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HANS BROCKMANN und HANS MUXFELDT 

Actinomycine, XIX 1). Antibiotica aus Actinomyceten, XLV 

Konstitution und Synthese des Actinomycin-Chromophors 

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen 
(Eingegangen am 27. Marz 1958) 

Aus Saurehydrolysaten von Actinomycin C lieRen sich neben Actinocinin zwei 
neue, dem Actinomycin-Chromophor entstammende Abbauprodukte isolieren, 
die durch Synthese als 2.5-Dihydroxy-toluchinon-(l.4) und 3-Hydroxy-1.8- 
dimethyLphenoxazon-(2) identifiziert wurden. - Auf Grund dieser Ergeb- 
nisse gelang es, die Konstitution des Actinocinins durch Synthese zu be- 
weisen. - Aus der Konstitution der Chromophor-Abbauprodukte sowie aus 
dem Vergleich der Actinomycine mit N.N'-[3-Amino-l.S-dimethyl-phen- 
oxazon-(2)-dicarboyl-(4.5)]-bis-glycinmethylester (XXXIII) ergibt sich, da13 der 
Chromophor der Actinomycine C1, C2, C3, Xop und X2 die 3-Amino-1.84- 
methyl-phenoxazon-(2)-dicarbonsaure-(4.5) ist, deren Carboxygrlippen saure- 

amidartig mit zwei Peptidlacton-Gruppen verkniipft sind. 

Die in unserem Institut zuerst in reiner Form isolierten Actinomycine C1314, C23*4), 
C33,4), Xop5) und X24.6) stimmen uberein7) in der Struktur des fur ihre rote Farbe ver- 
antwortlichen Molekulteils - im folgenden Chromophor genannt - und unter- 
scheiden sich in bestimmten Teilen der saureamidartig mit dem Chromophor ver- 
kniipften beiden Peptidlacton-Resteg). Wie in der vorhergehenden Mitteilungl) am 
Beispiel des Actinomycins C gezeigt, kann man den Chromophor durch Saure- 
hydrolyse, allerdings unter Austausch seiner Amino- gegen eine Hydroxygruppe, von 
den beiden Peptidlacton-Resten ablosen und in Form des roten kristallisierten Actino- 
cinins9) isolieren, dessen Bruttoformel C15HllN05 sich nach I auflosen lieB1). 

OH 

' \ A0 -COzH 

C9H30 Ni ;Y -CH3 

--CO-NH-CH-C02H 
I I 
la: -C02H = H I 

CH*OH 

CH3 

1)  XVIII. Mitteil.: H. BROCKMANN und H. GRONE, Chem. Ber. 91, 773 [1958]. 
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Auner Actinocinin wurde' ein Lweites, kristallisiertes, rotes Spaltstiick9), das 
Desamino-actinocinyl-threonin, gcfaBt, fur das Teilformel I1 zur Diskussion gestellt 
wurde') 

Beim weiteren Studium des Saureabbaus ist es uns gelungen, iioch zwei andere, 
ebenfalls dern ActinomycinC-Chromophor entstammende Abbauproduktelo) zu 
isolieren und ihre Konstitution durch Synthese zu beweisen; ein Ergebnis, das zu- 
nachst die Aufklarung und Synthese de; Actinocinins") und dann die des Actino- 
mycin-Chromophors selbstlz) errniiglicht hat. U ber diese Arbeitenlos 11-12) sol1 im 
folgenden eingehender berichtet wcrden. Wir beginnen mit den beiden neuen Abbau- 
produkten, die den Schliissel zur Konstitutionsatifklarung des Actinomycin-Chromo- 
phors gcliefert haben. 

ABBAU VON ACTlNOMYClN C ZU 2.5-DIHYDROXY-TOLUCHINON-(1.4) (1V) 
UND 3-HYDROXY-l.X-DlMETHYL-PHENOXAZON-(2) (IX) 

Actinocinin wurde zuerst in eincm Salzsaurehydrolysat von Actinomycin C auf- 
gefunden (20-proz. Salzsaure, 85", 120 Stdn.) und aus dem Chloroformextrakt dieses 
H ydrolysates durch Chromatographie an saurem Kieselgel abgetrenntl). Dabei 
bildeten sich unterhdlb der rcten Actinocinin-Zone (Abbild. I ,  B) eine gelbrote (C) 
und eine gelbe (D), die beide nur wenig Substanz enthielten. Da wir in diesen Zonen 
Chromophx-Abbauprodukte mit kleinerem Mo1.-Gew. als demjenigen des Actino- 
cinins vermuteten, haben wir, um zu sehen. ob sich die Ausbeute er- 
hohen IaRt, in acht Ansatzen zu je 2.5 g Actinomycin C die Konzen- 
tration, Temperatur und Einwirkungsdauer der Saure variiert, wobei 
in zwei Ansatzen statt Salzsaure at ch Schwefelsaure verwendet wurde. 
Am besten, wenn auch hier noch gering (8 mg Fraktion D und 124 mg 
Fraktion C aus 2.5 g Actinomycin), war die Ausbeute nach 22 stdg. 
Erhitzen mit 25-proz. Schwefelsaurc auf 100. 
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Abbild. I .  Chloroformauszug cines SalLsaurehydrolysates von Actinomycin C 
an aktiviertetn Kieselgel adsorbiert. A = cQforhaltiges Sekundarprodukty), 
das bei der Hydrolyse mit Schwefelsaure n&ht auftritt. B = Actinocinin. 
C ~ 3-Hydroxy-l.8-dimethyl-phenoxa~on-(2) (IX). D = 2.5-Dihydroxy-tolu- 

chinon-( I .4) (IV) 

9 )  Vorl. Mitteil.: H. BROCKMANN und H. CRONE, Angew. Chern. 68, 66 [1956]. 
10) Vorl. Mitteil.: H .  BROCKMANN und H. MUXFELDT, Angew. Chem. 68, 67 [1956]. 
11) Vorl. Mitteil.: H. BROCKMANN wid H. MUXFELDT, Angcw. Chem. 68, 67 [1956]. 
12) Vorl. Mitteil.: H. BROCKMANN und H. MUXFELDT, Angew. Chern. 68, 69 [1956]. 
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Aus der Chloroformlosung der Fraktion D erhielten wir durch Extraktion rnit waBr. 
Alkali, Chromatographie des alkaliloslichen Anteils an saurem Kieselgel und Sublima- 
tion bei 60"/16 Torr eine kristallisierte, stickstofffreie, orangefarbene Verbindung, die 
unter Normaldruck bereits bei 100" sublimierte. Ihre violette Losung in waBr. Natrium- 
hydrogencarbonat wurde durch Dithionit entfarbt. Potentiometrische Titration in 
50-proz. Methanol ergab das Wquiv.-Gew. 73 5 und den pK-Wert 4.2, der dem 
einer Carbonsaure entspricht. 

Sehr ahnliche Eigenschaften hat das 2.5-Dihydroxy-benzochinon-( 1.4), von dem 
sich unser Abbauprodukt jedoch dadurch unterschied, daB es bei 157 - 163" schmolz 
und sein Wquiv.-Gew. etwas groBer war. Da seine Menge fur Analysen nicht ausreichte 
und wir das Vorliegen von 2.5-Dihydroxy-toluchinon-( 1.4) vermuteten, haben wir 
das Abbauprodukt reduzierend acetyliert. Dabei entstand ein farbloses, kristalli- 
siertes, bei 194- 196" schmelzendes Acetat, das mit 2.3.5.6-Tetraacetoxy-toluol (111) 
keine Schmp.-Erniedrigung zeigte. Dieser Befund sowie die Beobachtung, daI3 es 
1. das gleiche UV- und IR-Spektrum hat wie 2.5-Dihydroxy-toluchinon-(1.4) (IV) 
und 2. mit o-Amino-phenol ein kristallisiertes, rotbraunes Kondensationsprodukt 
bildet, das rnit einem in gleicher Weise aus IV gewonnenen Praparat im Schmp., 
Misch-Schmp., UV- und IR-Spektrum ubereinstimmt, beweisen, da13 unser Spalt- 
produkt 2.5-Dihydroxy-toluchinon-(1.4) (IV) ist. 

Das Kondensationsprodukt aus IV und o-Amino-phenol hat entweder die Konstitution V 
oder die des isomeren 3-Hydroxy-4-methyl-phenoxazons-(2). Da die Aminogruppe des 
o-Amino-phenols wahrscheinlich leichter mit der C-1-Chinoncarbonylgruppe von IV 
reagiert als mit der anderen, von zwei o-Substituenten flankierten, bevorzugen wir Formel V. 

Aus Zone C (Abbild. 1) unserer Hydrolysate haben wir eine rote, kristallisierte 
Verbindung C14Hll'N03 vom Schmp. 242" isoliert, die der KUHN-RoTH-Oxydation 
nach zwei C-Methylgruppen enthalt. Sie ist in ihrem Absorptionsspektrum dem 
Actinocinin ahnlich und wie dieses in waBrigem Alkali gelbrot loslich. Mit Acet- 
anhydrid/Natriumacetat lieferte sie ein kristallisiertes, gelbrotes, bei 164- 166" schmel- 
zendes Monoacetat C16H13N04, rnit Zinn(I1)-chlorid in Chloroform ein tiefblaues 
Reduktionsprodukt und rnit o-Phenylendiamin ein kristallisiertes, braunes Konden- 
sationsprodukt, das sich nicht acetylieren lien. 

Da unser Abbauprodukt C14HllN03 dem Actinocinin C15HllN05 sehr ahnlich ist, 
eine um COa kleinere Bruttoformel hat und von waI3rigem Natriumhydrogencarbonat 
nicht aufgenommen wird, lag nahe, es als decarboxyliertes Actinocinin anzusehen und 
(der Actinocinin-Teilformel I entsprechend) nach I a zu formulieren. 

