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Huns Brockmann und Helmut Lnckner 

Actinomycine, XXXI 1) ; Synthesen von Actinomycinen und actinomycin- 
ahnlichen Chromopeptiden, V 1) 

Auf bau von Actinomycinen iiber Actinomycinsauren ; ein zweiter 
Syntheseweg 

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen 

(Eingegangen am 18. September 1967) 

Elf Actinomycinsauren, ein Actinocinyl-bis-pentapeptid und ein Actinocinyl-bis-hexapeptid 
werden synthetibiert. ~ Durch Cyclisierung synthet. ActinomycinCI-saure (12b) und Actino- 
mycinC3-saure (12a) gelingt die erste Totalsynthese von Actinomycin CI (D) (14a) und die 
zweite von Actinomycin C3 (14 b) - Aus den entsprechenden Actinomycinsauren werden 
drei in  der Ndtur bisher nicht aufgefundene, antibiotisch wirksame Actinomycine (14e, 
14f, 14g) dargestellt, ferner ein Gemisch du5 Actinomycin Cz (14c) und einem lsomeren 14d, 
in dem o-Val und D-ulle vertauscht sind. 

Von allen Wegen, die fur die Synthese von Actinomycinen in Betracht kommen, von 
uns erprbbt und kurzlich erortert worden sindz), erscheint der uber die Actinomycin- 
sauren (z. B. la+2+3) der nachstliegende. Denn bei der Darstellung von Actino- 
mycinsauren nach dem Vorbild der Actinocinyl-bis-aminosaure-Synthese3.4’ waren 
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J )  XXX. bzw. IV.  Mitteil.: H .  Brockmann und J .  H .  Manegold, Chem. Ber. 100, 3814 (1967). 
2) H .  Brockmunn und H. Luchner, Chem. Ber. 100, 353 (1967). 
3 )  H .  Brockmann und H .  Muxfeldt, Chem. Ber. 91, 1242 (1958). 
4) H .  Brockmann, H.  Lackner, R .  Mecke, G .  Troemel und H. S. Petrus. Chem. Ber. 99, 717 

(1966). 
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keine Komplikationen zu erwarten und fur das Studium des zweifachen Ringschlusses, 
des schwierigsten Syntheseschrittes, konnten statt synthetischer Actinomycinsauren 
, , nat ive"5) verwendet werden. 

Dennoch ist das erste synthetische Actinomycin uber ein Bis-seca-actinomycin 
dargestellt worden 21, weil erst nach langeren Vorarbeitens' Actinomycine ohne Neben- 
reaktionen in guter Ausbeute zu Actinomycinsauren abgebaut werden konnten 1) und 
daher Material fur Lactonisierungsversuche zunachst fehlte. Nachdem dann die 
Partialsynthese von Actinomycin C1 (D) aus ,,nativer" Actinomycin C1-saure gelungen 
war 1.71, wurden uber die entsprechenden Actinomycinsauren die Actinomycine CI 
(D)X), C29) und C3 10) sowie Actinomycin-(L-Ser-D-Val-L-Pro-Sar-L-MeVal) 111, Dides- 
methyl-actinomycin C112) und Actinomycin-(D-Thr-L-Val-D-Pro-Sar-D-MeVal) 131, 

der Antipode von Actinomycin C1, synthetisiert. 
Dem Bis-seco-actinomycin-Verfahren 2 )  gegenuber hatte der Weg uber die Actinomycin- 

sauren den Vorteil, da8 die nur unter rauhen Bedingungen zu erreichende Veresterung des 
N-Methyl-L-vallns mit dem Threoninhydroxyl entfallt und die Ausbeute beim Peptid-Ring- 
schlu8 im Gegensatz zu den Bis-seco-actinomycinen statt 3 -4 % I d ) ,  20-30 "/, betrug. 

Im folgenden berichten wir ausfuhrlicher uber die bisher nur kurz mitgeteilten Syn- 
thesen von Actinomycin c ~ ,  C2 und C3 aus den zugehorigen Actinomycinsauren sowie 
iiber drei neue, auf gleichem Wege synthetisierte Actinomycine. 

Zur Nomenklatur der Actinomycinsauren und Actinomycine 
Fur die Actinomycinsauren verwenden wir die gleiche abgekiirzte Bezeichnung wie fur 

Actinomycine 151. Bei iso-Actinomycinen steht die Aminosauresequenz der strukturgleichen 
Peptidringe mit Aminosaure [I] 16) beginnend in Klammern hinter Actinomycin; z. B. Actino- 
mycin CI (D) (14a) = Actinomycin-(L-Thr-D-Val-L-Pro-Sar-L-MeVal). 

Bei aniso-Actinomycinen (ungleiche Peptidringe) stehen die Aminosauren gleicher Sequenz- 
zahl, aber unterschiedlicher Struktur bzw. Konfiguration untereinander; oben die zum 6- 

5 )  ,,nativ" bedeutet bei Actinomycinsauren aus nativen Actinomycinen dargestellt. 
6 )  G. Doring, Dissertat., Univ. Gottingen 1960. 
7 )  Vorlaufige Mitteil. : H. Brockmann und J. H. Manegold, Naturwissenschaften 51, 383 

(1964); mit dem Buchstaben D wurde von L. C.  Vining und S. A .  Waksman [Science 
[Washington] 120, 389 (1954)] ein nicht naher charakterisiertes Actinomycinpraparat 
bezeichnet, das im Papierchromatogramm nur die Zone des 1953 von H. Brockmann und 
H. Grone [Naturwissenschaften 41, 65 (1954)] chromatographisch einheitlichen und kristal- 
lisiert isolierten Actinomycins C1 zeigte. Seitdem wird Actinomycin C1 in den USA als 
Actinomycin D bezeichnet. 

8) Vorlaufige Mitteil. : H .  Brockmann und H. Lackner, Naturwissenschaften 51, 384 (1964); 
Farbenfabriken Bayer AG (Erf. H .  Brockmann, J .  H .  Manegold und H. Lackner), D. A. S. 
1172680, C. 1965, 3924. 

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

10) Vorlaufige Mitteil. : H .  Brockmunn und H. Lackner, Naturwissenschaften 51, 407 (1 964). 
1 1 )  Vorlaufige Mitteil. : H .  Brockmann und H .  Lackner, Tetrahedron Letters [London] 1964, 

12) Vorlaufige Mitteil. : H .  Brockmunn und F. Seela, Tetrahedron Letters [London] 1965,4803. 
13) Vorlaufige Mitteil. : H .  Brockmann und W. Schramm, Tetrahedron Letters [London] 

14) Zur Verbesserung der Ausb, vgl. J. Ammann, Dissertat., Univ. Gottingen 1963. 
15) H. Brockmann, Angew. Chem. 72,939 (1960); Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 18, 

16) Ziffer in eckigen Klammern = Sequenzzahl; Bezifferung vom Chromophor ab. 

3.523. 

1966, 2331. 

1 (1960). 
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Peptidring gehorende, unten die des P-Peptidringes; z. B. Actinomycin Cz (14c) = Actino- 

mycin-(L-Thr- --1.-Pro-Sar-i.-MeVal). 1st unbekannt, welchem Ring die beiden in Struktur 

bzw. Konfiguration verschiedenen Aminosauren angehoren, so steht der kleinere Rest oben 
und an Stelle des Trennungsstriches tritt eine eckige Klammer. 

Dementsprechend ist Actinomycin CI-saure (12 b) = Actinomycinsanre-(L-Thr-D-Val-L-Pro- 
D-Val 

Sar-r-MeVal --OH) und Actinomycin C2-saure (12 m) = Actinomycinsaure-(L-Thr----- D-aIle 
L-Pro-Sar-i.-MeVal -OH). Die systematische Bezeichnung der Actinomycinsauren (Versuchs- 
teil) ist die gleiche wie bei kurzerkettigen iso- und aniso-Actinocinyl-bis-peptiden17). 

Synthetische Chromopeptide, die sich von nativen Actinomycinen in der Struktur der 
Peptidringe unterscheiden, bezeichnen wir nur dann als Actinomycine, wenn sich der Unter- 
schied auf die Alkylreste der Peptidlactonringe beschrankt. Gleiches gilt fur die Actinomycin- 
sauren. 

D-Val 
D-alle 

Synthese von Actinomycinsauren 
Zur Synthese von Actinomycinsauren sind alle von Actinocin oder Actinocinyl-bis- 

aminosauren ausgehenden Wege ungeeignet, weil die beiden Actinocincarboxyle bzw. 
die mit ihnen verknupften Aminosauren oder Peptide wegen sterischer Hinderung nicht 
in gleichem AusmaB kuppeln17). Zu verfahren war demnach wie bei den schon be- 
kannten Actinocinyl-bis-peptiden ; z. B. zur Gewinnung von Actinomycin C3-saure 
(2) : 1. Synthese des N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl]-pentapeptid-benzyl- 
esters l a ,  2. Hydrierung von l a  zu l b ,  3. Oxydative Kondensation von 2 Moll. l b  
zu 2. 

1 a = 11 a (vgl. Blockschema) erhielten wir zu 53 % aus N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl- 
benzoyll-L-threonin (lOa)4), ~-a~lo-Isoleucyl-~-prolyl-sarkosyl-N-methyl-~-val~~i-benzylester 
(9a) und Woodwards Reagenz 18) ; und 9a aus Formyl-~-allo-~soleucyl-~-proly~-sarkosin- 
benzylester (6a) 2 )  durch katalytische Hydrlerung zu 7a, Kupplung von 7a mit N-Methyl-L- 
valin-benzylester und Dicyclohexylcarbodi~mid zu 8a und dessen Entformylierung mit benzyl- 
alkohol. Chlorwasserstoff. 

Katalytische Hydrierung von l l a  gab unter Abspaltung beider Schutzgruppen 
l l m ,  das, weil luftempfindlich, in situ bei p H  7.2 mit Kaliumhexacyanoferrat(1II) 
oxydiert wurde. Die aus dem Reaktionsprodukt zu 85 % isolierte gelbrote, amorphe, 
chromatographisch einheitliche Verbindung war nach Analysenzahlen, RF-Werten, 
Wquiv.-Gew., Aminosauregehalt und den Daten in Tab. 2 Actinomycin C3-saure 
(12a = 2). Auf Formyl-~-a~~o-isoleucin bezogen, betrug die 12a-Ausbeute 12 %; d. h. 
die Synthese des letzten Actinomycin-Vorproduktes ist hier ergiebiger als beim Bis- 
seco-actinomycin-Verfahren (4.4 ”) 2). 

Analog zu 12a wurde ausgehend von Formyl-~-valin die Actinomycin CI-saure 
(12b) (Tab. 2) aufgebaut, deren Lactonisierung das erste synthetische Actinomycin C1 
(D) (14a) geliefert hats). Die Zwischenstufen 4b, 5b, 6b, 7b, Sb, 9 b  und l l b  unter- 
scheiden sich wenig von denen der a-Reihe. Das synthetische 12b stimmte in seinen 

17) H. Brockmann, H. Lackner, R .  Mecke, S.  v. Grunelius, H.-S. Petrns und H.  D.  Berndt, 
Chem. Ber. 99, 3672 (1966). 

18) R .  B.  Woodward, R .  F. Olofson und H.  Mayer, J, Amer. chem. SOC. 83, 1010 (1961) 
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BZL-O NO2 

10a: [ l ]  = L-Thr 
b: [ l ]  = D-Thr 
c: 111 = L-Ser 

charakteristischen Daten (Tab. 2) mit Actinomycin CI-saure aus Actinomycin C1 
(D)1.7) iiberein19). 

