach kann
eine Carboxygruppe nicht vorhanden sein, eine Folgerung, die durch das
IR-Spektrum?!) bestéitigt wird. Fiir die Loslichkeit des Despeptido-actino-
mycins in wiBrigem Natriumhydrogencarbonat muB3 demnach eine stark
saure Hydroxygruppe verantwortlich sein. Das fiinfte Sauerstoffatom wurde
bisher einer in einem Ring stehenden CO—NH.-Gruppe zugeordnet?). Diese
Ergebnisse, zusammen mit der wasserstoffarmen Bruttoformel C;H,,;O.N und
gewissen spektroskopischen Beobachtungen, schienen zunidchst fiir eine Az-
anthrachinonformel (I) zu sprechen?®).

Die vorstehenden Befunde haben wir durch Darstellung neuer Despeptido-
actinomyecin-Derivate ergiinzt und erweitert. Dabei ergab sich, daB bei der
reduzierenden Acetylierung statt Zinkstaub mit Vorteil auch Zinn(II)-chlorid
verwendet werden kann. In Gegenwart von Perchlorsiure erhielten wir so
ein farbloses, kristallisiertes Dihydro-despeptido-actinomycin-penta-

°) H. Brockmann u. G. Budde, Naturwissenschaften 40, 529 [1953].
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acetat vom Schmp. 249-251°, das spiiter auch durch hydrierende Acety-
lierung gewonnen werden konnte!). Bet sehr kurzer Einwirkung von Zinn(I1)-
chlorid und Acetanhydrid fafiten wir ein gelbes, kristallisiertes Dihydro-
despeptido-actinomycin-tetraacetat vom Schmp. 272—275°,

Als wir Despeptido-actinomycin in Eisessig mit Zinn(1I)-chlorid erhitzten..
entstand cin in goldgelben Nadeln kristallisierendes Dihydro-despeptido-
actinomycin, das durch Luft in saurer und neutraler Losung langsam, in
alkalischer schnell zum Ausgangsmaterial reoxydiert wird. Die gleiche Di-
hydroverbindung bildete sich bei Reduktion mit Jodwasserstoff oder Natrium-
dithionit.

Wirkt Zinn(II)-chlorid in Chloroform auf Despeptido-actinomycin ein, so bildet sich
unter Rotfirbung dor Losung ein Zinnkomplexsalz des Dihydro-despeptido-actinomycins.

Sehr eingehend wurde die Methylierung des Despeptido-actinomycins.
untersucht; einmal um dadurch Niheres iiber das in seiner Funktion noch
nicht geklirte fiinfte Sauerstoffatom zu erfahren, zum anderen, weil wir zu-
néchst der Ansicht waren, daB fiir die Konstitutionsaufklirung ein stufen-
weiser oxydativer Abbau unumginglich und dafiir ein Methylither am besten
geeignet sei.

Methylierungsversuche mit Dimethylsulfat-Alkali verliefen unbefriedigend,
weil dabei Gemische verschiedener Methylierungsprodukte entstanden. Sehr
gut bewihrte sich dagegen Methyljodid-Silberoxyd, mit dem wir in guter
Ausbeute einen in orangeroten Nadeln kristallisierenden, in wélrigem Alkali
unldslichen Despeptido-actinomycin-trimethyldther vom Schmp.168°
erhielten. 2nNa,CO, verseifte ihn leicht zu einem roten, kristallisierten Mono-
methylather, der bei 70° in eine gelbe, bei 215—216° schmelzende Modifikation
tiberging. Weder der Trimethylither noch der Monomethyldther gaben in
Methanol die fiir Despeptido-actinomycin charakteristische blauviolette Farb-
reaktion?) mit Bleiacetat.

Reduzierende Methylierung von Despeptido-actinomycin in Aceton mit
Natriumdithionit und Dimethylsulfat-Kaliumcarbonat fiihrte zu einem Pro-
dukt, aus dem durch chromatographische Adsorption an Aluminiumoxyd ein
kristallisierter Dihydro-despeptido-actinomycin-tetramethyldther
vom Schmp. 184° und ein ebenfalls kristallisierter Trimethylédther vom
Schmp. 192° abgetrennt werden konnten. Beide sind blaBgelb und lassen sich
aus Chloroform nicht mit 22 NaOH ausschiitteln. Wie zu erwarten, wird der
Trimethyldther an Aluminiumoxyd erheblich fester adsorbiert als der Tetra-
methylédther.

Zusammenfassend ergibt sich also: Das in seiner Funktion noch nicht ge-
klirte Sauerstoffatom reagiert bei der Umsetzung mit Methyljodid-Silberoxyd
als Hydroxygruppe, wihrend es bei der reduzierenden Methylierung nicht
erfaflt wird.

Stellung und Substituenten des chinoiden Ringes

Ausgangspunkt fiir die Aufklirung des chinoiden Ringes und damit fiir
die Widerlegung von Formel I war die Feststellung, daB sich Despeptido-
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actinomycin trotz fehlender Carboxygruppe in wiBrigem Natriumhydrogen-
carbonat 16st und demnach mindestens eine stark saure Hydroxygruppe ent-.
hilt. Um ein MaB fiir deren Aciditit zu erhalten, hat K. Vohwinkell9)
Despeptido-actinomycin potentiometrisch in 50-proz. Dimethylformamid mit
0.1 » NaOH titriert. Die dabei erhaltene Kurve (Abbild. 2) zeigt zwei
Wendepunkte, die zwei sauren Gruppen mit den relativen pg-Werten 4.8 und
8.2 entsprechen. Ein kaum erkennbarer dritter Wendepunkt liBt auf eine
weitere, schwach saure Gruppe (relati-
ver px-Wert etwa 12.1) schlieflen. Fiir 7 ]
Benzoesiure ergab sich unter gleichen /

"]

Bedingungen der relative px -Wert 5.8. nr
Danach ist also von den Hydroxygrup- 0
pen des Despeptido-actinomycins eine
stirker sauer als Benzoesiure. Eine
derartige Aciditidt erreichen Hydroxy-
gruppen nur, wenn sie einer Chinon-
carbonylgruppe benachbart sind; so
wurde fiir 2-Hydroxy-naphthochinon-
(1.4) (IT) in 50-proz. Dimethylformamid
der relative pg-Wert 4.65 gefunden!?),
der dem fiir Despeptido-actinomycin T 1 -
ermittelten Wert 4.8 sehr nahe kommt. T2 3 4 5 6

Aus den py-Messungen geht somit ’"-A?”/m/em_.
eindeutig hervor, daB der chinoide Ring Abbild. 2. I.’otentl?metris‘che. Titration
des Despeptido-actinomycins eine Hydr- vo;_Despeptldo-act_mom'ycm m 50 pros.

imethylformamid mit 0.1 » NaOH

oxygruppe trigt. Dann aber kann er
nicht wie in I von zwei Ringen flankiert sein, sondern muB, wie in Teil-
formel ITI, ,auflen stehen. Dementsprechend war zu erwarten, da Despep-
tido-actinomycin wie andere 2-Hydroxy-chinone mit o-Phenylendiamin zu
einem Phenazinderivat kondensiert. Wie wir fanden, ist das in der Tat der
Fall. Das in guter Ausbeute erhaltene Kondensationsprodukt C,H, O,N; kri-
stallisiert in beigefarbenen Nadeln, die sich oberhalb von 240° zersetzen.

Wenn Despeptido-actinomycin mit o-Phenylendiamin so reagiert wie ein
2-Hydroxy-chinon, verliert es dabei eine Hydroxygruppe und ein Chinon-
Sauerstoffatom, wihrend aus seiner zweiten Chinon-carbonylgruppe eine Hydr-
oxygruppe wird. Da auf diese Weise fur die verschwindende Hydroxygruppe
eine neue entsteht, sollte das Kondensationsprodukt ebenso wie Despeptido-
actinomyein bei Acetylierung in alkalischem Milieu ein Triacetat bilden. Diese
Erwartung hat sich auch bestiitigt. Mit Pyridin-Acetanhydrid erhielten wir
ein gelbes, kristallisiertes Triacetat CpH, O4N; vom Schmp. 258°. Damit war
fir das Kondensationsprodukt die Teilformel IV und fiir Despeptido-actino-
mycin die Teilformel ITI gesichert.