Das von uns isolierte 2.5-Dihydroxy-toluchinon-( 1.4) (IV) entstammt zweifellos 
dem Actinomycin-Chromophor. Nimmt man an, daB es wahrend der Hydrolyse aus 
dem zunachst gebildeten Abbauprodukt C14HllN03 hervorgeht, so kann dessen Teil- 
formel I a  zu VI erweitert werden. uber den mit Ring C (VI) verbundenen Rest, der 
die zweite C-Methylgruppe enthalt, laBt sich dann sagen, daB : 1. sein Stickstoffatom 
wie beim Actinocinin wahrscheinlich tertiar und Bestandteil eines Heteroringes ist 
und 2. sein Sauerstoffatom - da das Abbauprodukt nur ein Mono-acetat bildet - sicher 
nicht einer Hydroxygruppe angehort. 



1958 Actinomycine (XIX.). Antibiotica aus Actinomyceten (XL.) 1245 

Frsetzt man in VI die beiden C-Methylgruppen durch Wasserstoff, so erhalt man 
V1 a, die Teilformel der Stammverbindung unseres Abbauproduktes. Die Aufgabe, 
sie zur Konstitutionsformel zu erweitern, ist dadurch erleichtert worden, daB das 
Abbauprodukt mit Zinn(I1)-chlorid ein blaues Reduktionsprodukt liefert. Denn, da 
Verbindungen, die das tun, selten sind, lief die Strukturaufklarung der Stammver- 
bindung VT a auf die Frage hinaus, welche heterocyclischen Verbindungen der Formel 
C12H7N03 1. mit Zinn(I1)-chlorid ein blaues Reduktionsprodukt, 2. bei Saurehydro- 
lyse 2.5-Dihydroxy-benzochinon-( 1.4) und 3. rnit o-Phenylendiamin ein braunes 
Kondensationsprodukt geben. 

Bei einer Durchmusterung heterocyclischer Verbindungen fanden wir nur eine, die 
allen drei Forderungen genugt : das 3-Hydroxy-phenoxazon-(2) (VII a), das demnach 
die Stammverbindung unseres Abbauproduktes sein mu13 ; ein Ergebnis, das auch rnit 
den spektroskopischen Befunden in Einklang steht. Denn VI a und das Abbauprodukt 
haben recht ahnliche Absorptionskurven (Abbild. 2), und das gleiche gilt fur das Mo- 
noacetat der beiden Verbindungen (Abbild. 2). Damit lieO sich die Teilformel VI 
unseres Abbauproduktes zur Formel VII erweitern, in der die beiden Methylgruppen 
acht verschiedene Stellungen einiiehmen konnen. 

Da es bei unseren geringen Substanzmengen aussichtslos war, durch Abbauver- 
suche zwischen diesen acht Formeln zu entscheiden, haben wir versucht, diese Aufgabe 
durch Synthese zu losen, und daher 2.5-Dihydroxy-toluchinon-(l.4) (IV) mit allen 

VI 
VIa: H3C- =H 

VI1 
VITa: H3C- = H 

vier isomer en o-Amino-methylphenolen kondensiert. Dabei erhielten wir aus IV und 
3-Amino-2-hydroxy-toluol (VIII) ein gelbrotes, kristallisiertes 3-Hydroxy-dimethyl- 
phenoxazon-(2) C14H11N03 vom Schmp. 242", das im Spektrum des sichtbaren 
sowie des UV- und IR-Gebietes vollig mit unserem Abbauprodukt ubereinstimmte 
(Abbild. 2 und 3) und dessen Schmp. nicht erniedrigte. 

Ebenso wie das Abbauprodukt lie13 sich das synthetische Phenoxazon in ein kri- 
stallisiertes, orangerotes Monoacetat C16H13N04 vom Schmp. 162 - 164" uberfuhren, 
das den Schmp. des Abbauprodukt-monoacetates nicht erniedrigte und im IR- 
Spektrum in allen Einzelheiten rnit diesem ubereinstimmte. Damit war die Identitat 
unseres Abbauproduktes rnit dem synthetischen Phenoxazon gesichert und die 
Richtigkeit der obigen Ableitung bewiesen. Lediglich fur die Stellung der beiden 
Methylgruppen blieben noch zwei Moglichkeiten offen. Denn bei der Kondensation 
von IV mit VIII war, je nachdem, welche Chinoncarbonylgruppe mit der Amino- 
gruppe von VIII reagiert, sowohl das 3-Hydroxy-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2) (IX) 
wie das isomere 3-Hydroxy-4.8-dimethyl-phenoxazon-(2) (X) zu erwarten. 

Um zu entscheiden, ob unserem synthetischen Phenoxazonderivat Formel IX oder X zu- 
kommt, haben wir nach einem lange bekannten Verfahren zur Darstellung von 3-Amino- 

Chemische Berichte Jahrg. 91 80 
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phenoxazonen-(2) das 3-Amino-2-hydroxy-toluol (VIII) in Benzol/Methanol unter Verwen- 
dung von Quecksilberoxyd oxydativ rnit sich selbst kondensiert, wobei neben 3-Amino-1.8- 

VllI IV IX 
IXa: O H =  OAc 

CH3 
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CH3 CH3 
VIII VII I 

CH3 
VIII VIII 

CH3 
IV X 

CH3 CH3 CH3 CH3 
XI IX 

CH3 
XI1 

CH3 
XI11 

dimethyLphenoxazon-(2) (XI) auch das isomere 3-Hydroxy-4.8-dimethyl-phenoxazim-(2) 
(XII) zu erwarten war. Da XI1 im Gegensatz zu XI in waDrigem Alkali loslich sein sollte, 
wurde die Benzollosung des Reaktionsproduktes erschbpfend rnit 2 n NaOH ausgeschiittelt, 
um etwa vorhandenes XI1 zu entfernen. Die nach dieser Vorbehandlung aus dem Benzol 
auskristallisierende rote, bei 242" schmelzende Verbindung C14H12N202, die mit Acet- 
anhydrid/Natriumacetat ein kristallisiertes, gelbrotes Monoacetat C16H14N203 vom Schmp. 
164- 166" lieferte, muDte demnach die Verbindung XI seinl3). DaD diese Uberlegung richtig 
ist, hat sich inzwischen durch eine Reaktionsfolgel4) beweisen lassen, uber die wir in einer 
spateren Mitteilung berichten werden. 

Um seine Amino- gegen eine Hydroxygruppe auszutauschen, wurde XI 10 Stdn. 
rnit 50-proz. Essigsaure gekocht. Das gelbrote, kristallisierte Reaktionsprodukt, dem 
seiner Entstehungsweise nach die Formel IXzukommt, schmolz allein sowie im Gemisch 

13) Diese Verbindung ist zuerst von F. KEHRMANN, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 136 [1906], 

14) 0. ATZROTT, Diplomarb. Univ. Gottingen 1956. 
beschrieben worden, der VIII jedoch in waDrig alkalischer Losung mit Luft oxydierte. 
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mit unserem roten Actinomycin-Abbauprodukt bei 242" und stimmte mit ihm im 
Spektrum des sichtbaren, UV- und IR-Gebietes uberein. Damit war bewiesen, daD 
das Abbauprodukt Formel IX hat. Und da es, wie oben gezeigt, mit dem durch Kon- 
densation von IV und VIII entstehenden Phenoxazonderivat identisch ist, war nun- 
mehr auch fur dieses die Formel IX sichergestellt. Bei der Kondensation von IV mit 

225 300 4m 500 609 
2 fmp) - 

Abbild. 2. Absorptionskurven in Methanol von 1) 3-Hydroxy-l.8-dimethyI-phenoxazon-(2) 
(IX) synthetisch (-0--0-) und aus Actinomycin (-o-o-), 2) 3-Hydroxy-phenoxazon-(2) 
(VIIa) (-), 3) 3-Acetoxy-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2) (IXa) (. .. .. . .) und 4) 3-Acetoxy- 

phenoxazon-(2) (- - - -) 

Abbild. 3. IR-Spektrum von 3-Hydroxy-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2) (IX) aus Actinomycin 
(.......... ) und von einem synthetisch gewonnenen Praparat (- ) in KBr 

80' 
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VIII reagiert also diejenige Carbonylgruppe von IV bevorzugt, die nur von einem 
o-standigen Substituenten flankiert ist 

Bei der mit Quecksilberoxyd durchgefiihrten Oxydation von VIII zu XI haben wir nicht 
gepruft, ob das Phenoxazim XI1 entsteht, sondern durch die Alkalibehandlung des Rohpro- 
duktes nur dafiir gesorgt, da13 XII, falls vorhanden, entfernt wird. Bei der in schwach alkali- 
scher Losung vorgenommenen Luftoxydationl4) von VIII zu XI dagegen wurde die Ent- 
stehung von XI1 praparativ nachgewiesen. Als wir namlich das Oxydationsprodukt von VIII 
rnit 50-proz. Essigsaure kochten, um die Amino- gegen eine Hydroxygruppe auszutauschen, 
erhielten wir eine Substanz, bei deren chromatographischer Trennung sich unterhalb der 
orangeroten Zone von IX eine gelbe, schneller wandernde Zone ausbildete. Ihr Inhaltstoff, 
gelbe Nadeln vom Schmp. 237-239", die den Schmp. von IX erniedrigten, gab Analysen- 
zahlen, die gut auf C14HllN03 paaten. Da die Verbindung alle Eigenschaften eines 3-Hydroxy- 
phenoxazons-(2) zeigt, ist sie offensichtlich das aus dem Phenoxazim XI1 hervorgegangene, 
rnit IX isomere 3-Hydroxy-4.8-dimethyl-phenoxazon-(2) (XIII). 

