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9-Phenyl-3-benzyl-5.6-benz-isoalloxazin
9-Phenyl-5.6-benz-isoalloxazin?!) wurde in Wasser aufgeschwernmt und durch
Zutropfen von verd. Natronlauge in Losung gebracht. Die iiberschiiss. Natronlauge wurde
dann durch Zugabe von verd. Salpetersiiure neutralisiert, bis eine geringe Triibung auftrat.
Nach dem Filtrieren wurde mit Silbernitrat-Losung im UberschuB versetzt, der entstan-
dene Niederschlag zentrifugiert, zweimal mit Alkohol + Ather ausgewaschen und scharf
getrocknet.

0.3 g dieses Silbersalzes wurden in iiberschiiss. Benzylchlorid 6 Stdn. gekocht,
dann das Benzylchlorid i. Vak. abdestilliert und der Riickstand mit Chloroform ausgezogen.
Der nach dem Verdampfen des Chloroforms verbliebene Riickstand wurde wiederholt aus
Benzol umkristallisiert. Orangefarbene Nadeln vom Schmp. 318—319°%; Ausb. 0.14 g.

CyH,,O.N, (430.4) Ber. N 13.01 Gef. N'12.80

38. Hans Brockmann, Nikolaus Grubhofer, Wilhelm Kass und
Hans Kalbe: Uber das Actinomyein C (Antibiotica aus Actinomyceten,
V. Mitteil.*))

[Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Gottingen]
(Eingegangen am 6. November 1950)

Aus einer bisher unbekannten Streptomyces-Art, die als Sir. chryso-
mallus bezeichnet ist, wurde Actinomycin C, ein rotes Antibioticum,
igoliert, das Unterschiede gegeniiber Actinomycin A und B aufweist.
Durch energische Siurehydrolyse lassen gich aus Actinomycin C sechs
Aminosiuren abspalten, die als {-Threonin, d-Valin, Sarkosin, d-
Allo-isoleucin, I-Prolin und N-Methyl-l-valin identifiziert wurden.
Bei der Hydrolyse mit Bariumhydroxyd entsteht eine rote, kristalli-
sierte Verbindung, die dem chromophoren Teil des Actinomycins C
entstammt. Die Actinomycine sind eine neuartige Gruppe von Natur-
stoffen, in denen eine chromophore Komponente wahrscheinlich
peptidartig mit verschiedenen Aminosduren verbunden ist.

1) Einleitung

Bei unseren Untersuchungen iiber Antibiotica aus Actinomyceten stiefen
wir auf einen Streptomyces-Stamm?), dessen gelbe Kulturlasung gegen Staphylo-
coccus aureus bakteriostatisch stark wirksam war. Durch Extraktion der Niahr-
l6sung mit Butylacetat und chromatographische Adsorption von dessen Ver-.
dampfungsriickstand konnte eine gut kristallisierte, alizarinrote Verbindung
mit dem Schmp. 252° und [«]f: —309° (+3°) isoliert werden, die his zur Ver-
diinnung 1: 10000000 das Wachstum von Staphylococcus aureus und bis

*) T.—IV. Mitteil.: Naturwiss. 36, 376 [1949], 37, 138, 492, 494 [1950].

Anm. d. Redaktion: Die in dieser Arbeit benutzten Bezeichnungen d und I bedeuten
im Sinne von Wohl u. Freudenberg (B. 56, 309 [1923]) die Konfiguration bezogen
auf d-(+)-Glycerinaldehyd.

1) Nach W. Lindenbein, der dariiber an anderer Stelle berichten wird, ist dieser
Stamm mit keiner der im Berge ys Manual of Determinative Bacteriology (6. Aufl. 1948)
beschriebenen Spezies identisch. Insbesondere unterscheidet er sich erheblich von Strepto-
myces andibioticus, dem Actinomycinbildner S. A. Waksmans. Er wurde daher als neue
Spezies mit dem Namen Str. chrysomallus belegt.
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1 : 10000 das von Escherichia coli hemmte. Bei der Maus waren bei oraler Ver-
abreichung einer wifrigen Losung 50 mg/kg Korpergewicht, bei intraperi-
tonealer 5 mg/kg innerhalb 24 Stdn. tdlich.

Dieses rote Antibioticum, fiir das wir die vorliufige Bruttoformel C,Hy,0,,N,
ermittelten 2), ist in s¢inen physikalischen und chemischen Eigenschaften sowie
in seinem biologischen Verhalten dem von S. A. Waksman?3) aus Streptomyces
antibioticus isolierten Actinomycin A der Formel C,H,;0,,N, auBerordentlich
ahnlich. Unterschiede zwischen beiden Verbindungen sind lediglich folgende :
1.) Der N-Gehalt des Actinomycins A liegt 19, héher als der unseres Pri-
parates. 2.) Aus Actinomycin A erhielt Waksman ein Diacetyl-Derivat mit
dem gleichen Schmelzpunkt wie das Ausgangsprodukt, wihrend unser Anti-
bioticum bei allen Acetylierungsversuchen unverindertzuriickgewonnen wurde.
3.) Actinomycin A soll in Aceton méBig léslich sein, withrend unsere Verbin-
dung sich spielend leicht darin 16st. Diese Unterschiede erlaubten zwar nicht,
die Identitéit beider Verbindungen mit Sicherheit auszuschlieBen, schienen uns
aber doch mehr dafiir zu sprechen, daf wir ein zweites Actinomycin in
Hinden hatten, das sich in seiner Konstitution nur unwesentlich von Actino-
mycin A unterscheidet.

Rote, als identisch mit Actinomycin A angesehene Antibiotica sind in neu-
ester Zeit von verschiedenen Autoren beschrieben worden$). Ob die Xantho-
mycine®) dem Actinomycin nahestehende Antibiotica sind, 1dft sich noch
nicht entscheiden. :

Da iiber die Konstitution des Actinomycins A, abgesehen von der Ver-
mutung, daB es eine chinoide Gruppierung enthalt, nichts bekannt war, haben
wir unser Antibioticum, ungeachtet seiner méglichen Identitit mit Actino-
mycin A, eingehender untersucht. Dabei ergab sich, da der hydrolytische
Abbau ein geeigneter Weg ist, einen Einblick in die Konstitution zu gewinnen.

Bei lingerem Erhitzen unseres Actinomycins mit Salzsiure oder Schwefel-
siure wurden Kohlendioxyd und Ammoniak im Verhéltnis 1: 2 abgespalten
und ein braunschwarzer Niederschlag fiel aus, der gelbe, offenbar dem chromo-
phoren Teil des Molekiils entstammende Anteile enthielt. Seine Menge betrug
etwa 259, des Ausgangsmadterials. Das Filtrat dieses Niederschlages hinter-
lieB beim Verdampfen einen Riickstand mit positiver Ninhydrin-Reaktion,
der im ein- und zweidimensionalen Papierchromatogramm fiinf Aminosiure-
Flecke zeigte. Drei von ihnen hatten Rp-Werte wie Prolin, Threonin und Iso-
leucin bzw. Allo-isoleucin. In Ubereinstimmung damit konnten tatsichlich.

2) H. Brockmann u. N. Grubhofer, Naturwiss. 36, 376 [1949]; zuerst beschrieben
in der Diplomarbeit von N. Grubhofer, Géttingen, Mirz 1947. i

3) 8. A. Waksman u. H. B. Woodruff, Journ. Bacteriol. 40, 583 [1940]; Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 45, 609 [1940]; S. A. Waksman u. M. Tishler, Journ. biol. Chem.
142, 519 [1942].

1) M. Welsch, Bull. Soc. chim. Biol. 28, 557 [1946]; H. Umezara u. Mitarb., Journ.
Penicillin (Japan) 1, 129 [1947]; P. C. Trussell u. E. M. Richardson, Canadian Journ.
Res. 26, 27 [1948]; W. Kochalaty u. Mitarb., Arch. Biochem. 17, 191 [1948]; H.
Serlet, Enzymologia 14, 49 [1950].

§) C. B. Thorne u. W. H. Peterson, Journ. biol. Chem. 176, 413 [1948].
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!-Threonin, [-Prolin und d-Allo-iscleucin in Substanz aus dem Hy-
drolysat abgetrennt werden. Die vierte Aminosiure wurde nach ihrer Isolie-
rung als N-Methyl-l-valin erkannt, wihrend die Natur der fiinften —
offenbar ebenfalls einer N-Methyl-aminosdure — mit einem Ry-Wert wie Valin
zundchst ungeklirt blieb,

Als diese Ergebnisse und einige andere iiber den milden Siureabbau unseres
Antibicticums vorlagen, erschien eine vorliufige Mitteilung von C. A. Dal-
glieshund A. R. Todd?¥) iiber die Isolierung eines kristallisierten, roten Anti-
bioticums vom Schmp. 252°, das dem Actinomycin A und unserem Priparat
sehr dhnlich ist, sich aber von beiden, wenn auch nicht erheblich, in den Ana-
lysenzahlen unterscheidet. Diese Verbindung, von den englischen Autoren
provisorisch als Actinomycin B7?) bezeichnet, lieferte bei der energischen
Séurehydrolyse l-Prolin, d-Valin, [-Threonin, ¥-Methyl-valin und
Sarkosin. Milde Sidureeinwirkung setzte eine mit der Sakagu chi-Reaktion
nachgewiesene Guanidino-Gruppe frei.

Ein Vergleich des Praparates von Todd und Dalgliesh mit unserem?) hat
ergeben, daB die beiden einander sehr dhnlichen Verbindungen sich, abgesehen
von geringen Differenzen im Schmelzpunkt und in der spezifischen Drehung,
dadurch unterscheiden, daff im Papierchromatogramm des Actinomycins B der
Fleck der Isoleucingruppe fehlt. Gewisse Unterschiede fand Todd auch im
Infrarot-Spektrum zwischen 1500 und 700 cm-!. Wir haben daher unser Anti-
bioticum vorlaufig als-Actinomycin C bezeichnet. Die Tafel 1 bringt einen
Vergleich der drei Actinomycine.

Tafel 1. Vergleich der Actinomycine

16slich
Kein Acetyl-Derivat

Ac'omomycm A i Actmomycm B ' Actmomycm C
Schmp. 250° (Zers) [ Schmp 255 (Zers.) korr f ‘ Schmp. 2529 (Zers.) korr_.
[a]3: —320° (5 ! [«]}g: —367° ‘ [a]ig: —309° (+3°%)

(c=0. 25% in Athanol) ‘ (¢=0.259, in Athanol) (c=0. 25% in Athanol)
C59.1 H6.81 N13.35 i C58.8 H7.1 N 134 | C59.65 H 6.87 N I2.75
In Aceton maBig loslich | ~ In Aceton sehr leicht

\
\

Diacetyl-Derivat mit dem | \
gleichen Schmp. wie Actino- ‘
mycin A ‘

|

|

Leukoacetyl-Derivat
Schmp. 241° |
(5852 H6.45 N 12.04 |

|

; Leukoacetyl-Derivat

! Schmp. 253° korr.

i ©59.50 H6.95 N 11.14

%) Abstracts of Communications of the Intern. Congress of Biochemistry, Cambridge,
August 1949, S. 246 ; Nature (London) 164, 830 [1949]. Die Isolierung erfolgte aus einem nicht
niher gekennzeichneten Actinomyces-Stdmm. Anm. bei der Korrektur (3. 2. 51) : Inzwischen
ist eine ausfiibrliche Verdffentlichung iiber dieses Actinomycin erschienen, die uns Herr
Prof. Todd freundlicherweise als Manuskript zuganglich gemacht hat (C. E. Dalgliesh,
A.W. Johnson, A. R. Todd u. L.C.Vining, Journ. chem, Soc. London 1950, 2946).

?) Als Actinomycin B wurde urspriinglich von Waksman eine farblose, nicht naher
charakterisierte Begleitsubstanz des Actinomycins A bezeichnet.

8) Herr Prof. Todd war so freundlich, uns eine Probe seines Priparates zu iiberlassen
und unser Priparat mit seinem Actinomycin B zu vergleichen.
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Die angefiihrten Befunde kennzeichnen die Actinomycine als Naturstoffe,
in denen ein bisher unbekanntes Bauprinzip verkorpert ist, nimlich die Ver-

kniipfung einer farbigen Komponente mit verschiedenen Aminosduren. Damit -

sind der Konstitutionsermittlung folgende Aufgaben gestellt:

1) Aufklirung der farbigen Komponente, worunter der aminosiurefreie
Teil des Molekiils verstanden werden soll,

2.) Identifizierung und quantitative Bestimmung der Aminosiuren,

3.) Ermittlung, in welcher Weise die Aminoséuren untereinander und mit
dem chromophoren Teil verbunden sind.

I1.) Eigenschaften des Actinomycins C

Actinomycin C kristallisiert aus Essigester in alizarinroten, hexagonalen
Bipyramiden (Abbild. 1). Seine auffallend hohe spezifische Drehung ist stark
konzentrationsabhingig. Die Loslichkeit in Aceton, Chloroform und Benzol
ist groB, die in Alkohol und Essigester méBig.

Verdiinnte Losungen in Eisessig oder Methanol

fluorescieren unter der Analysenlampe intensiv gelb- "

griin, solche in Aceton, Benzol oder Pyridin da- r <>
gegen nur schwach rétlich bzw. gar nicht. Von

Wasser wird das Antibioticum nur spirlich aui- ,
genommen; es laBt sich mit Ammoniumsulfat

wieder ausfillen. Die wifirige Losung ist kolloidal § oo

und schiumt stark. Beim Erwirmen triibt sie sich

und verliert ihre Oberflichenaktivitit, beim Er-

kalten wird sie wieder klar und schéumt beim Abbild. 1. Actinomycin C
Schiitteln. aus Essigester (50 x vergr.)