Die Frage, ob der chinoide Ring neben der Hydroxygruppe noch einen
zweiten Substituenten enthélt, 1i8t sich an Hand von Analogiebeispielen be-
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10) Diplomarbeit Gottingen 1955.
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antworten. 2-Hydroxy-naphthochinon-(1.4) (IT) und 3-Hydroxy-phenanthren-
chinon-(1.4) sind gegen Alkali sehr empfindlich und kénnen mit Methanol-
Salzsiure verithert werden. Enthilt ihr chinoider Ring dagegen aufBier der
Hydroxygruppe noch eine Methylgruppe (I1a), so sind sie gegen Alkali recht be-
stindig, wihrend die Methylierung mit Methanol-Salzsiure nicht mehr ge-
lingtl). Die gleiche Indifferenz gegen Mcthanol-Salzsiure und eine ungewohn-
liche Resistenz gegeniiber Alkali fanden wir beim Despeptido-actinomyecin; ein
Verhalten, das den eben genannten Beispielen nach nur dann verstdndlich
ist, wenn in Formel III eine der beiden vor der Klammer stehenden Methyl-
gruppen als R im chinoiden Ring steht.
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Ein weiteres Argument fiir diese Anordnung hat die Hypojodit-Oxydation
des Despeptido-actinomycins geliefert, bei der nahezu 1 Mol. Jodoform ent-
stand. DaB dieses nicht einer CH,CO-Gruppe entstammt, ergibt sich aus dem
IR-Spektrum des Despeptido-actinomycins, dem die fiir diese Gruppe charak-
teristische CO-Bande fehlt. Und schlieflich geht auch aus den unten ange-
fithrten Redoxpotentialen des Despeptido-actinomycins sowie einiger Modell-
substanzen hervor, daB eine der beiden C-Methylgruppen im chinoiden Ring
steht.

Das Grundgeriist des Despeptido-actinomycins

Friithere Versuche?), durch Zinkstaubdestillation Aufklarung iiber das Grundgeriist
des Despeptido-actinomycins zu erhalten, hatten so geringe Ausbeuten an Gligem Destillat
geliefert, daB3 an dessen eingehende Untersuchung nicht zu denken war. Charakterisiert
wurde es lediglich durch seine Absorptionskurve, die eine gewisse Ahnlichkeit mit der
Kurve eines aus Azachinizarin gewonnenen Zinkstaubdestillates hatte. Trotz dieses wenig
ermutigenden Ergebnisses haben wir die Zinkstaub-Reduktion erneut untersucht, und
zwar zunachst in Form der Zinkstaubschmelze!?). Aber auch dabei entstanden nur so
geringe Mengen eines zudem noch 6ligen Reduktionsproduktes, daB dessen weitere Reini-
gung unméglich war.

1) L, F. Fieser u. J. T. Dunn, J. Amer. chem. Soc. 59, 1024 [1937).
12y E. Clar, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 1645 [1939].
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Erfolg hatten wir erst, als wir uns wieder der Zinkstaubdestillation zu-
wandten und jeweils 5 mg Despeptido-actinomycin mit hochaktivem Elektro-
lyt-Zinkstaub erhitzten. Zwanzig solcher Ansitze lieferten insgesamt 13 mg
eines teilweise kristallisierten Reduktionsproduktes, das aus seiner farblosen,
blau fluorescierenden Atherlésung mit gelber Farbe und gelbgriiner Fluorescenz
in Mineralsiuren iiberging und sich dadurch als Base zu erkennen gab. Es
lieB sich in ein kristallisiertes Pikrat (Zers. bei 225°) und Sulfat tiberfiihren.
Die aus dem Sulfat freigesetzte Base kristallisierte in farblosen Nadeln vom
Schmp. 120—121°. Da ihre Menge zur Analyse nicht ausreichte, wurde ver-
sucht, sie spektroskopisch zu identifizieren. Dabei ergab sich eine so weit-
gehende Ahnlichkeit ihrer Absorptionskurve mit der des Acridins (Abbild. 3),
daB die Base damit einwandfrei als Acridinderivat charakterisiert ist. DaB
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Abbild. 3. Absorptionskurve des Zink- Abbild. 4. Abgorptionskurve von Dihy-

staubdestillates aus Despeptido - actino-
myein — — und des Acriding —— ——
in Petrolather

dro - despeptido - actinomycin-pentaacetat
in Chloroform e-e—e und Acridon in
Methanol —o-o-o-

ibre Hauptmaxima um wenige my lingerwellig liegen als die des Acridins
ist nicht iiberraschend. Denn Despeptido-actinomycin enthélt zwei C-Methyl-
gruppen und muB daher, wenn sein Stammkohlenwasserstoff Acridin ist, bei
der Zinkstaubdestillation ein Dimethyl-acridin liefern. Dimethyl-acridine aber
haben dank des schwach bathochromen Effektes ihrer Methylgruppen etwas
langerwellige 2,,.-Werte als Acridin.

Nachdem feststand, daB Acridin der Stammkohlenwasserstoff des Despep-
tido-actinomycins ist, lieB sich — ebenfalls spektroskopisech — auch die Stel-
lung des in seiner Funktion noch unbekannten Sauerstoffatomes ermitteln.
Ein spektroskopischer Vergleich des Dihydro-despeptido-actinomycin-penta-

Chemische Berichte Jahrg. 89 89
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acetates mit Acridon ergab nidmlich eine auffallende Ahnlichkeit in den Ab-
sorptionskurven (Abbild. 4). Aus dieser weitgehenden Ubercinstimmung im
Spektrum und der Tatsache, daBl bei aromatischen Ringsystemen Methyl- und
Acctoxygruppen die Absorptionskurve kaum ,deformieren*13), 1ifit sich der
SchluB} ziehen, da Dihydro-despeptido-actinomycin-pentaacetat ein Acridon-
derivat ist, in dem ein Acetylrest im Sinne der Teilformel V am N-Atom
steht. Despeptido-actinomycin mul somit ein Dihydroxy-dimethyl-acridon-
chinon-(1.4) der Teilformel VI sein. Nach dieser Formel wire bei der redu-
zierenden Acetylierung (unter Enolisierung der CO-Gruppe des mittleren
Ringes (VII)) auch die Bildung eines Pentaacetates VIII moglich. Da diese
Struktur fiir unsere Verbindung nicht in Betracht kommt, ergibt sich aus
ihrem acridon-ahnlichen Spektrum. Eine Verbindung VIII miiBte eine Ab-
sorptionskurve haben, die der des Acridins dhnlich ist.

Q OAc 0 (l) OH q
AcO- / \,I/ N\ ‘“OAC HO— /s\|/ 2N/ ]\‘W ~-OH HO- /\ //\/ \P -OH
\ A B|C
mo | NN N I_CH, HC- ' A e B NP2 AN /]—CH,
| i
Ac OAc H o = 0
V: CH,;-CO =Ac VI VII VIia: OH - OCH,
OAcOAc 0 OCH, O OCH,
N A 2
AcO-«L/ Y \/\ ~OAc |/ \|,/ \[/ N H,C0- /\‘( \,|/ | ocH,
B i . 3 | |
HC-[ YW een, VOO oew,  me-N WOV foen,
OAc H ocH, H ocH,
VIIT X X
OAc

OAc  H,CO-

/\|/\/\
\\\/\/\/ J -CH, H,C- A\ V4 /\\/ —CH,

AcO- ‘

XI XI1I

Weitere Argumente fiir die Despeptido-actinomycin-Formel VI haben die
Absorptionskurven des oben beschriebenen Dihydro-despeptido-actinomycin-
tetramethylithers und des Dihydro-desoxy-despeptido-actinomycin-tetraace-
tates!) geliefert. Wie Abbild. 5 zeigt, ist die Absorptionskurve des Dihydro-
despeptido-actinomycin-tetramethyliathers der des 1.3.4-Trimethoxy-acridons
(IX) so dhnlich, daBl an der Acridonstruktur des Despeptido-actinomycin-Deri-
vates nicht zu zweifeln ist. Thm kann daher die Teilformel X zugeschrieben
werden.

