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Hans Brockmann, Helmut Lackner, Rolf Mecke, Sigmund von Grunelius, 
Hans-Sieghard Petras und Hans Detlef Berndt 

Actinomycine, XXVII1) ; Synthesen von Actinomycinen und actinomycin- 

ahnlichen Chromopeptiden, I1 1) 

Actinocinyl-bis-pep tide 

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen 

(Eingegangen am 8. Juni 1966) 

Fiinf Actinocinyl-bis-peptide (8, 9, 11, 12, 24) wurden synthetisiert, deren vier bzw. sechs 
Aminosauren die gleiche Struktur, Konfiguration und Sequenz haben wie in den C-Acti- 
nomycinen. Drei der neuen Verbindungen sind identisch rnit Abbauprodukten aus Actinomycin 
C1, C2 und C3. 

Die hier bexhriebenen Actinocinyl-bis-peptide, deren vier und sechs Aminosauren 
die gleiche Struktur, Konfiguration und Sequenz haben wie in den Actinomycinen C1 
bzw. C2 oder C3, wurden aus zweierlei Griinden synthetisiert: 1. urn durch ihren Ver- 
gleich mit Actinomycin-Abbauprodukten deren Konstitution zu beweisen und 2. urn 
zu sehen, ob sie geeignete Zwischenprodukte zur Totalsynthese von Actinomycinen 
sind 2). 

Actinocinyl-bis-[~-threonyl-~-allo-isoleucin] (8a)3) und dessen Methylester 8 b, den 
wir brauchten, um ein Abbauprodukt des Actinomycins C3 zu identifizieren, unter- 
scheiden sich von Actinocinyl-bis-L-threonin 1) dadurch, da13 ihre L-Threonin-Reste 
rnit D-do-Isoleucin bzw. dessen Methylester verbunden sind. Um sie der Actinocinyl- 
bis-L-threonin-Synthese analog aufzubauen, muBte demnach N-[2-Amino-3-hydroxy- 
4-methyl-benzoyl]-~-threonyl-~-allo-isoleuc~n (7a) bzw. dessen Methylester 7 b oxydativ 
rnit sich selbst kondensiert werden; d. h. als Vorprodukte der luftempfindlichen und 
daher ohne Isolierung weiter zu verarbeitenden Aminophenole 7a und 7b waren die 
Nitroverbindungen 3a, 6a und 6b erforderlich. Sie wurden dargestellt : 1. Durch 
Kupplung der 2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-benzoesaure (la) mit L-Threonyl-D-do- 
isoleucin-methylester und 2. durch Verknupfung von N-[2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl- 
benzoyl]-~-threonin bzw. dessen Benzyliither 4 mit D-a/lo-Jsoleucin-methylester (5a) 
oder dem Benzylester 5b. 

1) XXVI. und I. Mitteil. : H. Brockmann, H.  Lackner, R.  Mecke, G.  Troemel und H.-S. Petras, 
Chem. Ber. 99, 717 (1966). 

2 )  Vorl. Mitteil. uber Totalsynthesen von Actinomycinen: H. Brockmann und H .  Lackner, 
Naturwissenschaften 47, 230 (1960); 48, 555 (1961); 51, 384, 435 (1964); Tetrahedron 
Letters [London] 1964, 3517, 3523. 

3) Im Gegensatz zu friiheren Mitteilungen beziffern wir jetzt die Atome des Phenoxazins nach 
dem Ring Index 1960 (Nr. 3290). 
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Der erste Weg hat den Vorteil, daB das aus Benzyloxycarbonyl-L-threonin, D-ah-Isoleucin- 
methylester und Dicyclohexylcarbodiimid zu 75% erhaltliche 2a und das aus la,  2b und 
Dicyclohexylcarbodiimid zu 75 % gewonnene 3a gut kristallisieren. Die chromatographische 
Reinigung von 3a wird durch die Adsorptionsaffinitat der Hydroxygruppe erleichtert. Statt 
1 a dessen Benzylather 1 b zu verwenden, ist nur natig, wenn man 3a iiber eine Saurechlorid- 
kupplung darstellen will. 

Der zweite Weg empfahl sich, weil 4 als Zwischenprodukt aller bisherigen Actinomycin- 
synthesenz) gut zuganglich gemacht istl). Aus 4 und 5a erhielten wir rnit Dicyclohexylcar- 
bodiimid zu 50 % amorphes 6a und auf gleiche Weise aus 4 und 5 b zu 55 % den kristallisierten 
Benzylester 6 b. 

Katalytische Hydrierung von 6b rnit Pd/Kohle in Methanol fuhrte zu 7a, das in 
der Reaktionslosung bei pH 7.2 rnit Kaliumhexacyanoferrat(II1) oxydiert wurde. Das 
zu 90 % angefallene Actinocinyl-bis-[~-threonyl-~-uZ~o-isoleucin] (8a) kristallisierte in 
gelbroten Nadeln rnit Schmp. 222" und [a]:': -96 3". Auf gleichem Wege kamen 
wir von 6a aus in 75-proz. Ausbeute zum amorphen, gelbroten Methylester 8b rnit 
[0r]',~:-73 & 3'4). 

Anhand der RF-Werte, des Elektronen- und IR-Spektrums sowie der spezif. Drehung wurde 
ein aus Actinomycin C3 durch kombinierte Slure- und Alkali-Hydrolyse gewonnenes und 
dann verestertes Abbauprodukt als 8 b identifiziert und so bewiesen, daIJ in beiden Peptid- 
lacton-Ringen des Actinomycins C3 das am Actinocin (13a) sitzende L-Threonin mit D-UNO- 
Isoleucin verkniipft ists). 

Analog zur Darstellung von 3a und 6a erhielten wir: 1. Aus l a  und kristallisiertem 
Benzyloxycarbonyl-L-threonyl-D-valin-methylester (2c) kristallisiertes 3 b und 2. aus 
4 und D-Valin-methylester (5c) bzw. D-Vah-benzylester (5d) amorphes 6 c bzw. 
kristallisiertes 6d. 

6d lieferte, katalytisch hydriert und dann bei pH 7.2 mit Kaliumhexacyanoferrat(II1) 
oxydiert, zu 90 % kristallisiertes, gelbrotes Actinocinyl-bis-[~-threonyl-~-valin] (11 a) 
rnit Schmp. 235-238" und [ago: -76 f 2". Aus 6c entstand auf gleichem Wege zu 
80% der amorphe Methylester l l b  rnit [orl',O: -57 f 2". 

Anhand der spezif. Drehung, der RF-Werte sowie des Elektronen- und IR-Spektrums wurde 
ein durch kombinierte Saure- und Alkali-Hydrolyse aus Actinomycin C1 gewonnenes und dann 
verestertes Abbauprodukt rnit 11 b identifiziert6), ein Beweis, da13 -in beiden Peptidlacton- 
ringen von Actinomycin C1 das am Actinocin (13a) stehende L-Threonin mit D-Valin ver- 
bunden ist. 

Um zu entscheiden, ob ein durch kombinierte Saure- und Alkali-Hydrolyse aus 
Actinomycin Cz entstandenes und dann verestertes Abbauprodukts) nach 9 oder 12 
zu formulieren ist, mufiten diese beiden Actinocinyl-bis-peptide und ihre Methylester 
dargestellt werden, was durch eine die Konstitution beweisende Synthese nur schwer 
zu erreichen ist. Einfacher schien es, durch oxydative Misch-Kondensation von 7b 

4) Die spezif. Drehung wurde bei allen hier beschriebenen Actinocinylpeptiden in Methanol 
gemessen, statt wie fruher in Chloroform. In Chloroform hangt sie stark von der Menge 
des zur Stabilisierung zugesetzten Alkohols ab. 

5 )  H. Brockmann und P. Boldr, Naturwissenschaften 46, 262 (1959). 
6) H. Brockmann, P. Boidt und H . 4 .  Petras, Naturwissenschaften 47, 62 (1960); durch ein 

Versehen wurde hier fur l l a  [or]?: -93 & 9" angegeben statt +90 & 3" (c = 0.2, in 
Chlf. p. a., E. Merck). 
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und 10b zum Ziel zu kommen, was voraussetzte, daD sich die beiden Stellungsiso- 
meren 9 und 12 1.  voneinander und von den gleichzeitig entstehenden Actinocinyl-bis- 
peptidestern 8b und 11 b trennen und 2. eindeutig den Formeln 9 und 12 zuordnen 
lassen. Beides ist gelungen. 

