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Actinomycine, XXVIII2) ; Synthesen von Actinomycinen und actinomycin- 
ahnlichen Chromopeptiden, 1112) 

Totalsynthese von Actinomycin C3 iiber Bis-seco-actinomycin C3 
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat GMtingen 
(Eingegangen am 11. Oktober 1966) 

Umsetzung von Actinocinyl-dichlorid (8a; Disaurechlorid von 5) mit Estern von Amino- 
sauren und Peptiden fiihrt zu Actinocinyl-bis-aminosaure- bzw. Actinocinyl-bis-peptid- 
estern. - Verschiedene Wege zur Synthese von Bis-seco-actinomycin C3 (12 a) wurden 
erprobt und der ergiebigste zur Totalsynthese von Actinomycin C3 (13a) benutzt. 

Alle bisher bekannten Actinomycine3) enthalten als Chromophor 2-Amino-4.6-di- 
methyl-phenoxazon-(3)-dicarbonsaure-( 1.9) (Actinocin4)) (5)5). Sie unterscheiden sich 
in mindestens einer der beiden Pentapeptidlacton-Gruppen (1 a- d), die bei den iso- 
Actinomycinen, z. B. Actinomycin C3 (1 d) gleich und bei den aniso-Actinomycinen, 
wie Actinomycin Cz und Cza ( l b  bzw. lc), verschieden sinds). Die strukturellen 

:H3 

1) Dissertat. H. Lackner, Univ. GBttingen 1961. 
2) XXVII. und 11. Mitteil.: H. Brockmann, H. Lackner, R. Mecke, S. v. Grunelius, H.-S. 

Petras und H. D. Berndt, Chem. Ber. 99, 3672 (1966). 
3)  Bisher sind 23 Actinomycine kristallisiert isoliert worden. 
4) H. Brockmann und H. Mudeldt, Chem. Ber. 91, 1242 (1958). 
5 )  H. Brockmann, Angew. Chem. 72, 939 (1960). 
6) Bezifferung vom Chromophor ab, beginnend mit Threonin. 
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Unterschiede beschranken sich auf den Alkylrest der Aminosauren 2 ( la-  d) und 
5 6 )  sowie auf den Prolinrest7-9). Infolgedessen 1aDt sich ein fur ein Actinomycin be- 
wahrtes Syntheseverfahren im Primip auf alle anderen ubertragen. 

Die Totalsynthese ist bisher auf drei Wegen gelungen, uber die in dieser und zwei 
weiteren Mitteilungen ausfiihrlicher berichtet wird. 

Die Synthese des Chromophors ist einfacher als die der Peptidlactonringe. Actinocin 
(5) entsteht zu 90% bei oxydativer Kondensation der aus 7b leicht zuganglichen 
2-Amino-3-hydroxy-4-methyl-benzoesaure (6). Ubertragung auf mit 7b N-acylierte 
Aminosauren oder Peptide fuhrt zu Actinocinyl-bis-aminos5iuren4.lo) bzw. Actinocinyl- 
bis-peptiden 2 ) .  

Der Syntheseweg der Pentapeptidlacton-Gruppen (z. B. 3b) hangt davon ab, ob 
man den Ring durch Lactonisierung eines Pentapeptides mit aminoendstandiger 
Hydroxyaminosaure (z. B. 2a) schlieDt oder durch eine Peptidbindung in einem 
Tetrapeptid 111, dessen aminoendstandige Hydroxyaminosaure rnit einer N-Methyl- 
aminosaure verestert ist (z. B. 4a). 

Sar-L-Pro-o-a Ile-L-Thr-H Sar-L-Pro-D-a Ile-L-Thr-H 
L- Me Gal -0 

--+ 
L - Me Val - OH 

2a 3a 
b: ohne H an Thr b: ohne H an Thr 

Sar -L- Pro-D-a Ile -L - Thr-H 
OH H-L-MeVal-0 

b: ohne H an Thr 

I 

4a 

Je nachdem, in welcher Reihenfolge man den Aufbau des Chromophors rnit dem 
der Peptidlactonringe sowie der Kniipfung der Chromophor-Peptidlactonring-Bin- 
dung kombiniert, ergeben sich folgende [fur Actinomycin C3 (13a = ld)  durch 5 --13a 
erlauterte] Synthesewege : 

A. Verknupfung von zwei vorgefertigten Peptidlactonringen 3a mit Actinocin (5) 
zu 13a. 

B. Verknupfung eines vorgefertigten Peptidlactons 3a rnit 7a, Reduktion zu 10 
und Ubertragung der Chromophorsynthese 6 + 5 auf 10 + 13a. 

C. Gleichzeitiger Aufbau beider Peptidringe an vorgefertigtem 5 uber l l a  oder 
12a zu 13a. 

D. Synthese eines Peptidlactons an 7a uber 9a, 9b oder 9 c  zu 9d, Reduktion zu 10 
und oxydative Kondensation zu 13a. 

7 )  H. Brockmann und J .  H. Manegold, Hoppe-Seyler’s Z .  physiol. Chem. 343, 86 (1965). 
8)  H. Brockmann und E. A. Stahler, Naturwissenschaften 52, 391 (1965). 
9) E. A. Stahler, Dissertat., Univ. Gottingen 1966. 

10) H. Brockmann, H.  Lackner, R .  Mecke, G .  Troemel und H.-S. Petras, Chem. Ber. 99, 717 
(1966). 

11) Oder in einem Tripeptid bzw. Dipeptid rnit aminoendstandiger Hydroxyaminosdure, die 
rnit einern Dipeptid bzw. Tripeptid verestert ist; was weniger Erfolg verspricht, weil die 
Veresterung mit einem Peptid sicher schwieriger ist als rnit einer Aminosaure. 
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E. Synthese einer Vorstufe von 3b an 7a zu 9b bzw. 9c, Ubertragung der 7a 1.5- 
Synthese auf 9b bzw. 9c und Einmiinden in Weg C. 
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Da uns daran lag, nicht nur die Konstitution von Actinomycinen durch Synthese 
zu bestatigen, sondern Verfahren zu finden, die Strukturvarianten der Actinomycine 
fur biologische Untersuchungen in ausreichender Menge zuganglich machen, wurden 
von Anfang an Vorarbeiten fur alle Wege in Angriff genommen 2,10,12-14). Nachdem 
sich deren Vor- und Nachteile gezeigt hatten, kam man auf Weg E zu den iso-Actino- 
mycinen C1 (1 a) und C3 (1 d)15,16) und den Strukturvarianten Actinomycin-(L-Ser- 
D-Val-L-Pro-Sar-L-MeVal) 17), 4.6-Didesmethyl-actinomycin C1 I*), Actinomycin- 
(~-Thr-~-Val-~-Pro-Sar-D-Meval) 19), dem Antipoden von 1 a ; und aUf  Weg D zu 
den uniso-Actinomycinen Cz (1 b) bzw. Cza (1 c) sowie 1 a und 1 d 20). 

Im folgenden berichten wir iiber die Synthese von Actinocinyl-bis-peptiden auf 
Weg C und uber die Totalsynthese von Actinomycin C3 (ldel3a) nach E uber 9a 
und 9c.  

Synthese von Actinocinyl-bis-peptiden aus Actinocin 
Die Darstellung von Actinocinyl-bis-peptiden aus 5 auf Weg C schien vorteilhaft, 

weil 1. 5 leicht und in sehr guter Ausbeute zuganglich ist, wahrend die Ubertragung 
der Synthese 7a +- 5 auf mit 7a N-acylierte Peptide anfangs unergiebig war, und 2. die 
Farbe der Kupplungsprodukte deren Chromatographie erleichtert. 

Das zunachst nur arnorph erhaltene 54) kristallisiert aus Dimethylformamid 1)  und ist un- 
gewohnlich schwerllislich (Zahlen vgl. Versuchsteil). Die Actinomycine dagegen llisen sich 
vie1 besser: In unpolaren Solvenzien dank der sechs Alkylreste der nur  eine CO -NH-Bindung 
enthaltenden Peptidringe und in Wasser, weil infolge hydrophober Wechselwirkung zwei 
Actinomycinmolekule durch Ineinanderschieben der senkrech t zur Chrornophorebene stehen- 
den Peptidringe (1 a- d) zu Dirneren ,,verzahnt" werden21). Diese stehen im Gleichgewicht 
rnit instabileren, weniger wasserloslichen Oligomeren, die fur den negativen Temperatur- 
koeffizienten der Wasserllislichkeit 22) verantwortlich sind21). 