" 18) H. Brockmann u. G. Budde, Chem. Bor. 86, 438 [1953].
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Das unter energischen Reduktionsbedingungen entstehende Dihydro-des-
oxy-despeptido-actinomycin-tetraacetat hat abweichend von den beiden vor-
her genannten Derivaten eine Absorptionskurve, die der des Acridins &hnlich
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Abbild. 5. Absorptionskurven von Dihy- Abbild. 6. Absorptionskurven von Dihy-
dro-despeptido-actinomycin-tetramethyl- dro-desoxy-despeptido-actinomycin-tetra-
éther e—e—¢ und 1.3.4.-Trimethoxy-acri- acctat e—e-e in Chloroform und Acridin
don o—o-o in Methanol o—o—o in Petrolither

ist (Abbild. 6). Das ist nicht iiberraschend, sondern bestitigt im Gegenteil,
daB Despeptido-actinomycin ein Acridonderivat ist. Denn Acridon ldfit sich
unter den zur Darstellung unserer Desoxyverbindung angewandten Bedin-
gungen zum Acridan reduzieren, das seinerseits durch Luftsauerstoff leicht
zum Acridin dehydriert wird. Dem Dihydro-desoxy-despeptido-actinomycin-
tetraacetat kann demnach Teilformel XI zugeschrieben werden.

. Nachdem somit fiir Despeptido-actinomycin Teilformel VI gesichert warl4),
wurde versucht, an Hand von Redoxpotentialmessungen geeigneter Ver-
gleichssubstanzen einen weiteren Beweis dafiir zu erbringen, dall eine der bei-
den Methylgruppen im chinoiden Ring steht. Zu dem Zweck hat K. Voh-
winkel die Redoxpotentiale des Despeptido-actinomycins und einiger Acri-
don-chinon-Derivate'®) bestimmt (Tafel 1 s. S. 1388).

Aus diesen Messungen ergibt sich: Einfiihrung einer Hydroxygruppe in
den benzoiden Ring des Acridon-chinons dndert dessen Redoxpotential kaum
das Redoxpotential von 6-Hydroxy-acridon-chinon-(1.4) ist nur um 4 mV
positiver als das des Acridon-chinons-(1.4). Dagegen erniedrigt eine Methyl-

1) H. Brockmann u. H, Muxfeldt, Naturwissenschaften 41, 500 [1954].
1) H. Brockmann, H. Muxfeldt u, G. Hacse, demniichst in dieser Zeitachrift.
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Tafel1. Redoxpotentiale von Aeridon-chinonenund Despeptido-actinomycin
Titration in 50-proz. Essigsiure mit Titan(I11)-chlorid

. Yerinderung des
Verbindung RCd()%- Redoxpotentials durch
- potential .
Substituenten

Acridon-chinon-(1.4) .............. 635 mV

6-Hydroxy-acridon-chinon-(1.4) .... 639 mV i 4mV
3-Methyl-acridon-chinon-(1.4) ...... 600 mV - 35 mV
2-Hydroxy-acridon-chinon-(1.4) .... 484 mV 151 mV
Despeptido-actinomyein ........... 451 mV

gruppe an (* des chinoiden Ringes das Redoxpotential um 35 mV, und einc
Hydroxygruppe an C? sogar um 151 mV.

Nimmt man an, dafl 1. bei Acridon-chinonen-(1.4) in gleicher Weise wie
bei Naphthochinonen?®) die durch Substituenten des Chinonringes bewirkten
Anderungen des Redoxpotentials anndhernd additiv sind und 2. Substituenten
dex benzoiden Ringes keinen wesentlichen EinfluB haben, so sollte nach V1
und Tafel 1 dax Redoxpotential des Despeptido-actinomycins dank der Me-
thylgruppe des chinoiden Ringes um 35 mV und dank dessen Hydroxvgruppe
um 131 mV negativer sein als das des Aeridon-chinons-(1.4). d. h. ;- 449 mV
hetragen. Gefunden wurde fiir Despeptido-actinomyecin - 451 mV (Tafel 1).
Diese gute Ubereinstimmung darf als weiterer Beweis dafiir gelten. daB der
chinoide Ring des Despeptido-actinomycins ecine Methylgruppe enthilt.

Nachdem gesichert war, dafl Despeptido-actinomyein ein Derivat des Acri-
don-chinons-(1.4) ist, gelang auch dic Zuordnung sciner relativen pg-Werte
N4 und 12.1. Da fiir Acridon-chinon-(1.4)%%) in 50-proz. Formamid der rela-
tive pg-Wert 7.45 gefunden wurde!®), mull der pgx-Wert 8.4 der NH-Gruppe
(V1) bzw. der an C® stchenden Hydroxygruppe der Enolform VI1I zugeschrie-
ben werden. Der relative pgx-Wert 12.1 kommt also der im Ring A befind-
lichen Hydroxygruppe zu.

Wie oben erwihnt. wird der Despeptido-actinomycin-trimethylither durch
21 NaCQ, leicht zu cinem Monomethylither verseift. Dieser Ather zeigte bei
potentiometrischer Titration in 30-proz. Dimethylformamid die gleichen
px-Werte 4.3 und 8.4 wie Despeptido-actinomycin. Demnach wird bei der
Verseifung des Trimethylithers auBer der Hydroxygruppe des Chinonringes
auch die O C{.NH-Gruppierung des mittleren Ringes freigelegt. Damit ist
endgiiltig bewiesen. dall diesc Gruppierung im Trimethylither in der Enol-
form vorliegt, denn eine am N-Atom hidngende Methylgruppe wiirde nicht
durch 2nNaCQ, abgespalten. Der Monomethyldther hat somit Formel XII.
und da er nicht die fiir Despeptido-actinomyein charakteristische Blaufirbung
mit Bleiacctat gibt, ist bewiesen, daB fiir diese Reaktion die im Ring A (VI)
stehende Hydroxygruppe des Despeptido-actinomyeins verantwortlich ist.

) K. Wallenfels u. W, Mahle. Ber. dtsch. chem. Ges. 76. 928 119431,
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Die Stellung der Methyl- und Hydroxygruppeniu Ring A und €

Als letzte Aufgabe blich ubrig. die Stellung der Methyl. und Hydroxy.
gruppen 1n Ring A und C zu ermitteln. wobci zunachst zu prufen war wieweit
sich d.ese Aufgabe mit der klassischen Methode des stufenweisen Abbaus
losen 1aBt  Beim oxydativen Abbau. fur den der Despeptido actinomycein-
trimethylather am besten geeignet erschien. war zu erwarten: | Offnung des
Chimonringes und Umwandlung seiner Carbonyl- in Carboxygruppen unter
Bildung einer Dimethoxy-methyl-chinolidon-dicarbonsaure.(2.3), 2 bei Cher.
greifen der Oxydation auf den mittleren Ring die Entstehung eincr N.Formyl.
methoxy-methyl.anthranilsdure. Durch Isoherung und Strukturermittlung
derartiger Spaltstucke heBe sich die Stellung der Methyl- und Methoxygruppe
in Ring A ermitteln, nicht aber die der 1m chitoiden Ring stehenden Substi.
tuenten Trotz dieses Nachteils haben wir den oxydativen Abbau des Dex.
peptido-actinomycin-trimethylathers eingchend untersucht.  Salpetersaure.
Chromsaure, Peressigsaure, Ozon und alkalisches Waascrstoffperoxyd lieferten
in schr geringer Menge kristallisierte. unemheitliche Abbauprodulkte. Nicht
ganz so ungunstig verlief die Permanganat-Oxydation. In leidhcher Ausbeute
entstand dabei einc farblose. kristallisierte Verbunndung C,H,,0,N. die unter
Kohlendioxyd-Entwicklung ber 128-129° schmilzt. ammoniakalische Silber.
salzlosung beim Erwarmen reduziert und voch alle Methoxy- und Methyl.
gruppen des Ausgangsmateriale enthalt. Kleinere Abbauprodukte waren auch
bei der Permanganat-Oxydation nicht zu fussen.