Actinomyecin C ist leicht zu einer hellgelben Leukoverbindung reduzierbar,
die an der Luft wieder die gelbe Farbe des Ausgangsproduktes annimmt, eine
Reaktion, die schon Waksman an seinem Actinomycin A beobachtet und
auf das Vorliegen einer chinoiden Gruppierung zuriickgefithrt hat.

Wie wir fanden, kann unter gewissen Bedingungen die Reduktion und
Riickoxydation eine griine, offenbar semichinoide Zwischenstufe durchlaufen®).

Diese tritt besonders auffiillig in Erscheinung, wenn man die rate Lésung des Actino-
mycins C in konz. Salzsiure mit Titantrichlorid versetzt. Weniger ausgeprigt ist die
Griinfairbung bei der Reduktion mit wenig Zinn(II)-chlorid in Essigester oder Chloroform.
Die griine Zwischenstufe tritt hier auch auf, wenn man die hellgelbe Leukoverbindung
mit Luftsauerstoff oder Chloranil dehydriert. Die griine Chloroformlésung hat scharfe
Absorptionsbanden bei 695 und 630 my.

Die Entstehung eines griinen Semichinons gibt Anregung, die Frage zu priifen, ob im
Actinomycin C ¢ines der bisher bekannten, zur Bildung griiner Semichinone befihigten
chromophoren Systeme vorliegt. Man ist versucht, dabei an eine Phenazin- Gruppierung
zu denken. _

Die oben angegebene vorldufige Formel C,)H;,0,,N, fiir Actinomycin C ba-
sierte auf Mol.-Gew.-Bestimmungen, die wir kryoskopisch und durch isotherme
Destillation nach Barger-Rast durchgefiithrt haben. Die hierbei erhaltenen

?) Die Angaben unserer I. Mitteil. (Naturwiss. 86, 376 [1949]), daB bei der Reduktion
des Actinomycins im Gegensatz zu den Abbauprodukten der milden Sdurehydrolyse die
griine Zwischenstufe nicht auftritt, ist demnach zu korrigieren.

Chemische Berichte Jahrg. 84, 19

e
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Zahlen weichen stark. voneinander ab, so daB ihr Wert zweifelhaft ist. Wir
haben daher versucht, sie auf chemischem Wege mit Hilfe der katalytischen
Hydrierung zu kontrollieren. Die Wasserstoffaufnahme des Actinomycins C
unter Normaldruck mit Platin-Katalysator in Eisessig erfolgt bis zum Schlufl
schnell und stetig (Abbild. 2), ein Zeichen, daB nur leicht und daher vollstindig
hydrierbare Gruppen vorliegen. Nimmt man an, daBl im Actinomyecin C nur
eine solche Gruppe vorhanden ist, so errechnet sich aus dem Wasserstofi-
Verbrauch das Mol.-Gew. 1200 (+25) statt 800, wie bei den oben genannten

Methoden gefunden. Diese Discrepanz

rc/Z kénnte dadurch bedingt sein, dal bei
4-—go==v X der Hydrierung z.Tl. eine reduktive

¢ e |  Verkniipfung von 2 Mol. Actinomycin

5 _if eintritt. Dann wiirde der Wasserstoff-

{ verbrauch geringer und das daraus be-

L, H rechnete Mol.-Gewicht grofier werden.
5 | Diese Moglichkeit wird aber dadurch
§ 3 | ausgeschlossen, daB sich nach Reoxy-
- dation an der Luft aus der Reaktions-

lésung Actinomycin C in einer Ausbeute
von 929, zuriickgewinnen lifit und die
x ‘ chromatographische Untersuchung kei-
nerlei Anhaltspunkte fiir die Bildung
bimolekularer Reduktionsprodukte er-
geben hat. Da wir beim Actinomycin
die Ergebnisse der Hydrierung fiir be-
Abbild. 2. w“sélrsmff'A}lfnahme wciskriftiger halten als die differieren-

v. 3309 mg Actinomyein unter den Werte der kryoskopisch dd
Normalbedingungen pischien und der
Barger-Rast-Methode,betrachten wir
vorliufig den Wert 1200 als das Mindest-Mol.-Gewicht unseres Antibioticums.
Es wiire zu verdoppeln oder zu verdreifachen, wenn zwei bzw. drei hydrierbare
Gruppen im Molekiil vorhanden sind. Zur Annahme eines so groBen Mol.-
Gewichts besteht aber bei einer Verbindung, die zu etwa 609, aus Aminosiuren
aufgebaut ist, sich dennoch leicht in Benzol 16st und dazu bei 252° schmilzt,

vorliufig kein zwingender Grund.

Mit Zinn(II)-chlorid 1Bt sich Actinomycin C in salzsaurer Losung scharf
auf die hellgelbe Leukostufe titrieren. Die hierbei gefundenen Werte liefern
ebenfalls ein Mol.-Gew. 1200.

Aus den Analysenzahlen unserer alten Bruttoformel C, H 0N, und dem
durch Hydrierung ermittelten Mol.-Gew. 1200 errechnet sich die Formel
CgeHgoONy;- Da unser Antibioticum, wie im néchsten Abschnitt gezeigt wird,
offenbar ein Gemisch verschiedener Actinomycine ist, kénnen die Atomzahlen
dieser Formel nur als Niherungswerte angesehen werden.

Actinomycin C liiBt sich aus Ather unter Farbvertiefung nach Rot mit min-
destens 4-proz. Salzsiiure ausschiitteln. Es ist also eine Base, aber eine so
schwache, daB in alkoholischer Losung eine konduktometrische Titration nicht
moglich war.

(]

0 25 50 75 w0 125 min
Zeit
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Versetzt man die gelbe Losung in Acetanhydrid mit wenig konz. Schwefel-
siure, 8o wird sie rot und zeigt eine Absorptionsbande bei 577 my, die nach
einiger Zeit unter Gelbfirbung der Lésung verschwindet.

Bei Versuchen, Salze des Actinomycins C darzustellen, erhielten wir ein
kristallisiertes Perchlorat, das wegen seiner Unbestéindigkeit nicht umkristal-
lisiert werden konnte. Es enthilt auf das Mol.-Gew. 1200 bezogen 3 Moll. Per-
chlorsiure.

Versuche, die Funktion der O- und N-Atome aufzukliren, haben bisher
folgendes ergeben: Actinomycin C enthilt keine Methoxy-, Acetyl- und Car-
boxygruppen. OH-Gruppen konnten durch Acetylierung nicht nachgewiesen
werden. Bei der reduzierenden Acetylierung erhielten wir analog wie Waks-
man beim Actinomycin A aus unserem Priparat eine kristallisierte, blaBgelbe
Verbindung, deren Analysenzahlen bei einem Mol.-Gew. 1200 annihernd auf
ein Leukodiacetat passen. Man kann diesen Befund als weiteren Hinweis fiir
das Vorliegen eines chinoiden Systems ansehen. Da das Reduktionsprodukt
antibiotisch unwirksam ist, besteht die Moglichkeit, daB bei der acetylieren-
den Reduktion nebenher noch andere Reaktionen ablaufen. In diesem Fall
wiirde nach Verseifung und Reoxydation aus dem Leukoprodukt kein Actino-
mycin C mehr zuriickgebildet. Die experimentelle Priifung dieser Frage schei-
tert daran, da8 eine Verseifung der Acetylgruppen ohne gleichzeitige Veriinde-
rung des sdure- und alkaliempfindlichen Actinomycins nicht moglich ist.

Aus den Ergebnissen der Methylimid- und Zerewitinoff-Bestimmung be-
rechnen sich fiir die obige Niherungsformel 5 N-CH,-Gruppen und 8 aktive
H-Atome.

Das Verhalten des Actinomycins C gegen Salpetrige Siure gibt keine An-
zeichen fiir das Vorliegen primirer oder sekundirer Aminogruppen. Die Nin-
hydrin-Reaktion ist ebenso wie die anderen iiblichen Reaktionen auf Amino-
sduren und Peptide negativ. Mit Nesslers-Reagens gibt Actinomycin C einen
graubraunen Niederschlag, der sich auch zum Markieren des Actinomycins
im Papierchromatogramm eignet. Am Licht bleicht es bei Luftzutritt inner-
halb weniger Tage aus, wobei Abnahme der Wirksamkeit und der Extinktion
parallel gehen.

III.) Zur Frage der Einheitlichkeit des Actinomycins C

Die Existenz verschiedener Actinomycine steht in Analogie zum Vorkom-
men verschiedener Penicilline, Polymyxine, Subtiline, Enniatine usw.
und ist ein weiteres Beispiel fiir das bei Mikroorganismen ebenso wie hoheren
Pflanzen hiufig anzutreffende Prinzip, daB ein Verbindungstyp in mehreren,
einander sehr dhnlichen Varianten hervorgebracht wird. Ebenso wie bei den
Polypeptid-Antibioticis bietet im Actinomyein-Molekiil der vielleicht ebenfalls
polypeptidartig gebaute Aminosiureteil manche Méglichkeit fiir chemische
Abwandlungen.

Bei den Mikroorganismen gibt es fiir die Durchfiihrung des genannten Varia-
tionsprinzips folgende Wege: 1.) Jede der Arten, die zur Synthese des frag-
lichen Verbindungstyps befihigt sind, erzeugt nur eine chemische Variante.
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2.} Eine Spezies baut mehrere Varianten nebeneinander auf. 3.) Durch Muta-
tionen erwirbt ein Stamm die Fiihigkeit, neue chemische Abwandlungen des
Verbindungstyps durchzufiihren. Fiir den speziellen Fall der Actinomycine
ergibt sich demzufolge die Frage, ob die als A, B und C bezeichneten Vertreter
einheitliche, von verschiedenen Streptomyces-Arten gebildete Verbindungen
sind, oder aber Gemische von Actinomycinen, und zweitens die andere, ob ein
Stamm iiber lingere Zeit hin das gleiche bzw. die gleichen Actinomycine pro-
duziert. Die folgenden Befunde zeigen einen Weg, um diese Fragen zu kldren.

1m Laufe der Untersuchung fiel uns auf, dal unsere in letzter Zeit isolierten
Actinomycin-Priiparate sich von den zuerst erhaltenen durch eine groSere
Lislichkeit in Essigester und Alkohol unterscheiden und einen um 29 niedri-
geren Schmelzpunkt zeigen. Als wir daraufhin sorgfiltig gereinigte Priparate
erneut analysierten, fanden wir Analysenzahlen, die von den friiheren deutlich
abwichen. Dagegen war die spezifische Drehung und das durch katalytische
Hydrierung ermittelte Molekulargewicht innerhalb der Fehlergrenzen gleich-
geblieben. Besonders bemerkenswert ist, dall das Hydrolysat unserer ersten
Actinomycin-Priparate im Papierchromatogramm nicht den Fleck des /V-Me-
thyl-valins zeigte, der von den Flecken der anderen aus Actinomycin C abge-
spaltenen Aminosiuren gut abgetrennt und daher nicht zu tibersehen ist. Diese
Befunde lassen sich so deuten, daB bei unserem anfangs einheitlichen und maog-
licherweise nur ein Actinomycin produzierenden Stamm im Laufe vieler Uber-
impfungen Mutationen aufgetreten sind und jetzt eine Population mehrerer
Mutanten vorliegt, die verschiedene Actinomycine bilden. Unsere jetzigen
Priparate miiten dann Gemische verschiedener Actinomycine sein. Dall sie
sich trotzdem bei der fraktionierten Kristallisation aus verschiedenen l.6sungs-
mitteln und bei der Adsorptionschromatographie wie einheitliche Verbindungen
verhalten, ist nicht iiberraschend, denn bei dem grofien Molekulargewicht wer-
den sich geringfiigice Unterschiede in der Konstitution nur wenig auf die
physikalischen Eigenschaften auswirken. Da am ehesten noch ein Einflul auf
die Verteilungskoeffizienten zu erwarten war, kam zur Priifung auf Einheit-
lichkeit als einzige Methode die fraktionierte Gegenstromverteilung in Frage,
fiir die es zunichst ein geeignetes Losungsmittel-Paar zu finden galt. In Benzol-
Essigsiure, Butanol-Essigsiure und Ameisensiure-Methylenchlorid gab unser
Actinomyecin in der von N. Grubhofer1?) . beschriebenen Verteilungs-Appa-
ratur die fiir eine reine Substanz charakteristische Verteilungskurve. Anders
dagegen verhielt es sich, wie Abbild. 3 zeigt, in Ather — 6-proz. Salzsiiure. Die
hier erhaltene Verteilungskurve ist die eines Gemisches. Proben aus den
Spitzenfraktionen in Rohr 14, 17 und 21 wurden hydrolysicrt und papier-
chromatographisch auf Aminoséuren gepriift, wobei im Hydrolysat der letzten
Fraktion kein Threonin-Fleck zu beobachten war. Die Fraktionen 19--25
wurden zur Kontrolle nochmals iiber 40 Stufen verteilt. Die dabei gefundene
Kurve 2 zeigt, daB die Gegenstromverteilung iiber viele Stufen fortgesetzt
werden miilite, um zu vollig einheitlichen Fraktionen zu kommen.