Katalytische Hydrierung eines Gemisches aus kristallisiertem 3a und 3b und an- 
schliel3ende Oxydation rnit Kaliumhexacyanoferrat(II1) lieferte ein Gemisch von 
Actinocinyl-bis-peptid-methylestern, das sich an Cellulosesaulen im System tert .- 
Amylalkohol/Dibutylather/1O-proz. wlBr. Natrium-m-kresotinat (1 : 2 : 3) in drei 
Fraktionen auftrennen lieB. Die am langsamsten wandernde wurde durch ihre RF- 
Werte als l l b  identifiziert, die schnellste als 8b. DaB demnach die amorphe, gelbrote 
Fraktion aus der mittleren Chromatogramm-Zone das Gemisch aus 9 und 12 sein 
muDte, bestatigten die Analysenzahlen und der Gehalt an 2 Mol Threonin und je 
1 Mol Isoleucin und Valin7). 

In Analogie zu den aniso-Actinomychen rnit zwei verschiedenen Peptidringens) 
kennzeichnen wir bei aniso-Actinocinyl-peptiden den zum benzoiden Ring des Actino- ' 
cins (13a) gehorenden Peptidteil mit a und den anderen mit p. 9 heiRt dann Actino- 
cinyl-a- [L- threonyl- D-valin-methylesterl- p - [~-threony~-~-allo-isoleucin-methylester] 
und 12 ist Act~noc~nyla-[~-threony~-~-~~~o-~so~euc~n-methy~ester]-~-[~-threonyl-~- 
valin-methylester]. Der Actinomycin-Nomenklaturg) entsprechend ware 9 abgekurzt 

D-Val-OCH3 und 12Actinocinyl-~-Thr- D-aIle-OCH3 D-Val-OmlO), zu schreiben: Actinocinyl-L-Thr- D-al,e-OCH~ 

Die chromatographische Trennung von 9 und 12 gelang zuerst an 2-m-Cellulose- 
Saulen im System Butanol/Dibutylather/Dipropyliither/l5-proz. Natrium-m-kreso- 
tinat (2 : 1 : 7 : 10) nach 150stdg. Laufzeitlo. Die Inhaltstoffe der beiden Hauptzonen 
gaben auf 9 bzw. 12 passende Analysenzahlen, stimmten, wie zu erwarten, im Elek- 
tronenspektrum iiberein und zeigten nur geringe Unterschiede im IR-Spektrum. Mit 
dem gleichen Losungsmittelsystem lassen sich 9 und 12 auch im 35-cm-Ring-Papier- 
chromatogramm trennen. 

Eine einfachere chromatographische Trennung von 8b, 9, 11 b und 12 gelang spater 
in tert.-Amylalkohol/Dibutylather/lO-proz. waBr. Natrium-m-kresotinat (3 : 8 : 1 1), 
ein System, mit dem wir die Actinocinyl-bis-dipeptidester-Ausbeuten bei der oxyda- 
tiven Kondensation aquimolarer Mengen 7b und 10b iiberpruft haben, ohne das 
8 b/9/11 b/l2-Gemisch vor der Chromatographie umzufallen. Die vier Komponenten 
lieBen sich an einer 150-cm-Cellulose-Slule bei einer Laufzeit von etwa 150 Stdn. in 
einem Arbeitsgang trennen. Die Ausbeuten, bezogen auf das 7b/lOb-Gemisch, be- 
trugen: 26% l l b ,  19% 8b und je 2 2 x 9  und 12. Fur 9 fanden wir [a]$,o: -73 & 2" und 
fur 12 [a]$o: -60 f 2" (beide in Methanol). Die Reihenfolge der Zonen war die gleiche 
wie im System Butanol/Dibutylather/Dipropyllther/15-proz. waDr. Natrium-m- 
kresotinat. 

7) Aminoslureanalysen nach H. Brockmann und J.  H .  Manegold, Hoppe-Seyler's Z .  physiol. 

8) H.  Brockmann und H.  Muxfeldt, Chem. Ber. 91, 1242 (1958). 
9) H. Brockmonn, Angew. Chem. 72, 939 (1960). 

Chem. 343, 86 (1965). 

10) Oben die zum a-Peptidrest, unten die zurn P-Peptidrest geharende Aminosaure. 
11) H. Brockmann und H.-S. Petras, Naturwissenschaften 48, 218 (1961). 
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Die Zuordnung der beiden Actinocinyl-peptide zu den Formeln 9 und 12 gelang 
anhand von Abbauprodukten der Alkalihydroxid-Spaltung 11). Grundlage dafur 
waren folgende Befunde. 

2-Amino-phenoxazon-(3)-dicarbonsaure-( 1.9) (13b)3) wird durch n Alkalihydroxid 
bei Raumtemperatur in kurzer Zeit zu 2-Hydroxy-phenoxazon-(3)-carbonsaure-(9) 
(14b) abgebaut und diese bei 70' zu 3-Hydroxy-anthranilsaure (15b) und 2.5-Dihy- 
droxy-benzochinon (16b)12). Das gleiche gilt fur Actinocin (13a), den Chromophor 
der Actinomycine. Mit 2-proz. waI3r. Natriumhydroxid gab 13a bei Raumtemperatur 
nach 7 Tagen zu 90 % Actinocinin (14a)g) und nach 50 Tagen zu 35 % kristallisiertes 
2.5-Dihydroxy-toluchinon (16a). 

OH HO 
CH, CH, CH3 CI13 c' H3 CH3 

13a 14a 15a 16a 
b: TI statt CH, b: H statt CH, b: FI statt b: H statt 

c H3 CH3 

18a 19a 20a 
b: DL-Ala statt Gly b: OH statt N H ~  b: DL-Ala b DL-Ala 17a 

9 -+ C: L-Thr- D -Val in statt Gly statt Gly 

L-Thr- ~ - o  Ile in statt G l y  statt G l y  

statt Gly 

a statt G l y ,  

p statt G l y  

C: L-Thr- D - V d  C :  L-Thr- D - a  I le  

d: L -Thr - D -Val 

Verknupfung der Actinocin-carboxygruppen mit Aminosauren erleichtert die Spal- 
tung des Phenoxazon-Heteroringes. Mit 33-proz. methanol. n NaOH erhielten wir 
aus Actinocinyl-bis-glycin (17a) bei Raumtemperatur nach 4 Tagen zu 40 % eine hell- 
gelbe, kristallisierte Verbindung C10HgN07 vom Schmp. 222 -223", aus der beim 
Erhitzen mit konz. Salzsaure Glycin freigesetzt wurde. Ihre in 0.1 n NaOH und 0.1 n 
HCl gemessene Absorptionskurve war der von 2.5-Dihydroxy-benzochinon (16 b) Sihn- 
lich. Die Kurve der potentiometrischen Titration in 70-proz. Methanol zeigte durch 
zwei Wendepunkte nach Verbrauch von 2 bzw. 1 Aquivalent 0.1 n NaOH das Vor- 
liegen von drei sauren Gruppen. Eine ahnliche Kurve mit zwei Wendepunkten nach 
Verbrauch von je 1 Aquivalent 0.1 n NaOH gab 2.5-Dihydroxy-benzochinon (16b). 
Diesen Befunden nach mul3te das Abbauprodukt N-[3.6-Dihydroxy-2.5-dioxo-4- 
methyl-2.5-dihydro-benzoyl]-glycin (20a) sein. 

12) A .  Butennndt, J. Keck und G. Neuberr, Liebigs Ann. Chern. 602, 61 (1957). 
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Aus dem Alkali-Hydrolysat von 17a lieB sich nach Abtrennung von 20a papierchromato- 
graphisch eine farblose, im UV-Licht gelbgrun fluoreszierende Verbindung rnit den RF- 
Werten von authentischem 19a13) isolieren, die bei Saurehydrolyse Glycin lieferte. 

Ebenso wie 17a verhielt sich Actinocinyl-bis-DL-alanin (17 b). Im Alkali-Hydrolysat fanden 
wir eine hellgelbe, kristallisierte Verbindung CllHl1N07 vom Schmp. 210-213", die bei 
Totalhydrolyse mit konz. Salzsaure Alanin lieferte, im Elektronen-Spektrum 20a glich und 
damit als N-[3.6-Dihydroxy-2.5-dioxo-4-methyl-2.5-dihydro-benzoyl]-~~-al~in (20b) cha- 
rakterisiert war. 