Zu erwahnen ist, daB beira Versuch, Despeptido-actinomycin mit Natcium.
nitrit-Salzsaure abzubauen, in guter Ausbeute cin kristallisiertes Nitro-des-
peptido-actinormvcin C,(H,,;O,N, entstand

Da nach dicson Ergebrissen vom oxydativen Abbau kemne Losung unserer Aufgahe
zu erwuarten war, wurde nach aoderen Abbaumoylichkeiten gesucht. Nach VI kann Des
poptido-actinomycin formal als ein in 5.6-Stellung substituiertes Hydroxy -methyl-benco
chinon aufgefaBl werden. Danach schien ea nicht ausgcachlossen, durch hydrolytische
Spreagung des Heteroringes zu ciner dem Ring A entstammenden, substituierten An
thranil oder Salicylsauro zu kommen. Entsprechende Versuche zeigten jedoch, dal
Despeptido actinomycin gegen Saure und Alkal sehir bestandug 18t Mit konz. Salzsaure
bildetea sich erst ab 200° allmahhich schwarze Zersetzungsprodukte, und beam Kochen
mit 2n NaOH fiel nach eimger Zeitein zicgolrotes Natriumsalz aus, desscn Schwerloslichkeit
jede weitere Reaktion verhinderte; selbst nach dreitagiger Behandlung mit siedendem
2nNaOH heBen sich 95°; des Ausgangsmaternals zuruckgewinnen. Auch bein Erhitzen
mit konz walbnigem oder metbanobschem Alkaly kani ¢s zu keinem Abbau, denn unter
dicscn Bedingungen finl ein unloshiches, blaumoleties Alkalisalz aus.

Nachdem uns diese MiBerfolge zu der [Jberzeugung gebracht hatien. dal
mit der klassischen Methode des stufenweisen Abbaus die Stellung der Hvdr
oxy- und Methylgruppen kaum zu ermitteln ist, haben wic uns der Frage
zugewandt, wieweit dicac Aufgabe auf spektroskopischem Wepe 7u losen ist
Dabler gingen wir von folgenden Tatsachen und Uberlegungen aus

Die durch reduzierende  Acetyherung von Hydroxv.anthrachunoncn entstehenden
Accwozy-aothracene zeiren alle noch das charakteristische Absorptivusspektruru thres
Stammkoblenwasserstoffes Anthracen, nur sind verglichen mit 1hm, 1hre langwelligen
Maixima mchr oder seniger weit nach Rot verschoben'?). Der Betrag dieser Rotverschie
bung sotzt sich additiv aus don , Verschiebungsbeitragen™ der einzelnen Acctoxygruppen



139v

Brockmann, Muzfeldt: Die Konstitution des [Jahrg. 89

zusammen, wobei die GroBe dieses Beitrages davon abhingt, ob die Acetoxygruppe meso-,
o- oder B-stindig ist. Dank dieser Beziehung liBt sich fiir jedes beliebige Poly-acetoxy-
anthracen die Lage seiner langwelligen Maxima auf 1 mu genau vorausberechnen!?).

Wie oben gezeigt, ist das Dihydro-despeptido-actinomycin-pentaacetat vom
Schmp. 249—251° cin Pentaacetoxy-dimethylacridon der Formel V. Nimmt
man an, dal bei Acetoxy-acridonen bzw. Acetoxy-methylacridonen dhnliche
spektroskopische ,,Verschiebungsregeln“ gelten wie bei den Acetoxy-anthra-
cenen, so miilte sich an Hand des Acridonspcktrums und der ,,Verschiebungs-
beitrige* der Acetoxy- bzw. Methylgruppen fiir alle 24 Isomeren der Formel V
die Lage ihres langwelligen Absorptionsmaximums berechnen lassen. Durch
Vergleich der berechneten Werte mit dem fiir Dihydro-despeptido-actino-
mycin-pentaacetat gefundenen sollte man dann entscheiden kénnen, welche
Stellungen fiir die beiden in Formel V ausgeklammerten Acetoxy- und Methyl-
gruppen mit Sicherheit auszuschlieffen sind.

Um festzustellen, ob die diesen Uberlegungen zugrunde liegende Annahme
richtig ist, muflten die Absorptionskurven verschiedener Polyacetoxy-acridone
und Methyl-acridone aufgenommen werden. Versuche in dieser Richtung ver-
liefen jedoch unbefriedigend, denn in vielen Fillen war es ungewdhnlich
schwierig, einheitliche Acetoxy-acridone zu erhalten. Deshalb haben wir ge-
priift, ob sich an Stelle der Acetoxy-acridone auch Methoxy-acridone ver-
wenden lassen, die leichter in reiner Form zu gewinnen sind.

Statt Dihydro-despeptido-actinomycin-pentaacetat mufite dann der Di-
hydro-despeptido-actinomycin-tetramethylather als Vergleichssubstanz die-
nen, dem die Teilformel X zukommt; und die Frage, um die es nunmehr
ging, war folgende: Liflt sich fiir die 24 Stellungsisomeren der Teilformel X
aus den ,Verschiebungsbeitrigen” der in X ausgeklammerten Methyl- und
Methoxygruppen die Lage der lingstwelligen Absorptionsbande auf etwa 2 mp.
genan berechnen und kann durch Vergleich der berechneten A, .-Werte mit
dem fiir Dihydro-despeptido-actinomycin-tetramethylither gefundenen (A;,:
403 my.) die Zahl der fiir diese Verbindung in Frage kommenden Formeln
von 24 auf einige wenige reduziert werden, unter denen dann mit anderen
Methoden eine weitere Auswahl zu treffen ist.

Die spektroskopische Untersuchung einer gréfleren Zahl von Methoxy- und
Methyl-acridonen, iber die gesondert berichtet wird!®), hat gezeigt, daB die
Lage ihres lingstwelligen Maximums in charakteristischer Weise von Zahl
und Stellung der Methoxy- und Methylgruppen abhéingt. An Hand der Spek-
tren aller acht 1.4.x.y-Tetramethoxy-acridone und unter der Annahme, daf}
in den 24 Isomeren der Teilformel X die Absorptionsinkremente der beiden
Methylgruppen die gleichen sind wie bei den Monomethylacridonen, haben
wir fir alle 24 Isomeren von X die Ay,,-Werte ihres lingstwelligen Maxi-
mums berechnet und mit dem fiir Dihydro-despeptido-actinomycin-tetra-
methylither gefundenen verglichen; mit dem Brgebnis, dafl — bei Annahme -
einer Fehlerbreite von 2-3 mu fiic die berechneten Werte — von den 24
zunichst in Betracht kommenden Formeln 20 mit hinreichender Sicherheit
auszuschlieBen und nur XIII-XVI in die engere Wahl zu stellen waren.
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Unter ihnen lieB sich an Hand des oben beschriebenen Zinkstaubdestillates
eine weitere Auslese treffen. Kédme némlich dem Dihydro-despeptido-actino-
mycin-tetramethylither Formel XIII oder XIV zu, so miilte Despeptido-
actinomyecin bei der Zinkstaubdestillation 2.6-Dimethyl-acridin liefern. Dieses
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XVI XVII Despeptido-actinomycin

Tafel 2. Blei(I1)-acetat-Reaktion von Derivaten des Acridon-chinons-(1.4)

Verbindung Blei(II)-acetat

\ Reaktion mit
i
i
!