Der Befund, dab bei der Saurehydrolyse von Actinomycin C das 3-Hydroxy-1.8- 
dimethyl-phenoxazon-(2) (IX) entsteht, ist fur alle weiteren Versuche und uberle- 
gungen der vorliegenden Arbeit von entscheidender Bedeutung gewesen. Bevor wir 
darauf eingehen, sol1 noch kurz auf folgendes hingewiesen werden. Wenn Saure auf 
Actinomycin C einwirkt, entsteht als erstes Abbauprodukt Desamino-actinomy- 
cin C, eine Reaktion, bei der lediglich eine Aminogruppe des Chromophors als 
Ammoniak abgespalten und gegen eine Hydroxygruppe ausgetauscht wird15). Das 
3-Hydroxy-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2) (IX) und ebenso das Actinocinin (I) und 
Desamino-actinocinyl-threonin (11) entstammen demnach dem Chromophor des 
Desamino-zctinomycins C,  und alle Schlusse, die sich aus der Konstitution dieser 
Abbauprodukte ergeben, beziehen sich streng genommen zunachst auf den Chromo- 
phor des Desamino-actinomycins C. Da dieser sich jedoch vom ActinomycinC- 
Chromophor nur dadurch unterscheidet, da6 ei an Stelle einer Amino- eine Hydroxy- 
gruppe enthalt, ist seine Strukturermittlung gleichbedeutend rnit der Konstitutions- 
aufklarung des Actinomycin C-Chromophors selber. 

Zu fragen war somit zunachst, was sich an Hand des Abbauproduktes IX uber die 
Konstitution des Desamino-actinomycin C-Chromophors aussagen la6t. Ein Ver- 
gleich von IX rnit Desamino-actinomycin C hat folgendes ergeben : 

1 IX wird durch Zinn(I1)-chlorid zu einer tiefblauen, semichinoiden Verbindung 
reduziert, Desamino-actinomycin C zu einer tiefgrunen. Die Absorptionsspektren 
beider Reduktionsprodukte sind einander ahnlich. 

2. 1X und Desamino-actinomycin C losen sich in wabrigem Alkali gelbbraun. 

3. Das Absorptionsspektrum von IX ist dem des Desamino-actinomycins C ahnlich 
(Abbild. 2 und 4), und ahnlich ist bei beiden Verbindungen auch die Anderung des 
Spektrums bein ubergang in das Monoacetat (Abbild. 2 und 4). Da das Abbau- 
produkt 1X somit noch alle fur Desamino-actinomycin C charakteristischen Farb- 
eigenschaften aufweist und andererseits durch Saure nicht weiter abgebaut werden 

15) H. BROCKMANN und B. FRANCK, Chem. Ber. 87, 1767 119541. 
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kann, ohne diese Eigenschaften zu verlieren, war gesichert, daR wir in ihm das Kern- 
stuck des 

; l (mp)  - 
actinomycin C-monoacetat (-0---0-) in Methanol 

Abbild. 4. Absorptionskurven von Desamino-actinomycin C (- o- o-) und Desamino- 

Als nachstes war nun zu klaren, wie dieses Kernstuck in der Desamino-actinomycin- 
Molekel mit den beiden Peptidlacton-Resten verknupft ist und ob sich bei der Saure- 
hydrolyse auDer diesen Resten noch andere Gruppen vom Kernstuck ablosen. Ant- 
wort auf diese Fragen haben die Versuche und uberlegungen des nachsten Ab- 
schnitts gegeten. 

KONSTITUTION UND SYNTHESE DES ACTINOCININS 

Als neues Derivat des Actinocinhs (I) erhielten wir beim Verestern mit Acet- 
anhydrid/Perchlorsaure ein kristallisiertes, rotes Monoacetat vom Schmp. 214 -216". 
Seine Absorptionskurve (Methanol) unterscheidet sich nur wenig von der des 3-Acet- 
oxy-l.8-dimethyl-phenoxazons-(2) (IXa); ein weiterer Ausdruck fur die Ahnlichkeit 
unseres roten Abbauproduktes IX rnit Actinocinin. Wie schon er ivahnt, hatte uns 
diese &dichkeit, die Differenz C02 zwischen den Bruttoformeln sowie der Loslich- 
keitsunterschied in waDrigem Natriumhydrogencarbonat (1 loslich; IX unloslich) zu 
der Annahme gefuhrt, da13 IX ein decarboxyliertes Actinocinin sei. Somit konnte, 
nachdem die Konstitution des roten Abbauproduktes aufgeklart war, die Actinocinin- 
Formel I zu XIV und die Desamino-actinocinyl-threonin-Formel I1 zu XV entwickelt 
werden, 
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In Formel XIV gibt es fur die Stellung der Carboxygruppe vier Moglichkeiten 
(C-4, C-5, C-6 und C-7). Da wir nicht genug Actinocinin hatten, urn durch systemati- 
schen Abbau zu entscheiden, wo die Carboxygruppe steht, haben wir ebenso wie bei 
IX versucht, auch die Konstitution des Actinocinins durch Synthese zu beweisen. 

HO2C- { ~~]~~~ I 

I CH3 CH3 
CH-OH CH3 CH3 
I 

CH3 
XIV xv 

XVl XVII 

Die Aussicht, dabei auf Anhieb die ,,richtige" der vier Sauren XIV zu gewinnen, ist 
durch folgende uberlegungen vergroBert worden. 

Aus der Desamino-actinocinyl-threonin-Formel XV und dem Befund, daI3 Actmo- 
mycin C zwei Peptidlacton-Gruppen enthalt, laBt sich schlieBen, daI3 diese beiden 
Gruppen im Desamino-actinomycin C saureamidartig mit zwei am Chromophor- 
Kernstuck IX sitzenden Carboxygruppen verbunden sind. Beide Carboxygruppen 
konnen, wie die Isolierung von IX zeigt, bei der Hydrolyse durch Decarboxylierung 
entfernt werden, und zwar eine von ihnen leichter; die namlich, die dem Actinocinin 
(XIV) im Gegensatz zu XV fehlt. Fragt man sich, von welchem Kohlenstoffatom des 
Phenoxazon-Gerustes (XV) eine Carboxygruppe am leichtesten abzuspalten ist, so 
wird die Wahl auf das dem chinoiden Ring angehorende C-4 fallen, denn Chinon- 
carbonsauren sind leicht decarboxylierbar. Danach schien sicher, daI3 die Carboxy- 
gruppe des Actinocinins nicht an C-4 steht. 

Die Auswahl zwischen den noch verbleibenden drei Moglichkeiten fur die Stellung 
der Carboxygruppe (C-5, C-6, C-7) ist durch die Untersuchung eines neuen Actino- 
cininderivates , des , , Dih ydro-actinocinin-trimeth y lathers' <, erleichtert worden. Diese 
sich in konz. Mineralsauren blaugrun losende Verbindung, der die Formel XVI zuzu- 
schreiben ist, erhielten wir in gelben, bei 105 - 107" schmelzenden Kristallen, als 
Actinocinin mit Natriumdithionit reduziert und anschlieI3end mit Dimethylsulfat 
methyliert wurde. Ihr 1R-Spektrum hat eine von der Iminogruppe (vgl. XVI) her- 
ruhrende Bande bei 2.90 p; ferner eine Carbonylbande bei 5.89 p, die der Estergruppe 
zuzuordnen ist. Bemerkenswert erschien uns nun, daB diese Bande ein wenig langer- 
wellig ist als die bei 5.80 p liepnde Estercarbonylbande des methylierten Actinocininsl) . 
Der Unterschied ist nicht groB. Dennoch hielten wir es fur denkbar, daB er von einer 
Chelierung der Estercarbonylgruppe in XVI herruhrt. Die aber ist nur moglich, wenn 
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die Estergruppe der Dihydroverbindung XVI wie in Formel XVII an C-5 steht. Um 
zu sehen, ob dementsprechend Actinocinin die 3-Hydroxy-1.8-dimethyl-phenoxazon- 
(2)-carbonsaure-(5) (XlX) ist, haben wir versucht, diese Saure durch Kondensation 
von 2.5-Dihydroxy-toiuchinon-(1.4) (IV) mit 2-Arnino-3-hydroxy-4-methyl-benzoe- 

CO2H 

+ 
CH3 

IV 

CH3 CH3 

CO2H CH3 

CH3 

XIX 
XIXa: OH = OAc 

xx 

saure (XVIII) aufzubauen. Dabei entstand in guter Ausbeute eine kristallisierte, rote 
Verbindung C15HllN05, fur die, je nachdem welche Carbonylgruppe von 1V sich mit 
der Aminogruppe von XVIII kondensiert, zunachst die Formeln XIX und XX zur 
Diskussion standen. 

7 

Abbild. 5. Absorptionskurven von Actinocinin aus Actinomycin C (-*--*-), synthetischem 
Actinocinin (-0 - - -0-) und Actinocinin-acetat (-x---x-) in Methanol 
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Da sich bei der Synthese von 3-Hydroxy-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2) (IX) aus IV 
und VIII bevorzugt die nur von einem o-standigen Substituenten flankierte Carbonyl- 
gruppe von IV kondensiert und nicht einzusehen ist, warum sich IV der Carbonsaure 
XWII gegeniiber anders verhalten sollte, haben wir dem Kondensationsprodukt aus 
IV und XVIII die Konstitution XIX zugeschrieben. Ein Vergleich des Konden- 
sationsproduktes rnit Actinocinin hat gezeigt, daB beide in den Farbreaktionen sowie 
im Spektrum des sichtbaren, UV- und IR-Gebietes (Abbild. 5 und 6) vollkommen 
ubereinstimmen. 

A ( d -  

Abbild 

5 - 
G 80 

2 60 
1 04 

m - 
L 
5 40 

s o  
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4 
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. 6. IR-Spektrum von Actinocinin aus Actinomycin C (------) und synthetischem 
Actinocinin (- ) in KBr 

Ebenso wie Actinocinin konnten wir unsere synthetische Verbindung rnit Acet- 
anhydrid/Perchlorsaure in ein kristallisiertes, rotes Monoacetat iiberfiihren, das den 
gleichen Schmp. hat wie Actinocinin-acetat (XIXa), dessen Schmp. nicht erniedrigt 
und im sichtbaren, UV- und IR-Gebiet das gleiche Spektrum zeigt wie dieses. Danach 
ist Actinocinin mit unserer synthetischen Verbindung identisch und hat die Kon- 
stitution XIX. 