Im Elektronenspektrum (Methanol, Abbild.) ist 5 den Actinomycinen iihnlicher 
als der Actinocin-dimethylesterlo). In konz. Salzsaure liegt 5 als Kation 14 vor, in 

12) Vgl. den folgenden Abschnitt. 
13) Vorlaufige Mitteil.: H. Brockmann und H .  Bujard, Naturwissenschaften 49, 515 (1962); 

Synthese eines Pentapeptidlactons. 
14) Vorlaufige Mitteil.: H. Brockmann und V .  Graef, Naturwissenschaften 49, 540 (1962); 

Cyclo-glycyl-sarkosy1-L-lysyl-D-valyl-L-pro1y1. 
15) Vorlaufige Mitteil. : H. Brockmann und H. Lackner, Naturwissenschaften 51, 384, 435 

(1964). 
16) Vorlaufige Mitteil.: H. Brockmann und H .  Lackner, Naturwissenschaften 47, 230 (1960); 

48, 5 5 5  (1961); 51, 407 (1964). 
17) Vorlaufige Mitteil. : H. Brockmann und H .  Lackner, Tetrahedron Letters [London] 1964, 

3523. 
18) Vorlaufige Mitteil.: H. Brockrnann und F. Seela, Tetrahedron Letters [London] 1966, 

4803; dort nach der ilteren Ringbezifferung noch als I .8-DidesrnethyI-actinomycin CI 
bezeichnet. 

19) Vorlaufige Mitteil. : H. Brockmann und W. Schramm, Tetrahedron Letters [London] 1966, 
2331. 

20)  Vorlaufige Mitteil. : H. Brockmann und H .  Lackner, Tetrahedron Letters [London] 1964, 
3517. 

21) W. Miller und I .  Emme, 2. Naturforsch. 20b, 835 (1966). 
22) H .  Berg, K. -P .  Backus, W. Jaekel, G .  Lober und K.-F. Tlarh, Mbr. dtsch. Akad. Wiss. 

Berlin 1, 524 (1959); K.-H. Schulmeyer, Diplomarb., Univ. Gottingen 1961. 
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0.001 n Alkalihydroxid als Di-Anion. Potentiometrische Titration in Wasser gab 
pK1 6.3, pK2 9.5. Der Farbumschlag Gelb + Violett in Dimethylformamid nach Ver- 
brauch von 2 Aquivv. Alkalihydroxid zeigt das Auftreten des dreiwertigen Anions 15. 
Die gleiche Violettfarbung geben in Dimethylformamid rnit wenig II Alkalihydroxid 
Actinocinyl-peptide, Actinomycine und deren N-Monoalkylderivate ; nicht dagegen, 
wie zu erwarten, die N-Dialkylverbindungen. 

CHo CH3 CH3 CH3 
14 15 

0 

Absorptionskurven von Actinocin (5) 
in Methanol - , konz. Salzsaure - - - - und 0.001 n NaOH --------- 

5 lal3t sich wegen seiner geringen Loslichkeit nicht unter Verwendung von Dicyclo- 
hexylcarbodiimid (DCCI) oder ahnlich wirkenden Reagenzien rnit Aminosaure- 
oder Peptidestern kuppeln. Erfolg hatten wir dagegen rnit dem noch nicht beschrie- 
benen Actinocinyl-dichlorid @a). Es entsteht durch kurzes Kochen von 5 rnit Thionyl- 
chlorid; bei langerem Erwarmen wird an C-1 decarboxyliert und an C-1 oder C-7 
chloriert 23). 

Das sehr empfindliche und daher als Rohprodukt umgesetzte 8a gab rnit Anilin 
ein sehr schwer losliches Anilid 8b und rnit den Methylestern von Glycin, DL-Alanin, 

23) Beim Erwarrnen von 2-Desamino-2-hydroxy-actinomycinen rnit Thionylchlorid wird an 
C-7 des Chromophors chloriert; H. Brockmann, J.  Ammann und W. Muller, Tetrahedron 
Letters [London] 1966, 3595. 
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L-Threonin, L-Threonyl-D-allo-isoleucin und 2 a  die Actinocinyl-bis-aminosaure- und 
Actinocinyl-bis-peptidester der Tab. 1. Mit l l b  hatten wir - als Methylester -- zum 
ersten Ma1 synthetische Actinomycin Crsaure (11 a) in Handen. 

Ein kristallisiertes, rotes Nebenprodukt bei der Darstellung von 8d, dessen Analysenzahlen 
auf Chlor-descarboxy-actinocinyl-glycin-methylester paljten, zeigte, dalj dem verwendeten 8a  
1 (7)-Chlor-l-descarboxy-actinocinyl-chlorid beigemengt war. 

Tab. 1. Actinocinyl-bis-aminosaure- und Actinocinyl-bis-peptidester 
aus Actinocinyl-dichlorid (8 a) 

R Schmp. % 
Ausb. 

8 b  

8 c  

8d 
8 e  

8 f  
l l b  

a) In Chlf., 

NH-CsHs 3 1 0  

DL-Ala-OCH3 269 -~ 272" 
(Zers.) 

Gly-OCHj 291 -293" 
L-Thr-OCH3 256-259" 

(Zers.) 
L-Thr-D-a Ile-OCH, 107-1 
L-Thr-D-a Ile-L-Pro- - 

Sar-~-Meval-OCH3 
bl in Methanol mit 4% Chlf., Methanol. 

40 

84 

35 
80 

30 
2 

- zu wenig 

- 21 80Obl 
loslich 

-. 30 200c) 
+ 1224-5' 21 900b) 

+89 1 4 "  26 1 0 0 ~ )  
- 26 OOOC) 

Die Ausbeuten der Actinocinyl-bis-aminoslureester sind iihnlich gut wie bei der 
Synthese aus 7a4.10). Die der Actinocinyl-bis-peptidester nehmen mit der Lange der 
Peptidketten ab, weil die Aminogruppe dem voluminosen 8a schwerer zuganglich ist 
und nach der Bindung eines Peptidrestes dieser die Umsetzung der zweiten Saure- 
chloridgruppe sterisch hindert. Der von 5 nach l l a  fiihrende Teil des Actinomycin- 
Syntheseweges C ist somit praparativ bedeutungslos. 

Synthese von Bis-seco-actinomycin C3 
Actinomycin C3 (13a) wird durch 10 n HCI zu Bis-seco-actinomycin C; (12a) 

hydrolysiert und dieses durch verd. Alkalihydroxid zu Actinomycin C3-des-saure 
(l2e)24) gespalten. 12a la& sich mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCCI) oder Chlor- 
ameisensaure-athylester zu 13a recyclisieren25). Damit wurde dessen Totalsynthese 
gleichbedeutend rnit der von 12a. 

Da 12e bereits auf Weg C*6), wenn auch in geringer Ausbeute, zuganglich gemacht 
war, lag nahe, 12a - in Umkehrung des Abbaus 12a --> 12e - durch Veresterung 
von 12e rnit N-Methyl-L-valin darzustellen und so die 12e-Synthese rnit der Recycli- 
sierung 12a + 13a zu einer Actinomycin C3-Totalsynthese zu kombinieren. Dabei 
konnte 1. statt synthetischer die besser (aus 13a) zugangliche, native Des-saure ver- 
wendet und 2. die Veresterung bequem verfolgt werden, weil 12a und halbseitig mit 
N-Methyl-L-valin verestertes 12e als zwei- bzw. einsaurige Basen pherographisch 
leicht nachweisbar sind. 
24) H. Brockmann und W. Sunderkotter, Naturwissenschaften 47, 229 (1960). 12a ist dort als 

25)  H. Brockmann, W. Sunderkotter, K .  W. Ohly und P. Boldt, Naturwissenschaften 47, 230 

26) R .  Mecke, unveroffentlicht. 

C3AII bezeichnet. 

( I  960). 
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Urn fur die Veresterung von 12e rnit N-Methyl-L-valin27) optimale Bedingungen zu finden, 
wurde zunachst versucht, Actinocinyl-bis-L-threonin (16a) 10) und N-Benzyloxycarbonyl-N-me- 
thyl-~-valin (im folgenden Z - L - M ~ V ~ I - O H )  zu 16b zu verestern; und zwar mit Phosgen, dessen 

Sar-OR' Sar -OR'  
I 1 

L-Pro L-Pro 
I I 

R"- L -MeVal  R"- L-MeVal  R"-L-MeVal ~ - a  I le  D - a  Ile R"- L-MeVal  
I I I I I 

\ I  / 
co 

HsC-CH-CH CH-CH-CH3 H3C-CH-CH \ I  F . " - C 6 G 0  

0 COR' Y O R ' O  0 

I I I 
N H  NH NH NH 

I I I (y*T2 ___+ R $ m 2  
0 

CH3 CH3 CH3 CH3 

16a: R' = OH, H s t a t t  R"-L-MeVal  
b: R' = OH, R" Z b: R' = H, R" = H 
C: R' = OH, 
d: R' = CHzCN, H s ta t t  R"-L-MeVal  
e: R' = CH2CN, R" = Z 
f: R' = OH, R" = CHO 

17a: R' = BZL, R" = Z 

R" = H C: R' = CH3, R" 1 CHO 

kleines Molekiil sterische Hinderung am ehesten ausschlol3. Im Reaktionsprodukt war nach Ab- 
hydrieren der Schutzgruppe(Z) und Riickoxydation mit Luftzs) pherographisch neben neutralen 
Anteilen und halbseitig mit 2-L-MeVal-OH verestertem 16a nur sehr wenig 16c nachzuweisen. 