Der Alkali-Abbau von 13a zu 15a und 16a beginnt nach Butenandt, Biekert und Neubert 14) 

rnit einer hydrolytischen Gffnung des Heteroringes zwischen Sauerstoff und dem chinoiden 
Ring, die in saurer Losung reversibel ist. Das gleiche gilt fur die Actinomycinels) und demnach 
adch fur 17a. Das so aus 17a entstandene 18a wird dann hydrolytisch zu 18b desaminiert 
und dieses als Tautomeres eines N-substituierten Amino-hydroxy-benzochinons (mit Chinon- 
sauerstoff an C-2 und C-5) zu 19a und 20a hydrolysiert. 

In Analogie dazu war bei der Alkalispaltung von 9 und 12 das Dipeptidderivat 20c 
bzw. 20d zu erwarten, vorausgesetzt, der Heteroring reagiert schneller als die Peptid- 
bindung. Um zu sehen, ob dies zutrifft, haben wir zunachst ein 9/12-Gemisch abge- 
baut, das iibenviegend das Isomere rnit dem kleineren Rp-Wert enthielt. Nach 72 stdg. 
Einwirkung von 1.5 n NaOH in 50-proz. Methanol bei 40" waren zwei gelbe Abbau- 
produkte entstanden, die sich an der Cellulosesaule im System Isoamylalkohol/ 
Citronensaure-Phosphatpuffer pH 5.0 (1 : 1) glatt trennten. Das rnit dem kleineren 
RF-Wert und der Menge nach iiberwiegende mit der Summenformel C18H24N209, 
gelbe Kristalle vom Schmp. 187 - 188", zeigte in verd. Saure und verd. Alkalihydroxid 
ein ahnliches Elektronenspektrum wie 20a, gab bei Hydrolyse rnit konz. Salzsaure 
Threonin und aZlo-Isoleucin und war damit als N-[3.6-Dihydroxy-2.5-dioxo-4-methyl- 
2.5-dihydro-benzoyl]-~-threonyl-~-aZ~o-isoleucin (20c) charakterisiert. Das andere, in 
vie1 geringerer Menge angefallene, glich 20c im Elektronenspektrum, lieferte jedoch 
bei Totalhydrolyse Threonin und Valin und erwies sich damit als N-[3.6-Dihydroxy- 
2.5-dioxo-4-methyl-2.5-dihydro-benzoyl]-~-threonyl-~-valin (2od). Die Ausbeuten 
waren erheblich niedriger als die an 20a und 20b beim Abbau von 17a und 17b. Das 
Ausbeuteverhaltnis von 20c und 20d entsprach ungefahr der Zusammensetzung des 
eingesetzten 9/12-Gemisches. 

AnschlieBend wurde das bei der Chromatographie langsamer wandernde der beiden 
Isomeren 9 und 12 (von oben gezahlt 2. Zone des 8 b /9/ 11 b / 12-Gemisches) in gleicher 
Weise rnit 1.5 n NaOH in 50-proz. Methanol abgebaut wie das 9/12-Gemisch. Dabei 
trat nur ein gelbes Dipeptidderivat auf, das im Schmp., Misch-Schmp., RF-Wert und 
IR-Spektrum rnit 20c iibereinstimmte. Die im Chromatogramm langsamer wandernde 
Komponente des 9/12-Gemisches ist demnach 9 und die andere 12. 

Das oben erwahnte, veresterte Actinomycin Cz-Abbauprodukt war rnit 9 identischs) und 
zeigte damit, daO der D-allo-Isoleucinrest des Actinomycins Cz in dessen P-Peptidlacton- 
gruppe steht. 

13) Zuganglich durch katalytische Hydrierung des bei der Darstellung von 17a als Zwischen- 

14) A. Butenandt, E. Biekert und G. Neubert, Liebigs Ann. Chem. 603, 200 (1957). 
15) S. G. Angyal, E. Bullock, W. G. Hanger, W. C. Howell und A. W. Johnson, J. chem. SOC. 

produkt verwendeten N-[2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-benzoyl]-glycin-benzylesters. 

[London] 1957, 1592. 
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Das Actinocinyl-bis-tripeptid 24a rnit gleicher Aminosaure-Sequenz wie im Acti- 
nornycin C3 sollte als Vergleichssubstanz das Auffinden von Actinocinyl-bis-tripep- 
tiden in Partialhydrolysaten von Actinomycin C3 und solchen Actinomycinen erleich- 
tern, die statt Prolin andere Aminosauren enthalten. Das fur die oxydative Kondensa- 
tion benotigte 23a bzw. 23 b aus 4 und D-do-Isoleucyl-L-prolin-methylester oder -ben- 
zylester aufzubauen, bewahrte sich nicht. Bei Verwendung von Dicyclohexylcarbodi- 
imid oder Woodwards Reagenz entstanden schwer zu entfernende Nebenprodukte, die, 
falls nicht abgetrennt, sondern mit 23a oder 23b zusammen reduziert, bei der anschlie- 
Benden oxydativen Kondensation rnit 23c bzw. 23d reagierten. Infolgedessen lag die 
Ausbeute an Actinocinyl-bis-tripeptid, bezogen auf 23a bzw. 23b, nur bei 30-40%. 

L-Pro-OR L-Pro-OR I>-Pro-OR 
I 1 I 

D-a Ile-OH D-a Ile D-a Ile D-a Ile 
I I I I 

L-Thr I, -T hr L-Thr 
I I I 

L - T h r  
I 

CO 6:; 
3a - oN0Z H - L - P r o - O R Z Z -  

OH 
CII, C H, CH3 c H3 

21a 22a: K = C &  23a: R = CH, 24a: R = CH, 
b: R = BZI, b: R = BZL 

C: R = CH3, c : R = H  
b: R = BZI,  

NH2 stat t  NO, 
d: R = H, 

NIi, Statt NO2 

Besser war es, 3a in n NaOH/Isopropylalkohol (1 :2) zu 21a zu verseifen und 
dieses rnit Dicyclohexylcarbodiid und L-Prolin-methylester (22a) oder dem Benzyl- 
ester 22b zu 23a bzw. 23 b zu kondensieren. Katalytische Hydrierung von 23b bzw. 
23 a und anschlieBende Oxydation mit Kaliumhexacyanoferrat(II1) lieferte, bezogen 
auf 23b bzw. 23a, zu etwa 75 % amorphes, gelbrotes Actinocinyl-bis-[L-threonyl-D- 
do-isoleucyl-~-prolin] (24c) mit [a]&o: - 141 k3' bzw. dessen Methylester 24a. 

Hydriert man 23b mit Raney-Nickel nur bis zur Aufnahme von 3 Mol Wasserstoff, so wird 
die Benzyloxycarbonylgruppe nicht angegriffen und bei der oxydativen Kondensation ent- 
steht in guter Ausbeute der Benzylester 24b. Es gelang nicht ohne weiteres, 24b durch Hydrie- 
rung in 24c iiberzufiihren. Die nach Dehydrierung der Leukoverbindung erhaltenen Produkte 
zeigten nicht das Absorptionsspektrum des Actinocinylrestes. 

Ein chrornatographischer Vergleich rnit 24a und 24c ergab, daR Actinomycin C3-Hydroly- 
sate neben Actinocinyl-bis-dipeptid 8 a kein Actinocinyl-bis-tripeptid 24c enthielten. 

Wie eingangs erwahnt, sollte durch die vorstehenden Synthesen auch geklart werden, 
ob die funf Actinocinyl-bis-peptide geeignete Zwischenprodukte fur Actinomycin- 
Synthesen sind. Geplant war, sie entweder stufenweise mit den erforderlichen Amino- 
sauren oder in einem Arbeitsgang mit den entsprechenden Dipeptiden bzw. Tripep- 
tiden zu ,,Actinomycin-des-sauren" 16) bzw. Actinomycinsauren 17) zu verknupfen, urn 

16) H .  iockmann und W. Sunderkotter, Naturwissenschaften 41, 229 (1960). 
17) H. Brockmann und J. H .  Manegold, Naturwissenschaften 51, 383 (1964). 
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die anfangs unergiebige oxydative Kondensation auf eine moglichst fruhe Synthese- 
stufe zu verlegen. Erfolg haben wir damit nicht gehabt. Schon bei der Umsetzung von 
8a rnit L-F'rolinester und Dicyclohexylcarbodiimid reagierte bevorzugt nur einer der 
beiden alto-Isoleucinreste, und bei Versuchen, durch Kupplung von 24c rnit Sarkosin- 
ester zur ,,Actinomycin C3-des-saure" 16) zu kommen, war die Ausbeute enttauschend 
gering. Rationelle Actinomycin-Synthesen sind demnach nur moglich, wenn die oxy- 
dative Kondensation auf die vorletzte oder letzte Synthesestufe verlegt wird, eine 
Bedingung, die nicht mehr erschwerend wirkt, seit sich die Ausbeuten bei der oxy- 
dativen Kondensation auf 80-90 % erhohen lieBen. 