Acridon-chinon-(1.4).................. i -
Acridon-chinon-(1.2).................. i -
3-Methyl-acridon-chinon-(1.4).......... ' -
2.Hydroxy-acridon-chinon-(14)........ ; -
7-Hydroxy-acridon-chinon-(1.4)........ ! tiefblau
6-Hydroxy-acridon-chinon-(1.4) ........ ! -
3.8-Dihydroxy-acridon-chinon-(1.4) .... -
3.5-Dihydroxy-acridon-chinon-(1.4) .... | tiefblau
2.8-Dihydroxy-acridon-chinon-(14) .... | -

Acridindcrivat, das wir, ausgehend- von 2-Amino-4-methyl-benzoesdure und
p-Bromtoluol, darstellten, schmilzt jedoch im Gegensatz zu unserem aus Des-
peptido-actinomycin erhaltenen Zinkstaubdestillat vom Schmp. 120—121° bei
175°. Damit schieden XIII und XIV aus und iibrig blieben nur noch XV
und XVI. Zwischen ihnen konnte auf Grund der blauen Farbreaktion ent-
schieden werden, die Despeptido-actinomycin in Methanol mit Blei(II)-acetat
gibt. ‘Modellversuche'?), deren Ergebnis in Tafel 2 zusammengestellt ist, haben
némlich gezeigt, daB nur Acridon-chinone-(1.4), die an C® oder C7 eine Hydr-
oxygruppe tragen, mit Blei(II)-acetat positiv reagieren. Fir die Hydroxy-
gruppe des Ringes A (Formel VI) kam demnach nur die 5- oder 7-Stellung
in Frage. Infolgedessen entfiel auch XV, und fiir Dihydro-despeptido-actino-
mycin-tetramethylither blieb nur noch Formel XVI iibrig. Damit war ge-

17) H. Brockmann, H. Muxfeldt u. G. Haese, demnichst in dieser Zeitschrift.
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zeigt, dall Despeptido-actinomycin 2.5-Dihydroxy-3.6-dimethyl-acri-
don-chinon-(1.4) (XVII) ist?8).

Nach XVII miite das oben beschriebene bei 120—121° schmelzende Zink-
staubdestillat des Despeptido-actinomycins mit 3.6-Dimethyl-acridin iden-
tisch sein. Um diese Folgerung zu priifen, haben wir 3.6-Dimethyl-acridin
auf folgendem Wege synthetisiert. Durch Kondensation von 2-Amino-4-
methyl-benzoesiure (XVIII) mit 1-Jod-2-methoxy-3-mgthyl-benzol (XIX)
wurde 6'-Methoxy-5-5'-dimethyl-diphenylamin-carbonsdure-(2) (XX) dar-
gestellt, die beim RingschluB mit Polyphosphorsidure!®) in 4-Methoxy-3.6-di-
methyl-acridon (XXI) iiberging. ‘Das daraus durch Entmethylierung erhal-
tene 4-Hydroxy-3.6-dimethyl-acridon (X XTI) gab bei der Zinkstaubdestillation
3.6-Dimethyl-acridin (XIII), farblose Nadeln vom Schmp. 122°, die mit unse-
rem Zinkstaubdestillat vom Schmp. 120—121° keine Schmelzpunktserniedri-
gung zeigen. Damit ist die Stellung der beiden Methylgruppen an C® und C*®
des Despeptido-actinomycins (X VII) gesichert.

0
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Ihre endgiiltige Bestitigung hat Formel XVII, wie bereits kurz mitgeteilt®?),
durch die Synthese des Despeptido-actinomycins erfahren, die in der folgen-
den Arbeit ausfiihrlicher beschrieben wird.

Den Farbenfabriken Bayer, Werk Elberfeld, der Deutschen Forschungsge-
meinschaft sowie dem Fonds der Chemic danken wir fiir groBziigige Forderung un-
serer Arbeiten.

13) Nach Abschlul unserer Arbeiten erschien gleichzeitig mit unserer Notiz iiber die
Konstitution des Despeptido-actinomycins?) eine kurze Mitteilung von S. J. Angyal,
E. Bullock, W. G. Hanger u. A. W. Johnson, Chem. and Ind. 1955, 1295, in der
unter Zugrundelegung unserer Formel VI aus einem spektroskopischen Vergleich von
Despeptido-actinomycin mit 2-Hydroxy-3-methoxy-10-methyl-acridon-chinon-(1.4) und
dessen 3-Hydroxy-2-methoxy-Isomeren geschlossen wird, daf die Hydroxy- und Methyl-
gruppen in VI an C2 und C® bzw. C® und C® stchen. Inwiefern sich an Hand dieser beiden
Vergleichssubstanzen ein solcher Schlu} ziehen lilt, geht aus der Mitteilung nicht hervor.

19) Mit Polyphosphorsiure, die zuerst von A. Koebner und R. Robinson (J. chem.
Soc. [London] 1988, 1995) fiir Cyclisierungsreaktionen benutzt, in der Acridinchemie aber
bisher noch nicht angewandt wurde, haben wir bei der Synthese einer groferen Zahl
von Acridonen sehr gute Erfahrungen gemacht.

%) H. Brockmann u. H. Muxfeldt, Angew. Chem. 67, 618 [1955].
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Beschreibung der Versuche*)

Despeptido-actinomycin aus Actinomycin C: Zu einer siedenden Iosung von
2 g Actinomycin C in 50 ccm Athanol gab man 50 ccm heiBes 8-proz. wiBriges Barium-
hydroxyd und kochte 15 Min. unter Riickflul. Nach Erkalten wusch man das ausge-
fallene, blauviolette Bariumsalz des Despeptido-actinomycins mit Methanol und zerlegte
es durch Kochen mit 2 n HCl. Das freigesetzte Despeptido-actinomycin loste man in
150 ccm siedendem Eisessig und gab zu der siedenden Losung tropfenweise heifles Wasser
bis zur beginnenden Kristellisation. Das ausgeschiedene Despoptido-actinomycin (130 bis
140 mg) bildete orangerotec Nadeln, die sich ohne zu schmelzen oberhalb von 230° zer-
setzten.

Die Mutterlaugen mehrerer Ansitze verdiinnte man mit Wasser, schiittelte den Farb-
stoff mit Chloroform aus, wusch den Chloroformextrakt mit Wasser und gab ihn auf eine
Saule von ,,saurem** Kieselgel (Herstellung s. unten). Beim Eluieren mit Chloroform-Aceton
(6:1) lief Despeptido-actinomycin als rote Zone ins Filtrat, wihrend Verunreinigungen
an der Sdule blieben. Man erhielt so je Ansatz (2 g) noch 10—20 mg Despeptido-
actinomycin.

Zur Analyse und Aufnahme der Spektren wurde Despeptido-actinomycin folgender-
mafen gereinigt: Nach Beendigung der Actinomycin-Hydrolyse verdiinnte man mit
500 ccm Wasser, siuerte mit 2 n HCl an und schiittelte den Farbstoff mit Chloroform aus.
Den Chloroformextrakt gab man auf eine Siule von ,,saurem‘ Kieselgel und entwickelte
mit Chloroform-Aceton (5:1). Dabei lief Despeptido-actinomycin als breite, rote Zone
ins Filtrat, wihrend mehrere gelbe und rote Zonen im oberen Teil der Saule haften blieben.
Aus dem auf 30-50 ccm eingeengten Eluat kristallisierte Despeptido-actinomycin
in tiefroten Rhomben. Ausb. 140—150 mg aus 2 g Actinomyecin C.

CsH,,0,N (285.3) Ber. C63.16 H 3.890 N4.91 Gef.") C63.17 H 3.87 N4.94
*) 8 Stdn. bei 140°/20 Torr getrocknet. .