OHC-OH H ~ O B Z L  
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H ~ O H  ~ a - e b )  O H C ~  (OH H ~ O B Z L  

1 1 
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l l a - l b )  12a-1: Aminosaurenc) 13d) 
m-x: H stat t  BZL, wie in l la-1 

NH, s ta t t  NOz m: wie 12a, jedoch D-Val anstatt  D-aIle in 121 und ((Y) 

n: wie 123, jedoch D-Val anstatt  D-aIle in [2]  und ( p )  
a' Sequenzzahl'6). 
b) Aminosaurekombinationen: vgl. Tab. 1. 
C) Vgl. Tab. 2. 
d) Nicht alle Actinomycinsauren 12a-n werden cyclisiert (vgl. Tab. 3). 

19) J .  Meienhofer, [J. org. Chemistry 32, 1143 (1967)] fand spater fur ein Actinomycin CI- 
same-Prlparat, dessen Peptidteil auf einem anderen Weg synthetisiert war: [cr]L3: ~- 117" 
(c 0.2 in Methanol); c 445 2.5200, €237 mCI 41 300 (Methanol). 
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Tab. I .  Aminosaurekombinationen in den Peptiden (zum Blockschema) -- -7 

T h r  Ser Thr- Ile Val Leu Ala Pro Sar  AleVal Sa r  Pro 

IllS) [21 131 141 151 
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a)  Sequenzzau'') 

Katalytische Hydrierung eines aquimolaren 11 a/l l  b-Gemisches und Kaliumhexa- 
cyanoferrat(II1)-Oxydation des entstandenen llm/lln-Gemisches lieferte neben 12a 
und 12b eine dritte Actinomycinsaure, der Darstellung aus 11 a und 11 b und den Eigen- 
schaften nach (Tab. 2)  ein chromatographisch nicht trennbares Gemisch aus Actino- 
mycinC2-saure (12m) und deren Xsomeren 12n. Damit waren zum ersten Ma1 zwei 
aniso-Actinomycinsauren synthetisiert. 
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Tab. 2. Synthetisierte Actinomycinsauren 12 

Actinomycinsaure- 
"I? Ausb. an 
(4 in Emax (mi.) Actinomycin 

Methanol in nach Cyclisat. 
Schmp. 
(Zers.) 

-~ -Thr -~ -u l l e -~ -Pro -  
Sar-r-MeVal--OH (12a) 

-L-Thr-D-Val-r-Pro- 
Sar-L-MeVal --OH (12b) 

-L-Thr-L- Val-L-Pro- 
Sar-L-MeVal- OH (12c) 

-L-Thr-D-Leu-L-Pro- 
Sar-L-MeVal OH (12d) 

-L-Thr-D-Ala-L-Pro- 
Sar-L-MeVal -OH (124  

-L-Thr-D-uIle-L-Pro- 
Sar-DL-MeVal-OH (12f) 

-r-Thr-D-Val-L-Pro- 
Sar-D-MeVal -OH (12g) 

-r-Thr-D-Val-L-Pro- 
Sar-Sar-OH (12h) 

-D- Thr-D-Val-L-Pro- 
Sar-L-MeVal-OH (12j) 

-L-Ser-n-Val-L-Pro- 
Sar-L-MeVal-OH (12k) 

180- 195" 

182 -195" 

182 -188 

1 82 -- 189' 

I92 - 198" 

180 -186" 

182 -188" 

180- 188" 

181 -190  

195 ~- 200" 

1 D-Val 
-L-Thr- -~ +Pro- 

D-alle 
Sar-L-MeVal-OH (12m) I 181-189c 

D-aIle -L-Thr- - +Pro- 
D-Val 

Sar-L-MeVal -OH (12n) 

Actinocinyl- 

Sar-L-Pro-OH (123 

-r-Thr-Cly-o-Val-L-Pro- 180- 188" 
Sar-L-MeVal -OH (121) 

-~ -Thr -~ -Va l -~ -Pro -  196-201" 

-128 f 3' 

-121 T 3" 
(0.27) 

(0.24) 

-191 + 4" 
(0.30) 

-159 + 3" 
(0.26) 

-I60 t 3" 
(0.29) 

-93 + 3" 
(0.31) 

-46 f 2 
(0.21) 

-86 & 2" 
(0.23) 

1-43 + 2' 
(0.20) 

-222 + 4" 
(0.24) 

-131 & 3" 
(0.20) 

-123 + 3" 
(0.28) 

- 74 3 2" 
(0.20) 

26 900 (446) 
25 800 (427) 
42500 (238) 
26400 (445) 
25 500 (427) 
43 300 (238) 
26800 (445) 
25 800 (427) 
39000 (238) 
27 000 (445) 
25 800 (427) 
43000 (238) 
27000 (445) 
25 800 (427) 
43000 (238) 
26900 (445) 
25 800 (427) 
43 500 (238) 
26400 (445) 
25 300 (427) 
42000 (238) 
27 100 (445) 
26 100 (427) 
39700 (238) 
27000 (445) 
26000 (427) 
42600 (238) 
26 600 (446) 
25 500 (427) 
46900 (238) 

26400 (445) 
25 300 (426) 
41 700 (238) 

26900 (446) 
25 800 (427) 
42200 (238) 
25 900 (446) 
24 900 (426) 
41 100 (238) 

16-20% 

25 -30% 

- 

30 "/, 

6 -8% 

18% 

26 yd 

- 

I- 

4-5 :; 

20- 25% 

_- 

- 

Die Peptidketten der Actinomycinsauren 12c, 12d, 12e, 12f, 12g, 12h, 12j, 12k 
sowie der Actinocinyl-bis-peptide 12i und 121 zeigen gegenuber Actinomycin CI-saure 
(12b) dreierlei Abwandlungen: 1. Umgekehrte Konfiguration an zwei Aminosauren 
gleicher Sequenzzahl (12c, 12f, 12g, 12j). 2. Veranderte Struktur von zwei Amino- 
sauren gleicher Sequenzzahl(12d, 12e, 12h, 12i, 12k). 3. Verlangerung beider Peptid- 
ketten durch Einfiihrung von Glycin zwischen Aminosaure [l] und [2] (121). 

Chemiache Berichte Jnhrg 101 84 
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Als Vorprodukte zur Synthese von 12c-I21 brauchte man 11 c - ~ - l l l .  Bei deren Dar- 
stellung war der eine Reaktionspartner die rnit 2-Nitro-3-hydroxy-4-methyl-benzoe- 
saure N-acylierte Aminosaure [I] der gewunschten Actinomycinsaure bzw. des Actino- 
cinyl-bis-peptides, z. B. D-Threonin bei lob,  L-Serin bei 1Oc; ferner L-Threonyl-glycin 
bei 10e, dargestellt durch Kupplung von 10a rnit Glycin-methylester (Woodwards 
Reagenz) und milde Alkalihydrolyse des entstandenen 10d. Wie 10a fielen lob, IOc, 
10d und 10e kristallisiert an. 

Die Verknupfung rnit dem anderen Reaktionspartner, dem jeweiligen Tetrapeptid- 
benzylester (9c -9i), unter Verwendung von Woodwards-Reagenz gelang bei Estern 
mit P-verzweigter, N-terminaler Aminosaure zu 60%, bei den anderen ZLI 80%. 
Dicyclohexylcarbodiimid gab ahnliche Ausbeuten, die chromatographische Reinigung 
der Kupplungsprodukte war jedoch schwieriger. 

110 ~ l l x ,  durch Hydrierung aus llc-111 entstanden, lieferten, bei p H  7.2 rnit 
Kaliumhexacyanoferrat(II1) oxydiert, die amorphen, gelbroten Actinomycinsauren 
bzw. Actinocinyl-bis-peptide 12c -121 (Tab. 2 ) ;  12j zu 53  x, die ubrigen zu 70-90%. 
12h, 12i und 12e sind in organischea Solvenzien weniger loslich als die anderen 
Actinom ycinsauren. 

Von einem Maximum bei 427 mp abgesehen, gleicht das Absorptionsspektrum (Methanol) 
der Actinomycinsauren dem der Actinomycine (Abbild.). Die E,,,-Werte liegen im Durch- 
schnitt bei 26800 (445), 25800 (427) sowie 42300 (238) und fallen nach RingschluB der Peptid- 
ketten ab, Actinomycine: 25000 (443) und 33 500 (240). Der E-Wert des langstwelligen Actino- 
mycinsaure-Maximums gleicht erwartungsgemaB dem des Bis-seco-actinomycins C3 [26500 
(446)l und der kurzerkettigen Actinocinyl-bis-peptidc [26500 (445)]. Bei Actinocinyl-bis-[L- 
threonin-methylester] [27900 (444)l und Actinocinyl-bis-[glycin-methylester] 130600 (444)l 
liegt er hoher. Fur Actinocin und dessen Melhylester findet man 25400 (448) bzw. 30600 (433). 

Die [a]2,0-Werte der Actinomycine sind etwa 2.5mal groBer als die der zugehorigen 
Actinomycinsauren. 

Actinomycin CI(D), Cz und C3 aus den synthetischen Actinomycinsauren 12a, 
12b und 12mi12n 

Bei den 16gliedrigen, zwei voluniinose Alkylreste und zwei N-Methyl-aminosauren 
enthaltenden Peptidringen der Actinomycine mit nicht drehbarer Bindung zwischen N 
und C-cc von Aminosaure [3] 20) und - laut NMR-Spektrum21' - Wasserstoff brucke 
zwischen N und CO der Aminosauren [2] und [4] kann die Zahl der erlaubten Konfor- 
mationen nur sehr klein sein 22) .  DaB Actinomycine ein vie1 ausgepragteres NMR- 
Spektrum haben als Actinomycinsauren, uberrascht daher nicht. Die gleichen Fak- 
toren, die fur die Zahl der erlaubten Cyclopeptid-Konformationen maRgebend sind, 
bestimmen auch, in welchem AusmaB die Peptidketten von Actinomycinsauren 
Konformere bilden, in denen die Carboxygruppe rnit dem um 14 Kettenglieder ent- 
fernten Hydroxyl der Aminosaure [I]  reagieren kann. 

20) Ausgenommen Actinomycin F2 und Fq sowie F1 und F3 mit Sar statt Pro in einem bzw. 

21) H .  Lackizer, unveroffentlicht. 
22)  Fur die aus acht Aminosaureresten bestehende Sequenz der Ribonuciease, die in der 

kleinsten durch Disulfidbrucke geschlossenen .,Schleife" vorliegt, sind 15 Konformationen 
erlaubt: G. Nemethy und H .  A .  Scheragcl, Biopolymers 3, 155 (1965). 

in beiden Peptidringen. 
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AuRer einer derartigen Praformierung des Peptidringes erfordert die Cyclisierung 
einer Actinomycinsaure zum Actinomycin : 1. Aktivierung der Carboxygruppen in 
Gegenwart der zu veresternden Hydroxyle und 2.  geringes Volumen der aktivierten 
Gruppe, damit sie rnit dem durch Nachbargruppen abgeschirmten Threoninhydroxyl 
reagieren kann. 

Beide Bedingungen hat bisher nur AcetylchloridlN-Acetyl-imidazol (Molverhaltnis 
1.1 - 1.5) in Tetrahydrofuran befriedigend erfullt. Mit diesem Reagenz (im folgenden 
AAI), dessen wirksame Komponente wahrscheinlich N.N-Diacetyl-imidazolium- 
chlorid ist, gelang - als erste Actinomycinpartialsynthese aus einer Actinomycin- 
saure - die Cyclisierung ,,nativer" Actinomycin C1-saure (12b) zu Actinomycin C1 

Zwischenprodukt ist offenbar ein ,,gemischtes Anhydrid" aus Essigsaure und Acti- 
nornycinsaure. Mit der Cyclisierung konnen u. a. konkurrieren: 1. Acetylierung des 
Threoninhydroxyls, 2. Veresterung des N-Methyl-L-valinrestes rnit dem Threonin- 
hydroxyl der benachbarten Peptidkette oder dem eines anderen Actinomycinsaure- 
molekuls, 3. Urnwandlung der Carboxyle in Azolidgruppen, die zu voluminos sind, 
um mit dem abgeschirmten Threoninhydroxyl zu reagieren, 4. Racemisierung der 
C-terminalen Aminosaure im ,,gemischten Anhydrid". 