Da Actinomycin siureempfindlich ist, konnte der Verlauf der Verteilungs-
kurve im System Ather—Salzsiiure durch die Entstehung von Siurespaltungs-
" 10 Chem.-Ing.-Technik 22, 209 [1950].
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produkten des Antibioticums zustande kommen. Dagegen sprechen jedoch fol-
gende Beobachtungen: Actinomycin C verindert in 6-proz. Salzsdure bei Aus-
schluB von hellem Licht innerhalb der fiir die Verteilungsoperation erforder-
lichen Zeit von etwa 2 Stdn. weder seine biologische Wirksamkeit noch seine
Extinktion. Ferner sind die Verteilungskurven mit einem bereits einmal der
Verteilung unterworfenen Priparat gut reproduzierbar. Auch die Auffindung
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Abbild. 3. Verteilung von Actinomycin C im System Ather—5.6-proz.

Salzsiure. Kurve 1: Priaparat aus stindig iiberimpftem Stamm.

Kurve 2: Frakt. 19—25 davon neuerlich verteilt. Kurve 3: Priparat
aus nicht Giberimpftem Stamm. Extinktion bei 450 my gemessen

einer threonin-freien Fraktion kann nicht auf hydrolytische Wirkung der Siure
zuriickgefiihrt werden, denn zur Abspaltung von Aminosiuren aus Actino-
mycin Csind nach unseren Erfahrungen weit energischere Bedingungen erfor-
derlich, als sie bei der fraktionierten Verteilung vorliegen. Wenn man diese
Befunde als Beweis dafiir gelten 1a8t, daB bei der Verteilung keine Veridnde-
rung des Actinomycins C durch die Sdure eintritt, dann bleibt zur Deutung
der Verteilungskurven nur die Annahme iibrig, daBl unser Actinomycin-Pri-
parat ein Gemisch verschiedener Actinomycine ist. Eine endgiiltige Bestiti-
gung kann nur auf priparativem Wege erbracht werden, eine Aufgabe, die wir
in Angriff genommen haben. Wir behalten vorliufig die Bezeichnung Actino-
mycin C bei, um zum Ausdruck zu bringen, dal} sich unser Priparat von den
beiden anderen bisher bekannten Actinomycinen unterscheidet, die moglicher-
weise ebenfalls Gemische sind.

DaB im Gegensatz zu den anderen bisher untersuchten Lésungsmittel-
Paaren nur in Ather-Salzsiure eine Auftrennung erfolgt, kénnte daran liegen,
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daB hier die Basizitit des Actinomycins mit ins Spiel kommt und die gegen-
seitige Mischbarkeit der beiden Phasen geringer ist als bei den anderen 1.&-
sungsmittel-Paaren.

Von groBem Interesse wiire es gewesen, das zu Beginn unserer Arbeiten
gewonnene Actinomycin C anhand seiner Verteilungskurve mit unseren jetzi-
gen Priiparaten zu vergleichen, um festzustellen, ob unser Stamm urspriing-
lich nur ein Actinomycin gebildet hat. Leider stand uns dafiir keine Probe
mebr zur Verfiigung. Wir haben aber aus einer seit einem Jahr nicht mehr
itberimpften Kultur unseres Stammes ein Actinomycin isoliert, das im Gegen-
strom-Verfahren zwischen Ather und 6-proz. Salzsiure verteilt eine ganz an-
dere Kurve lieferte als das aus dem laufend iiberimpften Stamm gewonnene
Actinomyein (Abbild. 3, Kurve 3).

Aus dem Vergleich der beiden Kurven 18t sich unter der Voraussetzung,
daB keine Siureschidigung des Actinomycins eintritt, der Schlul ziehen, dall
ein hiufig iberimpfter Stamm ein komplizierteres Actinomycin-Gemisch bildet
als ein nur selten iiberimpfter, was in Einklang mit der oben geiuflerten An-
nahme steht, daB im Laufe der Uberimpfungen eine Population von Mutanten
gebildet wird. Wir sind damit beschiftigt, zu priifen, ob ein véllig einheit-
licher, aus einer Einspor-Kultur gewonnener Stamm zunéchst nur ein Actino-
mycin erzeugt.

Die in diesem Abschnitt geschilderten Befunde machen es wahrscheintich,
daB mindestens ein Teil der bisher verwendeten Priparate Gemische verschie-
dener ‘Actinomycine gewesen sind. Zur Frage, wieweit solche Gemische zur
Konstitutionsermittlung verwendet werden kénnen, 18t sich folgendes sagen:
Wenn sich die verschiedenen Actinomycine im Aminosiureteil ihres Molekiils
unterscheiden, kénnen fiir dessen Aufklirung selbstverstindlich nur einheit-
liche Priparate verwendet werden. Diese Arbeit bleibt aber einem spéteren
Stadium der Konstitutionsermittlung vorbehalten. Zunichst kam es darauf
an, zwei Aufgaben zu 16sen, nimlich erstens, einen Weg zu finden, um den
chromophoren Teil in Form kristallisierter Abbauprodukte aus dem Actino-
mycin-Molekiil herauszulésen, und zweitens die methodischen Grundlagen fiir
die Identifizierung und quantitative Bestimmung der beim Abbau entstehen-
den Aminosiiuren zu schaffen. Beides kann auch mit Actinomycin-Gemischen
durchgefithrt werden. Unter diesem Gesichtspunkt sind die im folgenden ge-
schilderten Ergebnisse zu bewerten.

Unsere bisherigen Versuche zur Abspaltung des chromophoren Teils sollen
hier nur kurz erwihnt werden. Wie schon oben berichtet, fillt bei der Saure-
hydrolyse des Actinomyecins C ein braunschwarzer Niederschlag aus, der zweifel-
los dem aminosiurefreien Teil des Molekiils entstammt. Er enthilt neben
gelbroten Fraktionen schwarze, melaninghnliche Anteile. Kristallisierte Abbau-
produkte konnten wir aus diesem Niederschlag bisher nicht gewinnen. Da die
melaninihnlichen Produkte wahrscheinlich bei einer tiefer greifenden Umset-
zung aus der chinoiden Gruppe entstehen, wurde die Siurehydrolyse bei Gegen-
wart von Reduktionsmitteln wie Schwefliger Saure oder Zinn(II)-chlorid vor-
genommen. Tatsichlich unterblieb dabei die Bildung der Melanine vollig und
es entstanden rein gelbe Abbauprodukte, mit deren Untersuchung wir beschaf-
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tigt sind. Erfolgreicher waren Versuche, den chromophoren Teil mit Barium-
hydroxvyd abzuspalten, denn dabei konnte ein aminosiurefreies, kristallisiertes
Abbauprodukt gefaBt werden!!), iiber das in einer spiteren Mitteilung ausfiihr.
lich berichtet wird. Dieses Verfahren erméglicht, einen Einblick in die Konsti-
tution des chromophoren Teils zu gewinnen und die Frage zu kliren, ob die
verschiedenen Actinomycine im Bau des chromophoren Teils {ibereinstimmen.

IV.) Trennung und Identifizierung der Aminosiuren

Bei der Siurehydrolyse des Actinomycins C erhilt man etwa 609, des
Ausgangsmaterials als kristallisiertes Aminoséure-Gemisch, iliber dessen Zu-
sammensetzung die Papierchromatographie die ersten Anhaltspunkte lieferte.
Zur endgiiltigen Identifizierung der Aminosiduren, besonders auch hinsichtlich
ihrer Konfiguration, war es unerliaBlich, sie in Substanz zu isolieren. Die Me-
thode der Wahl war dafiir ohne Zweifel die Verteilungschromatographie mit
Stirke oder Cellulose als Triger der stationdren Phase. Da aber zur Zeit un-
serer Hydrolyseversuche dieses Verfahren in priparativer Hinsicht fiir die
Verarbeitung von 0.5-1 g Aminosiuregemisch noch nicht erprobt war und
andererseits das Hydrolysat unserer ersten Actinomycin-Priparate im Papier-
chromatogramm nur vier Aminosiuren, darunter Prolin, erkennen lieB, haben
wir zunichst untersucht, wieweit sich mit Hilfe der klassischen Methoden eine
Trennung des Gemisches erreichen ldBt. Dabei konnte [-Prolin ohne Schwie-
rigkeit iiber das Reineckat abgetrennt und durch Analyse und spezif. Dre-
hung identifiziert werden. Bei der fraktionierten Kristallisation aus Alkohol
erhielten wir in kleiner Menge I-Threonin und in guter Ausbeute eine schon
kristallisierte Amincsiure, bei der die Entscheidung zwischen d-Isoleucin
und d-Allo-isoleucin zunichst nicht sicher zu treffen war, und schlieBlich
als die vierte Komponente des Gemisches eine Verbindung vom Schmp. 160°,
die keine primire Amino-Gruppe enthielt, mit Hypochlorit Methylamin ent-
wickelte und daher als N-Methyl-aminosiure angesprochen wurde?). Thr Ry-
Wert war dem des Valins sehr d#hnlich. Nach den unten angefiihrten Befun-
den liegt die Annahme nahe, daB ein Gemisch aus Sarkosin und Valin vor-
gelegen hat!?).

Die Versuche zeigen, daB mit den klassischen Methoden bis zu einem ge-
wissen Grade eine Trennung des Gemisches zu erreichen ist. Da sie aber mit
Verlusten verbunden ist und fiir ein Gemisch von sechs Aminosiuren, wie es
bei der Hydrolyse spiter erhaltener Actinomycin-Priparate auftrat, sicher
nicht in Betracht kam, haben wir uns der Frage zugewandt, in welcher Form

11) H. Brockmann u. N. Grubhofer, Naturwiss. 37, 494 [1950].

12) Damit stehen allerdings folgende Befunde nicht in Einklang ;: Da bei der van Styke-
Bestimmung kein Amino-Stickstoff gefunden wurde, kann nur sehr wenig Valin vorhanden
gewesen sein. Es igt unwahrscheinlich, daB eine so geringe Valinmenge den Schmelzpunkt
des Sarkosins von 205° auf 160° herunterdriickt. Ferner lieB sich die Fraktion vom Schmp.
160? in ein gut kristallisiertes 3.5-Dinitro-benzoat vom Schmp. 186° iiberfiihren, wih-
rend der des Sarkosin-dinitrobenzoates bei 153.5° liegt. Es scheint uns demnach nicht
ganz ausgeschlossen, daB unser damaliges Actinomycin ein Abbauprodukt geliefert hat,
das bei den spater erhaltenen Priparaten nicht mehr aufgetreten ist.
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die Verteilungschromatographie am zweckmiBigsten in priparativem MaB-
stab anzuwenden ist. Wiahrend im Papierchromatogramm bis dahin nur Men-
gen unterhalb 1 mg verarbeitet worden waren, lagen Versuche von W. H.
Stein und St. Moore3) vor, bei denen an Stirkesiulen etwa 25 mg Amino-
siure-Gemisch pro Siule eingesetzt wurden. Da aber besondere Stirkesorten
fiir diese Methode erforderlich sind, und fiir ihre Anwendung auf grélere Men-
gen zeitraubende Vorarbeiten notig erschienen, hielten wir es fiir einfacher,
die Papierchromatographie zur priparativen Trennung unseres Gemisches
heranzuziehen. Das ist, wie wir fanden, in verh'a;ltnismz‘iﬁig einfacher Weise
moglich, wenn man wie bei der zweidimensionalen Papierchromatographie
ganze Bogen verwendet und auf diese das Hydrolysat als Streifen parallel
zu einer Kante auftrigt. Je 10 solcher Bogen, von denen jeder etwa 10 mg
Aminosiure-Gemisch trigt, werden in die fiir zweidimensionale Papierchro-
matographie gebriuchlichen Glaskisten gehingt. Die in Abbild. 4 gezeigte
Anordnung gestattet, 10 Bogen aus einem Trog zu triinken, ohne daf3 sich
diese gegenseitig berithren. Beim Entwickeln der Chromatogramme bilden

,@IS ®.®‘® ShONS- NS

Hydrolysar

Abbild. 4. Anordnung zur priparativen Trennung von Aminosiuren an Papierbégen

sich bandférmige Zonen, die nach MaBgabe eines mit Ninhydrin behandelten
Test-Streifens ausgeschnitten und eluiert werden. Da fiinf Kisten gleichzeitig
beschickt wurden, konnten etwa 500 mg Aminosiure-Gemisch in einem An-
satz verarbeitet werden. Bei Verwendung von o-Kresol als mobile Phase traten
auf den Bogen fiinf und bisweilen sechs Zonenbinder auf, die im folgenden
nach steigenden Rg-Werten, also von oben nach unten numeriert sind. Zone I,
V und VI waren stets gut abgesetzt, wihrend IT, III und IV hiufig iiber-
lappten. Ihre vollstindige Trennung gelang, wenn sie gemeinsam eluiert und
einer erneuten Bogenchromatographie: mit Butanol—20-proz. Essiggiure als
mobiler Phase unterworfen wurden. Die Reihenfolge der Fraktionen blieb da-
bei die gleiche.

13) Journ. biol. Chem. 178, 52 [1948].
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Wihrend unserer Untersuchung erschien eine Mitteilunz von H. K. Mit-
chel und F. A. Haskins4) iiber eine interessante Ausfiilhrungsform der Ver-
teilungschromatographie, bei der als Triiger der stationiren Phase Cellulose
in Form eines zusammengepreBten Stapels aus Rundfiltern, eines sog. ,,Chro-
matopile’ verwendet wird. Eine Anwendung auf unser Aminoséiure-Gemisch
ergab, dal die Trennleistung des Chromatopiles unzureichend war.