Um die bei der Phosgen-Methode eventuell storenden Carboxyle von 16a auszuschalten, 
iiberfiihrten wir dieses rnit Chloracetonitril in 16d, dessen Cyanmethoxyl klein genug schien, 
urn die Veresterung von 16d rnit Z-L-MeVal-OH nicht zu hindern und auBerdem ermoglichte, 
das gesuchte 16e ohne weiteres mit ~-affo-Isoleucyl-~-prolyl-sarkosin-benzylester (19 b) zum 
Bis-seco-actinomycin C3-Derivat 17a umzusetzen. Das Rohprodukt aus 16d, Z-L-MeVal-OH 
und Phosgen lieferte bei Chromatographie an  saurem Kieselgel halbseitig rnit Z-L-MeVal-OH 
verestertes 16d und in sehr geringer Ausbeute eine schneller wandernde Fraktion, die als 16e 
angesehen und in Tetrahydrofuran mit 19b umgesetzt wurde. Das Kupplungsprodukt war 
17a, denn katalytische Hydrierung und Ruckoxydation lieferte eine gelbe, durch Vergleich 
rnit einem authentischen Praparat als 17 b identifizierte Verbindung. 

Veresterung von 16a rnit Z-L-MeVal-OH nach dem Isovalerylchlorid-Ver€ahren 29) ,  bci dem 
Carboxylgruppen nicht storen, und Umsetzen des Reaktionsproduktes rnit 19b und DCCl 
oder Chlorameisensaure-lthylester lieferte nach Hydrierung und Luftoxydation des Reaktions- 
produktes kein 17b. Dagegen erhielten wir auf gleichem Wege aus 16a und Formyl-N-methyl- 
L-valin und Kupplung des entstandenen 16f mit H-D-u Ilc-~-Pro-Sar-OCH3 in sehr kleiner 
Menge eine gelbe Verbindung, die durch Vergleich mit einem authentischen PrSparat als 
Diformyl-bis-seco-actinomycin C3-dimethylester 17c identifiziert wurde. 

27) N-Methyl-~-valin und andere f u r  Actinomycin-Synthesen benotigtc N-Methyl-amino- 

28) 
29) 

sauren wurden durch reduktive Alkylierung- der entsprechenden N-Benzyl-aminosauren 
und diesedurch Hydrierung der zugehorigen Benzylidenaminosauren hergestellt. Dieses Ver- 
fahren, bei dem wir keine Zwischenprodukte isolierten und das in guter Ausbeute optisch 
reine N-Methyl-aminosauren liefert, wurde unabhangig von uns auch von P. Quirr, 
J .  Hellerbach und K. Vogier gefunden und von ihnen zuerst veroffentlicht: Helv. chim. 
Acta 46, 327 (1963). 
Um den bei der Hydrierung entstandenen Dihydro-chromophor zu dehydrieren. 
E. D. Nicolaides, R.  D.  Westland und E. L. Witike, J. Amer. chem. SOC. 76, 2881 (1954). 
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Die Ausbeuten waren in allen Fallen offenbar deshalb so gering, weil schon die Veresterung 
des ersten Threoninhydroxyls durch den benachbarten Actinocinyl- und Threonylrest sterisch 
gehindert wird und die des zweiten noch zusatzlich durch den 2-L-MeVal-Rest. Der Plan, 
12e rnit Z-L-MeVal-OH zu 12a = 17b zu verestern, wurde daher aufgegeben. 

Mit der uberfuhrung von 16a in 17b war die Recyclisierung von 17b zu 13a-0) 
zum ersten Ma1 zu einer, wenn auch praparativ bedeutungslosen Actinomycin C3- 
Totalsynthese enveitert. Sie rationell zu machen, scheitert wie bei allen anderen 
Abwandlungen des Syntheseweges C daran, daB zwei rnit einem groRen Actinocinylrest 
N-acylierte, benachbarte Aminosaure- oder Peptidreste aus sterischen Grunden in 
jeder Stufe nur mit sehr unterschiedlicher Ausbeute weiter zu 2b oder 4b aufgebaut 
werden konnen. Und da in Analogie dazu auch bei der Umsetzung von 8a rnit 3a 
(Weg A) bzw. 2a und 4a rnit starker sterischer Behinderung der zweiten Saurechlorid- 
gruppe zu rechnen war, kamen fur praparativ brauchbare Actinomycinsynthesen nur 
die Wege B, D und E in Betracht; d. h. Bis-seco-actinomycin muBte von 7a ausgehend 
iiber 9a durch oxydative Kondensation von 21c dargestelit werden. Als Vorstufe des 
luftempfindlichen, ohne Isolierung weiter zu verarbeitenden 21 c wahlten wir 21 a, dessen 
drei Schutzgruppen bei katalytischer Hydrierung der Nitrogruppe abgespalten werden. 

€1-Sar-OBZL 
+ 

L-Pro-OR 

- 

I 
D-aIle 

CHO 

18a: R = BZL 
b : R = H  

Tar - 0132 L 

L - p m  19a: K = CHO -+ 

R -  u-a Ile b: R = H, HC1 
+ 

L- T h r  - OH 

6ZZL CH3 

9a 

Sar-OEZL 
L-Pro 

QNoz OBZL 

CHB 

ZOa 
b: H statt BZL, 
NH, stat t  NO2 

I I Sar-OBZL 
L-Pro 

D-aIle  2-L-MeVal - 1za - 13a 12e 
----t L-$hr-O---] 

CO 0"' 
OBZL Zlb: D -  s t a t t   m me Val 

CHs c: NH, s t a t t  NOz, H s ta t t  Z u. BZL 
Zla d: H s t a t t  Z 

Bei der Synthese von 21a wurde der EngpaB - die Veresterung des Threonin- 
hydroxyls - an den SchluB gelegt. Die empfindliche Estergruppe hat dann keine 
Kupplungsreaktionen zu uberstehen und der Umfang der Veresterung kann nach 
katalytischer Hydrierung des Reaktionsproduktes und anschlieljender Oxydation 
rnit Kaliumhexacyanoferrat(II1) leicht pherographisch aus der Menge des entstandenen 
12 a ermittel t werden. 
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Vorstufe von 21a war damit 20a. 7a stufenweise rnit den vier Aminosauren zu 
verkniipfen, war nicht zu empfehlen, weil nach friiheren Versuchen die Ausbeute bei 
den hoheren Stufen zuruckgeht. Kupplung von 7a mit dem fertigen Tetrapeptid hatte 
den Austausch von dessen aminoendstiindiger Schutzgruppe gegen einen 7a-Rest 
bedeutet. Daher wurde rnit 7a N-acyliertes L-Threonin (9a) 10) und D-U/lO-kOleUCyl- 
L-prolyl-sarkosin-benzylester-hydrochlorid (19b) mit DCCI oder Woodwards Rea- 
genz30) in 65-proz. Ausb. zum amorphen, lichtempfindlichen 20a verkniipft, d. h. fur 
die Reaktion 19b + m a  eine Vorstufe des Chromophors als Aminoschutzgruppe 
verwendet . 

Zur Synthese von 19b wurde das rnit DCCI aus Formy~-~-u~~o-iso~eucin und 
L-Prolin-benzylester zu 75 % erhaltene, kristallisierte 18a zum kristallisierten 18b 
hydriert und dieses rnit Sarkosin-benzylester und DCCI zu 70% in 19a ubergefuhrt. 
Abspalten des Formylrestes unter Intaktlassen der Estergruppe zu 19b gelang ahnlich 
wie bei Methylestern31), jedoch unter verscharften Bedingungen, mit 10-proz. benzyl- 
alkoholischer Salzsaure. 

Mit 20a ist auch die Actinomycin C3-des-saure 12e bequem zugangiich geworden. 
Katalytische Hydrierung von 20a zu 20b und anschlieBende Oxydation rnit Kalium- 
hexacyanoferrat(II1) lieferte zu 60% gelbrotes, amorphes 12e mit [ c r ] & O :  -94 & 3" 
(Methanol), das in allen Eigenschaften mit nativem 12e iibereinstimmte. 