(D) 1.7). 

Zu beriicksichtigen ist ferner, daB das entstandene Actinomycin durch AAI verandert 
werden kann. Aus Actinomycin C3 erhielten wir unter Cyclisierungsbedmgungen zu 3 -4 % 
eine mit Athylacetat nicht von Aluminiumoxid IV eluierbare Fraktion und in geringer Menge 
zwei an Cellulose abtrennbare Fraktionen, darunter eine rnit A,,, 482, 452 m p  (Methanol). 

Unter gleichen Bedingungen wie ,,native" Actinomycin C1-saure haben wir unser 
synthetisches 12b rnit AAI umgesetzt und das an Aluminiumoxid adsorbierte Reaktions- 
produkt durch Elution mit khylacetat, Aceton und Methanol in drei Fraktionen 
zerlegt. Das aus der Athylacetatfraktion durch Chromatographie an Cellulose abge- 
trennte, zu 28 % angefallene, kristallisierte Actinomycin C1 (D) (14a) wurde durch 
Vergleich mit einem nativen Praparat identifiziert (Tab. 3). Damit war die durch 
Abbau ermittelte Konstitution von 14a23) durch Synthese bestatigt. 

Bei gleicher Umsetzung und Aufarbeitung lieferte 12a zu 19 % kristallisiertes, durch 
Vergleich rnit einem nativen Praparat identifiziertes Actinomycin C3 (14b), das bereits 
iiber Bis-seco-actinomycin C3 synthetisiert worden war 2).  

Die [oc]~-Werte der beiden synthetischen Actinomycine stimmen innerhalb der 
Fehlergrenze rnit denen der nativen iiberein ; bemerkenswert, weil bei einzelnen 
Syntheseschritten rnit partieller Racemisierung zu rechnen ist (s. unten). 

Aus dem Actinomycinsauregemisch 12m/12n erhielten wir zu 21 % ein kristallisiertes 
Praparat rnit den Eigenschaften von Actinomycin C2 (14c) 24,251; seiner Herkunft nach 
ein chromatographisch bisher nicht trennbares Gemisch aus Actinomycin C2 (14c) 
und seinem Stellungsisomeren 14d. Damit war zum ersten Ma1 ein aniso-Actinomycin- 
Paar synthetisiert . 

23) H.  Brockmann, P .  Boldt und H.-S.  Petras, Naturwissenschaften 41, 62 (1960). 
24) H. Brockmann und H.-S. Petras, Naturwissenschaften 48, 218 (1961). 
25)  H. Brockmann und P .  Boldt, Naturwissenschaften 50, 19 (1963). 

84* 
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Zur Cyclisierung yon 12c-121 

Ebenso wie 12a, 12b und 12m/12n haben wir dieacht Actinomycinshren 12c, 12d, 
12e, 12f, 12g, 12h, 12 j, 12k, Actinocinyl-bis-pentapeptid 12i und Actinocinyl-bis- 
hexapeptid 12 1 rnit AAT umgesetzt und das Reaktionsprodukt chromatographisch 
in drei Fraktionen zerlegt. Da alle an Aluminiumoxid IV adsorbierten Actinomycine, 
sofern sie kein Oxoprolin oder Hydroxyprolin enthalten, rnit khylacetat eluierbar 
sind, war sicher, daI3 auch die aus 12c-121 zu erwartenden Actinomycine und actino- 
mycinahnlichen Chromopeptide in der Athylacetatfraktion des AAI-Produktes sind. 
Trotzdem wurden bei allen Ansatzen auRer der Athylacetatfraktion auch die Aceton- 
und Methanolfraktion auf Hemmwirkung gegen B. suhtilis gepruft. Antibiotisch 
wirksam waren nur die khylacetatfraktionen aus 12d, 12e, 12f, 12g und 12k. Die 
daraus isolierten Actinomycine werden im nachsten A bschnitt beschrieben. 

Um zu sehen, ob die biologische Inaktivitat der anderen AAl-Produkte auf Aus- 
bleiben der Cyclisierung oder darauf beruht, daR die entstandenen Actinomycine 
antibiotisch unwirksam sind, haben wir die Athylacetatfraktion und bei einigen AAI- 
Produkten auch die Aceton- und Methanolfraktion chromatographisch auf Kompo- 
nenten hin untersucht, die in R,-Wert, Absorptions- sowie IR-Spektrum den Actino- 
mycinen gleichen, wie diese leicht kristallisieren und eine etwa 2.5 ma1 groBere 
spezif. Drehung zeigen als die zugehorige Actinomycinsaure; rnit negativem Ergebnis, 
d. h. bei 12c, 12h, 12i, 12j und 121 war zweifacher RingschluR nicht oder nur in ge- 
ringem AusmaR gelungen. 

Wie das Verhalten von 12c und 12j zeigt, ist die Cyclisierung von 12b stereospezifisch 
und unterbleibt, wenn eines der Aminosaurepaare in [I  1- oder [2]-Stellung umgekehrt 
konfiguriert ist. Dementsprechend erhielten wir aus einem Gemisch [[RIL" : 
-171 -r 4" (c = 0.2 in Methanol)] rnit 10% 12b, 50% 12c und 40% der beiden 
iibrigen Isomeren (D-Val in R-, L-Val in 3-Peptidkette bzw. umgekehrt) in mehreren 
Ansatzen ausschliefilich Actinomycin C1 (D) (14a), und zwar dem 12b-Gehalt des 
Gemisches entsprechend zu 2.5 %. 

Die neuen Actinomycine 

12d - von Actinomycin C3-saure (12a) in der Stellung der seitenstandigen Methyl- 
gruppe von Aminosaure [2] unterschieden und deshalb um zwei Chiralitatszentren 
armer - gab ein AAI-Produkt, aus dessen Athylacetatfraktion wir kristallisiertes 
Actinomycin-(L-Thr-D-Leu-L-Pro-Sar-L-MeVal) (14e) (Tab. 3 )  isolierten. Die Ausb. 
war rnit 30% ebenso groI3 wie bei der Cyclisierung von 12b zu Actinomycin C1 (14a). 

12d hat eine groI3ere spezif. Drehung als 12a (Tab. 2). Analog dazu ist der [RID- 
Wert des neuen Actinomycins erheblich hoher als der von Actinomycin C3 (14b) (Tab. 
3). Im Ringchromatogramni (LS I) liegt die 14e-Zone rnit R,, - 1.6 zwischen der des 
Actinomycins C3 (14b) (Rc,  = 2.0) und der Zone des Actinomycins Cz (14c) (Re, = 

1.45). Gemessen an der B. subtilis hemmenden Grenzkonzentration des Verdunnungs- 
testes ist die antibiotische Wirksamkeit von 14e etwa viermal kleiner als die von Acti- 
nomycin C3. 
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Das aus 12 k nur zu 5 angefallene, kristallisierte Actinomycin-(L-Ser-D-Val+ 
Pro-Sar-L-MeVal) (14g)11) - wie 12k durch relativ hohe spezif. Drehung ausge- 
zeichnet - wandert im Ringchromatogramm (LS IV und V) langsamer als 14a 
(R,, - 0.6). &239 mU. (Methanol) liegt - 10 % hoher als bei den anderen Actinomycinen, 
nicht dagegen E~~~ m ~ .  Die antibiotische Wirksamkeit gegen B. suhtilis ist fiinfmal 
kleiner als die von Actinomycin C3. 

Tab. 3. Synthetisierte Actinomycine 14 

Actinomycin [alZ,O Emax in RC1-Werteaj Bdkteriostat.b) 
(c) in Wirksamkeit 

Schmp. 
(Zen.) Methanol 

C3 (14b) aus 12a 

dUS 12f 

nativ 

C1 (14a) aus 12b 

aus 12b/12c 

BUS 12g  

nativ 

Cz (14c/14d) 
aus 12ml12n 
nativ 

-(L-Thr-D-Leu-L- Pro- 
Sar-L-MeVal) (14e) 
-(L-Thr-D-Ala-L-Pro- 
Sar-L-MeVal) (14f) 
-(L-Ser-o-Val-L-Pro- 
Sar-L-MeVal) (149) 

Krist. Cyclisierungs- 
produkt aus 1 2 e  

239-241 

239 -242 

238 -241 

244 246' 

244 - 248 

243 -247" 

246 -247 

244 246 

244 -246" 

234 -237" 

240-246" 

269 273w 

220-230 

25 300 (443) 
34 100 (240) 
24 700 (443) 
33 400 (240) 
24 500 (443) 
33 300 (240) 
25 400 (443) 
34 000 (240) 
24 300 (443) 
3 1 000 (240) 
24 500 (443) 
33 000 (240) 
25 000 (443) 
34 000 (241) 
24 100 (443) 
31 000 (240) 
25 300 (443) 
33 400 (240) 
25 200 (443) 
33 800 (240) 
22 500 (443) 
32 200 (240) 
24 950 (450) 
23 900 (430) 
36 600 (239) 
23 200 (447) 
34 500 (238) 

1 0, 1.0C) 

1 .o 

1 .o, I .O"' 

1.2, 0.9C) 

I .9 

2.0 

1.0, I.0C) 

1 .o 

1 .o 

0.25 

0.01 

0.2 

- 

a) In  allen Losungsmittelsystemen R,-Wert yon Actinomycin CI = 1.0. 
h) Verdunnungstest gegen B. subrilis, bezogen auf Actinomycin C, ~ 1 .O, dessen wirksame Grenzkonrentratiou 

C) Gegen Staph. uureus. 
d) LS 111 (vgl. Versuchsteil). 
el LS I. 
f)  LS VII. 
gj LS v. 
h) LS IV. 
i) Sehr kleiner Ansatz. Actinomycin Cz ans dem Cyclisierungsansatz eines Gemisches von Actinomycin CI-, 

je nach Wachstum des Stammes 1 : 6 --25 x 106 betrug. 

Cz- und C+aure, [a]Z,O: -323 & lo" (c = 0.23 in Methanol), 

Das aus 12e 7u 6 U: entstandene Actinomycin-(~-Thr-~-Ala-~-Pro-Sar-~-MeVal) 
(14f) (Tab. 3) kristallisierte weniger leicht als die anderen Actinomycine, war gegen 
B. subtilis etwa hundertmal weniger wirksam als Actinomycin C3 und lief im Ring- 
Papierchromatogramm (LS VIS) erwartungsgemail3 sehr langsam (Rcl = 0.22). Dank 
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L-Pro  
S a r  
I 

L -P ro  

14a (Actinomycin C, )  
b: o-aIle s ta t t  D-Val (Actinomycin C,) 
c: D - d e  s ta t t  D-Val in (p) (Actinomycin C,) 
d: D-aTle s ta t t  D-Val in (ff) 
e: D - h U  s ta t t  D-Val  
f:  D-Ma s ta t t  D-Val 
g: L-Ser s ta t t  L-Thr 

m 

j 427 
I 

L. 