Zu bemerken ist, da13 die Alternative zwischen den Formeln XIX und XX nur fur die 
synthetische Phenoxazon-carbonsaure zur Diskussion stand. Denn, da das Abbau-Phen- 
oxazon IX, in dem die Stellung der beiden Methylgruppen bewiesen ist, zweifellos aus 
Actinocinin entstehen kann, war fur dieses die Formel XX von vornherein auszuschliel3en. 

KONSTITUTION UND SYNTHESE DES ACTINOMYCIN-CHROMOPHORS 

Der Beweis, daI3 Actinocinin die Konstitution XIX hat, und die Feststellung, daB 
beim Abbau von Desamino-actinocinyl-threonin (XV) zu Actinocinin (XIX) ent- 
weder die freie oder die mit dem Threoninrest verkniipfte Carboxygruppe aus XV ab- 
gespalten wird und daher an C-4 stehen muI3, gestattet, die Desamino-actinocinyl-threo- 
nin-Formel XV zur Formel XXIa bzw. b zu erweitern, Gei der noch offen bleibt, ob R 
oder R' der Threoninrest ist. Von den beiden oben aufgeworfenen Fragen: 1. wo und 
wie die beiden Peptidlacton-Gruppen des Desamino-actinomycins C an das Kernstuck 
IX des Chromophors geknupft sind und 2. ob im Desamino-actinomycin auRer diesen 
beiden Gruppen noch andere an IX hangen, ist die erste durch Formel XXI beantwor- 
tet; die Peptidlacton-Gruppen sind saureamidartig rnit zwei an C-4 und C-5 stehenden 
Carboxygruppen verknupft. 
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Zur zweiten Frage ist folgendes zu sagen. Desamino-actinocinyl-threonin-di- 
methylester und die Desamino-actinomycine sind in ihren Absorptionskurven sehr 
ahnlichl), und das gleiche gilt fur ihr grunes Zinn(II)-chlorid-Reduktionsprodukt1) 

R R‘ 
I co I co 

I I 

CH3 CH3 

R R’ 
I co I co 

, 
CH3 CH3 

COzH 
I 

XXIIa: R, R’ = OH 
XXI’b: R, R‘ = Peptidlacton-Reste 
XXIIc: R. R’ = OCH3 

XXIa: R = OH; R’ =: CH3.CHOH.CH-NH- 
XXIb: R = CH3.CHOH.CH-NH-; R = OH 

I 
COzH 

XXIc: R, R = Peptidlacton-Reste 
XXId: R, R’ = OH 

sowie ihr Acetat. Standen am Chromophor-Kernstuck IX des Desamino-actinomy- 
cins C an C-6 und C-7 Gruppen, die im Desamino-actinocinyl-threonin nicht mehr 
vorhanden sind, so muljten sie so beschaffen sein, dal3 sie: 1. spektroskopisch nicht in 
Erscheinung treten und 2. bei Saurehydrolyse durch Wasserstoff ersetzt werden. Da 
es keine Substituenten gibt, die beide Bedingungen zugleich erfullen, scheint uns 
sicher, daI3 Desamino-actinomycin C den gleichen Chromophor besitzt wie Des- 
amino-actinocinyl-threonin und daher nach XXI c formuliert werden kann. 

C02CH3 COzCH3 COpCH3 COzCH3 

-2 HzO 

CH3 CH3 CH3 CH3 

XXIVa: C02CH3 = COzH 
XXIlI XXIV xxv 1 HzO 

COzCH3 CH3 COzCH3 COzCH3 

I I I 
CH3 COzCH3 dH3 CH3 

XXVII XXVI 
XXVIIa: C02CH3 = COzH 

Der Desamino-actinomycin C-Chromophor ware somit der Saurerest der 
3-Hydroxy-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2)-dicarbonsaure-(4.5) (XXId). Und da die 
Desamino-actinomycine aus den Actinomycinen dadurch entstehen, daB eine Amino- 
grppue des Actinomycin-Chromophors unter Abspaltung von Ammoniak gegen eine 
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Hydroxygruppe ausgetauscht wird, miiBte der Saurerest der 3-Amino-1.8-dimethyl- 
phenoxazon-(2)-dicarbonsaure-(4.5) (XXII a) der Chromophor der C- und X-Actino- 
mycine sein. Fur die Actinomycine selber ergibt sich daraus die Formel XXII b. 

Um diese Folgerungen spektroskopisch zu uberpriifen, haben wir zunachst den 
Methylester XXII c der Saure XXII a synthetisiert. Ausgangsmaterial war 2-Nitro- 
3-hydroxy-4-methyl-benzoesaure-methylester (XXIII), der mit Natriumdithionit zum 
2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-benz~saure-methylester (XXIV) reduziert wurde. Dieser 
lieferte, in Chloroform mit Quecksilberoxyd oxydiert, in guter Ausbeute eine kri- 
stallisierte, gelbrote Verbindung C18H16N206, fur die zunachst die Formeln XXV und 
XXVII zur Diskussion standen. Da  unser Kondensationsprodukt durch Salzsaure zu 
Actinocinin (XIX) abgebaut werden konnte, war ihm die Konstitutionsformel der 
gesuchten Verbindung XXV zuzuordnen. Die oxydative Verknupfung von zwei 
Molekeln XXIV verlauft also analog wie die von VIII zu XI. 

Durch Kochen mit 50-proz. Essigsaure oder kiirzeres Frwarmen rnit Salzsaure 
unter Bedingungen, wie sie bei der Darstellung von Desamino-actinomycinen ange- 
wandt wurdenls), lieB sich die Aminogruppe von XXV gegen eine Hydroxygruppe 
austauschen. Der so gewonnene 3-Hydroxy-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2)-dicarbon- 
saure-(4,5)-dimethylester (XXVI) kristallisiert in roten Prismen, die sich oberhalb 200" 

t 

- iXcm- 7) 

I I I 
30 25 20.10~ 

7 

Abbild. 7. Absorptionskurven von 3-Amino-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2)-dicarbonsaure- 
(4S)-dimethylester (XXV) ( 0  - - 0 )  in Methanol und 3-Hydroxy-1.8-dimethyl-phen- 

oxazon-(2)-dicarbonsaure-(4.5)-dimethylester (XXVI) ( 0 .  ... .0 .... .o) in Methanol, das 10 % 
Chloroform enthielt, um die Loslichkeit zu erhohen 
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zersetzen. Sein in Methanol bei 437 mp liegendes Maximum (Abbild. 7) hat eine 
kleinere Extinktion alS die Aminoverbindung XXV. Eine analoge Extinktionsdifferenz 
findet man beim langwelligen Maximum der Actinomycine und Desamino-actino- 
mycine. 

Die in Methanol gemessene Absorptionskurve (Abbild. 7) von XXV ist der Kurve 
der Actinomycine (Abbild. 8) recht ahnlich, doch liegt das langwellige Maximum von 

Abbild. 8. Absorptionskurven von Actinomycin C (0 - - o - - 0) und Actinocinyl-bis-glycin- 
methylester (XXXIII) ( 0 .  ... . . ... . *) in Methanol 

XXV um 12 mp kurzerwellig als bei den Actinomycinen. Um zu sehen, ob dieser 
Unterschied dadurch bedingt ist, daR die Carboxygruppen in XXV verestert, in den 
Actinomycinen dagegen saureamidartig gebunden sind, haben wir die Verbindung 
XXXIII aufgebaut, in der die beiden Carboxygruppen von XXll a saureamidartig 
mit zwei veresterten Glycinresten verbunden sind. Dabei gingen wir von der 2-Nitro- 
3-benzyloxy-4-methyl-benzoesaure (XXVIII) aus, deren mit Thionylchlorid bereitetes 
Chlorid XXIX, mit Glycinmethylester (XXX) umgesetzt, den in farblosen Nadeln 
vom Schmp. 126” kristallisierenden N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl]-glycin- 
methylester (XXXI) lieferte. Der daraus durch Hydrierung mit Raney-Nickel ge- 
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- 
R R 
I I CO . N H  * CH2. C02CH3 

CO. NH . C H Z - C O ~ C H ~  CO H CO 

CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 - 

- 
R 
I 

R 
I Die Absorptionskurve von XXXllI ist in ihren Kon- co H co ~ 

turen der Kurve der Actinomycine gleich (Abbild. 8) 
und schmiegt sich dieser im Gebiet 240-380 mp sowie 
450-500 m p  vollig an. Unterschiede bestehen allein in 
der Extinktion der Maxima, die bei den Actinomycinen 
etwas kleiner ist als bei der Modellverbindung. Sie konn- CH3 CH3 - 

16) Vgl. z.B. E. A. BRAUDE und E. S. WAIeuT, in ,,Progress in Stereocheniistry" s. 145, 
London 1954. 



I958 Actinomycine (XIX.). Antibiotica aus Actinoniyceten (XL.) 1257 

halten (leichter Austausch einer Amino- gegen eine Hydroxygruppe, schwache Basi- 
zitat, Abbau mit Alkali, Halochromie) und schliel3lich unsere Befunde beim Abbau 
der Actinomycine lassen keinen Zweifel mehr daran, dal3 der Acylrest der 3-Amino- 
1.8-dimethyl-phenoxazon-(2)-dicarbonsaure-(4.5) (XXIIa) der Chromophor der 
Actinomycine C1, C2, C3, Xop und X2 ist und diesen Antibioticis die Formel XXIIb 
zugeschrieben werden kann. 

An Hand dieser Formel sollen nun kurz einige Reaktionen des Actinomycin- 
Chromophors erlautert werden. FaBt man die a-Hydroxy-carbonyl-Gruppierung des 
Desamino-actinomycin-Chromophors als vinyloge Carboxygruppe auf, so ist die 
cc-Amino-carbonyl-Gruppierung des Actinomycin-Chromophors als vinyloge Saure- 
amidgruppe anzusehen, und damit wird verstandlich, dal3 die Aminogruppe des 
Chromophors nicht barisch ist und hydrolytisch leicht gegen eine Hydroxygruppe 
ausgetauscht wird. 