Aus 20a erhielten wir mit Z-L-MeVal-OH und Phosgen oder Isovalerylchlorid 
sowie rnit N-Methyl-~-valylchlorid-hydrochlorid3~) unter verschiedenen Bedingungen 
nur sehr wenig 21 a bzw. 21 d. Desgleichen aus 20a, Z-MeVal-OH und N.N'-Carbonyl- 
diimidazol33), mit dem die Ausbeuten jedoch vie1 besser wurden, als - statt, wie 
iibiich, 30 Min. in stochiometrischem Mengenverhaltnis - 20a 75 Stdn. rnit zehn- 
fachem UberschuB an Z-L-M~V~I-OH und N.N'-Carbonyl-diimidazol in Tetrahydro- 
furan unter AusschluB von Licht und Feuchtigkeit gekocht wurde. 

Bei Chromatographie des Reaktionsproduktes an saurem Kieselgel aus Benzol/ 
Chloroform (3 :2) und Extinktionsmessungjeder Fraktion bei 366 mg  fand sich unter 
den so ermittelten Zonen nur eine, deren Inhaltstoff nach katalytischer Hydrierung 
und Oxydation rnit Kaliumhexacyanoferrat(II1) eine einheitliche Pherogrammzone 
mit dem RF-Wert von 12a zeigte. Der gelbliche, amorphe Inhaltstoff, auf 20a bezo- 
gen 25 %, wurde durch Elementar- und Aminosaure-Analyse7) als 21 a charakterisiert. 

Oxydation von 21 c, des Hydrierungsproduktes von 21 a, rnit Kaliumhexacyano- 
ferrat bei pH 7.2 und Chromatographie an Cellulose gab, auf 21a bezogen, zu 61 % 
eine amorphe, rote Verbindung rnit [a]L0: -62 5 2" und A,,, 446 mp, E - 25 500 
(Methanol). Sie stimmte im IR- und Elektronenspektrum, im RF-Wert des Phero- 
gramms (pH 1.1) und der Papierchromatogramme verschiedener Losungsmittelsysteme 
sowie in den Werten der Elementar- und Aminosaure-Analyse mit dem Dihydrochlorid 
von nativem Bis-seco-actinomycin (12a) uberein und war damit als synthetisches 12a 
identifiziert . 
30) R. B. Woodward, R. A. Orofson und H. Muyer, J .  Amer. chem. SOC. 83, 1010 (1961). Die 

Abtrennung der Nebenprodukte war rnit diesem Reagenz leichter als rnit DCCI. 
31)  J. C. Sheehnn und Ding-Djung H.  Yang, J. Amer. chem. SOC. 80, 1154 (1958). 
32)  S. Ltvine, J. Amer. chem. SOC. 76, 1382 (1954). 
33) H. A. Sfaab, Liebigs Ann. Chem. 609, 75 (1957); Angew. Chem. 71, 194 (1959). 
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Actinomycin C3 aus synthetischem Bis-seco-actinomycin C3 
Zur Uberfuhrung des synthetischen 12a-Dihydrochlorides in 13a verwendeten wir 

Chlorameisensaure-athylester34), der bei der Recyclisierung von nativem 12a eine 
geringere Zahl an Nebenprodukten gegeben hatte als DCCI35). Von den vielen, 
gelben Chromatogrammfraktionen (Cellulose, Butanol/Dibutylather/lO-proz. wal3r. 
Natrium-m-kresotinat, 2 : 3 : 5 )  des Reaktionsproduktes waren nur zwei antibiotisch 
wirksam. Beide kristallisierten nach Chromatographie an Aluminiumoxid. Die 
eine - auf das eingesetzte Bis-seco-actinomycin C3 bezogen 3 %  - wurde durch 
Vergleich mit eineni nativen Praparat als Actinomycin C3 (13a) identifiziert (Tab. 2). 
Die andere, in ahnlicher Ausbeute angefallen, unterschied sich - von der spezif. 
Drehung abgesehen - nur wenig von 13a (Tab. 2). Ihre Entstehung ist folgender- 
maBen zu erklaren. 

Tab. 2. Vergleich von synthetischem und nativem Actinomycin C3 

Actinomycin C3 (13a) Stercoisomcres 
(synthetisch) (nativ) Syntheseprodukt 

Schmp. 237-240" 238 -241' 240 - 242 
(Methanol)n) 24 400 (443 mp) 24 500 (443 mp) 24 800 (443 mp) 

38 900 (240 mp) 
I R-Spektrum iibcreinstimmend geringe Abwcichungen 

(KBr)  bei 1743 und 1245/cni 
RF 

32 800 (240 mp) 33 300 (240 mp) 

ldcntisch i n  LS I ,  IV, VII ,  X in LS 1, V11, 
X-RF von 13a, 
in LS IV :. RE von 13a 

[ X ] g  ( c  = 0.1 ---286 4: 10: --310"*[0" -210 * 10" 
in Methanol) 

Aminosaure-Analyse 7) 
Gef. Mol Thr, a He, 1.4b), 1.9 1.5, 2.1 1.3, 1.9 
Pro, Sar, MeVal 2.0, 2.0, 1.9 2.2, 2.0, 1.8 2.0, 1.9, 1.9 
C,H,N-Werte identisch passen auf 13a 
Antibiotisch wirksame 
Grcnzkonzentration 

B. subtilis 1:8 .5xI06  1:S.Ox 106 1:1Ox106 
St. nureus 1:6.5x106 1 : 6.5 x 106 1 :6.5 x 106 

a) Absorptionskurven deckunpsgleich bis auf das etwas hohere E 24omu des stereoisomeren Syntheseproduktes. 
b) Ein Teil des Threonins wird bei der zur Aminosaurebestimmung erforderlichen Hydrolyse zersrort. 

2-L-McVal-OH wird bei der langdauerndcn Umsctzung mit 10a racemisiert; erkcnntlich 
an der optischen Inaktivitat des am Endc isoliertcn Z-MeVal-OH-uberschusses. 2-DL-MeVal- 
OH gabe mit 20a ein 1 : I-Gemisch von 21a und 21b, verunreinigt mit den anteilmaoig nicht 
ins Gewicht fallenden Stereoisomcren, die bei der Synthcse von 20a mit DCCI durch par- 
tielle Racemisierung entstehen36). 

Ein derartiges Gemisch wiirde, katalytisch hydriert und anschlieRend oxydiert, cin mit 
Stereoisomeren verunreinigtes 1 : 1 : 1 : I-Gernisch der Bis-seco-actinomycine 12a- d liefern und 
dicses - falls allc gleich schncll cyclisieren - ein Stercoisomere enthaltendes Gemisch aus 
glcichen Anteilen der Actinomycine 13a- d. 

34) R.  A. Boissonas und J .  Schumnnn, Hclv. chim. Acta 35, 2229 (1952). 
35) P. Boldt, unveriiffentlicht. 
36) Zur Racemisierung bei Pcptidsynthesen mit DCCI vgl. F. Wevgand, A .  Prux und 

W. Ketiig,  Chem. Ber. 99, 1451 (1966). 
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Da sich Anomere, wie Actinomycin X,p und X,s chromatographisch trennen lassen37), 
darf man gleiches auch fur 13b bzw. 13c und 13a oder 13d annehnien. Trennung von 13b 
und 13c dagegen ist nicht zu erwarten. 

Actinomycin Xos ist antibiotisch zehnmal wirksamer als Actinomycin X0p37). Dies schlieRt 
nicht aus, daR sich Anomere, wie 13a, 13b und 13c in der biologischen Aktivitat gleichen, 
rnacht aber unwahrscheinlich, daB Stereoisornere, die sich von 13a an rnehr als einem Asyrn- 
metriezentrum unterscheiden (wie 13d), antibiotisch wirksam sind. 

Danach ist das zweite, antibiotisch wirksame Syntheseprodukt ein 1 : I-Gemisch 
aus 13b und 13c und die annahernd gleichen Ausbeuten an 13a und 13b + 13c 
waren dadurch bedingt, darj Z-L-MeVal-OH bei der Veresterung mit 20a nur partiell 
racemisiert wird. 

Da die spezifische Drehung des synthetischen Actinomycins nur wenig unter der des nativen 
liegt, verteilen sich die meisten der durch partielle Racemisierung entstehenden Stereoisomeren 
offenbar auf die vielen, antibiotisch unwirksamen Chromatogrammzonen des Cyclisierungs- 
produktes. Vielleicht verringern auch Unterschiede in der Cyclisierungsgeschwindigkeit die 
Zahl der stereoisomeren Actinomycine. 

Die Gesamtausbeute iiber alle Stufen, bezogen auf Formyl-D-a/bisoleucin lag fur 
Bis-seco-actinomycin (12a- d) bei 4.4 % und fur Actinomycin C3 bei 0.13 % 38). 

13a ist das erste Actinomycin gewesen, das durch Abbau vollstandig aufgeklart 
wurde4). Unsere Synthese bestiitigt das Ergebnis des Abbaus. 