,»Saures Kieselgel“: Von einer Suspension von Kieselgel (Gebr. Herrmann,
Koéln-Bayenthal) in 20-proz. Salzsaure gieBt man nach 12 Stdn. die Saure ab, wiascht mit
Wasser bis zar neutralen Reaktion, saugt ab und schlimmt nochmals in » HC] auf. Nach
12 Stdn. wird abgesaugt und bei 120° getrocknet. '

Despeptido-actinomycin-trimethylather (VIIa): Eine Losung von 50 mg
Despeptido-actinomycin in 50 cem Chloroform und 20 cem Methanol kochte man
45 Min. mit 10 cem Methyljodid und 1 g Silberoxyd, filtricrte vom Silberoxyd ab und
dampfte das hellgelbe Filtrat i. Vak. ein. Die Lésung des orangeroten, kristallisierten
Riickstandes in 5 ccm Benzol gab man auf eine Sdule (5 x 2 cm) von Aluminiumoxyd
(Aktivititsstufe IT). Beim Nachwaschen mit Benzol-Aceton (10:1) ging der Despeptido-
actinomycin-trimethylather ins Filtrat, wihrend Verunreinigungen an der Siule
blieben. Aus dem auf wenige cem eingeengten Eluat kristallisierte auf Zusatz von Petrol-
ather der Trimethylather in langen, orangeroten Nadeln vom Schmp. 168°.

CigH,,ON (327.3) Ber. (€66.05 H5.24 N 4.28 3CH;0 28.44
Gef.") C65.77 H5.76 N 4.27 CH,0 26.45
*) I, Hochvak. sublimiert.

Despeptido-actinomycin-monomethyldther (XIT): Eine Losung von 20 mg
Despeptido-actinomycin-trimethylither in 2 cem heiBem Methanol verdiinnte
man mit 1 ccm heiBem Wasser, setzte dann 1 ccm 2 # Na,COj; hinzu und erwirmte 60 Min.
auf dem Wasserbad, wobei sich ein Teil des gebildeten Monomethylathers als Natriumsalz
in tiefroten Prismen abschied. Das noch heie Hydrolysat sauerte man an, saugte nach
Erkalten die ausgeschiedenen Kristalle ab und 1oste sie in 3 ccm Methanol. Nachdem
schwach alkalisch gemacht war, verdiinnte man mit 4 ccm Wasser und sauerte die siedende
Losung mit verd. Salzsiure an, worauf der Monomethylather in diinnen, roten Nadeln
vom Schmp. 215-216° auskristallisierte. Ausb. 709, d. Theorie.

CigH13O6N (299.3) Ber. (€ 64.21 H 4.38 CH,0 10.37

Gef.) C64.09 H 4.60 CH,0 10.20
*) 1. Hochvak. sublimiert.

*) Alle Schmpp. sind im Berl-Block bestimmt und korrigiert.
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Kondensationsprodukt von Despeptido-actinomyecin mit o-Phenylendi-
amin (IV): Zu einer Lisung von 20 mg Despeptido-actinomycin in 20 ccm Eisessig
gab man 100 mg o-Phenylendiamin und kochte 15 Min. unter RiickfluB. Schon nach
wenigen Minuten schied sich das Kondensationsprodukt in beigefarbenen Nadeln (22 mg)
ab. Es zersetzt sich oberhalb von 240° ohne zu schmelzen.

CH,,O,N, (357.4) Ber. C70.58 H4.23 N11.76 Cef.") C70.21 H4.24 N 10.87
*} 4 Stdn. i. Hochvak. bei 140° getrocknet.

Triacetat des Kondensationsproduktes: Eine Losung von 10 mg Kondensa-
tionsprodukt in 5 ccm heiBem Pyridin versetzte man mit 2 ccm Acetanhydrid, erwirmte
5 Min. auf siedendem Wasserbad und goB auf Eis. Das fein kristallisierte, hellgelbe Acetat
wurde getrocknet und im KreisprozeB mit wenig Toluol extrahiert. Das in hellgelben
Nadeln auskristallisierte Acetat wurde bei 247° dunkel und schmolz bei 258°.

C,,H,,0,N; (483.5) Ber. C67.07 H4.38 N 8.70 3CH;CO 26.7
Gef.) C67.21 H4.70 N840 CH,CO 26.6
*} Bei 140° i. Ilochvak. getroeknct.

Dihydro-despeptido-actinomycin: 20 mg Despeptido-actinomycin kochte
man mit 15 ccm Eisessig, 10 ccm konz. Jodwasserstoffsiufe und 100 mg rotem Phosphor
45 Min. unter RiickfluB, filtrierte noch heil vom Phosphor ab und versetzte mit 100 cem
heiBem Wasser. Nach kurzer Zeit kristallisierte das Dihydro-despeptido-actinomy-
cin in goldgelben Rhomben, die sich ohne zu schmelzen oberhalb von 280° zersetzten.
Ausb. 919 d. Theorie.

C;H;0,N (287.3) ‘Ber., (C62.71 H4.56 027.85 N 4.88
Gef.*) C62.79 H4.92 027.52 N 5.00
*) 2 Stdn. bei 150° i. Hochvak. getrocknet.

Zinkstaubdestillation von Despeptido-actinomycin: Auf 20 Glasréhren
(150 x 5 mm, an einem Ende zu einer 1 mm dicken, am Ende zugeschmolzenen Kapillare
ausgezogen und an der Verengungsstelle zur Kapillare mit einem lockeren Asbestpropf
versehen) verteilte man eine Mischung von 100 mg Despeptido-actinomycin mit
4 g frisch bereitetem Elektrolyt-Zinkstaub. Nach Einfiihrung eines lockeren Asbest-
propfes zog man die Rohrchen moglichst nahe an diesem Propf zu einer am Ende offenen
Kapillare aus und erwirmte jedes Réhrchen zunichst mit der vollen, leuchtenden Flamme
eines Bunsenbrenners (um das dem Zinkstaub anhaftendec Wasser zu vertreiben) und an-
schlieBend nur den Zinkstaub mit der Sparflamme. Sobald in den Kapillaren ein farbloses
Destillat erschien, erhohte man die Temperatur so, daB nach 8—10 Min. die Destillation
beendet war. ‘

Das in den beiden Kapillaren kondensierte, schwach gelbe Ol wurde nach kurzer Zeit
kristallin. Die das Destillat enthaltenden Teile der Kapillaren aller 20 Rohrchen schnitt
man heraus und sublimicrte ihren Inhalt bei 60° i. Hochvak. in ein 6—8 mm weites Rohr.
Ausb. 12.6 mg. Die Petrolitherlosung des Sublimates filtrierte man durch eine kleine
Aluminiumoxyd-Séule (Aktivititsstufe II) und wusch mit Benzol-Petrolather (1:1) nach.
Dabei bildete sich am obcren Rand der Saule eine schmale, schwach gelbe und darunter
eine breite, farblose, blau fluoreszierende Zone, die schnell ins Filtrat wanderte. Das
Eluat engte man bei 20°/200 Torr ein. Der zunichst olige Riickstand (7.6 mg) kristalli-
sierte bald und schmolz zwischen 96 und 114°. Zur weiteren Reinigung 16ste man dicse
Fraktion in 2 com Methanol-Ather (1:1) und versetzte mit 0.5 com 5-proz. methanolischer
Schwefelsiure. Aus der jetzt zitronengelben Losung fiel beim Eintropfen von 10 ccm
Ather das Sulfat des Zinkstaubdestillates in gelben Nadeln (2.6 mg) aus. Nachdem noch-
mals aus sehr wenig Methanol umkristallisiert war (1.7 mg), 16ste man in 1 ccm Methanol,
machte die heiBe Losung mit Ammoniak schwach alkalisch, versetzte bis zur beginnenden
Triibung mit heiBem Wasser und klirte die Losung durch Zugabe von 0.2 cem Methanol.
Nach mehreren Tagen kristallisierte das Zinkstaubdestillat in langen farblosen, leicht
sublimierbaren Nadeln vom Schmp. 121-122° (Berl-Block, geschlossene Kapillare).
Ausb. 0.6 mg.