Welche Rolle die Aminogruppe bei der Salzbildung der Actinomycine spielt, zeigt 
die dabei auftretende Farbvertiefung. Die in organischen Solvenzien gelbrot loslichen 
Actinomycine werden von konzentrierten Mineralsauren rnit weinroter Farbe auf- 
genommen. Diese auch den 3-Amino-phenoxazonen-(2) X1, XXII c und XXXIII 
eigene Halochromie ware unerklarlich, wenn die Aminogruppe als Protonenacceptor 
fungierte. Sie wird dagegen verstandlich, wenn man annimmt, dal3 sich das Proton 
an das Hetero-N-Atom anlagert. Denn dann entsteht ein resonanzstabilisiertes 
Kation, das sich durch die Grenzformeln XXXIVa und XXXIV b beschreiben lafit. 

Erhitzt man Actinomycin C 36 Stdn. rnit 30-proz. Schwefelsaure auf 1 lo", so wird 0.7 bis 
0.8 Mol. Kohlendioxyd frei 17). Es entstammt, wie jetzt klar wird, der an C-4 des Chromo- 
phors sitzenden Saureamid-carbonyl-Gruppe, die nach Verseifung decarboxyliert wird. Die 
gleiche Decarboxylierung beobachteten wir beim Actinocin-dimethylester (XXV), der bei 
langerem Erhitzen rnit 20-proz. Salzsaure in Actinocinin (XIX) iiberging. 

Vor einiger Zeit wurde gefunden 18), daB Actinomycine und Desamino-actinomycine unter 
den bei der Acetylbestimmung iiblichen Bedingungen bei alkalischer Verseifung (2 stdg. 
Kochen mit methanol. n NaOH) 0.4-0.6 Mol. und bei Verseifung rnit 20-proz. Schwefel- 
saure (3 Stdn. bei 110") sogar 0.8-0.9 Mol. fliichtiger Saure liefern. Aus dem nach saurer 
Verseifung erhaltenen Destillat lie13 sich Propionsaure isolieren, deren Entstehung auf einen 
Abbau des Im Peptidteil vorhandenen Threonins zuruckgefiihrt wurde. 

Um zu sehen, ob die Gesamtmenge an fliichtiger Saure aus dem Threonin stammt, wurden 
Blindversuche rnit dieser Aminosaure durchgefiihrtls). Sie gaben bei ,,saurer Verseifung" 
nicht mehr als 0.2-0.3 Mol. und bei ,,alkalischer Verseifung" sogar nur 0.03 Mol. fliichtiger 
Saure. Diese Diskrepanz gegeniiber den Actinomycinen erklart sich, wie wir fanden, dadurch, 
da13 aus dem 3-Hydroxy-phenoxazon-(2)-Geriist unter den Bedingungen der Acetylbestim- 
mung erhebliche Mengen an fluchtiger Saure entstehen. Bei den Actinomycinen ist demnach 
der gefundene ,,Acylgehalt" bei alkalischer Verseifung praktisch ganz und bei saurer zum 
groBeren Teil auf fliichtige saure Abbauprodukte des Chromophors zuriickzufiihren. 

Bemerkenswert ist, daB im Gegensatz zu den Actinomycinen weder XXIIc noch 
XXXIII mit Bariumhydroxyd zu Despeptido-actinomycin abgebaut werden konnte. 

17) H. BROCKMANN, N. GRUBHOFER, W. KASS und H. KALBE, Chem. Ber. 84, 260 [I9511 
18) H. BROCKMANN und B. FRANCK, Naturwissenschaften 42, 180 [1955]. 
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ZUR KONSTITUTION UND BIOGENESE DER ACTINOMYCINE 

Durch unseren Arbeitskreis ist der Arninosauregehalt der Actinomycine C1, C2, C3, 
X,p und X2 ermitteltl9.20) und die Struktur ihres Peptidteils soweit aufgeklart worden, 
dal3 fur Actinomycin C3 die Konstitutionsformel XXXV vorgeschlagen werden 
konntes). An Hand dieser Formel und unserer weiter unten erorterten Vorstellungen 
uber die Biogenese der Actinomycine war vorauszusehen, daI3 Actinomycin C1 sich 
von Actinomycin C3 nur dadurch unterscheidet, da13 die beiden Peptidlactonringe 
D-Valin an Stelle von D-allo-Isoleucin enthalten; oder anders gesehen, daB Actino- 
mycin C1 zwei C-Methylgruppen weniger enthalt als Actinomycin C3. DaB dies zu- 
trifft, konnte kurzlich von E. BULLOCK und A. W. JOHN SON^^) gezeigt werden, die fur 
Actinomycin C1 die Bezeichnung Actinomycin D22) verwenden. 

H3C H3C CH3 CH3 
\ /  \ /  

CH CH 
I I 

CO-CH(L) (L)CH-CO 
I I 

NCH3 NCH3 
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1 L-Ao L-Lo 1 
I 

D-Aileu D-Aileu 

0 co co 
I I  I I  

H~C-CH-CH(L) (L)CH-CH-CH~ 
I I 

NH NH 
I I 

CH3 CH3 
xxxv 

H3C\ /CH3 
CH 
I 

I 
CO-CH(L) 

I f;lCH3 Sar 
I 

L-Pro 

I R  
I 1  
I I  
0 co 

H~C-CH-CH(L) 
I 

NH 
I co 

I 

CH3 
XXXVl: R = D-Aileu; Val 

Aileu = allo-lsoleucin 

lnzwischen haben Untersuchungen uber die Peptidgruppen23) der Actinomycine 
C1, C2, C3, XOp und Xz erkennen lassen, dal3 die strukturellen Unterschiede zwischen 

19) H. BROCKMANN und G. BOHNSACK, Naturwissenschaften 40, 223 [1953]; H. BROCK- 
MANN, H. GRGNE und J. TIMM, ebenda 42, 125 [1955]; H. VORBRUGGEN, Diplomarb. Univ. 
Gottingen 1955; G. GEBHARDT, Diplomarb. Univ. Gottingen 1955. 

20) H. BROCKMANN und J.-H. MANEGOLD, unveroffentlicht. 
21) J. chem. SOC. [London] 1957, 3280. 
22) Mit dern BuchstabenD haben L. C. VINING und S. A.WA~s~~~(Science[Washington] 120, 

389 [ 19541) ein von ihnen aus Str. parvullus-Kulturen isoliertes Actinomycin bezeichnet, das 
identisch ist mit dem zuerst von H. BROCKMANN und N. PFENNIG (Naturwissenschaften 39, 
429 [1952]; Hoppe-Seyler's 2. physiol. Chem. 292, 77 [1953]) isolierten Actinomycin C1. 
Actinomycin D ist also kein ,,neues" Actinomycin, wie die Bezeichnung vermuten lassen 
konnte. 

23) H. BROCKMANN und Mitarbb., unveroffentlicht. 
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diesen fiinf Actinomycinen auf bestimmte Glieder der Peptidringe beschrankt sind. 
Wieweit die hier im Bauplan zutage tretende ubereinstimmung auch fur die Peptid- 
gruppen der vielen neuen Actinomycine gilt, die G. SCHMIDT-I(ASTNER*~) biosynthe- 
tisch durch Zusatz verschiedener Aminosauren zur Kulturlosung Actinomycin produ- 
zierender Streptomyceten gewonnen hat, wird z. Zt. untersucht. 

Unsere Beobachtung, daB Actinocinyl-bis-glycinmethylester (XXXIII) in waBriger 
Losung bei PH 7.8 in Ausbeuten bis zu 93 % d. Th. durch Luftoxydation aus XXXII 
entsteht, legt die Vermutung naheg), daB die Actinomycine in vivo in analoger Weise 
durch oxydative Kondensation aus N-[2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-benzoyl]-peptiden 
oder entsprechenden Peptidlactonen des Strukturtyps XXXVI aufgebaut werden, 
wobei die Oxydation vielleicht durch Phenoloxydasen besorgt wird. Damit wurde die 
Actinomycin-Synthese, soweit sie das Phenoxazon-Gerust betrifft, in Parallele gesetzt 
zur Synthese der von A. BUTENANDT und Mitarbb. untersuchten und als Phen- 
oxazonderivate erkannten Ommochrome25). 

Wie schon friiher betonts), ermoglicht ein Aufbau der Actinomycine aus N-[2- 
Amino-3-hydroxy-4-methyl-benzoyl]-peptiden (XXXVI) - auch, wenn die Zelle deren 
Peptidteil nur in engen Grenzen variieren kann - die Bildung einer groBeren Zahl 
verschiedener Actinomycine. Angenommen, ein Streptomyces-Stamm ware be1 der 
Synthese der als Vorstufen fungierenden Verbindungen XXXVI auf drei Struktur- 
variationen des Peptidteils beschrankt, so konnten, wenn diese Vorstufen bei der 
Kondensation zum 3-Amino-phenoxazon-(2)-Geriist alle denkbaren Kombinationen 
eingehen, der Abbild. 9 entsprechend, neun verschiedene Actinomycine entstehen ; 
drei mit zwei gleichen Peptidketten (iso-Actinomycine) und sechs mit zwei verschie- 
denen Peptidketten (uniso-Actinomycine). 

1 11 111 

1 2 3 4 5 6 I 8 9 

I I  
- I<  = Chromophor; A, B, C = Peptidgruppen 

Abbild. 9. Schematische Darstellung der Actinomycine, die durch oxydative Kondensation 
entstehen konnen, wenn die Zelle zum Aufbau von drei in der Peptidkette verschiedenen 

Vorstufen des Strukturtyps XXXVI befahigt ist 

Diese uberlegung fiihrt zu der Frage, ob die in unserem Institut entwickelten ver- 
teilungschromatographischen Methoden zur Trennung von Actinomycingemischen 
ausreichen, um alle nach obigem Schema aoglichen Actinomycine zu isolieren. Fur 
die iso-Actinomycine ist diese Frage, wie die Trennung von Actinomycin C1 und C3 
zeigt, grundsatzlich zu bejahen, und das gleiche durfte fur aniso-Actinomycine gelten, 
sofern sie nicht der gleichen Gruppe I, I1 oder I11 angehoren. Von besonderem Interesse 

24) G. SCHMIDT-KASTNER, Naturwissenschaften 43, 132 [1956]; ,,Medizin und Chemie", 

2 5 )  Vgl. zusammenfassende Darst. von A. BUTENANDT, Angew. Chem. 69, 16 [1957]. 
,,Bayer" Leverkusen, Verlag Chernie, Weinheim 1956, Bd. V, S. 463. 
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ist es, ob Vertreter der gleichen Gruppe, z. B. die der Formel 4 und 5 trennbar sind. 
Denn wenn das gelingt, sollte sich das zur Gruppe der uniso-Actinomycine gehorende 
Actinomycin Cz eventuell in zwei Isomere zerlegen lassen. Versuche in dieser Richtung 
sind im Gange. 