Sehr wertvoll erwies sich bei unseren Arbeiten der mikrobiologische Amino-
siure-Test, der nicht nur eine Kontrolle unserer analytischen Befunde, son-
dern auch quantitative Angaben iiber den Aminosiuregehalt des Hydrolysates
ermiglichte5).

Aus Zone T der Chromatogramme konnte nur wenig [-Threonin erhalten
werden, das durch Analyse, Biuret-Reaktion uvnd Oxydation zu Acetaldehyd
identifiziert wurde. Die spezif. Drehung war wesentlich geringer, als in der
Literatur angegeben. Da uns nur wenige Milligramm zur Verfiigung standen,
messen wir dieser Abweichung keine groBe Bedeutung bei. Mikrobiologisch
wurden im Hydrolysat 4.39%, Threonin gefunden. Um festzustellen, in welchem
Umfang es unter unseren Hydrolyse-Bedingnngen zerstort wird, haben wir
Actinomycin C unter Zusatz einer bekannten Menge d,l-Threonin hydroly-
giert. Aus dem mikrobiologisch ermittelten Threoningehalt des Hydrolysates
ergab sich ein Verlust von etwa 119, der Ausgangsmenge.

Die ldentifizierung des Abbauproduktes aus Zone II als Sarkosin gelang
erst, als wir durch die Befunde von Todd!¢) auf diese Aminosiinre aufmerk-
sam wurden. Die anfallende Menge war gering; die Charakterisierung erfolgte
durch Elementeranalyse und die Rp-Werte in verschiedenen Lésungsmitteln.

Die bei den ersten Versuchen in sehr geringer Menge aus Zone 11T gewon-
nene Aminosiure gab eine rein blaue Ninhydrin-Reaktion und stimmte in ihren
Rg-Werten gut mit Valin iiberein. Da im Actinomycin-Hydrolysat mikro-
biologisch kein [-Valin nachzuweisen war, wurde das Gemisch der Zonen II,
IIT und IV mit Bariumhydroxyd racemisiert und erneut mikrobiologisch ge-
priift. Der jetzt gemessene [.Valingehalt betrug 29, woraus folgt, daB das
Gemisch der drei Fraktionen vor der Racemisierung 4%, d-Valin enthalten
hat. Bei einem groBeren Ansatz konnte d-Valin in einer zur Analyse aus-
reichenden Menge gewonnen werden, so daf3 auch die Charakterisierung durch
Schmelzpunkt, spezif. Drehung und Analyse méglich war.

Wesentlich besser als beim Sarkosin und Valin war die Ausbeute an der
Aminosiiure aus Zone IV. Dem Rp-Wert und den Analysenergebnissen nach
gehort sie in die Gruppe der Leucine. Da ihre spezif. Drehung in Wasser und
Salzsiure die gleiche Richtung hat, kann weder Leucin noch Norleucin vor-
liegen, denn bei beiden dndert sich beim Ubergang von Wasser zu Salzsiure
die Drehunggrichtung. Da unsere Aminosiure linksdrehend ist, war zwischen

14y Science 110, 278 [1949].

16) Seine Durchfiihrung im Werk Elberfeld der Farbenfabriken Bayer ver-
danken wir Hrn. Dr. E. Auhagen u. Hrn. Dr. J. Schgid. Lit.: E. E. Snell, Advances
in Protein Chemistry II, 85 [1945].

16y Herr Prof. Todd war so freundlich, uns brieflich von der Auffindung des Sarko-
sing als Spaltprodukt des Actinomycing B Mitteilung zu machen.
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d-Isoleucin und d-Allo-isoleucin zu entscheiden. Ein Vergleich der spezif.
Drehung und der Schmelzpunkte von drei Derivaten (Tafel 2) la3t diese Ent-
scheidung zugunsten des d-Allo-isoleucins ausfallen.

Tafel 2. Vergleich der Abbau-aminosdure mit d-Isoleucin und d-Allo-

isoleucin
- —
d-Tsoleucin | d-Allo-isolencin __4Pbau-
‘ © aminosiure
[a]}j (Wasser) 1070 ‘ —14.20 —15.6°
(2]} (Salzsiure) . —416° | 3800 --31.8°
Schmp. d. Phenylisocyanat-Verb, 121-1270 | 151° ﬁ 157°
Schmp. d. Naphtylisocyanat-Verb. . 179¢ 169° - 167-168°
Schmp. d. Formyl-Derivates 156° ? 126° : 125°
{a]]; desMethyl-dthyl-acetaldehyd- i ‘ :
dlmtrophenyl hydrazons (Chloro-
form) —21.20 -+18° ; +14°

Eine endgiiltige Bestitigung dafiir brachte der oxydative Abbau zum Me-
thyl-dthyl-acetaldehyd, der bei unserer Aminosiure und bei syntheti-
schem d-Allo-isolcucin ein rechtsdrehendes 2.4-Dinitro-phenylhydrazon lieferte,
wihrend das 2.4-Dinitro-phenylhydrazon des aus d-Iscleucin erhaltenen Me-
thyl-ithyl-acetaldehyds linksdrehend war. Die unnatiirliche d-Konfiguration
unseres Abbauproduktes gibt sich iibrigens auch durch seinen siilen Ge-
schmack und den Abbau mit d-Aminoséiure-oxydase zu erkennen.

Allo-igoleucin ist unseres Wissens bisher nicht in der Natur aufgefunden.
Das Vorkommen der d-Konfiguration ist nicht iiberraschend, denn auch in
anderen Antibioticis hat man Aminoséuren mit d-Konfiguration gefunden, so
z.B. d-Leucin im Gramicidin und Subtilin.

Das Vorliegen von Prolin in Zone V gab sich schon durch die gelbe Nin-
hydrin-Reaktion zu erkennen. Nach Sublimation im Hochvakuum fanden wir
den Schmp. 2197 und [«]p: —76.0° (Wasser). Fiir die besten Priparate ist
Schinp. 2229, [«]5"* : —85.0° angegeben.

Mikrobiologisch wurden im Aminosduregemisch der Actlnomycm C-Hydro-
lyse 209, I-Prolin gefunden.

N-Methyl.l-valin, das sich in der untersten Zone der Papierchromato-
gramme findet, ist erst kiirzlich von A. H. Cook??) sowie von P1. A. Plattner
und U. Nager!®) als Baustein polypeptidéhnlich gebauter Antibiotica aus
Fusarien entdeckt worden. Unser Priparat wurde durch Schmelzpunkt, Ana-
lyse und Farbreaktion mit Nitrobenzoylchlorid charakterisiert. Seine spezif.
Drehung in Wasser und Salzséure stimmt gut mit den von Plattner und
Nager angegebenen Werten iiberein.

Zusammenfassend 1i8t sich sagen, daB bei der Siurehydrolyse des Actino-
mycins C die gleichen Aminoséuren entstehen wie aus Actinomycin B, aufler-
dem aber noch d-Allo-isoleucin. Von groSler Bedeutung fiir die Kenn-
zeichnung der verschiedenen Actinomycine und ihre Konstitutionsermittlung

17y A, H. Cook, S. F. Cox, T. H. Farmer u. M. 8. Lacey, Nature 160, 31 [1947].
18y Helv. chim. Acta, 31, 665 [1948].
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ist die quantitative Aminosiure-Bestimmung. Sie setzt voraus, dafl bei der
Hydrolyse alle Aminosiuren unverdndert und vollstindig aus ihren Bindun-
gen herausgelsst werden. Bet den im Actinomyecit C nachgewiesenen Amino-
siuren ist eine im gréBeren Umfange eintretende Zerstorung durch die Sdure
nicht zu befiirchten. Zu beriicksichtigen ist aber, dal die Actinomycine eine
anscheinend chinoide Gruppe enthalten, die oxydierend wirken kann. Sie
durchliuft dabei, wie die oben erwihnten Reduktionsversuche zeigen, eine
tiefgriine Zwischenstufe. Die bet Hydrolyse unter Luftabschlufl zu beobach-
tende Griinfirbung der Reaktionslésung ist daher ein Zeichen, daB sich der
chromophore Teil des Actinomycins oxydierend betitigt. Die Befiirchtung,
daB dadurch ein erheblicher Teil des Threonins zerstért wird, scheint, wie die
oben erwihnte und unter Zusatz von Threonin durchgefiihrte Hydrolyse zeigt,
nicht berechtigt zu sein?®).

Nimmt man an, dal der mikrobiologisch gefundene Gehalt des Aminoséure-
gemisches an Prolin, Valin und Threonin annéhernd richtig ist, so lassen
sich auf Grund folgender Uberlegungen auch iiber die Mengen der drei anderen
Aminosiiuren gewisse Angaben machen. Dus bei der Hydrolyse anfallende
kristallisierte Aminosiure-Gemisch enthielt 9.6%, Gesamt-N, 3.1%, Amino-N
und 4.7%, Methylimid-N; daraus ergeben sich 1.8%, Imino-N. In guter Uberein-
stimmung damit berechnen sich aus dem mikrobiologisch ermittelten Prolin-
gehalt von 209, 1.99, Imino-N fiir das Gemisch.

Da im Aminosiure-Gemisch 4.3%, I-Threcnin vorhanden sind, ist dieses
mit 0.4% an den 3.1% Amino-N des Gemisches beteiligt.

Demnach stammen die restlichen 2.79, Amino-N des Gemisches aus d-Allo-
isoleucin und d-Valin. Um aus dieser Zahl auszurechnen, wieviel Prozent
d-Allo-isoleucin und d-Valin im Gemisch vorhanden sind, mu8 man ihr Men-.
genverhiltnis zueinander kennen.

Dieses Verhiltnis ergibt sich aus der Analyse der vereinigten Fraktionen II,
IIT und IV des Papierchromatogrammes. Wie oben gezeigt, enthielt dieses
Gemisch 49, d-Valin. Fiir Sarkosin errechnet sich aus dem Methyl-N-Wert
des Gemisches ein Gehalt von 5.5%,. Danach enthilt das Gemisch der drei
Fraktionen 90.5%, d-Allo-isoleucin. Das Mengenverhiltnis- Valin : Allo-isoleu-
cin ist also 1:22. Daraus und aus den 2.7%, Amino-N berechnet sich fiir das
bei der Hydrolyse erhaltene Aminosiure-Gemisch ein Gehalt von 249, d-Allo-
isoleucin und rund 19, d-Valin.

Da im Gemisch der Fraktionen II, IIT und IV 5.59%, Sarkosin enthalten
sind, muB dieses Gemisch rund 279, des Gesamthydrolysates betragen. Da-
mit steht in guter Ubereinstimmung, daB bei der chromatographischen Tren-
nung 23%, des Ausgangsmaterials als Gemisch von d-Allo-isoleucin, Sarkosin
und d-Valin isoliert werden konnten. Hieraus folgt weiter, daB3 das Sarkosin
zu 1.6%, im Gesamtgemisch der Aminoséuren vorhanden sein muB.

1%) Jedoch kann man gegen diesen Versuch einwenden, da Aminosiuren im Verband
bekanntlich empfindlicher gegen Siure sein kénnen und ferner, daB ein Verlust von 109,
Threonin bei groBem UberschuB an dieser Aminosiure nicht unbedingt besagt, daB bei
der ohne Zusatz durchgefiihrten Hydrolyse auch nur 109 der vorhandenen Menge ver-
lorengehen. Der gefundene Threoningehalt ist daher mit Vorbehalt zu bewerten.
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Ein Sarkosingehalt von 1.6%, im Gesamtgemisch der Aminosiuren wiirde
fir dieses 0.25%, Methylimid-N ergeben. Zieht man diese Menge von den
gefundenen 4.79%, ab, so bleiben 4.459%, fiir N-Methyl-l-valin. Seine Menge
im Hydrolysat wiire demnach 42%,. Man kommt so zu der in Tafel 3 angege-
benen Zusammensetzung des Aminosiure-Gemisches.

Tafol 3. 7 4 In die Zahlen der Tafel 3 gehen die Feh-
Tufl 3 Zussmmensetzing 07l dor Amino-X-, MothylN.9) und Ge.
Gemisches samt-N-Bestimmungen, die des mikrobio-

logischen Téstes und schlieBlich die bei der
| Hydrolyse entstehenden Verluste ein. Die
{-Threonin ...... ‘ 4.3 Fehlerbreite ist daher nicht unerheblich.

Aminoséure ‘ Prozentgehalt

Sarkosin ........ | 1.6 Trotzdem zeigt die Zusammenstellung mit
i'Xﬁh"‘ SR 1 21 aller Deutlichkeit, dal zwei Aminosiuren,
d-Allo-isoleuncin .. s lich d.Vali . ’
LProlin .. .. ... | 2 nédmlich d-Valin und Sarkosin, in wesent

N-Methyl-L-valin . | 42 lich kleinerer Menge vorl.landen‘ gind als
\ —929  N-Methyl-l-valin, d-Allo-isoleucin und I-
Prolin,die anndhernd im Verhiltnis 2:1 : 1
vorliegen. Nimmt man an, daB nur ein d-Valin- und ein Sarkosin-Rest im
Actinomycin-Molekiil vorhanden ist, dann miiBte das Mol.-Gewicht ein Viel-
faches von 1200 sein. Um den gleichen Faktor mii3te auch die Zahl der chro-
mophoren Gruppen groBler werden. Wie schon oben gesagt, scheint uns ein
o groBes Mol.-Gewicht unwahrscheinlich. Angesichts der im Abschnitt ITI
geschilderten Befunde méchten wir den geringen d-Valin- und Sarkosingehalt
vielmehr als weiteren Hinweis dafiir ansehen, da unser Actinomycin nicht
einheitlich, sondern ein Gemisch ist. d-Valin und Sarkosin wiirden dann
Komponenten des Gemisches entstammen, die nur in untergeordneter Menge
vorhanden sind. Der Beweis dafiir wire erbracht, wenn es gelinge, durch
Gegenstromverteilung des Actinomycins C Fraktionen zu erhalten, deren
Hydrolysat im Papierchromatogramm kein Sarkcsin oder Valin zeigt.