Dihydro-despeptido-actinomycin-pentaacetat (V): Eine Losung von 15 mg
Despeptido-actinomycin in 5 ccm Acetanhydrid erwirmte man kurz mit 100 mg
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Zinn(II)-chlorid, bis sie hellgelb geworden, kiihlte ab und versetzte mit einem Tropfen
Perchlorsdure. Nach 12 Stdn. wurde das Reaktionsgemisch mit 5 cem Eisessig verdiinnt,
filtriert, mit Wasser bis zur beginnenden Triibung versetzt und 2 Stdn. unter Eiskiihlung
magnetisch geriihrt. Das ausgeschiedene Kristallisat wurde mit Wasser gewaschen und
aus 1 cem Acetanhydrid-ﬁther (1:1) umkristallisiert. Ls bildete farblose, sechseckige, in
Benzol und Chloroform schwer losliche Blattchen vom Schmp. 249-251°, Ausb. 759, d.
Theorie.
CpsHpO 0N (497.4) Ber. (€ 60.36 H 4.66 5CH;CO 43.5
Gef.") C80.13 H4.78 CH,;CO 40.3
*) Bei 190° i. Hochvak. sublimiert.

Dihydro-despeptido-actinomycin-tetraacetat: Einc Losung von 10 mg
Despeptido-actinomycin in 3 cem Acetanhydrid kochte man mit 100 mg Zinn-
(I1)-chlorid, bis sie hellgelb geworden, versetzte dann mit 0.5 cem Pyridin und goB nach
3 Min. auf Eis. Das ausgefallene, mit Wasser gewaschene Acetat kristallisierte aus Benzol
in zitronengelben Nadeln vom Schmp. 272-275°. Ausb. 75%, d. Theorie.

CyH,,0,N (455.4) Ber. C 60.66 H 4.65 4CH,CO 37.8
Gef. C60.04 H4.79 CH,CO 37.2

Dihydro-despeptido-actinomycin-tetramethylather (X): Man kochte 50 mg
Despeptido-actinomycin mit 50 ccm Aceton, 5 cem Wasser, 5 g Kaliumcarbonat und
3 g Natriumdithionit 10 Min. unter RiickfluB, setzte 5 ccem Dimethylsulfat zu, kochte
noch 3 Stdn. und verdiinnte mit 500 ccm Wasser. Der (z. Tl. ausgefallene) Dihydro-
despeptido-actinomycin-methylather wurde mit Chloroform ausgeschiittelt, der heligelbe
Extrakt i. Vak. eingedampft und der krist. Riickstand in 50 ccm trockenem Aceton auf-
genommen, Zu dieser Losung gab man 5 g Kaliumcarbonat und 5 cem Dimethylsulfat,
kochte 8 Stdn. unter RiickfluB, verdiinnte mit 500 ccm Wasser und extrahierte mit Chlo-
roform. Um tiberschiissiges Dimethylsulfat zu zerstéren, schiittelte man den Chloroform-
extrakt 1 Stde. mit » NaOH, wusch mit Wasser, und dampfte das Chloroform i. Vak. ab.
Die Benzollésung des Riickstandes gab man auf eine Siule von Aluminiumoxyd (Akti-
vitatsstufe IT). Beim Eluieren mit Benzol-Aceton {10:1) bildete sich eine schnell laufende,
fast farblose Zone, deren Eluat blau fluorescierte, eine breite, hellgelbe (Dihydro-des-
peptido-actinomycin-tetramethylather) und eine fest haftende, orangefarbene (Dihydro-
despeptido-actinomycin-trimethylither). Der Verdampfungsriickstand des Eluates der
gelben Zone wurde in 0.75 cem heilem Methanol aufgenommen, aus dem sich der Tetra-
methylidther in blaBgelben Kristallen vom Schmp. 183-184° abschied. Ausb. 639,
d. Theorie.

CpH, ON (3434) Ber. (66.46 H6.16 N 4.08 4CH;0 36.48

Gef.*) C66.38 H591 N4.00 CH,0 37.11
*) Bei 130° i. Hochvak. sublimiert.

Umsetzung von Despeptido-actinomycin mit methanol., Salzsdure:
Fine Losung von 20 mg Despeptido-actinomycin in 50 cem 3-proz. methanolischer
Salzsiure kochte man 24 Stdn. unter RiickfluB, verdiinnte mit 200 ccm Ather und schiittelte
die Saure mit Wasser aus. Beim Eindampfen des Athers schieden sich 19 mg unverander-
tes Despeptido-actinomycin ab.

Oxydation von Despeptido-actinomycin mit Hypojodit: Kine Losung
von 10 mg Despeptido-actinomycin in 3 com n KOH versetzte man tropfenweise
langsam bis zur Hellgelbfarbung mit einer 10-proz. Losung von Jod in » KOH. Das nach
24 Stdn. (Eisschrank) ausgeschiedene, kristallisierte Jodoform wvom Schmp. 120°
wog 12.4 mg (90%, d.Th.). ’

Oxydation von Despeptido-actinomycin-trimethylather: Zu einer auf
0° abgckiihlten Losung von 50 mg Despeptido-actinomycin-trimethylither in
30 ccm Aceton (p. a.) lieB man soviel 2-proz. Loésung von Kaliumpermanganat in Aceton-
Wasser (10:1) zutropfen, daB noch nach 5 Min. ein geringer PermanganatiiberschuB vor-
handen war. Diesen beseitigte man durch Erwarmen mit wenig Methanol, kochte an-
schlieBend mit Filterpapierschnitzeln, bis das Mangandioxyd-hydrat ausgeflockt war,
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zentrifugierte ab, engte die farblose Losung auf wenige ccm ein und versetzte mit 2 ccm
n NaOH. Dabei schied sich ein farbloses, bald erstarrendes Ol ab. Dic vom Ol abfil-
trierte Losung erhitzte man auf 70—80° und brachte sie mit verd. Salzsiure auf schwach
saure Reaktion. Nach einigen Stdn. schieden sich farblose Nadeln (36 mg) vom Schmp.
128-129° (Zers.) ab.
C;H;;0,N (347.1) Ber. C58.79 H 4.93 N 4.03 3CH,;0 26.81 2C-CH, 8.6
Gef.*) C58.25 H4.87 N3.94 CH;026.00 C(C-CH,6.3

*) Bei 60° i. Hochvak. getrocknet.

Nitro-despeptido-actinomycin: Eine Suspension von 30 mg Despeptido-
actinomycin in 10 ccm 20-proz. Salzsiure versetzt man tropfenweise bei 50° unter
Riihren mit einer Lésung von 100 mg Natriumnitrit in 2 ccm. Wasser. Wahrend das
Despeptido-actinomycin in Losung ging, schied sich gleichzeitig ein orangefarbenes
Kristallisat aus. Nach Beendigung der Reaktion schiittelte man mit Chloroform aus und
gab den Chloroformextrakt auf eine Sdule von Silicagel. Beim Nachwaschen mit Chloro-
form-Aceton (5:1) trennte sich die Hauptmenge der Substanz als orangerote Zone von fest
haftenden Verunreinigungen ab. Aus dem auf 10 ccm eingeengten Eluat dieser Zone
schieden sich 20 mg orangefarbene Kristalle ab, die sich oberhalb von 250° ohne zu schmel-
Zen zersetzten.

CH,00,N; (330.3) Ber. C54.55 H3.05 N8.48 2C—CH, 9.1
Gef.*) C55.65 H3.04 N8.22 C-CH,;8.6
*) Bei 140° i. Hochvak. getrocknet.