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT, den FARBENFABRIKEN BAYER, Werk Elber- 
feld, und dem FONDS DER CHEMIE danken wir fur groI3ziigige Forderung. 

BE S C H R E I B U N G D ER V E R S U C H E26) 

,,Saures" Kieselgel: Das fur die chromatographischen Trennungen dieser Arbeit verwendete 
,,saure" Kieselgel wurde nach der fruher angegebenen Vorschriftl) hergestellt. 

Abbau von Actinomycin C mit Saure: Kristallisiertes Actinomycin C wurde in 8 Ansatzen 
zu je 2.5 g rnit Salz- oder Schwefelsaure unter den in der Tab. angegebenen Bedingungen er- 
hitzt. Die Hydrolysate extrahierte man erschopfend mit Chloroform, gab den Chloroform- 
auszug jedes Ansatzes durch eine Saule von saurem Kieselgel und wusch rnit Chloroform 
nach. Als Beispiel fur die dabei erhaltenen Chromatogramme ist in Abbild. 1 das des An- 
satzes Nr. 5 angefiihrt. Bei manchen Ansatzen fehlte die eine oder andere der bei Nr. 5 vor- 
handenen Zonen ganz oder war nur schwach ausgepragt. Die mit Chloroform extrahierten 
Hydrolysate wurden auf andere Abbauprodukte hin aufgearbeitet. 

Saurehydrolyse von Actinomycin C 

Dauer der 
Hydrolyse Temp. Saure Fraktion A Fraktion Fraktion C Fraktion D 

in Stdn. (Actinocinin) 

1 240 

2 240 

3 120 

4 96 

5 120 

6 20 

7 137 

8 22 

60" 

60" 

80" 

85" 

85" 

100" 

80" 

100" 

10-proz. - 

20-proz. 17 mg 
HC1 

HC1 
20-proz. 36 mg 

20-proz. 34 mg 

20-proz. 28 mg 

20-proz. 1 mg 

HCL 

HC1 

HCl 

HC1 
25-proz. - 

25-~roz. - 

Summe 116 mg 

65 mg 

61 mg 

73 mg 

10 mg 

71 mg 

2 mg 

292 mg 

Fraktion D (2.5-Dihydroxy-toluchinon- (1.4) ( I V ) )  : Die Eluate aus den D-Zonen samt- 
licher Chromatogramme verdampfte man gemeinsam, nahm den Ruckstand in 100 ccm 
Chloroform auf und schuttelte dieses erschopfend rnit insgesamt 50 ccm n NaOH aus. Die 
violettrote, waRrig-alkalische Phase sauerte man an, extrahierte den hellgelben Farbstoff rnit 
Chloroform, engte den Chloroformauszug auf 20 ccm ein und gab ihn durch eine kleine Saule 
von ,,saurem" Kieselgel. Beim Nachwaschen rnit Chloroform wurde die schnell laufende, 

26) Schmpp., soweit nicht anders vermerkt, auf dem KOFLER-Block bestimmt und korrigiert. 
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hellgelbe Zone gesondert aufgefangen und ihr Eluat unter Normaldruck eingedampft. Das 
hinterbleibende 2.5-Dihydroxy-toluchinon- (1.4) ( I V )  sublimierte bei 60"/16 Torr in orange- 
farbenen, glanzenden Blattchen. 1.986 mg Substanz entwickelte bei der Verbrennung nach 
DUMAS keine meBbare Menge Stickstoff. UV-Absorptionsspektrum in Methanol: Amax 
289 mp (E = 10380); 360 my (e = 2800). 

Reduzierende Acetylierung von Fraktion D:  Eine Losung von 1.6 mg des vorstehenden 
Sublimates in 1 ccm Acetanhydrid wurde nach Zugabe von wenig Zinkstaub und Natrium- 
acetat 5 Min. gekocht, mit 1 ccrn Eisessig verdiinnt und nach Abfiltrieren des Zinkstaubs mit 
6 ccm Wasser versetzt. Nach 2 Tagen hatten sich farblose Nadeln abgeschieden, die aus 
Methanol/Wasser umkristallisiert wurden. Ausb. 0.6 mg. Schmp. 194- 196", Misch-Schmp. 
mit 2.3.5.6-Tetraacetoxy-toluol ( III )  194- 198". 

Kondensation mit odmino-phenol: Eine Losung von 1 mg der Fraktion D in 1 ccrn Methanol 
verdunnte man rnit 10 ccrn heiBem Wasser, gab 4 mg o-Aminophenol-hydrochlorid hinzu und 
erhitzte 2 Stdn. auf siedendem Wasserbad. Dann wurde rnit Chloroform extrahiert und der 
Chloroformauszug durch eine kleine Saule von saurem Kieselgel gegeben. Beim Nach- 
waschen mit Chloroform bildete sich eine schwache, schnell wandernde, hellgelbe Zone, 
iiber ihr eine breite, gelbrote und am oberen Rand der Saule eine festhaftende, blaue Zone. 
Aus dem auf 0.5 ccm eingeengten Eluat der gelbroten Zone fielen auf Zugabe von 2 ccm 
Petrolather rotbraune, bei 222 -225" (BERL-Block) schmelzende Kristallblattchen aus. Mischen 
mit dem in gleicher Weise aus 2.5-Dihydroxy-toluchinon-(l.4) bereiteten 3-Hydroxy-x-methyl- 
phenoxazon- (2) erniedrigte den Schmp. nicht. Beide Praparate stimmten in allen Einzelheiten 
ihres IR-Spektrums iiberein. 

Fraktion C (3-Hydroxy-1.8-dimethyl-phenoxazon- (2)  ( I X )  ) : Als die vereinigten Eluate 
aus den C-Fraktionen aller Hydrolysenansatze auf 0.5 ccm eingeengt wurden, schied sich IX 
in orangeroten Prismen ab, die unter Zersetzung bei 243" schmolzen, in 2 n Nap203 wenig 
loslich waren und von 2 n NaOH rnit gelbbrauner Farbe aufgenommen wurden. Die gelbrote 
Chloroformlasung farbte sich auf Zugabe von Zinn(I1)-chlorid griinstichig-blau. 

C14HllN03 (241.3) Ber. C 69.70 H 4.59 N 5.80 2 C-CH3 12.4 
Gef. C 69.62 H 4.62 N 5.72 C-CH3 11.8 Mo1.-Gew. *) 244 & 3 

*) Bestimmt durch Redoxtitration mit Chrom(I1)-acetat in 70-prOz. Methanol. 

Beim Kochen einer mit etwas o-Phenylendiamin versetzten Losung von Fraktion C in Eis- 
essig, schied sich nach kurzer Zeit ein braunes, kristallisiertes Kondensationsprodukt aus, das 
beim Behandeln rnit Acetanhydrid/Pyridin unverandert blieb. 

Acetylierung von Fraktion C: Eine Losung von 20 mg der Fraktion C in 5 ccm Acetanhydrid 
wurde nach Zugabe von etwas Natriumacetat 30 Min. auf siedendem Wasserbad erwarmt und 
dann rnit 5 ccm Eisessig und I5 ccm Wasser verdiinnt. Der dabei ausfallende, feinkristalline, 
orangefarbene Niederschlag lieferte, aus Methanol/Wasser umkristallisiert, orangerote, bei 
164-166" schmelzende Nadeln des Acetates Ma. Ausb. 20 mg. 

C16H13N04 (283.3) Ber. C 67.87 H 4.63 N 4.95 1 CH3CO 15.2 
Gef.*) C 67.97 H 4.63 N 4.95 CH3CO 14.7**) 

*I getrocknet bei 100" i. Hochvak. 
**) verseift mit n methanol. NaOH 180 Min. hei Siedetemperatur. Blidwert abgezogen. 

3-Hydroxy-1.8-dimethyl-phenoxazon-(2) ( I X ) :  Eine Lbsung von 100 mg 2.5-Dihydroxy- 
toluchinon- (1,4) (IV) und 400 mg 3-Amino-2-hydroxy-toluol-hydrochlorid (entspr. VIII) in 
10 ccm heil3em Methanol wurde rnit 60 ccm heidem Wasser verdiinnt, 2 Stdn. auf siedendem 
Wasserbad erwarmt und dann mit Chloroform extrahiert. Als der Chloroformauszug durch 
eine Saule aus saurem Kieselgel gegeben und rnit Chloroform nachgewaschen wurde, bildeten 
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sich eine breite, schnell laufende orangerote und zwei langsamer laufende, schmale, blaue 
Zonea. Beim Einengen des Eluates der orangeroten Zone auf 0.5 ccm fie1 IX in orangeroten 
Prismen aus. Schmp. 242" (Zers.); Ausb. 148 mg. Misch-Schmp. rnit Fraktion C 242". IX in 
gleicher Weise acetyliert wie Fraktion D lieferte ein Acetat vom Schmp. 164--166", das im 
Gemisch rnit dem Acetat der Fraktion C keine Schmp.-Erniedrigung gab. 