400 300 - hlmpl 

Absorptionskurven von Actinomycin CI (14a) (-) und Actinomycin C1-saure (12b) 
( -  - -) in Methanol 
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der kleineren Alkylreste lost es sich in Wasser leichter als 14a. Neben 14f erhielten wir 
aus 12e ein kristallisiertes, biologisch unwirksames Cyclisierungsprodukt, das nach 
Analysenzahlen und spezif. Drehung kein Actinomycin ist. 

lZf, ein Gemisch aus vier an den N-Methyl-valinresten stereoisomeren Actinomycin- 
C3-sauren, wurde mit AAI umgesetzt, um ZLI sehen, o b  sich die vier zu erwartenden 
stereoisomeren Actinomycine C3 chromatographisch trennen lassen. Das war von 
Interesse, weil wir bei der Cyclisierung eines Bis-seco-actinomycin C3-Praparates mit 
weitgehend racemisierten N-Methyl-L-valinresten neben Actinomycin C3 (14b) in 
ahnlicher Ausbeute ein von diesem chromatographisch trennbares, antibiotisch gleich 
wirksames, kristallisiertes Actinomycin mit um 100" kleinerer spezif. Drehung gefunden 
hatten und offen geblieben war, o b  es einheitlich oder ein Gemisch an Aminosaure [5] 
stereoisomerer Actinomycine ist 2 ) .  

Diese Frage hat sich jedoch durch Umsetzen des Stereoisomerengemisches 12f mit 
AAI nicht beantworten lassen, weil die Cyclisierung hier stereospezifischer ist als bei 
den Aminosaure [5]-Stereoisomeren von Bis-seco-actinomycin C3. Denn sie unterbleibt 
praktisch, wenn Aminosaure [5] D-konfiguriert ist, erkenntlich daran, daR die Athyl- 
acetatfraktion des AAI-Produktes von 12f bei Chromatographie an Cellulose nur 
optisch reines Actinomycin C3 (14b) (Tab. 3) liefert. Und zwar iiberraschend zu 18 yi, 
d. h. in fast gleicher Ausbeute wie bei der Cyclisierung von reinem 12a (19%), wahrend 
dem 25proz. 12a-Gehalt des Isomerengemisches 12f nach nur etwa 5 %  an 14b  
anfallen sollten. 

Die unerwartet hohe 14b-Ausbeute ist nur verstandlich, wenn man annimmt, daR 
1. das aus dem 12a  des Stereoisomerengemisches 12f vermutlich intermediar ent- 
stehende Essigsaure-12a-Anhydrid relativ rasch zu 14 b c\ clisiert, 2. die gemischten 
Anhydride der iibrigen drei 12f-Stereoisomeren statt zu cyclisieren schneller an 
Aminosaure [5] racemisiert werden, so daR dabei entstandenes und laufend nachge- 
liefertes Essigsaure-12a-Anhydrid weiteres 14b  liefern kann, 3. bei der Umsetzung von 
AAI niit optisch reinem 12a dank hoher Racemisierungsrate die Cyclkierung vor- 
wiegend von einem Geniisch der vier an Aminosaure [5] stereoisomeren Essigsaure- 
actinomycinsaure-anhydride ausgeht. 

Trifft dies zu und ist die Racemisierung schneller als die Cyclisierung, so sollte aus 
einkr Actinomycin C3-saure rnit N-Methyl-~-valin als Aminosaure [5] ebensoviel 
Actinomycin C3 (14b) entstehen wie aus Actinomycin C3-saure (12a) Zur Bestatigung 
verwendeten wir statt des Actinomycin C3-saure-Stereoisomeren das entsprechende 
Actinomycin C1-saure-Stereoisomere (12g) und erhielten dabei tatsachlich als einziges 
kristallisiertes Produkt zu 26% optisch reines Actinomycin C1 (14a) (Tab. 3), d. h. 
in nahezu gleicher Ausbeute wie bei der Cyclisierung von 12b (28 "/,). 

Zusammenfassend ergibt sich : Eine nicht ,,native" Actinomycinsaure IaRt sich mit 
AAl  nur dann in nennenswerter Ausbeute zum Actinomycin cyclisieren, wenn 1. 
Unterschiede gegeniiber ,,nativen" Actinomycinsauren auf den Alkylrest von Amino- 
saure [l], [2] oder [5 ]26)  beschrankt sind und 2. die Peptidketten die naturliche Konfi- 

26) Synthese von Actinomycin mit N-Methyl-~-alanin als Aminosaure [5]. W. Schmmm, 
Dissertat., Univ. Gottingen 1967. 
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gurationssequenz LDLL oder deren Spiegelbild DLDD 13) haben. Eine zur Cyclisierung 
notwendige, den Ring praformierende Konformation der Peptidketten ist offenbar 
nur bei bestimmten Strukturen und konfigurativen Anordnungen der Alkylreste 27) 

soweit begiinstigt, daD bei der Umsetzung mit AAI die Cyclisierung mil den oben 
genannten Nebenreaktionen konkurrieren kann ; d. h. durch Synthese iiber Actino- 
mycinsauren lal3t sich der Peptidanteil der Actinomycine innerhalb engerer Grenzen 
abwandeln als der Chromophor 12,**). 

Diesem Nachteil steht der Vorteil gegeniiber, daB bei stereospezifischer Cycli- 
sierung 291, die durch partielle Racemisierung als Nebenprodukte entstehenden 
Stereoisomeren der gesuchten Actinomycinsauren vom letzten Synrheseschritt aus- 
geschlossen werden; eine Erklarung fur die optische Reinheit unserer synthetischen 
Actinomycine C1 und C3. 

Eine weitergehende Abwandlung der Peptidringe ist offenbar uber die Bis-seco- 
actinomycine zu erreichen30.311, weil hier der Ring durch eine leichter zu knupfende 
Peptidbindung geschlossen wird und die daran beteiligten Gruppen beweglicher und 
weniger abgeschirmt sind. 

Bei 12b und 12d ist der ca. 30proz. Actinomycinausbeute nach die Vororientierung 
der Peptidketten offenbar optimal. Erleichtert werden kijnnte sie hier wie bei anderen 
Actinomycinsauren durch eine Wasserstoff briicke zwischen N und CO von Amino- 
saure [2] bzw. [4]. 

DaR die Actiiiomycinausbeute hei 12eviel geringer 1st als bei 12b und 12d, konnte durch den 
kleineren Alkylrest von Aminosaure [2] bedingt sein, der die Beweglichkeit der Peptidkette er- 
leichtert und dadurch ihre Vororientierung erschwert; und die nur 5proz. Ausbeute an Actino- 
mycin-(i~-Ser-D-Val-r -Pro-Sar-r -MeVal) (14g) dadurch, daB das primare Serinhydroxyl in 
12 k weniger abgeschirmt 1st als das sekundare Threoninhydroxyl und seine Acetylierung 
daher starker als bei 12b oder 12d mit der Cyclisierung konkurrieren kann. 

Konstitution und biologische Wirksamkeit der Actinomycine 

Actinomycine hemmen das Wachstum von Impftumoren 321, konnen bei Lympho- 
granulomatose retardierend wirken33) und haben sich bei Wilms-Tunioren34J5) und 

27) 

28) 

29) 

30) 

31) 

32) 

33) 

34) 

35) 

DaR von den vier optisch aktiven Aminosauren der Actinomycinpeptidringe Aminosaure 
[2] D-Konfiguration hat, ist vielleicht auch bei der Biogenese Voraussetzung fur die zum 
RingschluR erforderliche Peptidkonformation. 
Ersatz der Chromophor-Methylgruppen durch Methoxyl- oder Athylgruppen : H. Brock- 
mann und F. Seela, unveroffentlicht. 
Stereospezifische Cyclisierung, allerdings nicht so ausgepragt wie bei den Actinomycin- 
sauren, wurde auch bei Hexapeptiden mit vier optisch aktiven Aminosauren beobachtet : 
H .  Brockmann und K. Zellerhqf, Tetrahedron Letters [London] 1965, 2291. 
Bildung eines stereoisomeren Actinomycins C3, vgl. 1. c. 2 ) .  

Ringerweiterung bei seco-Actinomycinen: H .  D .  Berndt, Dissertat., Univ. Gottingen 1961. 
Ch. Hackmunn, Z. Krebsforsch. 58, 607 (1952); 60, 250 (1954); Strahlentherapie 90, 296 
(1953); Med. Klin. 49, 1539 (1954). 
G. Schulfe, Z .  Krebsforsch. 58, 500 (1952): Strahlentherapie 94, 491 (1954). 
S. Farher, Cancer Chemother. Rep. Nr. 13, 159 (1961); J. Medical Association 198, 
826 (1966). 
C.  T. C. Tun, Roc.  Amer. Assoc. Cancer Res. 22, 1015 (1962). 



1968 Actinomycine (XXXI.) ; Synthesen von Actinomycinen (V.) 1325 

trophoblastischen Tumoren36) als therapeutisch brauchbar erwiesen. Seit die Kon- 
stitution der Actinomycine bekannt ist37), hat unser Arbeitskreis daher untersucht, 
ob sich krebswirksame Actinomycine, Actinomycinderivate oder actinomycinahnliche 
Chromopeptide gewinnen lassen, die weniger toxisch sind als die bisher untersuchten 
nativen Actinomycine. 

Bemuhungen, durch strukturelle Abwandlung des Actinomycin-Chrornophors 
(Substitution in der Aminogruppe38), Bromierung391, Nitrierung, Hydroxylierung 
und Aminierung an C-7401, Ersatz der beiden Methylgruppen an C-4 und C-6 durch 
Wasserstoff 12), Athyl oder Methoxyl281) zu cancerostatischen Derivaten mit gun- 
stigerem therapeutischem Index zu kommen, waren bisher erfolglos. An den drei 
neuen Actinomycinen 14e, 14f und 14g sowie an den Actinomycinen bzw. actino- 
mycinahnlichen Chromopeptiden, die wir aus 12c, 12f, 12g, 12h, 12i, 12j und 121 zu 
gewinnen hofften, sollte gepriift werden, wie weit die biologische Wirksamkeit von 
der Struktur der Peptidringe abhangt. 

Ob und wie man durch strukturelle Abwandlungen der Actinomycine zu Cancero- 
statica mit griiRerem therapeutischem Index kommen kann, ist klar geworden, seit 
man weiiR, da13 die Actinomycine mit Desoxyribonucleinsauren (DNS) Komplexe 
bilden41) und die dadurch bedingte Hemmung der DNS-abhangigen RNS-Synthese 
mit anschlieflender Hemmung der Proteinsynthese gemeinsame Ursache der anti- 
biotischen, cancerostatischen und toxischen Wirkung i s W .  

W. MUlle~43~44) hat bei Koniplexierung verschiedener Desoxyribonucleinsauren 
rnit Actinomycinen, Actinomycinderivaten, strukturell abgewandelten Actinomy- 
cinen und Phenoxazonen gefunden, daR die Komplexstabilitat der antibiotischen 
Wirksamkeit parallel geht. jedoch die Hemmung der DNS-ahhaingigen RNS-Syn- 
these und damit die antibiotische bzw. cancerostatische Wirksamkeit nicht allein von 
der Stabilitat des DNS-Komplexes, sondern entscheidend auch von dessen Lebens- 
dauer abhangt. Er hat ein Kalottenmodell des Komplexes entwickelt, das alle bisher 
gefundenen Beziehungen zwischen Actinomycinstruktur und Stabilitat bzw. Lebens- 
dauer des Komplexes befriedigend deutet und verstandlich macht, da13 bereits gering- 
fugige Abwandlungen am Chromophor oder Peptidteil der Actinomyehe die bio- 
logische Wirksamkeit verandern oder aufheben. Zugleich IaiRt es die Grenzen er- 
kennen, innerhalb derer Strukturabwandlungen ohne Verlust der biologischen 
Wirksamkeit moglich sein sollten und erlaubt damit Voraussagen iiber Stabilitat und 
Lebensdauer von DNS-Komplexen neuer struk turvarianter Actinomycine. 