Danach sowie nach den Ergebnissen dieser Arbeit lag es nahe, die ,,Actinomycin 
C3-des-saure" und Actinomycin C3-saure uber 23a als Zwischenprodukt aufzubauen, 
d. h. dieses nach Freisetzen der Carboxygruppe rnit Sarkosin und anschlieBend mit 
N-Methyl-L-valin zu kuppeln und dann nach Reduktion oxydativ zu kondensieren. 
Wir haben diesen Weg nicht gewahlt, sondern fanden es vorteilhafter, von 4 aus durch 
Kupplung rnit dem entsprechenden Tripeptid bzw. Tetrapeptid zu den ,,Des-sauren" 
und Actinomycinsauren zu kommen. Dariiber wird in der nachsten Mitteilung im 
Zusammenhang mit der Totalsynthese von Actinomycinen ausfiihrlicher berichtet. 

Bei der Durchfiihrung der Versuche erfreuten wir uns der geschickten und unermiidlichen 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und den Farbenfabriken Buyer AG, Werk Elberfeld, 
Mitarbeit von Frau Margitta Kiipgler. 

danken wir fur grol3zugige Unterstutzung unserer Arbeiten. 

Beschreibung der Versuche 

Benzyloxycarbonyl-~-threonyl-~-allo-isoIeucin-mefhyIester (2a) : Zu 3.8 g Benzyloxycarbonyl- 
L-threonin in 20 ccm Methylenchlorid gab man eine Lasung von 2.75 g o-allo-lsoleucin- 
methylester-hydrochlorid und 2.1 ccm Triathylamin in 300 ccm Methylenchlorid, versetzte bei 
0" mit 3.3 g Dicyclohexylcarbodiimid in wenig Methylenchlorid und ruhrte 2 Stdn. bei 0" 
sowie 12 Stdn. bei 20". DievomDicyclohexylharnstoff abfiltrierte, rnit 0.1 n HCI, n NaHCO3 
und Wasser gewaschene Reaktionslasung verdampfte man i. Vak., nahm in wenig Aceton auf, 
filtrierte bei 0' restlichen Dicyclohexylharnstoff ab und kristallisierte das nach Verdampfen 
des Acetons hinterbliebene 2a zweimal aus khylacetat/Cyclohexan um. Farblose Kristalle 
vom Schmp. 96"ls). Ausb. 75%. [a]g: -1.8 0.2"(c = 1.3, in Methanol). 

C19H2&06 (380.4) Ber. C 59.99 H 7.42 N 7.36 Gef.*) C 60.24 H 7.39 N 7.52 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 65" i. Hochvak. 

L-Threonyl-o-allo-isoleucin-methylester-hydrochlorid (2 b) : Eine Lbsung von 3.8 g 2a in 
90 ccm Methanol wurde nach Zugabe von 10.0 ccm n HCI und Palladium-A-Kohle in stro- 
mendem Wasserstof aushydriert. Nach Verdampfen der vom Katalysator abfiltrierten Losung 
hinterblieb 2 b  als farbloses, bei 70-80" zerfliel3endes Pulver. Ausb. 98 %. [or]&o: + 19.1 f 0.5" 
(c = 1.5, in Methanol). 

CllH2.N204]C1 (282.8) Ber. C 46.71 H 8.20 C1 12.54 N 9.91 
Gef.*) C46.99 H 8.32 C1 12.34 N 9.89 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 55" i. Hochvak. 

18) Alle Schmpp. sind auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert. 
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Benzyloxycarbonyl- L-threonyl-D-valin-methylester (2c) : Zu 2.53 g Benzyloxycarbonyl-L- 
fhreonin in 15 ccm Methylenchlorid gab man eine Losung von 1.68 g ~-Valin-meihylester- 
hydrochlorid und 1.39 Ccm Triathylamin in 25 ccm Methylenchlorid und versetzte bei 0' rnit 
2.16 g Dicyclohexylcarbodiimid in wenig Methylenchlorid. Aufarbeitung wie bei 2 a  gab 2c;  
aus khylacetat/Cyclohexan farblose Kristalle vom Schmp. 123". Ausb. 78 %. [a]2,O: t 4 . 7  
10.3" (c = 1.1, in Methanol). 

C18H26N~06 (366.4) Ber. C 59.00 H 7.15 N 7.65 Gef.*) C 59.39 H 7.17 N 7.83 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

L-Threonyl-D-valin-methylester-hydrochlorid (2d): Eine Losung von 2.3 g 2 c  in 60 ccm 
Methanol wurde nach Zugabe von 6.1 ccm n HCl und Palladium-A-Kohle in stromendem 
Wassersto$ aushydriert. Beim Verdampfen der vom Katalysator abfiltrierten Losung hinter- 
blieb 2 6  als weiBes, bei 60-80" zedieBendes Pulver. Ausb. 1.74g. [a]$o: +30 & l o  (c = 1.4. 
in Methanol). 

C10H21N204]C1 (268.7) Ber. C 44.70 H 7.88 CI 13.19 N 10.43 
Gef.*) C 44.50 H 7.96 C1 13.02 N 10.27 

N-~2-Nitro-3-hydroxy-4-niethyl-benzoyll-~-thre#nyl- D-allo-isoleucin-methylester (3 a) : Eine 
Mischung von 0.6 g 2-Nitro-3-hydroxy-4-me/hyl-benzoes~ure (la) und 0.85 g 2 b  in 25 ccm 
Methylenchlorid versetzte man bei 0" rnit 0.42 ccm Triiithylamin, gab 0.65 g in wenig Methy- 
lenchlorid gelostes Dicyclohexykarbodiimid hinzu und riihrte 2 Stdn. bei 0" sowie 12 Stdn. 
bei 20'. Die vom Dicyclohexylharnstoff abfiltrierte, mit 0.1 n HCl und Wasser gewaschene 
Reaktionslosung verdampfte man i. Vak., nahm den Ruckstand in wenig Aceton auf, filtrierte 
bei 0' restlichen Dicyclohexylharnstoff ab und chromatographierte den Verdampfungsruck- 
stand der Acetonlosung aus Chloroform an einer 3 x 15 cm-Saule aus neutralem KieselgelrY). 
Nachwaschen rnit Chloroform entfernte Nebenprodukte. Das mit Chloroform/Aceton (4 : 1 ) 
eluierte 3a wurde zweimal aus Chloroform/Methanol/Cyclohexan umkristallisiert. Hellgelbe 
Nadeln vom Schmp. 112". [a]Lo: -5.2 ~ t 0 . 3 "  (c = 0.7, in Methanol). Ausb. 73%. 

C19H27N308 (425.4) Ber. C 53.70 H 6.40 N 9.88 1 OCH3 7.30 
OCH3 7.10 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 55" i. Hochvak. 

Gef.*) C 53.85 H 6.50 N 10.04 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 85' i. Hochvak. 

N-[2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-be1izo.vl]-~-fhreonyl-~-valin-methylester (3 b): Zu einer Mi- 
schung von 0.6 g 2-Nitro-3-lzydroxy-4-methyl-benzoesaure ( la)  und 0.82 g 2d in 30 ccm 
Methylenchlorid gab man 0.42 ccm Triathylamin, versetzte bei 0" mit 0.65 gin wenig Methylen- 
chlorid gelostem Dicyclohexylcarbodiimid und riihrte 2 Stdn. bei 0" sowie 12 Stdn. bei 20". 
Weitere Behandlung des Ansatzes wie bei 3a. Aus Methanol/Chloroform/Cyclohexan hell- 
gelbe Nadeln vom Schmp. 202". Ausb. 70%. [a]',": +2.2 +0.2" (c = 1.2, in Methanol). 

ClsHzsN3Os (411.4) Ber. C 52.55 H 6.13 N 10.22 1 OCH3 7.54 
OCH3 7.39 Gef.*) C 52.59 H 6.09 N 10.21 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 85O i. Hochvak. 