3-Amino-1.8-dimethyl-phenoxazon- ( 2 )  ( X I )  : Eine Losung von 1 g 3-Amino-2-hydroxy- 
tohoi (VIII )  in einer Mischung aus 20 ccm Methanol und 100 ccm Benzol schuttelte man 
8 Stdn. rnit 5 g gelbem Quecksilberoxyd, filtrierte ab und schuttelte das Filtrat so oft rnit 2 n 
NaOH, bis die wa5rige Phase farblos blieb. Aus der rnit Wasser gewaschenen und auf 5 ccm 
eingeengten Benzollosung schied sich XI  in tiefroten Kristallen ab, die mit Ather gewaschen 
wurden. Ausb. 780 mg. Beim Erhitzen trat oberhalb 280" Zers. ein. 

C14H12N202(240.3) Ber. C 69.99 H 5.03 N 11.66 Gef.*) C 70.30 H 4.80 N 11.85 
*) i. Hochvak. sublimiert. 

3-Acetamino-1.8-dimethyl-phenoxazon- ( 2 )  : Eine Losung von 100 mg 3-Amino-I .8-dimethyl- 
phenoxazon-(2) ( X I )  in 20 ccm heil3em Acetanhydrid wurde nach Zusatz von etwas wasser- 
freiem Natriumacetat 1 Stde. auf siedendem Wasserbad erwarmt. Das nach Verdunnen rnit 
20 ccm Eisessig und Zusatz von Wasser ausgefallene Acetat kristallisierte aus heil3em 
Eisessig in langen, orangefarbenen Nadeln vom Schmp. 283". Ausb. 108 mg. 

C16H14N203 (282.3) Ber. C 68.07 H 5.00 N 9.92 1 CH3CO 15.25 
Gef.*) C 67.96 H 4.83 N 9.98 CH3CO 15.90**7 

*) getrocknet 5 Stdn. bei 150' i. Hochvak. **) nach Abzug von 7 % Bhndwert. 

3-Hydroxy-1.8-dimethyl-phenoxazon-(2) ( I X )  aus 3-Amino-1.8-dimethyl-phenoxazon-(2) 
( X I ) :  Eine Losung von 1 g XI in 215 ccm 50-proz. Essigsaure wurde 10 Stdn. unter RiickfluR 
gekocht, rnit Wasser verdiinnt und dann erschopfend rnit Chloroform ausgezogen. 

Beim Filtrieren der Chloroformlosung durch eine Saule von saurem Kieselgel bildete sich 
beim Nachwaschen mit Chloroform eine schnell laufende, orangerote Zone. Aus ihrem auf 
1 ccm eingeengten Eluat kristallisierten orangerote Prismen. Ausb. 720 mg. Schmp. 242". 
Misch-Schmp. rnit Fraktion C 242". 

Das analog wie bei Fraktion C dargestellte kristallisierte Acetat schmolz bei 164-166" 
und zeigte im Gemisch mit dem Acetat der Fraktion C keine Schmp.-Erniedrigung. 

Ein nach F. KEHRMANN13) dargestelltes Rohprodukt von 3-Amino-1 .8-dimethyl-phenox- 
azon-(2) gab nach Kcchen mit 50-proz. Essigsaure bei chrornatographischer Adsorption 
aus Chloroform an saurern Kieselgel neben der orangeroten Zone des 3-Hydroxy-1.8-dimethyl- 
phenoxazons-(2) noch eine gelbe, schneller laufende Zone, deren Eluat beim Einengen gelbe 
Nadeln vom Schmp. 237 -239" lieferte. Ein Gemisch dieser Verbindung rnit 3-Hydroxy-l.8- 
dimethyLphenoxazon-(2) schmolz bei 21 6 bis 230". 

C14HllN03 (241.3) Ber. C 69.70 H 4.58 N 5.80 Gef.*) C 69.43 H 4.93 N 5.72 
*) 3 Stdn. i. Hochvak. bei 150" getrocknet. 

Derivate und Synthese des Actinocinins 

Actinocinin-acetat ( X I X a )  : Eine Losung von 20 mg Actinocinin in 3 ccm Acetanhydrid 
wurde rnit einem Tropfen Perchlorsaure versetzt, 6 Stdn. bei Raumtemperatur aufbewahrt, 
dann rnit 3 ccm Eisessig verdiinnt und auf Eis gegossen. Das ausgefallene, rote Acetat wusch 
man rnit Wasser, loste es nach Trocknen in Chloroform und gab die Losung durch eine Saule 
von saurem Kieselgel. Beim Nachwaschen mit Chloroform trennte sich eine schnell laufende, 
leuchtend rote Zone von einer dariiberliegenden braunen. 
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Der Verdampfungsruckstand des Eluates der roten Zone kristallisierte aus Methanol/ 
Wasser in roten Nadeln. Schmp. 214-216" (Zers.); Ausb. 18 mg. 

C17H13NO6 (327.3) Ber. C 62.38 H 4.00 N 4.28 1 CH3CO 13.2 
Gef.*) C 62.22 H 4.14 N 4.45 CH3CO 16.2**) 

*) getrocknet bei 130" i. Hochvak. * * f  Acetyl-Blindwert 10.0 benicksichtigt. 

,,Dihydro-actinocinin-trimethylather" (XVII)  : Eine Suspension von 50 mg Actinocinin in 
50 ccm Aceton und 10 ccm Wasser wurde nach Zugabe von 6 g Kaliumcarbonat und 2 g 
Natriumdithionit 10 Min. auf siedendem Wasserbad erhitzt, dann in Abstanden von 15 Min. 
3 ma1 mit 2 ccm Dimethylsulfat versetzt und anschlieBend 90 Min. gekocht. Die hellgelbe, 
erkaltete Losung verdiinnte man mit 200 ccm Wasser, extrahierte den Farbstoff rnit Chloro- 
form, dampfte den Chloroformauszug i.Vak. ein, nahm den Ruckstand in 50 ccm Aceton auf 
und kochte diese Losung nach Zusatz von 5 g Kaliumcarbonat und 4 ccm Dimethylsulfat 
1 Stde. Dann wurde mit 200 ccm Wasser verdiinnt, der Farbstoff wieder rnit Chloroform 
ausgeschuttelt und der Chloroformauszug zur Verseifung von iiberschiiss. Dimethylsulfat 
1 Stde. rnit n NaOH geschiittelt. Nachdem man die Chloroformlasung gut rnit Wasser ge- 
waschen und rnit Natriumsulfat getrocknet hatte, dampfte man sie i. Vak. ein und nahm den 
hellgelben, kristallisierten Riickstand in 10 ccrn Benzol auf. Als diese Losung durch eine 
Saule von Aluminiumoxyd (Akt.-Stufe 11) gegeben und mit Benzol/Aceton (20 : 1) nachge- 
waschen wurde, wanderte eine breite, hellgelbe Zone schnell durch die Saule, wahrend eine 
schmale, orangefarbene fest haften blieb. Das Eluat der gelben Zone hinterlieB, bei 50" 
i. Vak. verdampft, einen Riickstand, der aus Methanol/Wasser in gelben Nadeln vom Schmp. 
105-107" kristallisierte. Ausb. 47 % d. Th. 

C18Hj9N05 (329.3) Ber. C 65.64 H 5.82 N 4.25 3 CH3O 28.3 
Gef.*) C 65.32 H 5.99 N 4.04 CH3O 27.8 

*I getrocknet bei 70' i. Hochvak. 

2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-benzoesaure: 1 g 2-Nitro-3-methoxy-4-methyl-bcnzoesaure27) 
wurde 1 Stde. in 30 ccm 48-proz. siedender Bromwasserstoffsaure erhitzt. Aus der gelben Lo- 
sung schieden sich beim Erkalten gelbe Blattchen ab, die nach einigen Stdn. abgesaugt und 
rnit Wasser gewaschen wurden. Schmp. 182-183", Ausb. 77% d. Th. 

CsH7N05 (197.1) Ber. C 48.74 H 3.58 N 7.11 Gef. C48.64 H 3.73 N 7.00 

2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-benzoesaure (XVIII)  : Man loste 1 g 2-Nitro-3-hydroxy- 
4-methyl-benzoesuure in 15 ccm heiBer 2-proz. Natriumacetatlosung und gab bei Siedehitze 
in kleinen Anteilen soviel Natriumdithionit hinzu, bis die Losung entfarbt war. Beim Erkalten 
schied sich XVIII in farblosen Nadeln ab und wurde rnit frisch ausgekochtem, kaltem Wasser 
gewaschen. Ausb. 66% d. Th., Schmp. 218 -219" (Gasentwicklung). 

CsHgN03 (167.2) Ber. C 57.48 H 5.43 N 8.38 Gef.*) C 57.32 H 5.18 N 8.26 
*) Bei 150' i. Hochvak. sublimiert und yor Analyse nochmals bei looo i. Hochvak. getrocknet. 

Synthese des Actinocinins ( X I X )  : Eine Losung von 100 mg 2.5-Dihydroxy-toluchinon- ( I  .4) 
( I V )  und 200 mg 2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-benzoesiiure (XVIII)  in 5 ccm Methanol 
wurde rnit 30 ccm Wasser versetzt, mit 1 Tropfen 2 n HC1 angesauert, 2 Stdn. auf siedendem 
Wasserbad erwarmt und dann mit Chloroform extrahiert. Beim Chromatographieren der 
Chloroformlosung an saurem Kieselgel (Nachwaschen rnit Chloroform) bildete sich eine 
schmale, schnell laufende, orangefarbene Zone, dariiber eine breite, rote und oben eine fest- 
haftende braune Zone. Aus dem auf 1 ccm eingeengten Eluat der roten Zone kristallisierte die 

27) J. L. SIMONSEN und M. A. RAU, J. chem. SOC. [London] 119, 1342 [1921]. 
81. 
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3-Hydroxy-1.8-dimethyl-phenoxazon- (2)-carbonsaure-(5) (Actinocinin) ( X I X )  in roten, 
rhombischen Nadeln. Ausb. 110 mg. Das Praparat zersetzte sich oberhalb 280", ohne zu 
schmelzen. 

C15HllNOs (285.3) Ber. C 63.16 H 3.89 N 4.91 Gef.*) C 63.28 H 4.40 N 4.98 
*I  getrocknet 5 Stdn. bei 150' i. Hochvak. 