36) G. J Ross, L.  L. Stolbuch und R.  Hertz, Cancer Re?. 22, 101 5 (1962). 
37) H .  Brockmunn, G. Bohnsuch, B. Fraiick, H .  Grone, H .  Muxfeldt und C. Suling, Natur- 

38) H .  Brockmann, P .  Hockr und W. Muller, Chem. Ber. 100, 1051 (1967). 
39) H .  Brorkmunn, J .  Ammunn und W. MuNer, Tetrahedron Letters [London] 1966, 3595. 
40) H .  Brockmunn, W.  Muller und H. Peterssen-Borstel, Tetrahedron Letters [London] 1966, 

41) I+'. Kerueu, H .  Kersten und H M .  Ruuen, Nature [London] 187, 60 (1960). 
42) E. Hurhery und W. Muller, Biochem. biophysic. Res. Commun 7, 107 (1962). 
43) W. Muller, Habilitationsschrift, Univ. Gottingen 1967. 

wissenschaften 68, 70 (1956). 

3531. 

W. Muller und D .  M. Crothers, J. Mol. €3101. 1968, im Druck. 
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Daniit wird das Problem Konstitution und antibiotische Wirksamkeit bei Actino- 
mycinen, Actinomycinderivaten und actinomycinahnlichen Chromopeptiden zur 
Frage, wie Stabilitatskonstante und Lebensdauer ihres DNS-Komplexes von der Struk- 
tur des Chromophors sowie der Konstitution und Konfiguration der beiden Peptid- 
ringe abhangen45). Und den therapeutischen Index der Kreb3wirksamkeit erhohen, 
bedeutet nunmehr, die Beladung der aktiven DNS46) der Tumorzelle gegenuber der in 
der Normalzelle groner werden zu lassen als bei Applikation nativer Actinomycine. 

Dafur gibt es folgende Moglichkeiten : I .  Synthese strukturell abgewandelter und 
dennoch carcinostatisch wirksamer Actinomycine, die selektiver in den Tumor 
gehen als native Actinomycine. 2. Darstellung biologisch inaktiver Actinomycinderi- 
vate, die in der Tumorzelle enzymatisch in Actinomycine ubergefuhrt werden, wobei 
Selektivitat durch bevorzugte Aufnahme in den Tumor oder (und) schnellere enzy- 
matische Spaltung bedingt sein muBte. 3. Darstellung biologisch inaktiver Actino- 
myciderivate, die bei Belichtung in Actinomycine iibergehen38) und dadurch bei 
lichtzuganglichen Tumoren selektiv zur Wirkung gebracht werden. 

Frau M. Koppler sind wir fur unermudliche und geschickte Mitarbeit zu Dank verpflichtet. 
Der Deutschen Forschungsgemernschuft und den Farbenfabriken Bayer AG, Werk Elber- 

feld, danken wir fur die Forderung unserer Arbeit. 

Beschreibung der V e r ~ u c h e ~ ~ )  

Losungsmittelsysteme fiir die Chromntogruphie"): LS I : Butanol/Dibutylather/ IOproz. 
wal3r. Natrium-m-kresotinatb) (2 : 3 : 5). -~ LS 11: ( 1 :  1 : 2). - LS I l l :  (3  : 7 : 10). - LS IV: 
(5 : 6 : 1 I). 

LS V: Butylacetat/lOproz. waBr. Natrium-m-kresotinat ( I  : 1 ) .  
LS Vl :  Butanol/Butylacetat/IOproz. waRr. Natrium-m-kresotinat/Wasser (7 : 3 : 3 : 7). 
LS VII: Butanol/Butylacetat/Dibutylather/lOproz. waRr. Natrium-m-kresotinat (,l : 6 : 1 : 8). 
L S V I I I : ( 1 : 5 : 2 : 8 ) .  

2') Cellulosepulver (Nr. 123) und Chromatographiepapier (2043 b) von Fa. Schleicher & Schull, Dassel 
b) Alle Kresotinatlosungen mit m-Kresotinsaure gesattigt. 

A. Allgemeines Verfahren zur Darstellung der Actinomycinsaure und Actinomycine 

Formyl-dipeptid-benzylester (4a-4e) : Zu 25 mMol Formyluminosaure und 25 mMol 
Aminosaure-benzylester-hydrochlorid in 80 ccm Methylenchlorid gab man 25 mMol Triarhyl- 
urnin sowie bei 0" 26.5 mMol Dicyclohexylcnrbodiimid in wenig Methylenchlorid und riihrte 
2 Stdn. bei 0" sowie 12 Stdn. bei 20". Nach Abfiltrieren des Dicyclohexylharnstoffs wurde mit 
n HCI, n NaHC03 und Wasser gewaschen, der i.Vak. erhaltene Eindampfriickstand in wenig 
Aceton gelost und 1 Stde. spater bei 0 restlicher Dicyclohexylharnstoff entfernt. Nach Weg- 
dampfen des Acetons kristallisierten 4a-4e - wenn nicht anders vermerkt - aus Athyl- 
acetat/Petrolather als farblose Kristalle. Ausb. 70-80% (4c 50 %). Einmal umkristallisiert. 

Formyl-dipeptide (5a-5e): 20 mMol4a-4e in 100 ccm Methanol wurden mit Pd/A-Kohle 
aushydriert und das nach Filtrieren und Eindampfen i. Vak. hinterbliebene 5a-5e, wenn 
notig, in wenig Aceton vorgelost, aus Athylacetat/Petrolather kristallisiert und einmal um- 
kristallisiert. Ausb. 90-95 PI; (5c 70%). 

45) Vorausgesetzt, etwaige Permeabilitatsunterschiede sind zu vernachlassigen. 
46) Beladung bedeutet hier Komplex mit Actinomycin oder actinomycinahnlichem Chro- 

47) Schmpp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. 
mopeptid von hinreichender Stabilitat und Lebensdauer. 
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Formyl-tripeptid-benzylester (6a-6e): Zu 15 mMol 5a-5e und 15 mMol Aminosaure- 
benzylester-hydrochlorid in 60 ccm Methylenchlorid gab man 15 mMol Triathylamin und bei 
0" 16 mMol in wenig Methylenchlorid gelostes Dicyclohexylcarbodiimid. Weitere Behandlung 
wie bei 4a-4e. Der nicht kristallisierende Eindampfruckstand der Acetonlosung wurde ~ 

wenn unten nicht anders vermerkt - an einer rnit Benzol eingeschlammten 2.5 X 20cm- 
Saule aus saurem Kieselgel48) chromatographiert. Nebenprodukte lieBen sich durch Nach- 
waschen mit Benzol oder Benzol/Chloroform (9 : 1) entfernen. Chloroform (oder Atbylacetat) 
eluierte 6a-6e, nach Waschen rnit Wasser, Filtrieren und Verdampfen des Losungsmittels 
farblose Harze. Ausb. 55-70%. 

Formyl-tripeptide (7a-7e): 5proz. methanol. Losungen von 6a-6e wurden rnit Pd/A- 
Kohle aushydriert. Nach Entfernen von Katalysator und Losungsmittel (i. Vak.) hinterblieben 
7a-7e in prakt. quantitat. Ausbb. als farblose, z. T. aus Athylacetat kristallisierbare Pulver. 

Formyl-tetrapeptid-benzylester (8a-8i) : 9 mMol 7a-7e und 9 mMol Aminosaure-benzyl- 
ester-hydrochlorid in 60 ccm Methylenchlorid versetzte man rnit 9 mMol Triiithylumin und bei 
0" mit 9.5 mMol Dicyclohexylcarbodiimid in wenig Methylenchlorid. Weitere Behandlung wie 
bei 4 a  -4e. - Der Eindampfruckstand der Acetonlosung wurde, wenn nicht anders angege- 
ben, an einer rnit Benzol/Chloroform (z. B. 4:  1) eingeschlammten 2.5 X 20 cm-Saule aus 
saurem Kieselgel chromatographiert. Nachwaschen rnit demselben Benzol/Chloroform- 
Gemisch entfernte Nebenprodukte, rnit Chloroform (oder Athylacetat) gelangten 8a-8i ins 
Filtrat ; nach Waschen mit Wasser, Filtrieren und Verdampfen der Losungsmittel weiBe, 
amorphe Pulver. Ausb. 50-80%. 

Tetrapeptid-benzvlester-hydrochloride (9a -9i) : Zur Entformylierung versetzte man 8 mMol 
8a-8i in 10-12 ccm Benzylalkohol rnit 0.6 g HCI in 6 ccm Benzylalkohol, hielt 28 Stdn. bei 
37" und verteilte anschlieBend uber 3 Stufen zwischen Ather (oder Athylacetat) und Wasser. 
Die filtrierten, waBr. Peptidlosungen wurden bei 40" i. Vak. eingedampft und die schaumigen 
Riickstande (9a-9i) nach mehrmaligem Abdampfen rnit Wasser und Aceton i.Vak. iiber 
KOH getrocknet. Ausb. ca. 90%. 

N-~2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzo~vl]-uminos~uren (lOa", 10b sowie 1OC): 21 mMol 
2- Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoesaure wurden mit 20 ccm Thionylchlorid 10 Min. unter 
RiickfluB gekocht und der uber KOH getrocknete Verdampfungsriickstand (i. Vak.) in 30 
ccm Benzol gelost. Nach Zugabe von 30 ccm Ather versetzte man bei 0" rnit 21 mMol Amino- 
suure in 42 ccm 0.5n NuOH, tropfte unter Ruhren (Vibromischer) innerhalb 30 Min. 21 ccm 
n NaOH ein und riihrte, gegebenenfalls unter Neutralisation rnit weiterer n NaOH, noch 3 Stdn. 
bei 0". Die abgetrennten, mit Athylacetat gewaschenen und dann mit 2n HCI angesauerten 
waiRr. Phasen wurden rnit Athylacetat extrahiert und die rnit Wasser gewaschenen Extrakte 
i.Vak. eingedampft. 10a, l o b ,  1Oc kristallisierten aus Aceton/Benzol/Cyclohexan. Ausb. 
50-90 %. Zur Analyse wurde umkristallisiert. 
N-12-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl]-penta (hzw. hexai-peptid-benzylester (11 a-11 I) : 

Eine Losung von 2.7 mMol 10a, lob ,  1Oc oder 10e und 2.7 mMol Triuthylamin in 10 ccm 
Nitromethan wurde bei 20" 7 Min. rnit 2.7 mMol zerriebenem N-Athyl-5-phenyl-isoxazolium- 
sulfi,nat-(3') 18) geriihrt, sodann rnit 2.7 mMol in 15 ccm Nitromethan mit Triathylamin neu- 
tralisiertem9a-9i versetzt und weitere 12 Stdn. bei 20" geriihrt. Die bei 40" i.Vak. erhaltenen, 
in Chloroform gelosten und rnit n HCI und Wasser gewaschenen Eindampfriickstande 
chromatographierte man aus Benzol an 2 X 15 cm-Aluminiumoxid-11-saulen, wobei Benzol 
einen Vorlauf abtrennte. Die rnit Chloroform (oder Athylacetat) eluierten Hauptfraktionen 
ergaben nach Waschen mit Wasser, Filtrieren und Verdampfen der Losungsmittel l la-111 
als gelbliche Pulver. Ausb. 50-85 %. 