V.) Milde Sdurehydrolyse des Actinomycins C

Wie schon Waksman bei seinem Actinomycin A beobachtete, verliert
auch Actinomycin C bei kurzem Erwirmen mit Siure seine antibiotische und
toxische Wirkung. Unsere Versuche, durch kurzdauernde Einwirkung von
Siure zu definierten Abbauprodukten zu kommen, sind bisher unbefriedigend
verlaufen, so daB3 nur kurz dariiber berichtet werden soll. LiB8t man 6n HCI -
20 Min. bei 100° auf Actinomycin einwirken, so hinterbleibt beim Verdampfen
der Reaktionslésung ein gelbroter Riickstand, der im Gegensatz zum Actino-
myecin in Wasser gut léslich ist. Er besteht aus den Hydrochloriden gelbroter,
basischer Abbauprodukte. Die Basen selbst lassen sich durch mehrmaliges
Abdampfen mit Wasser aus den Hydrochloriden gewinnen und sind wasser-
unléslich. Bei der milden Salzsiure-Spaltung des Actinomyecins wird auf das
Mol.-Gew. 1200 berechnet 0.9 Mol. NH, frei. Eine Abspaltung von Amino-
sduren tritt dagegen nicht ein.

20) Manche Aminosiuren geben bei der Methylimid-Bestimmung Blindwerte, so daf§
die von uns gefundenen Zahlen fir N—CH; zun hoch sein kénnen.
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Durch Adsorption an Aluminiumoxyd lassen sich die Abbaubasen in zwei
Hauptfraktionen zerlegen, eine, die als orangefarbene Zone fest adsorbiert, und
eine, die leicht eluiert wird. Wir haben sie diesem chromatographischen Ver-
halten entsprechend als Zonenbase und Eluatbase bezeichnet. Beide lassen
gich in amorphe Pikrate und Pikrolonate iiberfiilhren. Bei der Hydrolyse des
Actinomycins entsteht zuerst die Eluatbase, die durch weitere Sidureeinwir-
kung in die Zonenbase iibergeht. Mit Salpetriger Siaure entwickeln beide Frak-
tionen nur sehr wenig Stickstoff, bilden aber rote Nitrosoverbindungen. Die
Zonenbase zeigt amphoteres Verhalten; sie 148t sich mit Methanol und Salz-
siure verestern.

Bemerkenswert ist das Verhalten der Abbaubasen gegen Reduktionsmittel.
Durch Zinn(IT)-chlorid werden sie iiber eine tiefgriine Zwischenstufe zu einer
blaBigelben Leukoverbindung reduziert, die an der Luft unter Durchlaufen der
griinen Stufe wieder ihre anfingliche gelbrote Farbe annimmt. Mit Schwefel-
wasserstoff bleibt die Reduktion auf der griinen Zwischenstufe stehen. Her-
vorzuheben ist, daB3 die Griinfirbung viel deutlicher und leichter eintritt als
beim Actinomycin C, bei dem wir sie daher erst spiter aufgefunden haben.
In Eisessig hat das griine Semichinon Banden bei 684, 622 und 568 my.

Eine eingehendere Untersuchung der beiden Basen hat ergeben, daf sie
Gemische sehr dhnlicher Verbindungen sind. In Ubereinstimmung . mit der
oben erwihnten Beobachtung, daBl hei der Salzsiiureeinwirkung unter den von
uns gewdhlten Bedingungen keine Aminosiduren abgespalten werden, erhiit
man bei der energischen Hydrolyse der Abbaubasen die gleichen Aminosduren
wie aus Actinomycin C. DaB nach 20 Min. langer Einwirkung von 6r HCI
bei 100° noch keine Aminosiuren abgespalten werden, ist bemerkenswert,
denn Polypeptide werden nach unseren Erfahrungen unter diesen Bedingungen
schon merklich hydrolysiert. Bei einem Hydrolyse-Versuch, bei dem Actino-
mycin C in einer Mischung aus gleichen Teilen Eisessig und 10-proz. Salzsiiure
bei 37° aufbewahrt wurde, lieBen sich erst nach 2 Wochen N-Methyl-valin
und d-Allo-isoleucin im Papierchromatogramm nachweisen.

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und dem Werk Elberfeld der Farben-
fabriken Bayer, insbesondere Hrn. Dr. Auhagen, Hrn. Dr. Bohne, Hrn. Dr. Friedrich
und Hm.Dr. Schmid danken wir fiir weitestgehende Unterstiitzung, die allein die Durch-
fahrung unserer Arbeiten moglich gemacht hat.

Hrn. Prof. Todd, Cambridge, sind wir fiir kollegialen Erfahrungsaustausch sehr ver-
bunden.

Beschreibung der Versuche

1.) Darstellung und Eigenschaften des Actinomycins C

Nach Untersuchungen von W. Lindenbein?!) unterscheidet sich unser Streptomyces-
Stamm morphologisch und physiologisch eindeutig von Streptomyces antibioticus, aus dem
Waksman das Actinomycin A isoliert hat. Auch mit Str. flaveolus und Str. fulvissimus
ist er nicht identisch, so daB offenbar eine bisher unbekannte Spezies vorliegt. ‘

Die Kultur unseres Stammes wurde bei 28° in P-Kolben, bei GroBansitzen im Sub-
mersverfahren durchgefiihrt??). Die Nahrlosung enthielt in 1 { dest. Wasser: 20 g Gly-

21) Wird demniichst an anderer Stelle veréffentlicht.
22) Fiir die Durchfiihrung dieser Ansiitze sind wir dem Werk Elberfeld der Farben-
fabriken Bayer zu groBem Dank verpflichtet.
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cerin, 10 g KNO,, 5 g K,HPO,, 5 g NaCl, 5 g MgSO,-7 H,0, 0.01 g FeSO,-7 H,0. In der
braungelben, mit dichtem Mycel bewachsencn Nihrlésung der P-Kolben war nach 26 Ta-
gen der Actinomycingehalt auf etwa 100 mg/l angestiegen.

Das Mycel wurde auf grobem Leinen abfiltriert, bei 100° getrocknet und feinvermahlen
mit Benzol extrahiert. Die Kulturlgsung wurde erschopfend mit Butylacetat ausgeriihrt
urid dieses anschlieBend i.Vak. verdampft. Den sirupésen Butylacetat-Riickstand ver-
einigte man mit dem Benzolextrakt des Mycels und filtrierte die so erhaltene Benzollésung
durch eine Adsorptionssiule aus Aluminiumoxyd II. Beim Entwickeln des Chromato-
gramms mit reichlich Benzol erschien ein gelber Vorlauf, dessen Verdampfungsriickstand
neben viel Fett ein rotes, wasserlosliches Ol enthielt. Es war bakteriostatisch unwirksam
und durch einen starken ,,Erdgeruch** ausgezeichnet.

Die unterste orangerote Zone des Chromatogramms, etwa die Hilfte von dessen Linge
ausmachend, enthielt das Actinomycin C. Aus den dariiberliegenden braunen Zonen
lieBen sich schwach wirksame, wasserlosliche, braune (le eluiereh, die nicht niher unter-
sucht wurden.

Die aus der Sidule abgetrennte Actinomycin-Zone wurde auf einer Glassinternutsche
mit Essigester eluiert und das nochmals filtrierte Eluat fast zur Sirupkonsistenz eingeengt. .
Den Riickstand versetzte man sogleich mit dem doppelten Vol. frisch dest. Schwefelkohlen-
stoffes, aus dem das Actinomyoin C nach kurzer Zeit auskristallisierte. Nach Waschen
mit Essigester-Schwefelkohlenstoff (1 : 2) und anschlieBend mit Schwefelkohlenstoff wurde
aus Essigester umkristallisiert. An Stelle des Essigesters kann auch Ather, Methanol oder
Methylal verwendet werden.

Die bei unseren ersten Versuchen erhaltenen Priparate sind, sofern sie Unterschiede
zu den spiter erhaltenen zeigten, durch den Zusatz (alt) bzw. (neu) gekennzeichnes.

Actinomyecin C (neu) schmilzt bei 252° unter Aufschiumen und Dunkelfirbung. Da
schon unterhalb des Schmelzpunktes langsam Zersetzung eintritt, wurde stets bei 240°
in den Berl-Block eingesetzt und die Temperatur 4°/Min. gesteigert. _

Von konz. Schwefelsiure wird das Antibioticum mit roter Farbe aufgenommen, in
wilr. Alkalilauge ist seine Lioslichkeit nicht groBer als in Wasser. Alkohol. Alkalilauge
168t mit brauner Farbe. In Claisen-Lauge ist die Farbe anfangs purpurrot und wird dann
schnell braun. Das spezif. Gewicht von Actinomycin (' (alt) ist 1.0155.

Loslichkeit von Actinomycin C-Priparaten
(Die Zahlen bedeuten g/100 g Lésungsmittel)

Actinomycin (' (alt) Actinomycin C (neu)
Absol. Alkohol .............. 7 Absol. Alkohol ............ 13
Benzol ............... ..., 27 Benzol ...............
Chloroform ................. 65 Chloroform ........... =~ 100
Aceton ............. ... ... 120 Aceton ..............

Wasser ..........c.coviien 0.14 Essigester ................ 0.78
Wasser 98° .. ............... 0.05 Schwefelkohlenstoff ........ 0.07
Abhiéngigkeit der.spez. Drehung von der Kongzentration (in Athanol)

Konzentrat. in mg/cem .. .. 5.00 2.50 1.00 0.50 0.25
Actinomycin C(alt): [a]fj: --319°(+3) —312° —290° --250° —240°
ActinomycinC(neu): [«]f l": —309° (+3)

Actinomyecin C (alt): (4,H;y0,,N;, (1260.4)
Ber. C59.00 H7.12 N12.22 5 N-CH, 5.95, 8 akt. H 0.64

Gef. C59.03,59.06 H 7.04,7.10 N 12.27°), 12.21**) N-CH, 5.4 akt. H 0.63

*) Mittelwert aus 2 Bestlmmungen von mehrfach umkristallisiertemm Prdparat, getr. bei
1209/0.04 Torr iiber P40

**) Mehrfach umkrlstalllslertes, aus Aceton mit Petroldther amorph ausgefalltes und in glei-
cher Weise getrocknetes Priparat.

Mol.-Gew. nach Rast in Campher: Gef. 705, nach Beckmann in Phenol: gef. 915,
nach Barger-Rast in Tetrahydrofuran: gef. 876—944.
Actinomycin C (neu): CygHyy016Ny, (1214)
Ber. (‘159.75 H6.91 N 12.70 Gef. ('59.65 H 6.87 N 12.75
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Katalytische Hydrierung: In einer Halbmikro-Apparatur verbrauchten 100 mg
Actinomycin C (alt) in 7 cem Eisessig b.Ggw. von 100 mg Pt-Katalysator (Adams-Shri-
ner) 1.8 cem Wasserstoff. In einem zweiten Versuch wurden von 208.9 mg Actinomycin C
(alt) in 8 ccm Eisessig mit 100 mg Pt-Katalysator 4.3 ccm Wasserstoff aufgenommen.
In einer Differential-Apparatur nahmen 330.9 mg Actinomycin C (neu) in 5 ccm Eigessig
mit 200 mg Katalysator 6.1 ccm Wasserstoff auf (Abbild. 2). Die aus dem Wasserstoff-
verbrauch ber. Werte fiir das Mol.-Gew. sind 1280, 1110, 1218 (125).

Aufarbeitung des Hydrierungsproduktes: Die essigsaure Kiipe von 278 mg
Actinomycin C (neu) wurde durch eine Nutsche vom Katalysator abgesaugt. Hydrier-
gefiB und Nutsche spiilte man mit Benzol gut nach. In der Saugflasche befanden sich
bereits 200 ccm Benzol, die nach der Filtration mit 200 ccm Wasser unterschichtet wur-
den. Die hellgelbe Losung hatte schon wenige Sek. nach der Filtration wieder einen rot-
gelben Farbton angenommen; weder wihrend der Hydrierung, noch wihrend der Riick-
oxydation konnten tiefergefarbte Zwischenstufen beobachtet werden. Nach Stehen iiber
Nacht wurde das Benzol vom schwach heligelben Wasser abgetrennt, noch zweimal mit
Wasser und schlieBlich mit Natriumhydrcgencarbonat-Lisung gewaschen, dann mit Natri-
umsulfat getrocknet und durch eine Siule von Aluminiumoxyd filtriert. Abgesehen von einer
duBerst schmalen braunen Zone am oberen Ende zeigte das adsorbierte Actinomycin kein
Zeichen von Uneinheitlichkeit. Nach Elution mit Methanol und dessen Verjagen i. Vak.
nahm man in wenig Essigester auf, engte fast zur Sirupkonsistenz ein und fiigte das zehn-
fache Volumen Schwefelkohlenstoff hinzu. Die abgeschiedenen Kristalle wogen nach dem
Trocknen 256 mg (= 929, des Ausgangsmaterials), zeigten einen Schmp. von 250.5 (korr.)
und keine Schmp -Erniedrigung mit Actinomycin C (neu). Zur Kontrolle wurden 221 mg
Actinomycin C in Eisessig gelst und ohne Hydrierung in derselben Weise aufgearbeltet
wobei 210 mg (95% des Ausgangsmaterials) wiedererhalten werden konnten.