N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-met~iyl-benzoyll-~-threoiiyl-~-allo-isoleucin-methylester (6 a) 
a) Zu einer Losung von 2.72 g D-allo-lsoleucin-methyhylester-hydrochlorid und 2.10 ccm Tri- 

arhylamin in 80- 100 ccm Methylenchlorid gab man 5.83 g N-[t-Nitro-3-benzyloxy-4-mefhyl- 
benzoyIl-~-threonin (4) I), versetzte bei 0" rnit 3.24 g in wenig Methylenchlorid gelostem 
Dicyclohexylcarbodiimid und riihrte 2 Stdn. bei 0' sowie 12 Stdn. bei 20". Nach Abfiltrieren 
des Dicyclohexylharnstoffes verdampfte man die rnit 0.1 n HCI und n NaHC03 gewaschene 
Reaktionslosung i. Vak., nahm den Ruckstand in wenig Aceton auf, filtrierte bei 0" restlichen 
Dicyclohexylharnstoff ab und chromatographierte den Verdampfungsriickstand der Aceton- 

19) H .  Brockniann und W. Muller, Chem. Ber. 91, 1920 (1958). 
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losung aus Benzol an einer 3.8 X 30 cm-Saule aus saurem Kieselgellg). Nachwaschen init 
Benzol entfernte Nebenprodukte; die Hauptmenge an 6a gelangte mit Chloroform ins Filtrat. 
Den Verdampfungsruckstand der Chloroformlosung nahm man in wenig Chloroform auf, 
wusch rnit Wasser, filtrierte durch ein Hartfilter und erhielt 6a nach Verdampfen des Losungs- 
mittels als gelbliches Pulver. Ausb. 48%. [CC]',~: -1.5 10.2" (c = 1.3, in Methanol). 

C26H33N308 (515.6) Ber. C 60.57 H 6.45 N 8.15 1 OCH3 6.02 
Gef.*) C 60.44 H 6.48 N 8.23 OCH3 6.29 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 60' i. Hochvak. 

b) Aus 2 b  und dem Saurechlorid von 1 b: 3 g 1 b erhitzte man rnit 10 ccm Thionylchlorid 
5 Min. zum Sieden, verdampfte i. Vak., entfernte restliches Thionylchlorid durch Abdampfen 
rnit absol. Chloroform, nahm das hinterbliebene, uber KOH getrocknete Chlorid von 1 b in 
wenig Chloroform auf und versetzte mit einer Losung von 2.2 g 2 b  und 1.1 g Triiithylamin in 
20 ccm Chloroform. Die nach 15 Stdn. mit 0.1 n HCI, n NaHCO3 und Wasser gewaschene 
Reaktionslosung hinterlieB, i. Vak. verdampft, amorphes, gelbliches 6a. Ausb. 80 %. 

Verseifung von 6a zu 6e: Eine Losung von 4 g 6a in 8Occm 50-proz. methanol. 0.4 n NaOH 
hielt man 45 Min. bei Raumtemperatur, verdampfte bei 35" i. Vak., loste den Riickstand in 
150 ccrn Wasser und schiittelte zweimal mit Ather durch. Das beim Ansauern der w8Br. 
Phase ausfallende 6e wurde in k h e r  aufgenommen und hinterblieb beim Verdampfen der 
uber N a ~ S 0 4  getrockneten Atherphase als gelbliches Pulver, das aus .%thylacetat/Petrol- 
ather umgefallt wurde. Ausb. 80%. 

C&31N@8 (501.5) Ber. N 8.38 Gef. N 8.10 

Reduktion, Oxydation und Aufarbeitung, wie unten fur die Darstellung von 8a aus 6b 
beschrieben, gab zu 92 % reines 8 a. 

N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoy~j-~-threonyl-~-valin-methylester (6c) : 6c wurde in 
gleicher Weise gewonnen wie 6a. Der Ansatz bestand aus 2.02 g D- Valin-methylester-hydro- 
chlorid, 1.67 ccm Triathylamin, 4.66 g 4,2.59 g Dicyclohexylcarbodiimid und 80 ccm Methylen- 
chlorid. - Man erhielt 6c aus dem Chloroform-Eluat des Chromatogrammes als amorphes 
gelbliches Pulver. Ausb. 51 %. [a]',O: +5.5 -+0.3" (c  = 1.3, in Methanol). 

C~~H31N308 (501.5) Ber. C 59.87 H 6.23 N 8.38 1 OCH3 6.19 
OCH3 6.24 Gef.*) C 60.09 H 6.27 N 8.47 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 60" i. Hochvak. 

N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl]-~-threony~-~-al~o-isoleucin-benzylester (6 b) : Zu 
einer Losung von 2.57 g D-allo-Zsoleucin-benzylester-hydrochlorid und I .39 ccm Triathylamin 
in 60 ccm Methylenchlorid gab man 3.88 g 4, versetzte bei 0" rnit 2.16 g in wenig Methylen- 
chlorid gelostem Dicyclohexylcarbodiimid und ruhrte 2 Stdn. bei 0' sowie 12 Stdn. bei 20". 
Nach Abfiltrieren des Dicyclohexylharnstoffes wurde das Filtrat rnit 0.1 n HCI, n NaHCO3 
und Wasser gewaschen, der Eindampfruckstand in wenig Aceton aufgenommen und erneut 
ausgefallener Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Das nach Verdampfen des Acetons hinter- 
bliebene 6 b wurde zweimal aus #thylacetat/Cyclohexan umkristallisiert. Farblose Kristalle 
vom Schmp. 121". Ausb. 3.1 g (55%). [a]:,O: -2.1 10.2" (c = 1.2, in Methanol). 

C32H37N308 (591.7) Ber. C 64.96 H 6.31 N 7.10 Gef.*) C 65.07 H 6.50 N 7.18 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

N-[2-Nitr0-3-benzyloxy-l-methyl-benzoylj- ~-threonyl-~-valin-benzylester (6 d) : Eine Losung 
von 1.7 g D-Valin-benzylester-hydrochlorid und 0.97 ccm Triathylamin in 45 ccm Methylen- 
chlorid versetzte man nach Zugabe von 2.72 g 4 bei 0" mit 1.52 g in wenig Methylenchlorid 
gelostem Dicyclohexylcarbodiimid und riihrte 2 Stdn. bei 0" sowie 12 Stdn. bei 20". Weitere 
Behandlung des Ansatzes wie bei 6b. Aus dem Rohprodukt erhielt man 6d nach zweimaligem 
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Umkristallisieren aus khylacetat/Cyclohexan als farbloses Kristallpulver vom Schmp. 100". 
Ausb. 1.8 g. [a]F: +3.2 h0.3" (c = 0.9, in Methanol). 

C3,H35N308 (577.7) Ber. C 64.46 H 6.11 N 7.28 Gef.*) C 64.79 H 5.95 N 7.31 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

ActL~~cinyl-bis-[~-threony~-~-a~~o-iso~euc~n] @a): Eine LBsung von 0.77 g 6b in 40 ccm 
Methanol wurde mit Palladium-A-Kohle aushydriert, filtriert und nach Einengen auf 20 ccm 
mit 40 ccm 0.07 m Phosphatpuffer (PH 7.2) versetzt. Unter Riihren versetzte man portions- 
weise mit einer Losung von 1.3 g Kaliumhexacyanoferrat(I1I) in wenig Puffer, hielt dabei 
mit n NaOH stets bei pH 7.2 und riihrte weitere 12 Stdn. Nach Verdiinnen rnit vie1 Wasser 
wurde rnit Chloroform/Butanol (3 : 1) extrahiert, der Extrakt mit angesauertem Wasser ge- 
waschen und das Lasungsmittel i. Vak. verdampft. Durch Lasen des Ruckstandes in wenig 
Methanol und Fallen rnit Benzol und Cyclohexan erhielt man 8 a  als orangefarbenes Pulver, 
das aus wa8r. Methanol in feinen gelbroten Nadeln vom Schmp. 222" kristallisierte. Ausb. 
91 %. [a]g: -96 &3" (c = 0.17, in Methanol). 

C36H48N6012 (756.8) Ber. C 57.13 H 6.39 N 11.10 Gef.*) C 56.83 H 6.54 N 10.99 
Aquiv.-Gew.: Ber. 378 Gef. 386 (Titration rnit 0.05 n NaOH in 50-proz. Methanol) 

Actinocinyl-bis-[~-threony~-~-val in]  (11 a): Eine Ltisung von 578 mg 6 6  in 40 ccm Methanol 
behandelte man, wie fur 8a  beschrieben. Oxydiert wurde mit 1 .O g Kuliumhexucyunoferrat~Z~I~. 
Man erhielt l l a  als feine, rote Nadeln vom Schmp. 235-238". Ausb. 90%. [a]io: -76 & 2" 
(c = 0.15, in Methanol). 