48) Neutrales Kieselgel (Fa. Gebriider Herrmann, Koln) in 0. I n HCI aufgeschlammt, abge- 
saugt und bei 1 10" bis zur FlieBfahigkeit getrocknet. 
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Actinomycinsuuren (12a ~ 1211): Losungen von 1.5 mMol l la-111 in 40 ccm Methanol 
wurden mit PdjA-Kohle ( 5 %  Pd) aushydriert ( 5  Mol H2) und nach Filtrieren sowie Ein- 
engen auf 20 ccm mit 40 ccm 0 . 0 7 ~ 1  Phosphatpuffer, pH 7.2, versetzt. Unter Ruhren gab man 
portionsweise 1.5 g Kali/~mhexucyanof'errat(III) in 10 ccin Puffer Iiinzu, hielt dabei mit n 
NaOH stets bei pH 7.2 und ruhrte weitere 12 Stdn. bei 2 0 .  Die rnit vie1 Wasser verdunnten und 
rnit 2 n  HCI angesauerten Reaktionslosungen wurden mit Chloroform/Butanol (2 :1) extra- 
hiert. die Extrakte zweimal mit angesauertem (HCI) Wasser gewaschen, i. Vak. eingedampft 
und die Ruckstande an 4 x 50 cm-Cellulosesaulen (LS VJ) chromatographiert. Nach Zer- 
schneiden der Saulen eluierte man die langsam wandernden Hauptfraktionen rnit Methanol 
und Wasser, entzog sie den mit Wasser verdunnten, angesauerten Eluaten rnit Chloroformi 
Butanol (2: I )  und adsorbierte die Eindampfruckstande der organischen Phasen aus Chloro- 
form an 2 x 15 cm-Saulen aus saurem Kieselgel. Nachwaschen rnit Chloroform und Chloro- 
formiAceton (4: 1) entfernte die Kresotinsaure; Methanol und Wasser eluierten die Actino- 
rnycinsiiuren, die den eingeengten, rnit Wasser verdunnten, angesauerten Eluaten mit Chloro- 
form entzogen wurden und nach Waschen rnit Wasser, Filtrieren und Verdampfen der Losungs- 
mittel als rote Lacke hinterblieben. Durch Losen in sehr wenig Methanol und Zugabe von 
6 0 ~ -  80 ccm ,&thylacetat erhielt man bei langsamem (40") Einengen 12a 12n als gelbrote 
Pulver. Zur Analyse auf gleiche Weise umgefallt. Zusatz von Petrolather flllte die Reste aus 
den Mutterlaugen. Ausb. 53--90%. 

Cyclisierung von Actinoni.vcinsaureii z n  Acrinonzycinen (14a 14g) : Zu 24.5 g Imidazol 
(,,Flulta", reinst) in 300 ccm wasserfreiem Tetrahydrofuran gab man unter Ruhren bei 20" 
12.8 ccm Acetylchlorid, ruhrte I Stde, bei 55" und saugte rasch vom weinen Niederschlag ab. 
Llas warme Filtrat wurde unter Ruhren mit weiteren 19.2 ccm Acetylchlorid versetzt, noch 
1 Stde. bei 55" geruhrt und anschlieBend vom hellgelhen Niederschlag in einen auf 60" vor- 
gewarmten MeBzylinder dekantiert. 

Eine Mischung aus 170 ccm der warmen Reugenzlusung und 0.36 mMol in 30 ccm warmem 
absol. Tetrahydrofuran geloster Acrinomycinsiiure hielt man 2 Stdn. bei 55", dampfte i. Vak. 
ein und wusch den in Chloroform aufgenommenen Ruckstand niit n HCI, Wasser und gege- 
benenfalls n NaHC03. Nach Verdampfen des Chloroforms wurde das Rohprodukt aus Benzol 
an einer 2 X 8 cm-Aluminiumoxid-IV-saule adsorbiert, rnit Benzol gewaschen und durch 
Elution mit hhylacetat, Aceton und Methanol in diei Fraktionen zerlegt. Den das Actino- 
mycin enthaltenden Eindanipfruckstand der Athylacetatfraktion chromatographierte man an 
einer 4 ?( 60 cm-Cellulosesaule (LS VI) und eluierte die Hauptzone rnit dem RF-Wert des 
betreffenden Actinomycins nach Zerschneiden der Saule mit Methanol und Wasser. Der 
Chloroformextrakt des rnit vie1 0.2n NaHC03 verdunnten Eluates wurde rnit n NaHCO3, 
n HCI und Wasser gewaschen, fiitriert und i.Vak. eingedampft. Das zuruckbleibende, rote 
Actinomycin (14a --14g) k.ristallisierte meist aus Athylacetat/Cyclohexan (geringer Methanol- 
zusatz). Zur Analyse wurde zweimal umkristallisiert. Ausb. in Teil B. 

Weitere, nicht kristallisierende Zonen der Cellulosesaule wurden ahnlich aufgearbeitet und 
die Eindampfruckstande der Chloroformlosungen, ebenso wie die der Aceton- und Methanol- 
fraktionen von der Aluminiumoxidsaule, auf bakteriostatische Wirksamkeit gepriift. 

B. Spezielle Angaben 

4a -4ia s. 1. c.2' 

Forinyl-n-i alq~l-L-proli~~-betizyles~er (4 b) : 3.65 g Formyl-n-valin, 6.1 g L- Prolin-benzq lester- 
hydrochlorid, 3.45 ccm Trikthylamb und 4.5 g Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in 80 ccni Me- 
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thylenchlorid gaben zu 68% 4b, farblose Kristalle mit Schmp. 110", [XI:?: +10 3 0.3' (c :- 
4.2 in absol. Athanol). 

ClgH24N204 (332.4) Ber. C 65.04 H 7.28 N 8.43 Gef. * I  C 65.26 H 7.53 N 8.62 
*I Getrocknet 6 Stdn. bei 90" i .  Hochvak. 

Formyl-L-valyl-L-prolin-benzylester (4c) : Aus 5.8 g Formjd-L-vulin, 9.65 g I--Prolin-benrvi- 
ester-hydrochlorid, 5.52 ccm Triiithylumin und 8.65 g DCC in 120 ccm Methylenchlorid erhielt 
man nach Chromatographie des nicht kristallisierenden Rohproduktes BUS Benzol an einer 
4 X 30 cm-Saule aus saurem Kieselgel (Benzol eluierte Nebenprodukte, Chloroform die 
Hauptmenge) zu 50% harziges 4c. [XI:: -98 & 3" ( c  : 2.2 in absol. Athanol). 

C18H24N204 (332.4) Ber. C 65.04 H 7.28 N 8.43 Gef. * I  C 64.39 H 7.33 N 8.51 
*I Getrocknet 12 Stdn. bei 100' i. Hochvak. 

Formyl-o-leucyl-I--prolin-benzylester (4d) ; 5.92 g Formyl-u-leucin, 8.95 g 1--Prolin-benzyl- 
ester-hydrochlorid, 5.1 3 ccm Triiithylumin und 8.1 g DCC in 120 ccm Methylenchlorid gaben 
nach Chromatographie des amorphen Rohproduktes aus Benzol an einer 4 x 30 cm-S$ule 
aus saurem Kieselgel (Chloroform eluierte den Rest der Hauptfraktion) zu 80 "/; amorphes, 
gleich weiterverarbeitetes 4d. Zur Analyse wurden 3 g nochmals an einer 3 x 30 cm-Saule 
gereinigt, wobei Benzol einen Vorlauf und Chloroform die Hauptfraktion eluierte; nach Wa- 
schen mit Wasser, Filtrieren und Eindampfen farbloses Harz. [a]kO: - 13.5 f 0.5" ( c  -= 0.9 
in Methanol). 

C I Y H Z ~ N Z ~ ~  (346.4) Ber. C 65.87 H 7.57 N 8.09 Gef.*) C 65.56 H 7.64 N 8.26 
*I Getrocknet 10 Stdn. bei 70' i. Hochvak. 

Formyl-n-alanyl-L-prolin-benzylester (4e): 3.74 g Forrnyl-D-uhin ([a]$': k34.5 3. 1' (c = 
1.5 in absol. Athanol)), 7.66 g L-Prolin-benzylester-hydrochlorid, 4.39 ccm Triathylamin und 
6.9 g DCC in 80 ccm Methylenchlorid gaben zu 8004 4e. Farblose Kristalle mit Schmp. 
54", [XI$': ~ 5.8 i 0.5" (c = 1.0 in Methanol). 

C16H20N204 (304.3) Ber. C 63.16 H 6.63 N 9.21 Gef. *' C 63.20 H 6.81 N 9.03 
*) Getrocknet 10 Stdn. bei 70" i. Hochvak. 

Fornzyl-u-valyl-I~-prolin (Sb): Aus 5.3 g 4b in 50 ccm Methanol erhielt man 95% 5b.  
Farblose Kristalle mit Schmp. 77 --So", [XI;': + 18 f 0.5" (c = 4.1 in absol. Athanol). 

CllH18N204 (242.3) Ber. C 54.53 H 7.49 N 11.56 
Gef.*' C 54.94 H 7.79 N 11.63 Mo1.-Gew. 244**) 

*) Getrocknet 6 Stdn. bei 70° i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration mit O.ln NaOH in Methanol/Wasser (I :l) .  

F(Jrmyl-L-va/yl-L-pro/in (Sc): 6.7 g 4c in 70 ccm Methanol gaben zu 70% 5c. Aus Aceton 
oder Aceton/Athylacetat/Cyclohexan farblose Kristalle mit Schmp. 156 - 159", [a];': - - 121 f 
3" (c = 1.6 in absol. Athanol). 

CllH18N204 (242.3) Ber. C 54.53 H 7.49 N 11.56 
Gef.*' C 54.93 H 7.69 N 11.70 MoL-Gew. 243 * * I  

*) Getrocknet 10 Stdn. bei 85' i. Hochvak. 
**I Potentiometrische Titration mit O . l n  NaOH in Methanol/Wasser (1 :I) 

Formj~l-~-feury~-L-pro/in (5d): 1 I g 4 6  in 100 ccm Methanol lieferten nach Hydrierung zu 
96% 5d. Farblose Kristalle mit Schmp. 115- 123".  XI^": - 45 + 1.5" (c = 0.9 in Methanol). 

C12H20N204 (256.3) Ber. C 56.25 H 7.87 N 10.92 Cef.*) C 56.89 H 8.18 N 10.60 
*) Getrocknet 10 Stdn. bei 90@ i. Hochvak. 
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Formyl-D-alanyl-L-prolin (5e): Aus 7.5 g 4e in 80 ccm Methanol entstanden zu 90% 5e. 
Farblose Kristalle mit Schmp. 57", [cc]ho: -25 & I "  (c = 0.9 in Methanol). 

CgH14N204 (214.2) Ber. C 50.47 H 6.59 N 13.08 Gef.*] C 49.85 H 6.38 N 12.97 
*) Getrocknet 10 Stdn. bei 90' i. Hochvak. 

Formyl-D-valyl-L-prolyl-surkosin-benzylester (6 b) : Aus 3.7 g 5 b, 3.4 g Sarkosin-benzylester- 
hydrochlorid, 2.15 ccm Triathylamin und 3.4 g DCC in 75 ccm Methylenchlorid erhielt man 
nach Chromatographie an saurem Kieselgel (das Benzol in diesem Fall 10% Chloroform 
enthaltend) zu 65% amorphes 6b. [a]$O: -18 i 1" (c = 3.6 in absol. Athanol). 

C*,H29N305 (403.5) Ber. C 62.52 H 7.25 N 10.42 Gef.*) C 62.70 H 7.49 N 10.32 
Ber. Mol Val 1.00 Pro 1.00 Sar 1.00 
Gef.49) Mol Val 0.98 Pro 0.99 Sar 0.94 

$1 Getrocknet 8 Stdn. bei 80' i. Hochvak. 

Formyl-L-valyl-L-prolyl-sarkosin-benzylester (6c) : Aus 4.52 g 5c, 4.03 g Sarkosin-benzyl- 
ester-hydrochlorid, 2.57 ccm Triathylamin und 4.0 g DCC in 80 ccm Methylenchlorid erhielt 
man nach Chromatographie an saurem Kieselgel wie bei 6b zu 70% amorphes 6c. [.I&': 
--I20 3" (c = 1.9 in absol. Athanol). 