Frau M. Koppler sind wir fur geschickte, unerrnudliche Mitarbeit zu Dank verpflichtet. - 
Der Deutschen Forschungsgemeinschuft und den Eurbenfubriken Buyer AG, Werk Elberfeld, 
danken wir fur Forderung unserer Arbeit. 

Beschreibung der Versuche39) 
Losungsmirtelsysteme (LS) fur die Chromatographie 
LS I: Butanol/Dibutyliither/lO-proz. wlflr. Natrium-m-krcsotinatb) ( I  :2 : 3). - LS I1 : 

LS VI : Butanol/Butylacetat/lO-proz. waRr. Natrium-m-kresotinatlwasser (7 : 3 : 3 : 7). 
LS VII: Butylacetat/lO-proz. waBr. Natrium-m-kresotinat (1 : I). 
LS VIII: Butanol/Dibutylather/1.2-Dichlor-athan/O.O7mPhosphatpufferpH 7.0(6 : 2 : 2 : 10). 
LS IX: Butylacetat/Butanol/O.O7m Phosphatpuffer pH 6.0 (2 : 1 :3) .  
LS X: Butanol/Dibutylather/Diisopropylather/7-proz. waRr. Natrium-m-kresotinat (2 : 1 : 

LS XI: Isoamylalkohol/0.07m Phosphatpuffer pH 6.0 (1 : I ) .  
LS XI I : Essigsaure/Ameisensaure/Wasser (2 : 3 : 15). 

(1:1:2). ~ LSII1:(1:3:4).  -LSIV:(2:3:5). - L S V : ( 3 : 7 : 1 0 ) .  

7 : 10). 

a) Cellulosepulver (Nr. 123) und Chromatographiepapier (2043 b) von Fa. Schleicher & Schiill, Dassel. 
b) Alle Kresotinatlosungen mit m-Kresotinsaure gesiittigt. 

Actinocin (5)  : 4.3 g 2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-benzoesuure (7 b) in 100 ccrn Methanol 
wurden rnit PalladiurnjA-Kohle aushydriert, filtriert und nach Zugabevon 150 ccrn n NaHCO3 
unter Ruhren portionsweise rnit 22 g Kaliumhexucyanoferrut(III) in wenig Wasser versetzt, 
wobei man rnit n NaHCO3 stets oberhalb pH 7 hielt. Nach 30 Min. wurde rnit 2n HCI ange- 

37) H. Brockmann und J. H.  Manegold, Chern. Ber. 93, 2971 (1960). 
38) Bei Klarung der Frage, ob als Nebenprodukt ein Decapeptid mit Actinocin-Chromophor 

entsteht, wurde spater die Ausbeute bei der Cyclisicrung auf 45 % erhBht und dainit die 
Actinomycin C3-Gesamtausbeute auf 2%. J.  Amrnann, Dissertat., Univ. Gottingcn 1963. 

39)  Schmpp. wurden auf dem Kofler-Block bestirnrnt und sind korrigiert. 
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saucrt und der abzentrifugierte, mit Wasser und Aceton gewaschene Niederschlag aus 500 ccm 
siedendem Dimethylformamid umkristallisiert. Dunkelrote Saulen (Zers. oberhalb 270"). 
Ausb. 90 %. 

C16H12N206 (328.3) Ber. C 58.55 H 3.69 N 8.53 Aquiv.-Gew. 164 
Gef. *) C 58.77 H 3.77 N 8.41 Aquiv.-Gew. 171 **) 

*) Zweimal umkristallisiert und fein zerrieben 12 Stdn. bei 90' i. Hochvak. getrocknet. 
**) Potentiometrische Titration rnit 0.05 n NaOH in Wasser. 

Liislichkeit: Eine Suspension von kristallisiertem 5 in 50 ccm Losungsmittel ruhrte man 
5 Stdn. bei 21" und ermittelte aus der Extinktion (groRtes langwelliges Maximum, fett in 
Klammern hinter den Loslichkeitswerten) der nach Zentrifugieren iiberstehenden Losung 
deren Konzentration unter Zugrundelegung von €448 (Methanol). Der durch Losungsmittel- 
abhangigkeit der E,,,-Werte bedingte Fehler wurde vernachlassigt. Loslichkeit in mg/ 
100ccm: Benzol 0.0; Chloroform 0.16 (460, 440); Eisessig 0.62 (456, 436); Methanol 1.44 
(448, 434); Wasser 2.4 (462); Dimethylformamid 40 (461, 444), bei 5' aus Gewicht des Ver- 
dampfungsruckstandes bestimmt. 

E448 (Methanol): a) 0.246 mgfeinzerriebenes 5 rnit 45 ccm Methanol 30 Min. untcr RuckfluR 
gekocht und auf 50 ccm aufgefiillt. b) 0.250 mg 5 in wenig heiRem Dimethylformamid gelost, 
mehrmals rnit Methanol i.Vak. abgedampft. Ruckstand 15 Min. rnit 90 ccm Methanol 
gekocht und auf 100 ccm aufgefiillt. In beiden Lasungen Ed48 = 25400. 

Actinocinyl-dichlorid @a): 260 mg fein zerriebenes 5 kochte man rnit 15 ccrn Thionylchlorid 
6 Min. und nach Zugabe von 15 ccm absol. Benzol weitere 1-2 Min. unter RuckfluB. Nach 
Abfiltrieren (Glasfritte G 3) von nicht umgesetztem 5 (20 mg) wurde I Min. gekocht, das 
Losungsmittel i. Vak. (Badtemp. 30-40") rasch verdampft und restliches Thionylchlorid 
durch Abdampfen rnit wenig Benzol entfernt. Das kurze Zeit i.Vak. uber KOH gehaltene, 
dunkelrote 8a wurde sofort umgesetzt. 

Umsetzung von 8a mit Aminosaure- und Peptidestern: Das in wenig absol. Chloroform 
aufgenommene 8a  (1 Mol HCI enthaltend) versetzte man entweder rnit iiberschuss. Ester 
oder rnit der ber. Menge sowie Triiithylamin in absol. Chloroform, hielt 15 Stdn. bei 20" und 
wusch rnit n HCI und Wasser. 

Actinocinyl-dianilid (8 b) : Die gewaschene Reaktionslosung aus 8a  (aus 50 mg 5) und 
100 mg Anilin wurde bis zur beginnenden Triibung eingeengt und aus Chloroform an saurem 
Kieselgeldo) chromatographiert. Aus dem Chloroformeluat der Hauptzone kristallisierte sehr 
schwerlosliches, rotes 8 b  vom Schmp. 310". Ausb. 29 mg. 

C28HzzN404 (478.5) Ber. C 70.30 H 4.64 N 11.70 Gef. *) C 69.39 H 4.57 N 11.23 
*) Getrocknet 5 Stdn. bei 70" i. Hochvak. 

Actinocinyl-his-lglycin-methylester] (8 d): 8a aus 1 10 mg 5 und 200 mg Glycin-methylester 
gaben, wie bei 8b aufgearbeitet, 55 mg 8d, gelbrote Nadeln vom Schmp. 291 -293". 

( 1 )  7-Chlor-I-descarboxy-actinocinyl-glycin-methylester: Aus einer bei der Darstellung von 
8d erhaltenen Nebenzone, deren Eluat rnit n NaHC03, n HCI und Wasser gewaschen, filtriert 
und eingedampft wurde, erhielt man nach Umkristallisieren aus Chloroform/Petrolither 
14 mg dunkelrote Kristalle vom Schmp. 256-259". 

ClsH16CIN305 (389.9) Ber. N 10.76 CI 9.1 1 OCH3 7.95 
OCH3 6.95 Gef.*) N 10.48 CI 10.4 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 90" i. Hochvak. 

Actinocinyl-bis-lDL-alanin-methylesterJ (8 c) : Die gewaschene, eingeengte Reaktionslosung 
aus 8a (aus I05 mg 5),  300 mg DL-Alanin-methylester und Triiithylumin chromatographierte 

40) Neutrales Kieselgel (Fa. Gebr. Herrmann, Kbln) in 0.1 n HCI aufgeschlammt, abgesaugt 
und bei 110" bis zur FlieBfahigkeit getrocknet. 



1967 Actinomycine (XXVIII.); Synthesen von Actinomycinen (111.) 365 

man aus Chloroform/Benzol (1 : 1) an saurem Kieselgel (oder an Cellulose mit LS I). 8c aus 
dem mit n NaHCO3, n HCI und Wasser gewaschenen Eluat der Hauptzone kristallisierte 
aus Chloroform/Petrolather in feinen, gelbroten Nadeln vom Schmp. 269 -272' (Zers.), 
Ausb. 130 mg. 