C34H44N6012 (728.8) 
Aquiv.-Gew. : Ber. 364 Gef. 371 (Titration mit 0.05n NaOH in 50-proz. Methanol) 

Actinocinyl-bis-[~-threonyl-~-a~lo-isoleucin-methyles~er] (8 b) : Eine Losung von 942 mg 6a 
in 50 ccm Methanol wurde rnit Palladium-A-Kohle aushydriert, filtriert, auf 30 ccm eingeengt 
und mit 0.07m Phosphatpuffer (pH 7.2) bis zur beginnenden Trubung verdiinnt. Unter 
Riihren versetzte man anteilweise rnit einer gesattigten Losung von 1.85 g Kaliumhexacyuno- 
ferrat(lI1) in 0.07m Puffer, hielt mit n NaOH stets bei pH 7.2 und riihrte 12 Stdn. bei 20". 
Nach Zugabe von 300 ccm Wasser wurde mit Chloroform extrahiert und der Verdampfungs- 
riickstand der rnit angesauertem Wasser gewaschenen Chloroformphase an einer 3 x 50 cm- 
Cellulosesaule im System Butanol/Dibutylather/lO-proz. waBr. Natrium-m-kresotinatzo) 
(2 : 3 : 5) chromatographiert. Die aus der Saule herausgeschnittene Hauptzone eluierte man 
abwechselnd rnit Methanol und Wasser, verdunnte das Eluat mit Wasser und n NaHCOs, 
extrahierte rnit Chloroform und erhielt das beim Verdampfen des Chloroforms hinterbliebene 
8 b durch Umfallen aus Chloroform/Cyclohexan als gelbrotes, bei 105 - 109" schmelzendes 
Pulver. Ausb. 75 %. [a]$: -73 f 3" (c = 0.22, in Methanol). 

C3sHszN6012 (784.8) Ber. C 58.15 H 6.68 N 10.71 2 OCH3 7.91 
OCH, 7.59 

*) Getrocknet 15 Stdn. bei 120° i. Hochvak. 

Ber. C 56.04 H 6.04 N 11.47 Gef.*) C 55.60 H 6.28 N 11.41 

*) Getrocknet 15 Stdn. bei 120' i. Hochvak. 

Gef.*) C 57.66 H 6.80 N 10.43 
*) Getrocknet 6 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

Ac~inocinyl-bis-[~-threonyl-~-vulin-mei'hylesterl (11 b): Darstellung analog der von 8 b aus 
1.04 g 6c. Oxydiert wurde rnit 2.1 g KaIiumhexucyunoferratfIIZ). Aus Chloroform/Cyclohexan 
gelbrotes, bei 109-112° schmelzendes Pulver. Ausb. 81 %. -57 f 2" (c = 0.23, in 
Methanol). 

C&48N6012 (756.8) Ber. c 57.14 H 6.39 N 11.10 2 OCH3 8.19 
Gef.*) C 56.60 H 6.38 N 10.87 OCH3 7.91 

*) Getrocknet 6 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

20) Alle in dieser Arbeit verwendeten Natrium-m-kresotinat-Losungen waren mit m-Kresotin- 
saure gesattigt. 
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Actinocinyl-a-[L-threonyl-D-valin - methylester/-,8-[~- threonyi-D- allo - isoleucin - methylester] 
(9) und Actinocinyl-a-~~-threonyI-~-allo-isoleucin-methylesterl-,8-[~-threonyl-u-valin-methyl- 
ester1 (12) sowie 8b und 11 b: Eine Losung von 350 mg 3 a  und 340 mg 3 b in 60 ccm Methanol 
wurde in Gegenwart von Palladium-A-Kohle aushydriert (7b, lob), filtriert, auf 40 ccm 
eingeengt und bis kurz vor Triibung rnit 0.07m Phosphatpuffer pH 7.2 verdunnt. Unter 
Riihren versetzte man anteilweise rnit 1.8 g Kuliumhexacyanoferrut(lll) in 10 ccm Puffer, hielt 
rnit n NaOH stets bei pH 7.2 und riihrte noch 12 Stdn., wobei das Kondensationsprodukt 
ausfiel. Man nahm es nach Verdiinnen rnit Wasser in Chloroform auf und chromatographierte 
den Verdampfungsriickstand der rnit angesauertem Wasser gewaschenen Chloroformphase 
an einer 4.5 X 150 cm-Cellulosesaule im System tert.-Amylalkohol/Dibutylather/lO-proz. 
wa0r. Natrium-m-kresotinat (3 : 8 : 1l)ZO). Die vier gut getrennten, aus der Saule herausge- 
schnittenen Zonen (in der Reihenfolge ansteigender Rp-Werte beziffert) wurden abwechselnd 
rnit Methanol und Wasser eluiert und die Eluate nach Verdiinnen mit 0.111 NaHCO3 rnit 
Chloroform/Butanol (3 : 1) extrahiert. Die Verdampfungsriickstande der mit n NaHCO3 
gewaschenen Ausziige chromatographierte man aus Benzol an vier 3 x 15 cm-Saulen aus 
saurem Kieselgel, wusch rnit Benzol und Chloroform nach und eluierte den Hauptanteil des 
Adsorbierten mit Aceton. Die Eindampfrikkstande der vier Acetoneluate nahm man in wenig 
Chloroform auf, wusch rnit angesauertem Wasser, filtrierte, verdampfte i. Vak. und erhiett 
durch Umfallen der Ruckstande aus Chloroform/Cyclohexan die Actinocinylpeptide als 
orangefarbene Pulver. 

l l b :  Zone 1,  Ausb. 193 mg (26%). [a]&O: -58 f 2" (c = 0.16, in Methanol); Schmp. 
11 1 - 115". 

C36H48N6012 (756.8) Ber. C 57.14 H 6.39 N 11.10 2 OCH3 8.19 
OCH3 8.11 Gef.*) C 57.45 H 6.51 N 10.71 

9 :  Zone 2, Ausb. 172 mg (22%). [alzd): -73 2" (c = 0.15, in Methanol); Schmp. 110 bis 
114". 

C37H50N6012 (770.8) Ber. C 57.66 H 6.53 N 10.91 2 OCH3 8.05 
Gef.*) C 57.55 H 6.60 N 10.85 OCH3 8.03 

12: Zone 3, Ausb. 173 mg (22%). [a]',": -60 f 2" (c = 0.16, in Methanol); Schmp. 
110- 115". 

C ~ ~ H ~ O N ~ O ~ Z  (770.8) Ber. C 57.66 H 6.53 N 10.91 2 OCH3 8.05 
Gef.*) C 58.01 H 6.73 N 10.68 OCH3 7.99 

8b: Zone 4, Ausb. 148 mg (19%). [a]',": -75 f 2" (c = 0.15, in Methanol); Schmp. 
105 - 1 10". 

C38H52N6012 (784.8) Ber. C 58.15 H 6.67 N 10.71 2 OCH3 7.91 
Gef.*) C 58.44 H 6.79 N 10.76 OCH3 7.82 

*) Getrocknct 10 Stdn. bei 90" i. Hochvak. 

Praparate mit c445 < 26000 (Methanol) adsorbierte man aus Chloroform an einer 
2.5 x 8 cm-Aluminiumoxid 11-Saule, wusch mit Chloroform, khylacetat und Aceton nach 
und verarbeitete das Methanoleluat der gelben Hauptzone, wie oben fur das Acetoneluat der 
Kieselgelsaule beschrieben. 

Abbau von Actinocin (13a) zu Actinocinin (14a) und 2.5-Dihydroxy-toluchinoii (16a) 
a) 190 mg 13a in 50 ccm 2-proz. waI3r. Nutriumhydroxid hielt man 7 Tage bei Raumtempe- 

ratur unter Stickstoff, sauerte die dunkelrote Lijsung an (CO2-Entwicklung) und kristallisierte 
das ausgefallene 14a (Ausb. 90%) aus Dimethylformamid um. Rote Kristalle, deren IR- 
Spektrum mit dem einer authent. Probe von Actinocinin 8) ubereinstimmte. 

b) Eine 50 Tage bei Raumtemperatur gehaltene rote Lasung von 190 mg 13a in 2-proz. 
wanr. Nafriurnhydroxid wurde angesauert, vom ausgefallenen 14a (1 5 mg) abfiltriert und mit 
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khylacetat  extrahiert. Den Riickstand des khylacetatauszuges chromatographierte man aus 
Chloroform an neutralem Kieselgel und erhielt aus dem eingeengten Eluat der gelben, schnell 
ins Filtrat wandernden Zone 40 mg kristallisiertes 16a (35 %), das aus Methanol umkristalli- 
siert und durch IR-Spektrum identifiziert wurde. 