Cz1H29N305 (403.5) Ber. C 62.52 H 7.25 N 10.42 Gef.*) C 63.16 H 7.56 N 10.49 
*I Getrocknet 12 Stdn. bei 90" i .  Hochvak. 

Formyl- D-leucyl-L-prolyl-surkosin-benzylester (6d) : 5.0 g 5d, 4.2 g Surkosin-benzylester- 
hydrochlorid, 2.72 ccm Triathylamin und 4.3 g DCC in 80 ccm Methylenchlorid gaben nach 
Chromatographie an saurem Kieselgel (Saule 4 x 25 cm) zu 55 % amorphes 6d. [a]kO: ~ - 4 5  & 
1" (c = 1.5 in Methanol). 

C~zH31N305 (417.5) Ber. C 63.27 H 7.48 N 10.07 Gef.*I C 63.12 H 7.49 N 10.05 
*) Getrocknet 12 Stdn. bei 90' i. Hochvak. 

Forrnyl-D-alanyl-L-prolyl-sarkosin-benzylester (6e) : Aus 4.4 g 5e, 4.4 g Sarkosin-benzyl- 
ester-hydrochlorid, 2.83 ccm Triathylamin und 4.4 g DCC in 80 ccm Methylenchlorid erhielt 
man nach Chromatographie an saurem Kieselgel (Saule 3.8 x 25 cm, Benzol/Chloroform 
(3 : I ) ,  Hauptfraktion mit Athylacetat eluiert) zu 55 % amorphes 6e. [ c r ] $ O :  -35 i- I"  (c = I .O 
in Methanol). 

C19HzsN305 (375.4) Ber. C 60.79 H 6.71 N 11.20 Gef.*) C 60.30 H 6.83 N 11.47 
*) Getrocknet 12 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

Formyl-D-allo-isoleucy~-L-pro~y~-surkosin (7a) : Aus 3.0 g 6az) in 50 ccm Methanol erhielt 
man nach Hydrierung zu 98 % amorphes 7a. [ ~ ] 6 ~ :  --25 & 1" (c = 1.6 in Methanol). 

Cl~H25N305 (327.4) Ber. C 55.04 H 7.70 N 12.84 
Gef.*' C 55.63 H 7.92 N 12.62 Mo1.-Gew. 336**' 

*) Getrocknet 6 Stdn. bei 80' i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration mit 0.1 n NaOH in Methanol/Wasser (1 :l). 

Formyl-D-valyl-L-prolyl-surkosin (7b): Aus 4.0 g 6b in 50 ccm Methanol erhielt man nach 
Hydrieren zunachst fast quantitat. amorphes, spater zu 86 % aus Athylacetat kristallisierendes 
7b. Farblose Kristalle, Schmp. 150-155". [ c ( ] & ~ :  +0.6 0.1" (c = 1.9 in absol. Athanol). 

C14H23N305 (313.4) Ber. C 53.66 H 7.39 N 13.41 
Gef.*l C 54.16 H 7.54 N 13.55 Mol.-Gew. 318**) 

*) Getrocknet 10 Stdn. bei 90" i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration mit O . l n  NaOH in Methanol/Wasser (1: I ) .  

49) Aminosaure-Analyse nach H.  Brockmann und J .  H .  Manegold, Hoppe-Seyler's Z .  physiol. 
Chem. 343, 86 (1965). 
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Formyl-L-valyl-L-prolyl-sarkosin (7c) : 4.8 g 6 c  in 50 ccm Methanol gaben nach Hydrieren 
zu 97% amorphes 7c. [a]&3: -128 + 3" (c = 1.6 in absol. Athanol). 

C14H23N305 (313.4) Ber. C 53.66 H 7.39 N 13.41 Gef.*) C 53.69 H 7.47 N 13.20 
*: Getrocknet 8 Stdn. bei 70' i .  Hochvak. 

Formyl-o-leucyl-L-prolyl-sarkosin (7d) : 3.6 g 6d in 50 ccm Methanol gaben nach Hydrierung 

C15H~sN305 (327.4) 

zu 97% amorphes 7d. [a]&': -35 3 1 "  (c = 1.1 in Methanol). 

Ber. C 55.04 H 7.70 N 12.84 Gef.*' C 54.91 H 7.85 N 12.50 
*) Getrocknet 10 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

Formyl-o-alanyl-L-prolyl-smkosin (7e) : Aus 2.96 g 6e  in 50 ccm Methanol entstand nach 
Hydrierung zu 98% amorphes 7e. [ a ] ~ ' :  -23 & 0.5" (c  = 1.0 in Methanol). 

C12H19N305 (285.3) Ber. C 50.51 H 6.71 N 14.73 Gef.*l C 50.40 H 6.95 N 14.20 
* I  Getrocknet 10 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

Formyl-~-allo-isoleucyl-L-prolyl-snrkosyl-N-methyl-~-valin-benzylester (8 a) : Aus 2.05 g 7 a, 
I .6 g N-Methyl-L-valin-benzylester-hydrochlorid, 0.88 ccm Triathylarnin und 1.4 g DCC in 
50 ccm Methylenchlorid erhielt man nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an 
saurem Kieselgel (Benzol, 10% Chloroform enthaltend) zu 65 '3; amorphes 8a. [a]$': -68 4- 2" 
(c  = 0.55 in Methanol). 

C28H~N406  (530.7) Ber. C 63.38 H 7.98 N 10.56 Gef.*' C 63.53 H 7.97 N 10.97 

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

Formyl-o-valyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-vnlin-benzylester (8 b) Aus 2.8 g 7 b, 2.3 g 
N-Methyl-L-vulin-benzylester-hydrochlorid, I .26 ccm Triathylamin und 2.0 g DCC in 60 ccm 
Methylenchlorid erhielt man nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an saurem 
Kieselgel (Benzol/Chloroform (9 : I ) ,  Hauptfraktion mit Chloroform, Reste mit Athylacetat 
eluiert) zu 580/0 amorphes 8b. [ o c ] ' , ~ :  -77 & 2" (c = 0.7 in Methanol). 

C27H40N406 (516.7) Ber. C 62.77 H 7.81 N 10.84 Gef.*' C 62.50 H 7.96 N 10.88 

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

Form~~l-L-valyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-valin-benzylester (8c) : Aus 3.34 g 7c. 2.74 g 
N-Methyl-L-valin-benzylester-hydrochlorid, 1.47 ccm Triathylamin und 2.3 g DCC in 70 ccm 
Methylenchlorid erhielt man nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an saurem 
Kieselgel (3 x 25 cm-Saule, Benzol mit 30% Chloroform) zu 58% amorphes 8c. [a]',": 
-I49 & 4" ( c  = 1.5 in Methanol). 

C27H40N406 (516.7) Ber. C 62.77 H 7.81 N 10.84 Gef.*) C 62.96 H 8.00 N 10.88 
*I Getrocknet 12 Stdn. bei 95' i. Hochvak. 

Formyl-o-leucyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-valin-benzylester (8d) : Aus 2.62 g 7d, 2.06 g 
N- Methyl-L-valin-benzylester-hydrochlorid, 1.12 ccm Triathylamin und 1.75 g DCC in 70 ccm 
Methylenchlorid wurden nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an saurem Kieselgel 
(4 x 16 cm-Saule, Benzol/Chloroform (9 : I ) ,  Hauptfraktion mit Chloroform eluiert) zu 65 0/0 
amorphes 8d erhalten. [ M ] $ ' :  -86 + 2" (c  = 1.0 in Methanol). 

C2&+2N406  (530.7) Ber. C 63.38 H 7.98 N 10.56 Gef.*' C 62.66 H 8.09 N 10.47 
*) Getrocknet 18 Stdn. bei 90' i. Hochvak. 

Formyl-o-alanyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-valin-benzylester (8e) : Aus 2.07 g 7e, 1.87 g 
N-Methyl-L-valin-benzylester-hydrochlorid, 1.01 ccm Triathylamin und 1.6 g DCC in 50 ccm 
Methylenchlorid erhielt man nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an saurem 
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Kieselgel (4 x 13 cm-Saule, Benzol/Chloroform (3: 1); die Hauptmenge rnit Athylacetat 
eluiert) zu 65% amorphes 8e .  [a]:": --92 & 2" (c = 1.0 in Methanol). 

C25H36N406 (488.6) 

Formyl-o-allo-isoleiccyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-i~~-vnlin-benz.vlester (8f) : 1.85 g l a ,  
1.46 g N-Methyl-nr.-vulin-benzylester-hydrochlorid, 0.78 ccm Triathylumin und 1.23 g DCC 
in 50 ccm Methylenchlorid gaben nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an saurem 
Kieselgel (Benzol mit 10% Chloroform) zu 50% amorphes 8f. [u]zoU: -21 t I "  (c - 1.0 
in Methanol). 

*I Getrocknet 10 Stdn. bei 80' i. Hochvak. 

Ber. C 61.46 H 7.43 N 11.47 Gef.*) C 61.20 H 7.60 N 11.53 
$1 Getrocknet 60 Stdn. bei 100' i. Hochvak. 

C28H42N406 (530.7) Ber, C 63.38 H 7.98 N 10.56 Gef.*! C 62.69 H 8.09 N 10.92 

Formy~-o-valyl-L-pro~y~-.snrkosyl-N-mrthyl-o-valin-henzylester (8g) : Aus 0.77 g I b, 0.63 g 
N-Merhyl-D-valin-benzylesier-hydrochlorid, 0.35 ccm Triathylamin und 0.53 g DCC er- 
hielt man nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an saurem Kieselgel(3 x 9 cm-Saule, 
Benzol/Chloroform (4 : 1) ;  Hauptfraktion rnit Athylacetat eluiert) zu 80% amorphes 8g. 
[ a ]$ :  + 48 -k 2' (c = 0.5 in Methanol). 

C27H40N406 (516.7) Ber. C 62.77 H 7.81 N 10.84 Clef.*' C 62.93 H 7.85 N 10.60 
*I Getrocknet 12 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

Formyl-o-valyl-L-prolyl-sarkosyl-srrrkosin-benzylester (8h) : Aus 4.0 g Ib ,  2.8 g Sarkosin- 
henz~~lester-lzydrochlorid, 1.79 ccm Triuthylamin und 2.8 g DCC in 100 ccm Methylenchlorid 
erhielt man nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an saurem Kieselgel (4 X 20 cm- 
Saule, BenzoliChloroform (4: 1) ; Hauptfraktion rnit Athylacetat eluiert) zu 50 % amorphes 
8h. [cr]$: -9.9 & 0.5" (c = 2.4 in Methanol). 

C24H34N406 (474.6) Ber. C 60.73 H 7.22 N 11.81 Gef.*! C 60.87 H 7.53 N 12.03 

Formq~l-u-valyl-~~-prolyl-surh-osyl-L-prolin-benzylester (8i) : 2.19 g I b, 1.7 g L-Prolin-benzyl- 
ester-hydrochlorid, 0.97 ccm Triathylamin und 1.55 g DCC in 70 ccm Methylenchlorid gaben 
nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an saurem Kieselgel (3 Y, 17 cm-Saule, 
Benzol/Chloroform (4: 1); Hauptfraktion mit Athylacetat eluiert) zu 57 0.i amorphes 8i .  
[a];': -71 & 2 (c =~ 1.1 in Methanol). 

C26H36N406 (500.6) Ber. C 62.38 H 7.25 N 11.20 Gef.*' C 61.83 H 7.31 N 11.19 

~-ullo-Isoleucyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-vulin-benzylester-hydrochlorid (9a): 3.4 g 8a, 
rnit 0.44 g HC1 in 12 ccm Benzylalkohol entformyliert, gaben zu 85 % amorphes 9a. [a]:0: 
-143 

* J  Getrocknet 8 Stdn. bei 70" i. Hochvak. 