2.) Derivate des Actinomycins C

Perchlorat: Eine unter Erwirmen hergestellte Losung von 175 mg Actinomycin
(alt) in 0.5 ccm Butanol wurde nach dem Abkiihlen mit 0.16 ccm 50-proz. Perchlorsiure
versetzt. Das in feinen, roten Nadeln auskristallisierte Salz (180 mg) wurde mit Ather
ausgewaschen und lie8 sich nicht umkristallisieren; Schmp. 1929 (korr.).

CgeHyo01, Ny, - 3 HCIO, (1561.7) Ber. C47.72 H6.12 N 9.88 Cl16.81
Gef. C46.35 H5.97 N 9.80 C16.73

Ein inidhnlicher Weise gewonnenes Perchlorat von Actinomycin C(neu) enthielt 6.189, Cl.
Aquiv.-Gew. durch konduktometr. Titration: Ber. 517, gef. 542.

Acetylierungsversuche: Je 50 mg Actinomycin C (alt) wurden in 2 ccm Acet-
anhydrid gelost und eine Probe mit 1 ccm Pyridin, die andere mit 200 mg entwéssertem
Natriumacetat versetzt. Darauf wurde 2 Stdn. unter RiickfluB gekocht und im Vakuum-
exsiccator fiber Kaliumhydroxyd eingedunstet. In beiden Fillen konnte unverindertes
Actinomycin in fast quantitativer Ausbeute wieder erhalten werden. Die Acetylbestim-
mung lieferte keinen iiber den Blindwert hinausgehenden Betrag. Erwirmen in Acetan-
hydrid unter Zusatz von einer Spur konz. Schwefelsdure ergab nach Zersetzen mit Wasser
und Ausdthern nur schmierige, braune Zersetzungsprodukte.

Leukoacetat: Eine Ldsung von 200 mg Actinomycin C (alt) in 2 ccm Acetan-
hydrid wurde mit 500 mg Zinkstaub und einem Tropfen Pyridin versetzt. Nachdem, be-
fordert durch kriiftiges Schiitteln, die Lisung hellgelb geworden war, filtrierte man vom
Zinkstaub ab und lieB die hellgelbe Lisung im Vakuumexsiccator iiber viel Kaliumhydro-
xyd eindunsten. Der Riickstand wurde in Chloroform aufgenommen, die Losung mit
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet, auf 10 cem eingeengt und mit 20 cem
Schwefelkohlenstoff versetzt. Die ausgeschiedenen Kristalle (140 mg), heligelbe, recht-
eckige Tifelchen, wurden mit Petrolither gewaschen; Schmp. 253° korr.

CgeH;0,,N;; (COCH,), (1346.5) Ber. C58.87 H7.11 N 11.50 2CH,CO 6.39
Gef. (59.59 H6.97 N11.15 CH,CO 4.78%)
%) Verseifung mit 30-proz. Schwefelsiure, Apparatur nach Kogl-Postowsk{ (A. 440, 34 [{924]).
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3.) Gegenstrom-Verteilung von Actinomycin C

In den Lésungsmittelpaaren Benzol-Essigsiure, Butanol-Essigsiure und Ameisenséure-
Methylenchlorid gab Actinomycin C (neu) bei der Gegenstrom-Verteilung in einer 40-
stufigen Glasapparatur nach Grubhofer??) die einer reinen Substanz zukommende Ver-
teilungskurve. Das fiir eine Trennung geeignete Paar Ather-Salzsiure (5.56%) hat den
Nachteil, daB sich das Antibioticum nur zu 0.19% in jeder Phase 16st. Immerhin konnten
durch Verwendung einer Glasapparatur, die 800 ccm Losungsmittel je Stufe falt, 80 mg
Substanz einer 40stufigen Verteilung unterworfen werden, so dall die erhaltenen Spitzen-
fraktionen zu Hydrolyseversuchen ausreichten. Die Fraktionen 19—25 wurden vereinigt
und in einer 100 ccm-Apparatur erneut iiber 40 Stufen verteilt, wobei sich die in Kurve I
(Abbild. 3) durch einc Unsymmetrie bei Stufe 22—24 angedeutete Komponente bereits
als distinktives Maximum zu erkennen gibt. Um den Actinomycingehalt der einzelnen
Verteilungsstufen zu bestimmen, wurde das Lésungsmittel-Gemisch neutralisiert, wodurch
sich das Antibioticum quantitativ in die Atherschicht {iberfiihren lieB, in der es stufen-
photometrisch bestimmt wurde. Die bei 2 em Schichtdicke und 450 my gemessene Ex-
tinktion der einzelnen Stufen ist in der Zeichnung der Verteilungskurve als MaB fiir die
Actinomycin-Konzentration gewéhlt.

4.) Energische Siaurehydrolyse des Actinomycins C

Mit Salzsdure: 487 mg Actinomycin C (alt) wurden mit 3 ccm konz. Salzsiure
in einem zu einer groben Capillare ausgezogenen und zugeschmolzenen Glasrohr.9 Stdn.
auf 125° erhitzt. Dann wurde iiber die Capillare ein Gummischlauch gezogen, der mit
einem mit Barytwasser gefiillten Peligot-Rohr verbunden war, und die Capillare im
Schlauch abgebrochen. Durch Anlegen von Vakuum wurde der Gasinhalt des Rohres
durch das Peligot-Rohr gesaugt. Nachdem kohlendioxyd-freie Luft eingelassen war, wurde
in der gleichen Weise wiederum evakuiert. Durch eine nochmalige Wiederholung dieser
Mafnahme wurde das im Reaktionsgefifl befindliche Kohlendioxyd vollstindig in die
Barytlosung iiberfiihrt; es fillte hier 51.8 mg Bariumcarbonat aus (0.75 Mol. CO,/1 Mol.
Farbstoff). Der aus der Reaktionslésung ausgefallene schwarzbraune Niederschlag wurde
abfiltriert. Er wog trocken 103 mg (249, des Ausgangsmaterials). Das mit wenig Tier-
kohle entfirbte Filtrat des Niederschlages hinterlie beim Eindampfen einen farblosen,
kristallinen Riickstand, dessen Gewicht nach Trocknen iiber Phosphorpentoxyd 334 mg
betrug (699, des Ausgangsmaterials). Dieser Riickstand enthielt 3.39% Amino-Stickstoff
und zeigte die spezifische Drehung [«]{: —47.8°.

Um den Ammoniumchloridgehalt des Riickstandes zu bestimmen, wurden 67.5 mg
(entspr. 97.2 mg Ausgangsmaterial) mit 1 ccm 50-proz. Platinchlorwasserstoffsiure iiber-
gossen und zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde mit absol. Alkohol in einen
gewogenen Porzellanfiltertiegel iibergespiilt und mehrmals nachgewaschen. Das zuriick-
gebliebene gelbe Kristallisat wog getrocknet 25.82 mg. Nach Verglithen des Salzes hinter-
blieben 18.0 mg Platin (entspr. 2.06 mg Ammoniak-Stickstoff). Das Chloroplatinat ent-
hielt also nur Ammoniak und keine anderen Basen. Seine Menge entspricht 1.78 Mol.
NH; pro Mol. Farbstoff.

Mit Schwefelsiure: 6.18 g Actinomycin C (alt) wurden in 40 ccm 30-proz. Schwe-
felsdure unter RiickfluB 36 Stdn. auf 110° erhitzt. Das obere Ende des Kiihlers war mit
einem geriumigen, mit Barytwasser gefiillten Peligot-Rohr verbunden. Die Reaktions-
losung wurde nach kurzem Erhitzen dunkelgriin. Wie beim vorhergehenden Versuch
wurde das entwickelte Kohlendioxyd quantitativ in das Barytwasser iiberfiihrt. Der
Menge Bariumecarbonat (607 mg) entsprechend waren aus 1 Mol. Farbstoff 0.72 Mol.
Kohlendioxyd entstanden.

Das Trockengewicht des aus der Reaktionslosung abfiltrierten schwarzen Niederschla-
ges war 1.4 g (239 des Ausgangsmaterials). Die vakuumtrockene Substanz zeigte fol-
gende Analysenzahlen: C 54.53, H 5.11, N 6.22 und N-Methyl 1.00. Das mit Barium-
hydroxyd von Schwefelsiure befreite Filtrat dieses Niederschlages hinterlieB beim Ver-
dampfen einen weiBen, kristallinen Riickstand (3.9 g nach Trocknen i.Hochvak., entspr.
639 des Ausgangsmaterials). Dieses Produkt, im folgenden als Aminosiaure-Gemisch be-
zeichnet, diente als Ausgangsmaterial fiir die folgenden Trennungsversuche.
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Fraktionierung des Aminosidure-Gemisches: 1.93 g des Gemisches wurden
mit 4 ccm 99-proz. Alkohol zu einem Brei verriihrt und in einem Extraktionsapparat mit
20 cem Alkohol 10 Min. ausgezogen, Der kristalline Riickstand in der Extraktionshiilse
wog 0.83 g (R I). Der Verdampfungsriickstand des Extraktes (1.10 g) wurde zweimal mit
je 10 ccm 99-proz. Alkohol digeriert, wobei 90 mg Riickstand vom Schmp. 235° hinterblie-
hen (R II). Nach zweimaligem Umkristallisieren dieser Substanz wurden 15 mg einer gut
kristallisierten Fraktion vom Schmp. 245—253° erhalten, die positive Biuret- und Ninhydrin-
Reaktion gab und im Papierchromatogramm den gleichen Rp-Wert zeigte wie Threonin.

Das Filtrat von R 11 wurde mit 30 cem gesiitt. alkohol. Cadmiumchlorid-Lésung ver-
setzt. Der ausgefallene weille Niederschlag wurde in 40 ccn Wasser gelost, das Cadmium
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in der Siedehitze entfernt und das Filtrat vom
Cadmiumsulfid-Niederschlag auf ein kleines Volumen eingeengt. Diese Ldsung schiittelte
man solange anteilweise mit einer Losung von Reinecke-Siure in Ather, bis der Ather
nicht mehr entfirbt wurde. Der ausgefallene voluminése Njederschlag vom Schmp. 189°
wurde aus Aceton-Wasser umbkristallisiert. Man erhiclt so 257 mg Reineckat vom
Schmp. 198°, das nach dem Zerlegen mit 2n HCl und Ausithern der Reinecke-Siure
1-Prolin lieferte, das sich im Papierchromatogramm als einheitlich erwies. Nach Um-
kristallisieren aus Isopropylalkohol Schmp. 2129, [a]i: —78° (Wasser); Ausb. 60 mg,
Schmp. des Pikrates 146°,

Das rote Filtrat des Prolin-Reineckates wurde angesiuert, erschopfend mit Ather
ausgezogen, um die Reinecke-Saure zu entfernen, und dann bis zur Sirupkonsistenz ein-
gedampft. Der Riickstand, der im Papierchromatogramm neben wenig Prolin eine Sub-
stanz mit dem Ry des Valins zeigte, wurde nach einiger Zeit kristallin. Beim Umkristalli-
sieren aus Alkohol erhielt man in kleiner Menge farblose Nadeln vom Schmp. 160°, die
eine rote Ninhydrin-Reaktion gaben, keinen Amino-Stickstoff enthielten und beim Er-
wiirmen mit Natriumhypochlorit intensiven Geruch nach Methylamin entwickelten.

Der Riickstand R I wurde im Extraktionsapparat aus 96-proz. Alkohol umkristalli-
siert und bei 170°/0.01 Torr sublimiert. Dabei hinterblieb kein nennenswerter Riickstand.
Das Sublimat (533 mg) zeigte im Papierchromatogramm (o-Kresol) zwei Flecke mit den
Rp-Werten des Isoleucins und Valins. Es wurde in 10 ccm 272 NaOH gel6st und unter
Eiskiihlung anteilweise mit einer ather. Losung von 3.5-Dinitro-benzoylehlorid umge-
setzt23). Alg die Reaktionslsung auf pyy 4 gebracht wurde, schieden sich Kristalle aus.
Das Filtrat stelite man nun auf py 3 ein, woraufhin wiederum eine kristalline Fillung
auftrat. Die bei py; 4 erhaltene Fraktion hatte nach zweimaligem Umkristallisieren aus
20-proz. Essigsiure den Schmp. 186°,

Das bei py; 3—4 ausgefallene Dinitrobenzoat bildete nach zweimaligem Umkristalli-
sieren aus 30-proz. Essigsiure unregelmafige Tifelchen (80 mg) vom Schmp. 178° (Schmp.
von Isoleucin-3.5-dinitro-benzoat 170.4%. Nach 2stdg. Hydrolyse mit 20-proz. Salz-
gidure und Entfernung der Dinitrobenzoesiure wurden 15 mg einer farblosenVerbindung
mit dem Schmp. 247° und [«]}j: —14.4° (Wasser) erhalten, die sich im Papierchromato-
gramm wie [soleucin verhielt,

In einem anderen Versuch wurden 300 mg Aminosiure-Gemisch kurz mit Alkohol
extrahiert und darauf im Extraktionsapparat 6 mal aus 99-proz. Alkohol umkristallisiert.
Das so erhaltene Kristallisat (70 mg) gab eine intensive Ninhydrin-Reaktion; Schmp.
2769, [«]}: —15.20 (Wasser).