Actinocinyl-bis-glycin (17a): Zu 5.0 g l a  in 50 ccm Methylenchlorid/Tetrahydrofuran (1 : 1) 
gab man 5.1 g Dicyclohexylcarbodiimid in 25 ccm Methylenchlorid sowie 4.7 g frisch aus dem 
benzolsulfonsauren Salz freigesetzten Glycin-benzylester in 15 ccm Methylenchlorid. Nach 
5 Stdn. wurde der auskristallisierte Dicyclohexylharnstoff abgesaugt, rnit Methylenchlorid 
gewaschen, das Filtrat i. Vak. eingeengt und der hinterbliebene N-[2-Niiro-3-hydroxy-4- 
methyl-bertzoyll-glycin-benzylester aus Methanol unter Zusatz von Kohlepulver umkristalli- 
siert. BlaDgelbe Nadeln vom Schmp. 135'. 

Eine Losung von 3.8 g des Benzylesters in 50 ccm Methanol wurde rnit Raney-Nickel bis 
zur Sattigung hydriert, vom Katalysator abfiltriert und verdampft. Zur Lasung des Riickstan- 
des in 150 ccm Phosphatpuffer (pH 7.4) tropfte man unter Ruhren eine Losung von 7.5 g 
Kalialiumhexacyanoferrat(1II) in 75 ccm Wasser und filtrierte nach 3 Stdn. das kristallin 
ausgefallene 17a ab. Aus Eisessig feine, rote Nadeln, die sich ab 280" zersetzen. 

C20H18N408 (442.4) Ber. C 54.30 H 4.10 N 12.67 Gef. C 54.68 H 4.37 N 12.43 

Abbau von Actinocinyl-bis-glycin (17 a) zu N-[3.6-Dihydrox~-2.5-dioxo-4-mefRyl-2.S-dihydro- 
bcnzoyll-glycin (20a): Eine Lasung von 720 mg 17a in 75 ccm 33-proz. methanol. n NaOH 
und 25 ccm Methanol hielt man unter Stickstoff vier Tage bei Raumtemperatur. Aus der 
anfangs braunen, spater roten Losung kristallisierte rotes Natriumsalz von 20a, dessen 
Abscheidung durch 25 ccm Methanol und Aufbewahren bei 0" vervollstandigt wurde (1 50 mg). 
Umkristallisieren des Natriumsalzes aus 2n HCl lieferte 20a, gelbe Nadeln vom Schmp. 

C I O H ~ N O ~  (255.2) Ber. C47.06 H 3.65 N 5.49 Gef. C47.66 H 3.62 N 5.18 
222-223". 

Aus der vom Natriumsalz abfiltrierten roten Losung lieRen sich nach Ansauern noch 
30 mg 20a extrahieren (Gesamtausb. 40%). Die waRr. Phase brachte man mit 2 n  NaOH auf 
pH 5.0, verdampfte unter Stickstoff zur Trockene, extrahierte den Ruckstand rnit heinem 
Aceton und fraktionierte den Riickstand des Acetonauszuges ringchromatographisch im 
System Butanol/Propanol/Wasser (1 : 2 : I ) .  Dabei bildete sich neben mehreren braunen 
Zonen eine farblose, im UV-Licht gelbgriin fluoresziercnde rnit dem gleichen RF-Wert wie 
N-[2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-benzoyl]-glycin (19a). Der Inhaltstoff dieser Zone gab rnit 
konz. Salzsiiure (1 10°/8 Stdn.) ein Hydrolysat, in dem sich papierchromatographisch Glycin 
nachweisen lieB. 

Abbau von Actinocinyl-bis-oL-alanin (17 b) 21) zu N-[3,6-Dihydroxy-2.5-dioxo-4-methyl-2.5- 
dihydro-benzoyl]-or-alanin (20b): Eine Lbsung von 300 mg 17b in 40 ccm 50-proz. methanoli- 
schem 0.4n NaOH hielt man unter LuftabschluR vier Tage bei Raumtemperatur, sauerte an, 
extrahierte rnit hhylacetat  und verdampfte die gewaschene, iiber Natriumsulfat entwasserte 
khylacetatphase zur Trockene. Als der Ruckstand in 4 ccm Methanol aufgenommen und 
mit 4 ccm verd. Salzsaure versetzt wurde, schied sich 2Ob in gelben Kristallen (90 mg) ab. 
Schmp. 210-213" (aus Eisessig). 

CIIH11N07 (269.2) Ber. C 49.07 H 4.12 N 5.20 Gef. C 48.99 H 4.33 N 4.68 

Alkulispaltung pines Gemisches am 9 und 12: Die rnit Stickstoff gesattigte Losung von 
500 mg eines Gemisches von 9 und 12 im Verhaltnis 8 :  1 in 100 ccm 50-proz. methanol. 

21) Zuganglich durch Verseifung von Actinocinyl-bis-[~~-alanin-methylester]; H .  Lackner, 
Dissertat. Univ. Gottingen 1961. 
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1.5n NaOH hielt man drei Tage bei 40" unter Stickstoff, destillierte nach Ansauern mit 
Salzsaure das Methanol i. Vak. a b  und extrahierte die waBr. Losung dreimal mit je 50 ccm 
Atthylacetat. Die vereinigten Auszuge wurden rnit verd. Salzsaure gewaschen, bis sie im 
UV-Licht nicht mehr fluoreszierten, rnit Wasser durchgeschuttelt und i. Vak. verdampft. Den 
Ruckstand chromatographierte man im System Isoamylalkohol/Citronens&ure-Phosphat- 
puffer pH 5.0 (1 : 1)  an Cellulosepulver, wobei sich neben braunen Zonen zwei gut getrennte, 
gelbrote Zonen bildeten (beziffert in der Reihenfolge der RF-Werte). Zur weiteren Reinigung 
wurden die Inhaltstoffe der beiden Zonen aus Benzol unter Nachwaschen mit 30-proz. 
Essigsaure an einer 2 x 20 cm-Saule von Aluminiurnoxid (Woelm, Aktivitat I), chrornato- 
graphiert. Der Inhaltstoff von Zone I (20c) kristallisierte aus Benzol/PetrolBther in gelben 
Nadeln vom Schrnp. 187-188'. Im Totalhydrolysat (konz. Salzsuure, 12 Stdn., 110') waren 
papierchrornatographisch Threonin und alto-Isoleucin nachzuweisen. 

C18H24N209 (412.3) Ber. C 52.43 H 5.87 N 6.79 Gef. C 52.65 H 6.04 N 6.70 

Die Substanzmenge aus Zone 2 reichte nur  aus zur Messung der Absorptionskurve und zur 
Totalhydrolyse, bei der Threonin und Valin gefunden wurden. 

Alkalispaltung von 9 :  Eine Losung von 250rng Inhaltstoff aus Zone 2 [gewonnen bei 
chromatographischer Trennung eines 8 b/9/11 b/l2-Gemisches im System Butanol/Dibutyl- 
ather/Dipropylather/lO-proz. waRr. Natrium-m-kresotinat (2 : 1 :7 : 10) an einer 5 x 200 cm- 
Cellulosesaule, Laufzeit 170 Stdn.] in 50 ccrn 1.5 n waBr.-methanol. (1 : 1) Natriumhydroxid 
hielt man 3 Tage unter Stickstoff bei 40" und arbeitete wie bei der Alkalispaltung des 9/12- 
Gemisches auf. An der Cellulosesaule trat neben braunen Zonen nur eine gelbrote auf, deren 
Inhaltstoff im Schrnp., Misch-Schmp., Elektronenspektrum und RF-Wert rnit 20c iiberein- 
stimrnte. 

N-[2-Nitro-3-kydroxy-4-methyl-benzoylJ-~-tlireonyl- ~-allo-isoleucin (21 a) : Eine Liisung von 
1.03 g 3a in 9.7 ccm Isopropylalkohol hielt man nach Zugabe von 4.85 ccm n NaOH 90 Min. 
bei 20" und verdunnte rnit der zehnfachen Menge Wasser. Nach zweimaligem Ausschutteln 
rnit Chloroform wurde die waRr. Phase rnit 6.1 ccrn n HCl angesauert, enchopfend rnit 
Athylacetat extrahiert und der Extrakt zweimal rnit angesauertern Wasser gewaschen. Nach 
Filtrieren und Abdampfen des khylacetats i. Vak. hintcrblieb 21 a als blaRgelbes Pulver. 
Ausb. 95%. [~ ( ] '0~ :  -20 f 1' (c = 1.16, in Methanol). 