C24H26N408 (498.5) Ber. C 57.82 H 5.26 N 11.24 2OCH3 12.4 
Gef. *) C 57.65 H 5.27 N 11.10 OCH3 11.8 

*) Getrocknet 7 Stdn. bei 70" i. Hochvak. 

Actinocinyl-bis-[L-threonin-methylester] (8e): Den Eindampfruckstand der gewaschenen 
Reaktionslosung aus 8a (aus 120 mg S), 180 mg L-Threonin-methylester und Triathylamin 
chromatographierte man unter Nachwaschen rnit Chloroform und Chloroform/Aceton (3 : 1) 
an einer 2.5 x 20-cm-Saule aus saurem Kieselgel40) und den Inhaltstoff der Hauptzone mit 
LS I1 an Cellulose. Das aus der Hauptzone mit Methanol und Wasser eluierte und in Chloro- 
form iiberfiihrte 8e (Chloroformlosung rnit n NaHC03, n HCI und Wasser gewaschen) 
kristallisierte aus Chloroform/Cyclohexan. Schmp. 256-259" (Ers.). Ausb. 165 mg. 

C26Hy~N4010 (558.5) Ber. C 55.95 H 5.42 N 10.04 Gef.*) C 56.03 H 5.38 N 10.10 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 75" i .  Hochvak. 

Actinocinyl-bis-[~-threony~-~-allo-isoleucin-methyles~erl (8f): Den Eindampfruckstand der 
gewaschenen Reaktionslosung aus 8a (aus 240 mg 51, 450 mg L-Threonyl-o-allo-isoleucin- 
methylesterz) und 0.4 ccm Triuthylamin chromatographierte man mit LS 111 an einer 2.5 x 25- 
cm-Cellulosesaule. 8f aus der Hauptzone kristallisierte aus Chloroform/Petrolather. Schmp. 
107-110". Ausb. 172 mg. 

C38H52N6012 (784.9) Ber. C 58.14 H 6.68 N 10.71 20CH3 7.9 
OCH3 7.3 Gef.*) C 57.93 H 6.76 N 10.32 

*) Getrocknet 5 Stdn. be1 70' i .  Hochvak. 

Actinocinyl-bis-i~~threonyl- D-allo-isoleucyl- ~-prolyl-sarkosyl- N-methyl- L-valin-methylester] 
(11 b): Den Eindampfriickstand der gewaschenen Reaktionslosung aus 8a (aus 50 mg S), 
3 14 mg L-Threonyl-o-allo-isole~cyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-valin-methylester und 0.2 ccm 
Triuthylamin chromatographierte man an einer 3 X 40-cm-Cellulosesaule rnit LS V. Aus einer 
schwachen Zone rnit gleichem RF-Wert wie 11 b eluierte man rnit Methanol und Wasser 4 mg 
amorphes, gelbes 11 b, das durch papierchromatographischen Vergleich (LS 111, IV, V) 
mit authent. 11 b identifiziert wurde. 

N-Methyl-L-valin: Zu 3.5 g (30 mMol) L-Valin in 60 ccm 0.5n methanol. KOH gab man 
3.04 ccm frisch dest. Benzaldehyd und hydrierte nach 10 Min. mit 100 mg Palladiummohr 
(Degussa), bis die H2-Aufnahme ndch Verbrauch von 30 mMol (1/2 - 1 Stde.) sehr langsam 
wurde. Der Verdampfungsruckstand (i.Vak.) der vom Katalysator abfiltrierten Losung wurde 
mit 25 ccm 98-proz. Ameisensaure und 6.6 ccm 40-proz. wal3r. Formaldehyd 10 Stdn. auf 100" 
erhitzt, die Losung i.Vak. verdampft und der Ruckstand in 30 ccm n HCI aufgenommen. 

Den Verdampfungsruckstand dieser Losung digerierte man rnit 30-40 ccm Athanol sowie 
60 ccm Aceton, filtrierte das fast quantitativ ausgefallene KCI ab und hydrierte den Eindampf- 
ruckstand des Filtrates rnit Palladium/A-Kohle (Degussa, 10% Pd) in 100 ccm SO-proz. 
Methanol oder Eisessig. Das beim Verdampfen der filtrierten Losung hinterbliebene N- Methyl- 
L-valin wurde zweimal aus wenig Wasser und absol. khan01 umkristallisiert. Farblose 
Saulen, Schmp. 297-300" (Zers.), [a]g:  +32.4 & 0.8" (c = 3.0 in 5n HCI), Ausb. 84%. 

CsH13N02 (131.2) Ber. C 54.92 H 9.97 N 10.68 Gef.*) C 54.85 H 10.01 N 10.76 

N-Methyl-L-isoleucin: Verfahren wie vorstehend. Farblose, oberhalb 30O0 schmelzende 
*) Getrocknet 6 Stdn. bei 60-70' i. Hochvak. 

Kristalle rnit [a]:': +44.7 +. 1' (c = 4.1 in 5 n  HCI). Ausb. 71 %. 
C7H15N02 (145.2) Ber. C 57.90 H 10.41 N 9.64 Gef. *) C 57.92 H 10.35 N 9.64 

*) Getrocknet 6 Stdn. bei 60-70' i. Hochvak. 
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N-Methyl-L-fhreonin: Farblose Kristalle mit Schmp. 225-232" (Zers.) und [a]2d: -33 - 
1.Y (c = 2.0 in Wasser), -16.7 + 1.5" (c = 3.4 in 5 n  HCI). Ausb. 25%. 

CSHl ,N03 (133.1) Ber. C 45.12 H 8.33 N 10.52 Gef.*) C 45.45 H 8.46 N 10.44 
*I Getrocknet 6 Stdn. bei 60-70" i .  Hochvak. 

Formy~-o-a~~o-iso~eucy~-L-pro~in-benzy~ester (18 a) ; z u  12 g Formyl-D-all#-isoleirein (Schmp. 
121", fa]',o: -27 OS",  c - 1.7 in Athanoi) und 19 g L-Prolin-henzyfester-hydrochlorid 
([x]kO: -44 f I", e - 2.0 in Wasser; Schmp. 145") in 250ccm Methylenchlorid gab man 
10.3 ccm Triuthylamin und bei 0' 17 g Dicycfrihexylcarbodiimid in wenig Methylenchlorid 
und ruhrte 2 Stdn. bei 0" sowie 12 Stdn. bei 20". Nach Abfiltrieren des Dicyclohexylharnstoffs 
wurde rnit n HCI, n NaHC03 und Wasser gewaschen, der i. Vak. erhaltene Eindampfriickstand 
in wenig Aceton aufgenommen und nach 1 Stde. bei 0" restlicher Dicyclohexylharnstoff 
entfernt. Verdampfen des Acetons und Umkristallisieren des Riickstandes aus Athylacetat/ 
Petrolather ergab 18a als farblose Kristalle mit Schmp. 124-125' und [a]',": ~ 17.5 % 0.5" 
(c = 2.0 in Methanol). Ausb. 75 %. 

C19H26N204 (346.4) Ber. C 65.87 H 7.57 N 8.09 Gef.*) C 65.90 H 7.71 N 8.10 
$1 Getrocknet 6 Stdn. bei 90' i. Hochvak. 

Formyl-D-allo-isoleucyl-L-prolin (18 b): Die methanolische Losung von 4.3 g 18a wurde mit 
Palladium/A-Kohle aushydriert und das nach Filtrieren und Verdampfen erhaltene 18b aus 
Athylacetat/Petrolather oder Benzol/Cyclohexan kristallisiert. Farblose Saulen mit Schrnp. 
134-135" und [a]2,0: -14.2 f 0.5" ( c  = 3.2 in Methanol). Ausb. 3.1 g. 

C I 2 H ~ ~ N ~ 0 4  (256.3) 

Formyl-~-ollri-isoleucyl-~-prolyl-sarkosin-benzy~ester (19a) : 2.5 g 18 b und 2.1 g Sarkosin- 
benzylester-hydrochlorid (Schmp. 181 - 182") in 70 ccm Methylenchlorid versetzte man niit 
1.36 ccm Triiithyhmin und bei 0" mit 2.2 g Dicyclrjhexj,lcarbodiimid in wenig Methylenchlorid 
und ruhrte 2 Stdn. bei 0" sowie 12 Stdn. bei 20". Weitere Aufarbeitung wie bei 18a. - Der 
Eindampfruckstand der Acetonlosung wurde aus wenig Benzol an einer rnit Benzol einge- 
schlanimten 2.5 x 20-cm-Sdule aus saurem Kicselgel chromatographiert. Nachwaschen rnit 
Benzol entfernte Nebenprodukte, Chloroform brachte 19a ins Eluat, das nach Waschen mit 
Wasser, Filtrieren und Eindampfen ein farbloses Harz rnit [a]&0: -37 -i- I "  (c = 3.0 i n  
Methanol) ergab. Ausb. 70 "/,. 