Aceiylierung: Eine Probe des Praparates wurde, wie oben beim Actinocinin-acetat beschrie- 
ben, acetyliert und lieferte dabei rote Nadeln vom Schmp. 214-216" (Zers.), die im Gemisch 
rnit Actinocinin-acetat keine Schmp.-Erniedrigung zeigten. 

Synthese des Actinomycin-Chromophors und einiger Dcrivate 

2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-benzoesaure-methylester (XXIII):  Eine Losung von 1 g 
2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-benzoesaure in 50 ccm 4-proz. methanol. Salzsaure kochte man 
12 Stdn. unter RuckfluD, go8 dann in 200 ccm Wasser und extrahierte rnit Ather. Der Riick- 
stand des rnit n NaHC03 und Wasser gewaschenen und mit Natriumsulfat getrockneten 
Atherextraktes kristallisierte aus Methanol/Wasser in farblosen Blattchen vom Schmp. 
115-116". Ausb. 90% d. Th. 

C9HsN05 (211.2) Ber. C 51.49 H 4.30 N 6.63 Gef.*) C 51.45 H 4.83 N 7.18 
*) i. Hochvak. sublimiert. 

3-Amino-1.8-dimethyl-phenoxazon- (2)-dicarbonsaure-(4.5)-dimethylester ( X X V )  : Eine Lo- 
sung von 1 g 2-Nitro-3-hy~0xy-4-methyl-benzoesaure-methyZester ( X X I I I )  in 100 ccm heil3em 
0.5 n NazCO3 wurde bis zur Entfarbung rnit Natriumdithionit versetzt und rnit Chloroform 
extrahiert. Den mit Natriumsulfat getrockneten Chloroformauszug schuttelte man 5 Stdn. 
mit 5 g gelbem Quecksilberoxyd, filtrierte ab, engte auf 5 ccm ein und verdunnte mit 10 ccm 
heil3em Methanol. Beim Erkalten schied sich X X V  in langen, orangefarbenen Nadeln ab, 
die sich oberhalb 195", ohne zu schmelzen, dunkel farbten. Ausb. 67 % d. Th. In Aceton und 
Methanol auch in der Hitze schwerloslich. Gut loslich in Eisessig und heiBem Pyridin oder 
Formamid, die sich beide zum Umkristallisieren eignen. Losungsfarbe in konz. Salzsaure 
gelbrot. 

C18H1&06 (356.3) Ber. C 60.67 H 4.53 N 7.86 Gef.*) C 60.58 H 4.49 N 7.83 
*I getrocknet 5 Stdn. bei 150' i. Hochvak. 

3-Hydroxy-1.8-dimethyl-phenoxazon- ( 2 )  -dicorbonsaure- (4.5) -dimethy fester ( X X  V l )  : Eine 
Losung von 200 mg 3-Amino-I .8-dimethyl-phenoxazon- ( 2 )  -dicarbonsaure- (4.5) -dimethylester 
( X X V )  in 30 ccm Eisessig verdunnte man rnit 30 ccm Wasser und kochte 4 Stdn. unter Ruck- 
flul3. Das mit Wasser verdiinnte Reaktionsgemisch extrahierte man rnit Chloroform und fil- 
trierte den Chloroformauszug durch eine kurze Saule von saurem Kieselgel. Aus dem auf 
1 ccm eingeengten Filtrat schied sich XXVZ in roten, prismatischen Kristallen ab, die sich 
oberhalb 200", ohne zu schmelzen, zersetzten. Ausb. 91 % d. Th. Schwerloslich auch in der 
Hitze in Aceton und Methanol, gut loslich in heiI3em Pyridin und Dimethylformamid, die 
sich beide zum Umkristallisieren eignen. Loslich rnit braunroter Farbe in konz. Salzsaure. 

C18HISN07 (357.3) Ber. C 60.50 H 4.23 N 3.92 Gef.*) C 60.31 H 4.16 N 3.82 
* )  getrocknet 5 Stdn. bei 150' i. Hochvak. 

3-Amino-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2)-dicarbonsaure- (4.5) : Durch eine Losung von 2 g 
2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-benzoesaure (XXIVa) in 300 ccm einer 1 -proz. waRrigen 
Aminoniumcarbonatlosung wurde 12 Stdn. ein kraftiger Luftstrom geleitet. Die beim Ansauern 
ausgefallene Saure wurde rnit wenig Wasser, Methanol und Ather gewaschen. Ausb. 1.9 g. 
Zur Identifizierung wurde ein kleiner Teil rnit Methyljodid und Silberoxyd verestert. UV- 
und IR-Absorptionsspektrum des Esters stimmten in allen Einzelheiten mit denen des 
3-Amino-l.8-dimethyl-phenoxazon-(2)-dicarbonsaure-(4.5)-dimethylesters uberein. 
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2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benroesaure (XXVIII)  : In eine aus 2.4 g Natrium und 50 ccm 
Methanol bereitete Natriummethylatlosung trug man 10 g 2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl- 
benzoesaure ein, verdiinnte die rote Losung mit 200 ccm Benzol und engte i. Vak. bis auf 
50 ccrn ein, wobei sich das Natriumsalz feinkristallin abschied. Nachdem durch 2 malige Zu- 
gabe von je 200 ccm Benzol und Einengen i. Vak. die letzten Reste an Methanol und Wasser 
azeotrop abdestilliert waren, wurde zur Trockne verdampft. Das hinterbleibende, staub- 
trockne, feinpulverige, sehr hygroskopische Natriumsalz suspendierte man in 75 ccm absol. 
Methyl-athylketon und kochte das Gemisch nach Zusatz von 2 g wasserfreiem Natriumjodid 
und 10 ccm frisch destilliertem Benzylchlorid 20 Stdn. unter RiickfluD. Die von ausgefallenen 
Salzen abfiltrierte Lasung hinterliel3 beim Verdampfen i. Vak. einen gelben, oligen Riickstand, 
den man in 100 ccm 10-proz. methanol. Kaliumhydroxyd aufnahm. Die rnit 10 ccm Wasser 
verdiinnte Losung schuttelte man 3 Stdn., go13 in 300 ccm Wasser, kochte rnit etwas Tierkohle 
auf, filtrierte und sauerte das heil3e Filtrat an. Das ausgefallene Rohprodukt kristallisierte 
aus Benzol in farblosen Blattchen, die sich im Lictt gelb farbten. Schmp. 174-175". Ausb. 
92% d. Th. 

C15H13N05 (287.3) Ber. C 62.71 H 4.56 N 4.88 Gef.*) C 62.47 H 4.80 N 5.06 
*) Bei 150" i. Hochvak. sublimiert. 

N-/2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl]-glycinmethylester (XXXI)  : 5 g 2-Nitro-3-benzyl- 
oxy-4-methyl-benzoesaure ( X X  VIII) suspendierte man in 50 ccm absol. Chloroform und 
erwarmte das Gemisch nach Zusatz einiger Tropfen Pyridin rnit 3 ccm Thionylchlorid 10 Min. 
auf dem siedenden Wasserbad. Das Lasungsmittel destillierte man i. Vak. ab, nahm den 
Ruckstand in absol. Benzol auf, filtrierte vom Pyridiniumchlorid ab und dampfte das Filtrat 
i. Vak. ein. Den kristallisierten Riickstand nahm man in 50 ccm absol. Chloroform auf und 
lien diese Lasung unter Riihren und Eiskiihlung in ein Gemisch von 5 g frisch destilliertem 
Glycinmethylester und 50 ccm absol. Chloroform tropfen, um anschliel3end noch 2 Stdn. bei 
Zimmertemperatur zu riihren. Dann filtrierte man vom ausgeschiedenen Glycinester-hydro- 
chlorid ab, extrahierte das Filtrat mehrfach mit 2 n HCI, wusch rnit Wasser nach, trocknete 
rnit Natriumsulfat und verdampfte das Chloroform. Der kristallisierte Ruckstand Ueferte, 
aus Benzol/kher/Petrolather umkristallisiert, farblose Nadeln vom Schmp. 126", die sich im 
Licht gelb farbten. Ausb. 93 % d. Th. 

C18H18N206 (358.3) Ber. C 60.33 H 5.06 N 7.82 Gef.*) C 60.25 H 5.67 N 8.03 
*) getrocknet i. Hochvak. bei 100'. 

Actinocinyl-bis-glycinmethylester (XXXIII)  : Eine Losung von 2 g N-[2-Nitro-3-benzyloxy- 
4-methyl-benzoyll-glycinrnethylester (XXXI)  in einer Mischung aus 50 ccm Benzol und 10 ccm 
Methanol schiittelte man nach Zugabe von Raney-Nickel unter Wasserstoff bis zur Sattigung, 
filtrierte, destillierte das Losungsmittel bei 40" i. Vak. ab, nahm den farblosen, kristallisierten 
Ruckstand (N-(2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-benzoyl]-glycinmethylester (XXXII) )  in lOOccm 
Methanol auf, verdunnte die Losung rnit 100 ccm einer wal3rigen Ammoniumcarbonatlasung 
vom PH 9.0 und leitete 12 Stdn. Luft durch die Losung. Schon nach wenigen Min. begann die 
Abscheidung des in langen, orangeroten Nadeln kristallisierenden Actinocinyl-bis-glycin- 
methylesters (XXXIII) .  Nach Beendigung der Oxydation saugte man den Ester ab, wusch rnit 
Wasser und Methanol und kristallisierte ihn aus Chloroform um. Orangerote Nadeln vom 
Schmp. 293-296" (Zers.). Ausb. 93% d. Th. Gut loslich in heil3em Pyridin, Dimethyl- 
formamid und Eisessig, wenig laslich in heiDem Aceton und Methanol. Losungsfarbe in konz. 
Salzsaure weinrot. 

C22H22N408 (470.4) Ber. C 56.17 H 4.71 N 11.91 Gef.*) C 55.79 H 4.63 N 12.03 
*) getrocknet bei 150" i. Hochvak. 