C18H25N308 (411.4) Ber. C 52.55 H 6.13 N 10.02 Gef.*) C 52.31 H 6.21 N 10.15 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 70" i. Hochvak. 

N-[2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-benzoyl~-~-threonyl-~-allo-isoleucyl- L-prolin-methylester 
(23a): Zu einer Mischung von 0.653 g 21a und 0.27 g L-Prolin-methylester-hydrochlorid in 
20 ccm Methylenchlorid gab man 0.23 ccm Triuthylamin sowie bei 0" eine Lbsung von 0.35 g 
Dicyclohexylcarbodiimid in wenig Methylenchlorid und riihrte 2 Stdn. bei 0' sowie 10 Stdn. 
bei 20". Die vom Dicyclohexylharnstoff abfiltrierte, mit n HCI und n NaHC03 gewaschene 
Losung wurde verdampft, der Ruckstand in wenig Aceton aufgenornrnen und Dicyclohexyl- 
harnstoff abfiltriert. Den Verdampfungsriickstand der Acctonlosung chromatographierte man 
aus Chloroform an einer 3 x 20 cm-Saule aus neutralern Kieselgel und wusch Nebenproduktc 
rnit Chloroform sowie Chloroform/Aceton (9 : 1 )  aus. Die Hauptmenge an 23a wurde rnit 
Chloroform/Aceton (7 : 3) und der Rest rnit Aceton eluiert. Aus dern rnit Wasser gewaschenen, 
filtrierten Eluat erhielt man 23a in 65-proz. Ausbeute als gelbliches Pulver. [a]Lo: -29 f 1.5" 
(c = 1.15, in Methanol). 

C24H34N40g (522.6) Ber. C 55.15 H 6.56 N 10.73 1 OCH3 5.93 
Gef.*) C 55.01 H 6.65 N 10.70 OCH3 5.75 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 70" i .  Hochvak. 
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N-[2-Nitro-J-hydroxy -4- methyl- benzoyl] -L- threonyl-D- allo - isoleucyl-L-prolin - benzylester 
(23b): Eine Mischung von 0.98 g 21 a, 0.58 g L-Prolin-benzylester-Irydrochlorid und 0.33 ccm 
Triuthylamin in 30 ccrn Methylenchlorid versetzte man bei 0" mit 0.52 g in wenig Methylen- 
chlorid gelostem Dicyclohexylcarbodiimid und riihrte weitere 2 Stdn. bei 0" sowie 10 Stdn. bei 
20'. Weitere Behandlung des Ansatzes wie bei 23a. Zurn Eluieren der Hauptfraktion von der 
Kieselgelsaule wurde Chloroform/Aceton (9 : 1) statt Chloroform/Aceton (7 : 3) benutzt. 
Man erhielt 1.15 g 23b als gelbliches Pulver. [a]?: -33 -+ 1.5O (c  = 1.28, in Methanol). 

Gef.*) C 59.96 H 6.49 N 9.28 C30H38N409 (598.6) Ber. C 60.19 H 6.40 N 9.36 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 70' i. Hochvak. 

Actinocinyl-bis-[~-threonyl-~-allo-isoleucyl-~-prolin-methylester] (24a): Eine Losung von 
280 mg 23a in 30 ccm Methanol wurde rnit Pd-A-Kohle aushydriert, nach Entfernung des 
Katalysators auf 20 ccm eingeengt und rnit der gleichen Menge 0.07 m Phosphatpuffer 
(pH 7.2) versetzt. Danach gab man portionsweise eine Losung von 0.55 g Kaliumhexa- 
cyanoferrat(ffI) in wenig Puffer hinzu, hielt den pH-Wert durch Zugabe von n NaOH stets 
auf 7.2 und riihrte 10 Stdn. bei 20". Nach Verdiinnen rnit der dreifachen Menge Wasser wurde 
erschopfend mit Chloroform extrahiert, der Extrakt rnit angesauertem Wasser und n NaHCO3 
gewaschen und das nach Verdampfen des Losungsmittels hinterbliebene Rohprodukt an 
einer 3 x 40 crn-Cellulosesaule chromatographiert (Butanol/DibutylSither/lO-proz. waRr. 
Natrium-m-kresotinat 20) 1 : 2 : 3). Nach Zerschneiden der Saule eluierte man die Hauptzone 
abwechselnd mit Methanol und Wasser, verdiinnte das Eluat mit 0.2n NaHCO3, extrahierte 
mit Chloroform und wusch den Extrakt mit n NaHCO3 und Wasser. Die Losung des i. Vak. 
erhaltenen Verdampfungsriickstandes in wenig Chloroform wurde nochmals rnit angesauer- 
tern Wasser gewaschen, filtriert, eingedampft und der Riickstand aus wenig Chloroform rnit 
Petrolather gefallt. Man erhielt 24a als gelbrotes, bei 139- 143" schmelzendes Pulver. Ausb. 
65%. [a]g0: -123 f 3" (c = 0.18, in Methanol). 

C48H66Ns014 (979.1) Ber. c 58.88 H 6.80 N 11.45 2 OCH3 6.34 
Gef.*) C 58.84 H 6.95 N 11.25 OCH3 6.10 

*) Getrocknet 10 Stdn. bei 90' i. Hochvak. 

Actinocinyl-bis-[~-threonyl-~-allo-isoleucyl-~-prolin-berizylesterl (24b): Eine Losung von 
540 mg 23b in 40 ccrn Methanol wurde rnit Raney-Nickel bis zur Aufnahme von 3 Mot 
Wasserstof hydriert, nach Entfernung des Katalysators auf 30 ccm eingeengt und rnit dem 
gleichen Vol. 0.07 m Phosphatpuffer (PH 7.2) versetzt. Nach Oxydation rnit 900 mg Kalium- 
hexacyanoferrat(fI1) und weiterer Aufarbeitung wie bei 24a erhielt man 24b aus Chloroform/ 
Petrolather als orangefarbenes, bei 1 15 - 120" schmelzendes Pulver. Ausb. 77 %. [a]'," : 
-104 f 3" ( c  = 0.21, in Methanol). 

CmH74N8014 (1 131.2) Ber. C 63.69 H 6.60 N 9.91 Gef.*) C 63.30 H 6.88 N 9.59 
*) Getrocknet 10 Stdn. bei 90' i. Hochvak. 

Actinocinyl-bis-[~-threonyl-~-allo-isoleucyl-~-prolinJ (24c) : Eine Losung von 450 mg 23 b 
in 40 ccm Methanol wurde, wie bei 24a beschrieben, aushydriert, mit 800 mg Kaliurnhexa- 
cyanoferrat(fII) oxydiert und das Rohprodukt an einer 3 x 50 cm-Celluloseslule getrennt 
(Butanol/Butylacetat/Wasser/lO-proz. wa13r. Natrium-m-kresotinat 7 : 3 : 7 : 3 20)). Man eluierte 
die Hauptzone abwechselnd mit Methanol und Wasser, verdiinnte das Eluat mit vie1 Wasser, 
sauerte rnit n HCl an und extrahierte mit Chloroform. Den roten Eindampfriickstand der 
Chloroformphase gab man, in wenig Chloroform gelost, auf eine mit Chloroform einge- 
schlammte 2.5 x 20cm-Silule aus saurem Kieselgellg), wusch mit vie1 Chloroform und 
Chloroform/Aceton (9 : 1) die Kresotinsaure ins Filtrat und eluierte die rote Zone rnit Aceton. 
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Die Losung des Eindampfriickstandes des Eluats in wenig Chloroform wurde mit angesauer- 
tem Wasser gewaschen, filtriert, eingedampft und der Riickstand aus wenig Chloroform mit 
Petrolather gefiillt. Man erhielt 24c als gelbrotes Pulver, das bei 171 - 174" schmolz. Ausb. 
75%. [a]L0: -141 f 3' (c = 0.18, in Methanol). 

C46H62Ns014 (951.0) Ber. C 58.09 H 6.57 N 11.79 Gef.*) C 57.71 H 6.67 N 11.78 
*) Getrocknet 10 Stdn. bti 90' i. Hochvak. 

Aquiv.-Gew.: Ber. 476 Gef. 489 (Titration mit 0.05n NaOH in 50-proz. Methanol) 
Ber. Mol Thr 2.0 D-aIle 2.0 Pro 2.0 Gef. Mol Thr 1.9 D-aIle 1.9 Pro 2.07). 

[248[66] 