Ber. C 56.25 H 7.87 N 10.92 Gef.*) C 56.23 H 7.99 N 10.83 
*I Getrocknet 6 Stdn. bei 90' i. Hochvak. 

C22H31N305 (417.5) Ber. C 63.27 H 7.48 N 10.07 Gef.*) C 63.21 H 7.49 N 9.99 
Ber. Mol Ile 1 .00  Pro 1 .OO Sar 1 .00 
Gef. Mol lle 0.97 Pro 1.03 Sar 0.97 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 70' i. Hochvak. 

u-~illo-Isoleuc~~l-L-prolyl-sarkosin-benzylester-hydrochlorid (19 b) : 30 g 19a in 80 ccm Benzyl- 
alkohol versetzte man rnit 5.5 g HCI in 55 ccm Benzylalkohol, hielt 28 Stdn. bei 37" und ver- 
teilte iiber 3 Stufen zwischen h h e r  (oder Athylacetat) und Wasser. Die filtrierte waRr. Phase 
wurde i. Vak. bei 40" cingedampft und restliche Salzsaure durch mehrmaliges Abdampfen 
mit Wasser und Aceton verjagt. Nach Trocknen uber KOH i. Vak. hinterblieb 19b als weines, 
hygroskopisches Pulver mit [ 0 r ] 2 , ~ :  -106 f 3" (c = 1.8 in Wasser). Ausb. 86%. 

C21H32N3041CI (426.0) Ber. C 59.19 H 7.57 C1 8.31 N 9.87 
Gef.*) C 59.09 H 8.00 C1 8.75 N10.20 
Ber. Mol Ile 1.00 Pro 1.00 Sar 1.00 
Gef. Mol lle 0.95 Pro 1.05 Sar 0.94 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

N-[2-Nitro-3-6enzyloxy-4-methyl-~enzoyl~-1.-threonyl-~-allo-isoleucyl- r, -pro fyl-sarkositi-ben- 
zylesrer (20a) 
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a) Mit Dicyclohexylcarbodiimid: Zu 9.0 g N-[ 2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-bemoyl/- 
L-threonin (9a)lo) und 10.2 g 19b in 200 ccm Methylenchlorid gab man 3.6 ccm Triuthj.lumin 
und bei 0" 5.6 g Dicyclohexylcarbodiirnid in wenig Methylenchlorid, riihrte 2 Stdn. bei 0" 
sowie 12 Stdn. bei 20' und arbeitete auf wie bei 18a. 1.5 g des nach Verdampfen des Acetons 
hinterbliebenen Rohproduktes (17 g) wurden aus wenig Benzol an einer mit Benzol einge- 
schlammten 1.5 x 15-cm-SLule aus saurem Kieselgel chromatographiert. Nachwaschen mit 
Benzol trennte eine Vorzone ab, Chloroform und Athylacetat eluierten 20a, das nach Ver- 
dampfen der filtrierten Losung als gelbliches Pulver hinterblieb. [a]$a: -23 & 1" (c = 3.00, 
in Methanol). Ausb. 66 %. 

C40H49N5010 (759.9) Ber. C 63.20 H 6.50 N 9.23 Gef..*) C 62.87 H 6.63 N 9.20 

Ber. Mol Thr 1.00 Ile I .OO Pro 1.00 Sar 1.00 
Gef. Mol Thr 0.70 Ile 0.88 Pro 0.89 Sar 0.8 I 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 80' i. Hochvak. 

b) Mit ,, Woodward's'' Reagenz: Die rnit 0.41 ccm Triarhylumin neutralisierte Lasung von 
1.17 g 9a in 10 ccm Nitromethan riihrte man bei 20" 7 Min. mit 0.76 g zerriebenem N-kihyf-  
5-phen~~l-isoxnrolium-3'-su/fonat (Woodward's Redgenz30)), versetzte mit einer Mischung aus 
1.3 g 19b, 0.43 ccm Triuthylamin und I5 ccrn Nitromethan, ruhrte 12 Stdn. bei 20" und dampfte 
i.Vak. bei 40" ein. Nach Waschen des in Chloroform gelosten Riickstandes mit n HCI und 
Wasser wurde das Rohprodukt aus Benzol an einer 2 x 12-cm-Aluminiumoxid-11-Saule 
chromatographiert, wobei Benzol den Vorlauf abtrennte und das rnit Chloroform eluierte 2Oa 
nach Waschen rnit Wasser, Filtrieren und Verdampfen des Losungsmittels als gelbliches 
Pulver hinterblieb. Ausb. 65 "/,. 

Actinocinyl-bis-[L-lhreonyl-D-ullo-isol~ue~l- L-prolyl-surkosirt? ( Actinomycin CS-des-suure) 
(12e): Eine Losung von 2.0 g 20a in 30 ccm Methanol wurde rnit Palladium/A-Kohle aus- 
hydriert (5  Mol H2) (20b) und nach Abfiltrieren des Katalysators und Einengen auf 30 ccm 
mit 70 ccm 0.07m Phosphatpuffer pH 7.2 versetzt. Dann gab man unter Riihren portions- 
weise 3.3 g ~ufiumhexacyanoJi.rrat(lll) in 15 ccm Puffer hinzu, hielt dabei rnit 11 NaOH stets 
bei pH 7.2 und riihrte noch 12 Stdn. bei 20". Die mit 2n HCl angesauerte und rnit viel Wasser 
verdunnte Reaktionsmischung wurde rnit Chloroform/Butanol (2 : 1) extrahiert, der Extrakt 
mit angesauertem Wasser gewaschen, i. Vak. eingedampft und der Ruckstand an einer 
3.5 x 70-cm-Cellulosesaule (LS VI) aufgetrennt. 

Das nach Zerschneiden der Saule rnit Methanol und Wasser eluierte Hauptprodukt wurde 
dem mit Wasser verdunnten Eluat rnit Chloroform/Butanol (2 : 1 )  entzogen, die orgdnische 
Phase eingedampft und der in wenig Chloroform gelaste Ruckstand an einer 3 x 15-cm-Saule 
aus saurem Kieselgel chromatographiert. Nachwaschen rnit Chloroform und Chloroform/ 
Aceton (4 : I )  entfernte die Kresotinsaure und wenig gelbe Nebenprodukte; rnit Methanol 
und Wasser gelangte die Hauptmenge ins Filtrat, dessen Eindampfruckstand man in Chloro- 
form loste und nach Waschen rnit angesauertem Wasser, Filtrieren und abermaligem Ein- 
dampfen in wenig Methanol aufnahm. Nach Zugabe von viel Athylacetat fie1 bei langsamem 
Abdampfcn (40-50") gelbrotes, amorphes 12e aus. [a]Lo: -94 3' (c = 0.2 in Methanol). 
RF-Werte in LS VI, VIII, XI wie die von nativem 12e. Cyclohexan fallte die Reste aus 
der Mutterlauge. Ausb. 60 %. Zur Analyse wurde aus Athylacetat/Cyclohexan umgefallt. 

C52H72Nl0016 (1093.2) Ber. 
Gef.*)C 56.94 H 6.66 N 12.66 Aquiv.-Gew. 555**) 
Ber. Mol Thr 2.0 Ile 2.0 'Pro 2.0 Sar 2.0 
Gef. Mol Thr 1.4 Ile 1.8 Pro 2.0 Sar 2.0 

C 57.1 I H 6.64 N 12.80 Aquiv.-Gew. 547 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 100' i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration rnit 0.0s n NaOH in Methanol/Wasser ( 1  : I ) .  
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N-iZ- Nitr~-3-benzyloxy-4-methyl-benroyl]-O-[benzyloxycurbonyI-N-methyl-~-valyl~-~-threo- 
nyl-o-allo-isoleucyl-L-prolyI-surkosin-benzylester (21 a) : Zu 1 1 g Benryloxycarbonyl-N-methyl- 
L-valin in 65 ccm absol. Tetrahydrofuran gab man 7 g N.N'-CarbonyZ-diimidazul33) und zu- 
satzlich etwa 0.4 g bis zur Beendigung der COZ-Entwicklung sowie anschliefiend 6.6 g 20a. 
Bei 72 -75" Badtemperatur wurde 75 Stdn. unter RuckfluB und AusschluB von Luftfeuchtig- 
keit und Licht gekocht, dann i. Vak. eingedampft und der olige Ruckstand in 200 ccm k h y l -  
acetat aufgenomrnen. Nach Durchschutteln rnit 2 n HCI (Abtrennung von Imidazol) sowie 
mit n NaHCO3 (Ruckgewinnung von Benzyloxycurbonyl-N-inethyl-r;-valin) wusch man noch- 
mals rnit ii HCI und Wasser, und erhielt nach Eindampfen i.Vak. 13 g braunliches Harz. Dessen 
Losung in 30 ccrn Benzol/Chloroform (3 : 2) wurde an einer rnit gleichem Losungsmittel ein- 
geschllmmten 3.5 x 70-crn-Saule aus saurem Kieselgel innerhalb 48 Stdn. bei 120 ccm/Stde. 
Durchlaufgeschwindigkeit rnit 6 -7 1 Benzol/Chloroform (3  : 2) chromatographiert. Extink- 
tionsmessung (bei 366 mp;  Eppendorf-Photometer) der 20-25-ccm-Fraktionen gab eine 
Elutionskume, nach der man die Einzelfraktionen zu Sammelfraktionen vereinigte. Diese 
wurden durch Hydrierung einer Probe, Oxydation in MethanoljO.07 m Phosphatpuffer pH 7.2 
(1  : I )  mit 3 Mol Kaliumhexacyanoferrat(II1) und Elektrophorese (LS XII) des mit Chloroform 
exrrahierten Reaktionsproduktes bei pH 1.1 auf ihren Gehalt an 21a untersucht. 