CeH,,O,N (131.2) Ber. C54.94 H9.99 N 10.68 Amino-N 10.62

Gef. C54.31 H9.69 N 11.00 Amino-N 10.19, Mol.-Gew. 117
(ebullioskep. in Eisessig)

Priparative Trennung der Aminosduren durch Papierchromatographie
Das verwendete Aminosiure-Gemisch enthielt 9.6%, Gesamt-Stickstoff, 3.19, Amino-
Stickstoff und 5.1% N-Methyl. Von einer 4-proz. wifr. Losung dieses Gemisches wurden
0.25 cem, enthaltend- 10 mg Aminosduren, mit einer feinen Pipette auf einen Filtrier-
papier-Bogen (Whatman Nr. 1) entlang einer Linie aufgetragen, die in 7 cm Abstand
dem breiteren Rand des Bogens parallel lief. Anfapg und Ende des Striches waren 3 cm

2 G. E—Town, Biochem. Journ. 35, 578 [1941].
Chemische Berichte Jahrg. 84. 20
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von den Schmalseiten entfernt. Nach dem Trocknen wurden je 10 solcher Bogen mit.
der dem Aminosaure-Streifen benachbarten Kante in den mit frisch tiber Zinkstaub destil-
liertem wassergesittigten o-Kresol gefiillten Trog24) des Chromatogramm-Kastens ge-
hangt. Durch Einschieben von 5 mm starken Glasstiben zwischen die Bogen (Abbild. 4,
S. 270) lieB sich eine gegenseitige Berithrung verhindern.

Nachdem das Kresol den unteren Rand der Bogen erreicht hatte, wurden diese zu-
nachst bei Raumtemperatur vorgetrocknet und dann bei 105° vom restlichen Kresol be-
freit. Zur Erzielung guter Chromatogramme war es wichtig, wihrend der Laufzeit des
Lésungsmittels die Temperatur im Kastén auf 2° konstant zu halten.

Nach dem Entwickeln mit Ninhydrin (0.4-proz. Losung in Butanol) zeigten solche
Bogen fiinf parallel zur Losungsmittelfront verlaufende, gewellte und gezackte Biénder
von 3 cm Breite. Zur Gewinnung der Aminosduren wurden auf jedem Bogen nur zwei
5 mm breite Leitstreifen in der Laufrichtung des Losungsmittels mit Ninhydrin-Losung
bespriiht und entwickelt, nach denen die Aminosiure-Binder ausgeschnitten wurden. Je
30—40 gleichartige wurden mit einer Klammer zu einem Biindel zusammengenommen und
durch Einhdngen einer Schmalseite in einen mit Wasser gefiillten Trog erschopfend eluiert,
was etwa 5 Stdn. dauerte. Die eingedampften Eluate wurden aus wenig Wasser unter
Zusatz von Tierkohle umkristallisiert.

Die einzelnen Binder und die daraus eluierten Fraktionen sind im folgenden nach stei-
gendem Rp-Wert von I—VI numeriert. Band I enthdlt das Threonin. Die Biander I1
11T und IV mit Sarkosin, Valin und Isoleucin iberlappten sich hdufig. Sie wurden
daher zusammen als ein Streifen ausgeschnitten und eluiert. Das Eluat chromatographierte
man erneut in der eben beschriebenen Weise, wobei aber Butanol—20-proz. Essigsiure als
Phasenpaar gewilhlt wurde. Dabei entwickelten sich gut getrennte Zonenbiénder. Band V
enthielt Prolin, Band VI das N-Methyl-valin.

l-Threonin: Aus 600 mg Aminosiure-Gemisch erhielt man auf 30 Bogen nur 10 mg
Fraktion I. Sublimation bei 100°/0.01 Torr lieferte ein kristallisiertes Sublimat vom Schmp.
240—242°; [«]3: + 7° (Wagser).

CH,O,N (119.1) Ber. C 40.33 H7.62 N 11.76 Gef. C40.52 H7.91 N 11.58

Oxydation mit Perjodsiure nach Nicolet?5) ergabAcetaldehyd, derals 2.4-Dini-
tro-phenylhydrazon vom Schmp. 146° identifiziert wurde. Mit synthet. Acetaldehyd-
dinitrophenylhydrazon keine Schmp.-Erniedrigung.

Der mikrobiologische Test des Aminosiiure-Gemisches ergab einen Gebalt von 4.39%,
!-Threonin. Bei ciner Probehydrolyse, bei der 400 mg Actinomycin C von vornherein
mit 100 mg d,l-Threonin versetzt worden wareu, so daB im Hydrolysat 17.69, I-Threo-
nin zu erwarten waren, wurden 15.6% gefunden.

Sarkosin: Wie erwihnt, konnten die Binder II, III und IV durch Chromatographie
mit 0-Kresol nicht véllig aufgetrennt werden. Das Gemisch dieser drei Fraktionen wurde
daher nochmals chromatographiert, wobei als mobile Phase Butanol diente, welches
durch Schiitteln mit 20-proz. Essigsiiure gesittigt worden war. Die Reihenfolge der Zonen
blieb dabei die gleiche.

Durch Elution von 100 Bindern der Fraktion I1 konnten 12 mg eines Kristallisates ge-
wonnen werden, das mit Natriumhypochlorit-Losung deutlichen Geruch nach Methyl-
amin gab. Die Fraktion wurde papierchromatographisch durch Vergleich mit reinem
Sarkosin als solches identifiziert.

Rp-Werte in verschiedenen Lésungsmitteln

Frakt. IT  Sarkosin Frakt. II  Sarkosin
Kresol .......... 0.35 0.34 Phenol .......... 0.74 0.73
Butanol-Essigsiure 0.23 0.17-0.21 sek. Butanol ..... 0.84 0.84
Benzylalkohol ... 0.09 0.08 . Collidin .......... 0.08 0.08

C,H,0,N (89.2) Ber C 40.44 H7.92 N 1572 Gef. C 40.43 H 7.89 N 15.64

#) Wir verwendeten 50 cm lange, 3—5 cm breite und 5 cm hohe Troge mit trapez-
formigem Querschnitt aus glasiertem Steingut, die in einer Topferei angefertigt waren.
25) L. A. Shinn u. B. H. Nicolet, Journ. Biol. Chem. 188, 91 {1941].
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Das Gemisch der Fraktionen II, 1II und 1V enthielt 0.9%, N-Methyl. Daraus berechnet
sich ein Sarkosingehalt von 5.59,

d-Valin: Fraktion III, die durch Hochvakuum-Sublimation gereinigt wurde, fiel
ebenfalls nur in sehr geringer Menge an. Rp-Wert in o-Kresol 0.52, in Butanol—20-proz.
Essigsiure 0.41, in Ubereinstimmung mit dem zum Vergleich untersuchten d,l-Valin.
Schmp. 296°; [a)}: +5.8° (Wasser), —24.9° (20-proz. Salzsiure).

CsH,,O,N (117.14) Ber. C51.26 H9.47 N 11.96 Gef. C51.13 H 9.61 N 12.02

Beim mikrobiologischen Test des Gemisches der Fraktionen II, III und IV war kein
I-Valin festzustellen (Erfassungsgrenze 0.2%), wohl aber in einer Menge von 29, nach-
dem durch Erhitzen mit heiBgesittigter Bariumhydroxyd-Losung (12 Stdn. bei 105°) race-
misiert worden war. Im nunmehr optisch inaktiven Gemisch der drei Fraktionen miissen
algo urspriinglich 49} d-Valin vorhanden gewesen sein.

d-Allo-isoleucin: Aus 800 mg Aminosiure-Gemisch wurden auf 80 Bogen Filtrierpapier
mit o0-Kresol als mobiler Phase 184 mg kristallisiertes Gemisch der Fraktionen 11, I1I
und IV erhalten. Bei der Chromatographie des Gemisches auf 12 Bogen mit Butanol—
20-proz. Essigsiiure erhielt man aus Fraktion IV nach zweimaligem Umkristallisieren aus
Wasger und Hochvakuum-Sublimation 32 mg gut kristallisierter Aminosdure mit siBem
Geschmack. Schmp. 284°; («]8:—15.6° (Wasser), —31.8° (20-proz. Salzsiure, c=2.7).

C¢H;sO,N (131.2) Ber. 054 94 H9.99 N 10.68 Gef. C55.07 H9.99 N 10.65

Phenylisocyanat-Verbindung: 6 mg derAminosiure wurden in 0.5 com 0. 2n
NaOH unter Eiskithlung mit 10 mg Phenylisocyanat geschiittelt, bis dessen Geruch
verschwunden war. Nach Zusatz von etwas Tierkohle filtrierte man vom ausgefallenen
Niederschlag ab und gab zum Filtrat 0.55 ccm 0.2n HCL. Die nach einiger Zeit ausgeschie-
denen Kristalle wurden aus verd. Alkohol umkristallisiert; Schmp. 157°.  E. Abder-
halden und W. Zeisset geben den Schmp. 151° an2f).

Naphtylisocyanat-Verbindung: Sie wurde analog der vorstehenden Verbindung
dargestellt; Schmp. 167—168°. Abderhalden und Zeisset fanden den Schmp. 168¢ 2¢),

Formyl-Verbindung: 20mg der Aminosiure wurden in 1 cem wasserfreier
Ameijsensiure unter FeuchtigkeitsabschluB drei Stdn. auf 100° erhitzt. Nachdem die
Siure i. Vak. abgedampft war, wurde der Riickstand in wenig Ameisensiure aufgenom-
men und diese wiederum verdampft. Diese Behandlung wurde noch ein zweites Mal wie-
derholt. Den i.Vak. iiber Kaliumhydroxyd getrockneten Riickstand extrahierte man mit
einigen ccm Essigester, filtrierte vom Ungelgsten ab und engte auf 0.5 ccm ein. Nach
Zusatz des doppelten Volumens Petrolither schieden sich Kristalle aus, die nach noch-
maligem Umkristallisieren aus Easigester-Petrolither unscharf gegen 125° schmolzen.
Abderhalden und Zeisset fanden den Schmp. 126° 26),

Abbau mit Ninhydrin: 10 mg Aminosdure wurden nach K. L5hr#?) abgebaut
und lieferten ein optisch aktives 2.4-Dinitro-phenylhydrazon vom Schmp. 130°.

I-Prolin: Fraktion V zeigte den Rr-Wert des Prouns und die fiir diese Iminosiure
charakteristische Gelbfirbung mit Ninhydrin. Der Verdampfungsriickstand des Eluates
aus 50 Bogen Filtrierpapier wurde in wenig heiBem absol. Alkohol gelést und mit Ather
wieder ausgefillt. Das so erhaltene, stark hygroskopische Produkt wurde i.Hochvak.
sublimiert und dann aus Wasser umkristallisiert; Ausb. 60 mg. Schmp. 218°, [a]}:
—1T75.4% (Wasser). Das bei 199° schmelzende Reineckat gab mit Prolin-Reineckat
keine Schmp.-Erniedrigung.

Aus dem Aminosiure-Gemisch, das nach dem mikrobiologischen Test 209, Prolin
enthilt, ist dieses auch ohne, Anwendung der Chromatographie leicht zu isolieren, indem
man das Gemisch mit Alkchol kurz extrahiert, die alkchol. Losung eindampft, in wenig
Wasser aufnimmt und mit Reinecke-Salz in schwach salzsaurer Losung fillt. Das Rein-
eckat wird in der iiblichen Weise zerlegt.

C;H,0O,N (115.1) Ber. C52.16 H7.88 N 12.17 Gef. C50.5 H7.85 N 12.49

N-Methyl-i-valin: Fraktion VI, das unterste Band des Chromatogrammes firbte
sich auf dem Papier beim Bespriihen mit 0.1-préz. benzolischer Lésung von p-Nitro-

26) Ztschr. physiol. Chem. 185, 121 [1931]. #7) Biochem. Ztschr. 320, 115 [1950].
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benzoylchlorid und anschlieBendem Betupfen mit Pyridin voriibergehend kirschrot
(Reaktion von E. Waser?®)). Rp-Werte: Kresol 0.85, Benzylalkohol 0.40, Collidin 0.40.
Mit einem synthet. N-Methyl-d,l-valin wurden dic gleichen Werte erhalten. Schmp. 290°,
[@]ff: +16.5° (Wasser), +28.6° (10n HCI). Pl. A. Plattner und U. Nager?®) fanden
[]f5: +17.5 (Wasser), -+30.9 (5n HCI).
CeH,yO,N (131.2) Ber. C54.94 H9.99 N 10.68 N-CH,11.93
Gef. (154.61 H 9.69 N 10.39 N-CH;12.05

5.) Energische Siurehydrolyse des Actinomycins C unter redu-
zierenden Bedingungen

a) Hydrolyse mit Salzsidure und Zinn(II)-chlorid: 230 mg Actinomycin C
in 4 ccm konz. Salzsiure wurden nach Zugabe von 160 mg Zinn(II)-chlorid 16 Stdn.
im Bombenrohr unter Stickstoff auf 90° erwirmt. Die anfangs gelbe Ldsung wurde
bald rot und ein roter Niederschlag fiel aus. Nach beendeter Reaktion wurde das Hydro-
lysat erschopfend mit Butanol extrahiert, das alle gefirbten Anteile aufnahm. Die Bu-
tanollosung schiittelte man zweimal mit 0.1 » HC1 durch. Die wiiBr.-salzsaure Phase dieser
Verteilung wurde mit der durch Schwefelwasserstoff vom Zinn befreiten Hydrolysen-
fliissigkeit vercinigt und i.Vak. iiber Kaliumhydroxyd eingedunstet. Der Riickstand
zeigte im Papierchromatogramm die sechs’im Actinomycin C entbaltenen Aminosiiuren.