Synthese von 2.6-Dimethyl-acridin

4’.5-Dimethyl-diphenylamin-carbonsdure-(2): 4g Kalium-2-amino-4-
methyl-benzoat, 4g p-Bromtoluol, 4g frisch ausgegliihtes, fein pulverisiertes
Kaliumcarbonat, 100 mg Kupferpulver (Merck) und 100 mg Kupfer(I)-chlorid erhitzte
man mit 10 ccem Amylalkohol 3 Stdn. auf 150°, blies den Amylalkohol und nicht um-
gesetztos p-Bromtoluol mit Wasserdampf ab, kochte den Riickstand kurze Zeit mit
etwas Tierkohle, filtrierte und siuerte das heiBe Filtrat an. Die ausgefallene Siure bil-
dete, aus Methanol-Wasser umbkristallisicrt, farblose Nadeln vom Schmp. 176-178°.
Ausb. 449, d.Theorie.

CsH;;0,N (241.3) Ber. (174.66 H 6.27 N 5.81 Gef.®) C74.58 H6.34 N 5.79

*) I. Hochvak. sublimiert.

2.6-Dimethyl-acridon: 2g 4’.5-Dimethyl-diphenylamin-carbonsdure-(2}
loste man in 20 ccm heiBer Polyphosphorsaure, erwarmte 1 Stde. auf siedendem
Wasserbad, verdiinnte mit 200 ccm Wasser und filtrierte die Mutterlauge ab. Das so
erhaltene Rohprodukt kristallisierte aus Methanol in blaBgelben Nadeln vom Schmp.
324-326°. Ausb. 90%, d.Theorie.

CsH,;ON (223.3) Ber. ¢ 80.69 H 5.87 N6.27 Gef.") C80.56 H5.95 N 6.27

*) Bei 250° i. Hochvak. sublimiert.

2.6-Dimethyl-acridin: 1 g 2.6-Dimethyl-acridon loste man in 100 ccm
4-proz. methanolischer Kalilauge und 10 ccm Wasser und trug in die siedende Losung nach
und nach 3 g frisch amalgamierte Aluminiumfolie ein. Nach 1 Stde. filtrierte man vom
Aluminiumhydroxyd ab, destillierte das Methanol i. Vak. ab und suspendierte den Riick-
stand in 100 ccm siedender 10-proz. Schwefelsiure. In die heiBe Losung goB man eine
Lésung von 5 g Kaliumdichromat in 50 cem Wasser, kochte kurz auf und saugte nach
Erkalten das ausgefallene Chromat des 2.68-Dimethyl-acridins ab. Zur Zerlegung dieses
Salzes loste man es in 50 ccm 1-proz. methanolischem KOH, versetzte die heiBe Lisung
mijt Wasser und kristallisierte die Fallung aus Methanol-Wasser. BlaBgelbe Nadeln vom
Schmp. 175°. Ausb. 70%, d. Theorie.

CisH,N (207.3) Ber. C86.92 H6.32 N6.76 Gef.") C86.72 H6.47 N 6.86

*) 1. Hochvak. sublimiert.
Synthese von 3.6-Dimethyl-acridin
6’-Methoxy-5.5'-dimethyl-diphenylamin-carbonsaure-(2): 4g Kalium-
2-amino-4-methyl-benzoat, 55g 1-Jod-2-methoxy-3-methyl-benzol, 4g
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frisch ausgegliihtes, fcin pulverisiertes Kaliumcarbonat, 100 mg Kupferpulver (Merck)
und 100 mg Kupfer(I)-chlorid erhitzte man mit 10 ccm Amylalkohol 2 Stdn. auf 1560-160°.
Das Reaktionsgemisch arbeitete man auf, wie bei der 4’.5-Dimethyl-diphenylamin.-
carbonsdure-(2) beschrieben. Ausb. 679, d.Th.; Schmp. 185—-186°.
CyeH,;O,N (271.3) Ber. C70.83 H6.32 N 5.16 Gef.*) C70.14 H6.36 N 5.68
*) 1. Hochvak. sublimiert.

4-Methoxy-3.6-dimethyl-acridon: 1.8g 6’-Methoxy-5.5"-dimethyl-di-
phenylamin-carbonséure-(2) 16ste man in 20 ccm heifler Polyphosphorsiure, er-
warmte 1 Stde. auf sicdendem Wasserbad, verdiinnte mit Wasser und saugte die Mutter-
lauge ab. Den mit Wasser gewaschenen Filterriickstand 16ste man in 40 ccm heiBem
Pyridin, verdiinnte mit 100 ccrn heiem Methanol und fillte das Acridon mit heilem
Wasser. BlaBgelbe Bliattchen vom Schmp. 260—261°. Ausb. 779, d.Theorie.

CH;50,N (253.3) Ber. C75.87 H 597 N5.53 Gef.”) C75.32 H5.75 N 5.98

*) L Hochvak. sublimiert.

4-Hydroxy-3.6-dimethyl-acridon: 1g 4-Methoxy-3.6-dimethyl-acridon
kochte man mit 50 ccm 48.proz. Bromwasserstoffsiure und 20 ccm Eisessig 5 Stdn.
unter RiickfluB, verdiinnte die heiBe Lisung mit 200 ccm Wasser und saugte nach 2 Stdn.
die Mutterlauge ab. Den Filterriickstand kochte man mit Wasser bis zur neutralen Re-
aktion aus und trocknete ihn i. Vakuum. Gelbe Nadeln. Ausb. 889, d.Theorie.

CisH,;30,N (239.3) Ber. C75.30 H 548 Gef.") C74.93 H5.71

*} Bei 250° i. Hochvak. sublimiert.

3.6-Dimethyl-acridin: 100 mg 4-Hydroxy-3.6-dimethyl-acridon wurden,
wic bei der Zinkstaubdestillation des Despeptido-actinomycins beschrieben, in 3.6-Di-
methyl-acridin iibergefiihrt. Farblose Nadeln vom Schmp. 122°. Misch-Schmp. mit dem
Zinkstaubdestillat des Despeptido-actinomyeins 121-122°,

201. Hans Brockmann und Hans Muxfeldt: Die Synthese des Des-
peptido-actinomyeins, Aetinomyeine XVII. Mitteil.V; Antibiotica aus
Actinomyceten, XXXVI. Mitteil.V

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gotlingen)
(Eingegangen am 15. Februar 1956)

Despeptido-actinomycin, ein beim Bariumhydroxyd-Abbau ver-
schiedener Actinomycine entstehendes rotes Abbauprodukt C;sH,,0,N
wurde synthetisch gewonnen. Damit wird die frither aufgestellte
Konstitutionsformel endgiiltig bewiesen.

In der vorhergehenden Mitteilung!) wurde fiir das beim Bariumhydroxyd-
Abbau der Actinomyecine I,, C,, C, und X, aus deren Chromphor entstehende
rote Despeptido-actinomycin C,;H,,0;N die Konstitutionsformel XV abgeleitet.
Sie hat sich durch die im folgenden beschriebene Synthese?) des Despeptido-
actinomycins bestitigen lassen.

Nach XV ist Despeptido-actinomycin das 2.5-Dihydroxy-3.6-dimethyl-Deri-
vat des Acridon-ehinons-(1.4). Da iiber die Darstellung von Acridon-chinonen
noch keine Angaben vorlagen®), haben wir einige Vertreter dieser Verbin-

1) XVI. bzw. XXXV, Mitteil.: H. Brockmann u. H. Muxfeldt, Chem. Ber. 89,
1379 [1956].
2) Vorlaufige Mitteil. H. Brockmann u. H. Muxfeldt, Angew. Chem. 67, 618 [1955].
3) 2.3-Dihydroxy-Derivate des 10-Methyl-acridon-chinons-(1.4) wurden von W. D.
Crow u. J. R. Price, Australian J. sci. Res. 2, 282 [1949], aus den Alkaloiden Melicopin,
Melicopidin und Melicopicin erhalten.