Die filtrierte Athylacetatlosung der an 21 a reichsten Sammelfraktion wurde kurz rnit 
n NaHCO3, n HCI und Wasser gewaschen und durch Eindampfen i. Vak. sowie rnehrmaliges 
Abdarnpfen rnit Aceton zur Trockne gebracht. 21a hinterblieb als ein weioes, lichtemptind- 
liches, bei 6 0  sinterndes Pulver rnit [alp: -8.1 *0.5" (c = 0.8 in Methanol). Ausb. 15 %, die 
sich auf 25 % erhohte, wenn man weitere weniger reine, jedoch zur Herstellung von Bis-seco- 
crctinomycin geeignete Fraktionen hinzunahm. 

C5&6N@13 (1007.2) Ber. C 64.36 H 6.61 N 8.35 Gef.*) C 64.19 H 6.66 N 8.30 
Ber. Mol Thr 1.00 Ile 1.00 Pro 1.00 Sar 1.00 MeVal 1.00 
Gef. Mol Thr 0.7041) Ile 1.00 Pro 1.00 Sar 0.97 MeVal 1.16 

8 )  Getrocknet 5 Stdn. bei 60" i .  Hochvak. 

Bis-sero-actinomycin C3 (12a): Eine Losung von 1.0 g 21a in 40 ccm Methanol wurde mit 
Palladium/A-Kohle aushydriert (6 Mol Hz) und nach Filtrieren rnit 100 ccm 0.07 m Phosphat- 
puffer pH 7.2 versetzt. In die rnit n NaOH stets auf pH 7.2 gehaltene Losung gab man inner- 
halb 15 Min. 1.5 g Ka(aliumhexacyanoferral(ll1) in 15 ccm Puffer, ruhrte noch 12 Stdn. bei 20" 
und extrahierte nach Verdunnen rnit vie1 Wasser mit Butanol/Chloroform (1 : 1).  Der i. Vak. 
erhaltene Eindampfriickstand (71 1 mg) des rnit n HCI und Wasser gewaschenen Extraktes 
wurde an einer 3.5 x 50-cm-Cellulosesaule (LS V1) chromatographiert, die Hauptzone heraus- 
geschnitten und das daraus rnit Methanol und Wasser eluierte Produkt dem Eluat mit Butanol/ 
Chloroform (1 : 1)  entzogen. Den Eindampfruckstand des rnit angesauertem Wasser gewaschenen 
Extraktes adsorbierte man aus wenig Chloroform an einer 2 x 8-cm-Sauleaussaurem Kieselgel, 
wusch zur Entfernung der Kresotinsaure rnit ChloroformjAceton (4: 1) und Aceton nach und 
eluierte das rote 12a rnit Methanol und danach abwechselnd Methanol und 0.07 m Na2HP04. 
Der i. Vak. erhaltene Eindampfriickstand des Eluates wurde nach Aufnehmen in Butanolj 
Chloroform ( I  :I) mehrmals rnit 0.1 n HCI gewaschen, filtriert, i. Vak. zur Trockne gedampft 
und der Ruckstand in moglichst wenig Methanol gelost. Beim Versetzen rnit vie1 khylacetat, 
langsamem Einengen bei 40-45" und Abkuhlen fie1 das Dihydrochlorid von 12a als gelbrotes 
Pulver aus. [dc]:O: -62 =t2' (c = 0.15 in Methanol). Ausb. 425 mg (61 %). RH-Werte in LS VI, 
VIII, IX wie die von nativem 12a. Zur Analyse wurde nochmals unter WasserausschluR 
umgefallt. 

41) Ein Teil des Threonjns wird bei der zur Aminosaurebestimmung notwendigen Totalhydro- 
lyse zerstort. 
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C64H96N1201~] 2 C1 (1 392.4) Ber. 
Gef.*) C 55.44 H 7.20 CI 3.95 N 12.10 Saureaquiv. 3.8**) 
Ber. Mol Thr 2.0 Ile 2.0 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 
Gef. Mol Thr 1.241) Ile 1.9 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 1.7 

C 55.21 H 6.95 C1 5.09 N 12.07 Saureaquiv. 4.0 

*) Stark hygroskopisch. Getrocknet 10 Stdn. bei 70-80' i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration mit 0.05 n NaOH in Methanol/Wasser (1 :l). 

Actinomycin C3 (13a) : Unter FeuchtigkeitsausschluB versetzte man 300 mg des Dihydro- 
chlorides von 12a in 1500 ccm absol. Methylenchlorid bei 0' mit 80 mg (0.1 ccm) Tribufylamin, 
dann rnit 0.1 ccm Chlorameisensdure-athylester und nach 10 Min. bei 0" mit 0.25 ccm Tributyl- 
amin, erwiirmte 15 Min. auf 3" und hielt 30 Min. bei 20". Danach wurde wieder auf 0" gekiihlt, 
mit 0.1 ccm Chlorameisensaure-iithylester versetzt und weiter genau wie oben verfahren. 
Dieses wiederholte man noch zweimal, zuletzt mit der doppelten Menge Chlorameisensaure- 
ester und Base. Nach 12 Stdn. bei 18" wurde 0.1 ccm Tributylamin hinzugegeben, 3 Stdn. auf 
37" erwarmt und die eingeengte, rnit n HCI, n NaHC03 und Wasser gewaschene Losung zur 
Trockne verdampft. Chromatographie des Ruckstandes an einer 3.5 x 35-cm-Cellulosesaule 
(LS IV) gab zwei gegen St. aureus und B. subtilis antibiotisch wirksame Zonen, die ausge- 
schnitten und rnit Methanol und Wasser eluiert wurden. Die aus den Eluaten nach Verdiinnen 
mit Wasser gewonnenen Chloroformextrakte wusch man dreimal rnit n NaHC03, Wasser, 
n HC1 und wiederum Wasser, adsorbierte deren Eindampfriickstande an zwei rnit Benzol ein- 
geschlammten 1 x 2-cm-Aluminiumoxid-11-Saulen und eluierte mit khylacetat die wirksamen 
Anteile der Rohprodukte. Die Athylacetatlosungen wurden nach Filtration iiber zwei 1 x 2-cm- 
Saulen aus saurem Kieselgel mit n HCI sowie Wasser gewaschen, filtriert und i. Vak. einge- 
dampft. Die in wenig Ben201 gelosten und rnit einem Tropfen Methanol versetzten Riick- 
stande kristallisierten bei vorsichtiger Zugabe von Cyclohexan (50"), und man erhielt aus der 
einen auf Cellulose langsamer laufenden Fraktion 9 mg (3.2 %) Actinomyein C3 (13a). Dieses 
wurde zusammen mit der Ausbeute aus zwei weiteren Ansatzen zweimal aus Benzol/Methanol/ 
Cyclohexan umkristallisiert. Rote Nadeln rnit Schmp. 238 -241' und [cr]20'0: -286k 10" 
(c = 0.1 in Methanol). 
C64H90N12016 (1283.5). Ber. C 59.90 H 7.08 N 13.09 Gef.*) C 60.31 H 7.29 N 12.78 

Ber. Mol Thr 2.0 Ile 2.0 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 
Gef. Mol Thr 1.341) Ile 1.9 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 1.9 

Die andere, etwa in gleicher Menge entstandene, bakteriostatisch wirksame Fraktion wurde 
ebenfalls wie oben zweimal umkristallisiert. Rote Nadeln rnit Schmp. 243 -245" und [or]2,": 
-210+10" (c = 0.1 in Methanol). 

Gef.*) C 59.50 H 7.21 N 12.75 
Gef. Mol Thr 1.3 Ile 1.9 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 1.9 

*) Getrocknet 24 Stdn. bei 120" i. Hochvak. Hartnackiger Lasun~mitteleinschlurj. 
[427/66] 
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