Die gelbrote Butanollésung schiittelte man zur Oxydation u.U. vorbandener Leuko-
verbindungen mit I ccm 0.5-proz. Wasserstoffperoxyd, wobei sich die Farbe der Lésung
erheblich vertiefte. Die mit Wasser gewaschene Butanollésung wurde i. Vak. zur Trockne
verdampft und die Chloroformlésung des Riickstandes durch eine Siule von Kieselgel
filtriert. Durch fraktionierte Elution mit Benzol-Athanol (1 : 1) wurde ‘eine Fraktion er-
halten, die beim Eindampfen ein rotes Pulver hinterlieB. Dieses Produkt lieferte nach
24stdg. Hydrolyse mit konz. Salzsiure ein Hydrolysat, das im Papierchromatogramm
keine Aminosiureflecken zeigte.

b) Hydrolyse mit Jodwasserstoff-Eisessig: Eine Lésung von 170 mg Actino-
mycin C (ncu) in einer Mischung aus 5ccm Eisessig und 3 cem Jodwasserstoffsidure
wurde nach Zusatz von 0.8 g Phosphoniumjodid 12 Stdn. im geschlossenen Rohr auf 100°
erhitzt. Die Losung wurde durch das Phosphoniumjodid sogleich hellgelb und behielt
diese Farbe wihrend. der ganzen Reaktionsdauer.

Der beim Eindampfen i. Vak. hinterbliebene &lige Riickstand wurde zwischen 10 cecm
Wasser und 10 ecm Benzol verteilt, wobei die farbigen Anteile in die Benzolphase gingen.
Beim Filtricren der mit Natriumsulfat getrockneten Benzollésung durch eine Sdule von
Kieselgel bildete sich eine schmale braune Zone, wihrend die Hauptmenge die Siule
als'intensiv blau fluorescierendes Filtrat verlieB. Beim Verdampfen hinterlief es farb-
lose Nadeln, die nach Umbkristallisieren aus Petrolither bei 114—115° schmolzen. Nach
24stdg. Kochen mit konz. Salzsiure waren im Hydrolysat dieser Fraktion papierchromato-
graphisch keine Aminoséiuren nachzuweisen. Die vom Benzol abgetrennte wift. Phase
versetzte man mit tiberschiiss., heifl gesitt. Silberacetat-Losung, filtrierte den ausgefal-
lenen Niederschlag ab und verdampfte, nachdem zuvor das Silber mit Schwefelwasser-
stoff entfernt war, das Filtrat zur Trockne. Im Papierchromatogramm des farblosen
kristallisierten Riickstandes fehlte der Threonin-Fleck, wihrend die iibrigen im Salzsiure-
und Schwefelsiure-Hydrolysat nachgewiesenen Aminosiuren vorhanden waren.

6.) Milde Sdurehydrolyse des Actinomycins C

Ammoniakbestimmung: Eine Losung von 598 mg Actinomycin C (neu) in
12 ccm 61 HCI wurde 25 Min. auf 100° erhitzt, dann auf 60 ccm verdiipnt und 8 Stdn.
im Perforator mit Ather extrahiert. Der Ather hinterlieB beim Verdampfen Leinen wig-
baren Riickstand. Das Hydrolysat wurde i. Vak. verdampft und der Riickstand in Borat-
Puffer vom py 10 aufgenommen. Diese Losung wurde im Kjeldahl-Apparat im Wasser-
dampf-Strom destilliert und das entweichende Ammoniak in einer Vorlage in 0.1n HC1
aufgefangen; gef. 5.9 mg NH; (0.89 Mol.).

) Helv. chim. Acta 7, 757 [1924]. ) Helv. chim. Acta 31, 3194 [1948].
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Hydrolyse mit Eisessig-Salzsiure: Eine Lisung von 200 mg Actinomycin C
(neu) in 20 ccm eines Gemisches aus gleichen Volumina Eisesgig und 10-proz. Salzsiure
wurde bei 37° aufbewahrt. In groferen Zeitabstinden wurde 1 ccm abpipettiert und im
Vakuumexsiccator iiber Kaliumhydroxyd zur Trockne verdampft. Ein Teil des roten,
lackartigen Riickstandes wurde im zweidimensionalen Papierchromatogramm mit Phenol

"und Collidin als mobile Phasen untersucht. Nach zwei Wochen traten schwache Flecken
von N-Methyl-valin und Allo-isoleucin auf, die im Laufe der folgenden Woche
immer deutlicher wurden. Nach einer Hydrolysendauer von etwa 8 Wochen erschienen
im Papierchromatogramm auch die Flecken der anderen Aminosiuren und wurden im
weiteren Verlauf der Spaltung stirker. Die roten Bestandteile des Hydrolysates hatten
immer den Rp-Wert 1. Nach 16 Wochen wurde die Hydrolyse abgebrochen, der Rest
der tiefroten Reaktionslésung im Exsiccator verdampft und der Riickstand zunéichst er-
schépfend mit Chloroform, dann mit Aceton und schliefllich mit Butanol ausgezogen.
Geringe Mengen eines schwarzen, pulvrigen Riickstandes hinterblieben als unldslich in
Butanol.

Alle drei Fraktionen waren rotbraune, amorphe Produkte, die mit Zinn(II)-chlorid
eine intensive Griinfirbung zeigten. - Im Papierchromatogramm erwiesen sie sich als frei
von beigemengten Aminosiuren., Wurden sie 24 Stdn. mit 20-proz. Salzsiure gekocht,
so entstand wie beim Actinomycin C ein schwarzer, melaninihnlicher Niederschlag und
im Chromatogramm konnten noch alle Aminosiuren des Actinomycins C nachgewiesen

werden.

Die farbigen Abbauprodukte der milden Salzsiure-Hydrolyse: 1 g Actino-
myecin C (alt) wurde mit 10 ccm 20-proz. Salzsiiure 20 Min. auf 105° erwiarmt. Nachdem
i. Vak. zur Trockne verdampft war, wurde die Losung des Riickstandes in 10 ccm Wasser
durch eine ‘Sidule von Aluminiumoxyd (Linge 10 cm, Durchmesser 2 cm) filtriert und
ausgiebig mit 0.1 n HCl nachgewaschen. Es bildete sich eine gelbrote, fest haftende Zone
und ein gelbes Filtrat. Das i. Vak. auf 20 ccm eingeengte Filtrat fillte man mit iiberschiiss.
Sublimatlésung und zerlegte den abzentrifugierten Niederschlag mit Schwefelwasserstoff.
Das Filtrat des Quecksilbersulfid-Niederschlages hinterlieB beim Verdampfen das Hydro-
chlorid der Eluatbase. Durch mehrmaliges Abdampfen mit Wasser entstand aus dem
Hvdrochlorid die Base, ein gelbbraunes Pulver, das sich in Pyridin, Eisessig, weniger gut
in Butanol 16ste, in Wasser dagegen unloslich war. Aus der wilir. Losung des Hydro-
chlorides fiel auf Zusatz von Goldchlorwasserstoffsiure ein orangeroter Niederschlag, der
aus heiem Alkohol umgelést wurde.

Gef. C44.85 H5.59 N 8.59 Aul7.5

Durch Umsetzen der wiaBr. Losung des Hydrochlorides mit Pikrolonsiure lieB sich ein
gelbbraunes, amorphes Pikrolonat gewinnen.

Gef. C53.77 H5.98 N 13.95, Amino-N 0.45

Versetzt man die Eluatbase oder ihr Hydrochlorid in Eisessig mit dem gleichen Vo-
lumen gesitt. Natriumnitrit-Lésung und verdiinnt nach einigen Minuten mit dem 20fachen
Vol Wasser, so fillt ein braunroter Niederschlag aus, der in der von Feigl3°) angegebenen
Ausfiihrung als Tiipfelreaktion eine positive Liebermannsche Nitroso-Reaktion zeigt.

Die gelbrote Zone des Hydrolysates wurde mit Pyridin-Waaser (1 : 1) eluiert, das Eluat
zur Trockne verdampft und die konz. wiaBr. Losung des Riickstandes mit Pikrolonsdure-
Losung versetzt. Das ausgefallene Pikrolonat zerlegte man mit 2n HC), schiittelte die
Pikrolonsiure mit Benzol aus und verdampfte die wiaBr. Phase. Der Riickstand wurde
erneut in das Pikrolonat iibergefiihrt.

Gef. C53.55 H6.15 N 13.78 Amino-N 0.43

Verbesserte Darstellung der Abbauhasen: Um die Eluatbase, die bei lin-
gerer Einwirkung der Saure in die Zonenbase iibergeht, in besserer Ausbeute zu erhalten,
wurde die mit 6 HC bei 100° angesetzte Hydrotyse des Actinomycins nach 5 Min. unter-
brochen, die Salzsiure i. Vak. verjagt und der Riickstand zweimal mit Wasser ausgezogen,
das die Spalthasen aufnahm. Unverindertes Actinomycin, das ungelést zuriickblieb,

3%) F. Feigl, V. Anger u. O. Frehden, Mikrochem. 15, 181 [1934].
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wurde erneut in gleicher Weise hydrolysiert und die Behandlung wiederholt, bis alles Aus-
gangsmaterial umgesetzt war. Das wilr. Hydrolysat wurde durch eine Aluminiumoxyd-
Saule filtriert und die Séule so lange mit Wasser gewaschen, bis das Filtrat nur noch schwach
gelblich gefiirbt war. Zur réstlosen Entfernung der Zonenbase wurde das Filtrat nochmals
durch eine Aluminiumoxydsiule gegeben. Das Filtrat dieser Adsorption machte man mit
Natronlauge schwach alkalisch und schiittelte mit Essigester aus. AnschlieBend wurde
mit verd. Salzsiure angesiuert und die Eluatbase mit Chloroform ausgeschiittelt. Die
getrocknete Chloroformlésung hinterlieB beim Verdampfen das Hydrochlorid der
Eluatbase, Aus seiner konz. Losung in Methanol fiel bei Zusatz von gesitt. Pikrin-
sdure-Losung das orangerote Pikrat, das zur Reinigung in Chloroform gelést und
durch Zugabe von Ather als flockiger, orangeroter Niederschlag wieder ausgefillt wurde.

Die Zonenbase wurde aus Actinomycin C (neu) so dargestellt, daB die Hydrolyse
mit azeotroper Salzsiure im Wasserbad nach 30 Min. durch Abdestillieren der Salzsiure
i. Vak. beendet wurde. Der Riickstand wurde in Butanol aufgenommen und die Lésung
an Aluminiumoxyd chromatographiert. Die Eluatbase konnte durch lingeres Nach-
waschen mit Butanol véllig entfernt werden. Sodann wurde das Butanol in der Saule
durch Athanol verdringt, dieses durch Wasser und endlich durch n/;, NaOH. Das alkal.
Eluat wurde schwach angesiuert und mit Butanol-Chloroform (1 : 9) ausgeschiittelt. Nach
Verjagen des Losungsmittelgemisches i.Vak. wurde das zuriickgebliebene Zonenbase-
Hydrochlorid in gleicher Weise wie das der Eluatbage in das Pikrat iibergefiihrt. Das
Pikrat wurde in wenig Methanol gelést, mit n/, HCl versetzt und die Pikrinsiure im
Perkolator ausgeiathert. AnschlieBend wurde die Zonenbase in Butanol-Chloroform (1 : 9)
geschiittelt und hinterblieb beim Verdampfen des Lisungsmittels als amorpher, gelb-
brauner Riickstand.

39. Hans Brockmann und Willfried Henkel: Pikromycin, ein hitter
schmeckendes Antibioticum aus Actinomyceten (Antibiotica aus Aectino-
myceten, VI. Mitteil.*))

{Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Géttingen]
(Eingegangen am 16. November 1950)

Es wird die Isolierung eines bitter schmeckenden Antibioticums
aus einem Streplomyces-Stamm beschrieben, fir das die Bruttoformel
CpsHsO;N ermittelt wurde. Durch Alkali lieB sich daraus ein stick-
stoff-freies Abbauprodukt €,gH,,05 gewinnen.

Wie® bereits kurz mitgeteilt, konnten wir aus der Kulturfliissigkeit eines
noch nicht niher charakterisierten, in unserem Institut von W. Lindenbein
und I. Olfermann isolierten Streptomyces-Stammes (Stamm 326) ein kristalli-
siertes Antibioticum abtrennen, das wir seines bitteren Gesehmackes wegen
Pikromycin genannt haben?!). Im folgenden berichten wir ausfiihrlicher iiber
Darstellung und Eigenschaften der neuen Verbindung.

Zur Isolierung des Antibioticums wurde der Stamm 326 im Submers-Ver-
fahren mit Glycerin und Glykokoll als Kohlenstoff- bzw. Stickstoff- Quelle
kultiviert, wobei die gegen Staphylococcus aureus getestete antibiotische Wirk-
samkeit der Nihrlésung nach 6—8 Tagen ihr Optimum erreichte. Ather oder
besser Athyl- bzw. Amylacetat nahm beim Verriihren mit der vom Mycel be-

*) V. Mitteil.: B. s. vorstehende Arbeit, B. 84, 260 [1951].
1) H. Brockmann u. W. Henkel, Naturwiss. 37, 138 [1950].