*J Getrocknet 12 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

3" (c = 1.9 in Wasser). 
C ~ T H ~ ~ N ~ O ~ ~ C I  (539.1) Ber. C 60.14 H 8.04 C1 6.58 N 10.40 

Gef.*' C 59.61 H 8.30 C16.86 N 10.47 
Ber. Mol Ile 1.00 Pro 1.00 Sar 1.00 MeVal 1.00 
Gef.49) Mol Ile I .OO Pro 1.06 Sar 0.93 MeVal 0.90 

*) Getrocknet 7 Stdn. bei 85' i. Hochvak. 

D- Valyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-~-vulin-benz.vlester-hydrochlorid (9 b) : Durch Entformy- 
lierung von 2.1 g S b  rnit 0.3 g HCI in 8 ccm Benzylalkohol erhielt man zu 90 y; amorphes 9b. 

C Z ~ H ~ ~ N ~ O ~ I C I  (525.1) Ber. C 59.47 H 7.87 CI 6.75 N 10.67 
--I26 3: 4O(c = 1.5 in Methanol). 

Gef.*' C 59.1 1 H 7.91 CI 6.96 N 10.50 Aquiv.-Gew. 51 I * * I  

Ber. Mol Val 1.00 Pro 1.00 Sar 1.00 MeVal 1.00 
Gef.49' Mol Val 1.02 Pro 0.99 Sar 0.98 MeVal 0.96 

Getrocknet 8 Stdn. bei 80' i. Hochvak. 
* * I  Potentiometrische Titration mit O.ln NaOH in Wasser. 
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L- Valyl-L-pro1.vl-sarkosyl- N-methyl- L-valin-benzylester-hydrochlorid (9 c) ; Emt formylierung 
110 rt von2.97g 8cmit0.45 gHCIin 12ccm Benzylalkoholgabzu93%amorphes9c. [alg: 

3" (c  =- 0.61 in Methanol). 

C26H41N405]Cl (525.1) Ber. C 59.47 H 7.87 CI 6.75 N 10.67 
Gef.*) C 59.24 H 8.31 C1 6.80 N 10.55 Aquiv.-Gew. 509 **) 

*) Getrocknet 12 Stdn. bei 85' i. Hochvak. 
* * J  Potentiometrische Titration rnit 0.1 n NaOH in Wasser. 

D-Leucyl-L-prolyl-sarkosyl- N-methyl-L-valin-benzylester-hydrochlorid (9 d) Durch Entfor- 
amorphes mylierung von 2.35 g 8 6  rnit 0.3 1 g HCl in 8 ccm Benzylalkohol erhielt man zu 95 

9d. [a]',": -I06 
C27H43N40#J (539.1) Ber. C 60.14 H 8.04 C1 6.58 N 10.40 

Gef.*) C 59.86 H 8.29 C1 6.66 N 10.39 

2 (c = 1.1 in Methanol). 

*) Getrocknet 18 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

o-Alunyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-I~-valin-benzykster-hydrochlorid (9 e) ; Entformylierung 
amorphes 9e. [c(]LO: - I16 + von 2.26 g 8 e  rnit 0.32 g HCIin 8 ccm Benzylalkohol gab zu 97 

2" (c : 1.1 in Methanol). 
C24H37N4051CI (497.0) Ber. C 58.01 H 7.51 C1 7.13 N 11.28 

Gef.*) C 57.70 H 7.65 C1 6.98 N 11.19 
* J  Getrocknet 15 Stdn. bei 80' i. Hochvak. 

o-ullo-Isoleucyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-oL-valin-benzybster-hydrochlorid (9 f) : 1 .O g 8 f, 
mit 0.15 g HCIin4 ccm Benzylalkohol entformyliert, gab zu 96% amorphes9f. [ S C ] ~ ~ :  ~ 65 t 2" 
(c = 1.1 in  Methanol). 

C ~ ~ H ~ ~ N ~ O S I C I  (539.1) Ber. C 60.14 H 8.04 CI 6.58 N 10.40 
Gef.*) C 59.89 H 8.09 C1 6.74 N 10.63 

*) Getrocknet 15 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

o-Valyl-L-prolyl-surkosyl-N-methyl-o-valin-benzylester-hydrochlorid (9g): Die Entformy- 
lierung von 1.05 g 8g rnit 0.16 g HC1 in 4 ccm Benzylalkohol gab zu 94% amorphes 9g. 
[a]',": -9.5 & 0.5" (c - 0.7 in Methanol). 

C2hH41N40&1 (525.1) Ber. C 59.47 H 7.87 C1 6.75 N 10.67 
Gef.*) C 59.53 H 8.00 C1 7.02 N 10.42 

*J Getrocknet 16 Stdn. bei 110' i. Hochvak. 

D- Vulyl-L-prolyl-surkosyl-sarkosin-benzylester-hydrochlorid (9h) ; 5.6 g 8h, mit 1 .O g HCI 
in 17 ccm Benzylalkohol entformyliert, gaben zu 90% amorphes 9h. [a]b9: -62 2: 2' (c : 2.3 
in Methanol). 

C23H35N4051Cl (483.0) Ber. C 57.19 H 7.31 N 7.34 
Gef.*) C 56.60 H 7.49 N 7.65 Aquiv.-Gew. 467 **)  

Ber. Mol Val 1.00 Pro 1.00 Sar 2.00 
Gef.49) Mol Val 0.97 Pro 0.95 Sar 1.89 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 70' i. Hochvak. 
**) Potentiometriscbe Titration rnit O.ln NaOH in Wasser. 

D -  V~~lyl-L-prolyl-sarkosyl-L-prolin-benzyle.~ter-hydrochlorid (9 i) : Aus 1.96 g 8 i und 0.3 g 
2" (c - 1.0 in HCI in 8 ccm Benzylalkohol erhielt man zu 94% amorphes 9i. [a]2d): - 112 

Methanol). 
C25H37N4051CI (509.0) Ber. C 58.99 H 7.33 CI 6.96 N 11.01 

Gef.*) C 58.46 H 7.36 CI 6.91 N 11.07 
*) Getrocknet 12 Stdn. be1 90" 1. Hochvak 

Chemiscbe Berichte Jahig. 101 85 
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N-[ 2-Nitro-3-benzyloxy-4-meih,vl-benzoyl~-n-ihreonin (10 b) : 6.0 g 2-Nitro-3-benz.vloxy-4- 
methyl-benzoesaure und 2.4 g o-Threonin gaben zu 50 % 10 b. BlaOgelbe, lichtempfindliche 
Kristalle rnit Schmp. 173-175" und [a]&,: t 57 .6  + 2" (c = 1.8 in absol. Athanol). 

Gef.*) C 58.83 H 5.01 N 7.28 Mo1.-Gew. 383 **) 

C19HzoN207 (388.3) Ber. C 58.75 H 5.20 N 7.21 

*) Fein zerrieben und 8 Stdn. bei 120" i. Hochvak. getrocknet. 
** )  Potentiometrische Titration mit 0.1 n NaOH in MethanoljWasser (1 : 1)  

N-[2-Niiro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyI/-L-serin (1Oc) : 6 g 2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl- 
benzoesaure, 15 ccm Thionylchlorid und 2.13 g L-Serin gaben zu 80% gelbliches, nach 14 
Tagen bei 5" aus Aceton/Benzol/Cyclohexan kristallisierendes 1Oc rnit Schmp. 139- 141" *). 
[a]&': -24 1" (c 7 1.8 in absol. Athanol). Zur Analyse wurde wie oben umkristallisiert. 

Cj~H18N207 (374.3) Ber. C 57.76 H 4.85 N 7.49 
Gef.*) C 57.80 H 4.76 N 7.52 MoL-Gew. 379 * * J  

*) Produkt schmilzt ruerst bei 70" i. Hochvak. Nach erneuter Kristallisation fein zerrieben und 12 Stdn. hei 100' 
weitergetrocknet. 

**) Potentiometrische Titration mit 0.1 n NaOH in MethanoljWasser (1: I).  

N-i2-Nitro-3-benzyloxy-4-meihyl-benzoyl~-~-threonyl-glycin-meihylesier (1Od) : Aus 1.94 g 
load), 0.69 ccm Triathylamin, 1.27 g N-Aihyl-5-phenyl-isoxazolium-sulj~nat-f3'j und 0.63 g 
mit 0.69 ccm Triathylamin neutralisiertem Glycin-methylester-hydrochlorid in insgesamt 40 
ccm Nitromethan erhielt man, wie oben fur l l a -  11 1 beschrieben (2.5 x 20 cm-Aluminium- 
oxidsiiule), zu 58 % blaRgelbes, aus Athylacetat/Cyclohexan umkristallisiertes 10d rnit Schmp. 
158-160". [a]&': -40 i 1.5'' (c = 1.4 in absol. Athanol). 

C22H25N308 (459.4) Ber. C 57.51 H 5.49 N 9.15 Gef.*) C 57.99 H 5.48 N 9.20 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

N-[2-Ni1ro-3-benzyloxy-4-meihyl-benzoyl~-~-threonyl-glycin (10e) : 2.4 g 10d in 25 ccm 
Aceton wurden rnit 5.75 ccm n NaOH 1 Stde. auf 4 0  erwarmt, danach rnit 30 ccm Wasser 
verdiinnt und rnit Athylacetat durchgeschiittelt. Der rnit n HCl angesauerten wainr. Phase 
entzog man das Verseifungsprodukt rnit Athylacetat, wusch den Extrakt mit Wasser, filtrierte 
und kristallisierte den Eindampfriickstand aus Nitromethan. Ausb. 83 %, 10e, gelbliche Kri- 
stalk rnit Schmp. 134& 137" und [a]&': -32 i 1.5" (c = 1.8 in absol. Athanol). 

C21H~3N308 (445.4) Ber. C 56.62 H 5.20 N 9.44 
Gef.*) C 56.89 H 4.95 N 9.20 Mo1.-Gew. 458 **) 

*) Getrocknet 8 Stdn. bei 80' i. Hochvak. 
**I Potentiometrische Titration rnit 0.05n NaOH in MethanoljWasser (1: I). 

N-i2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl~-~-threonyl -D-fl~~O-iSOleUCyl-L,- prolyl- sarkosyl- N- 
methyl-L-valin-benzylester (11 a): Durch Umsetzen von 1.85 g lOa4), 0.66 ccm Triuthylarnin 
und 1.22 g N-Athyl-5-phenyl-isoxazolium-sulfonat-(3') 18) rnit 2.6 g 9 a  (durch 0.68 ccm Tri- 
athylamin neutralisiert) in insgesamt 40 ccm Nitromethan erhielt man zu 53 :() gelbliches, 
amorphes 11 a. [a]&': -53 -f_ 2' (c : 2.9 in Methanol). 

C46H60N6011 (873.0) Ber. C 63.28 H 6.93 N 9.63 Gef.*) C 63.77 H 7.04 N 9.88 
Ber. Mol Thr 1.00 aIle 1.00 Pro 1.00 Sar 1.00 MeVal 1.00 
Gef.49) Mol Thrso) 0.71 aIle 1.02 Pro 1.00 Sar 1.01 MeVal 0.82 

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

50)  Ein Teil des Threonins wird bei der zur Aminosaurebestimmung notwendigen Totalhydro- 
lyse zerstort. 
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N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl7-L-threonyl-~-valyl-L-prol.vl-sarko,syl- N-methyl- L- 

valin-benzylester (11 b): Aus 1.5 g lOa4’, 0.37 ccm Triathylamin, 0.70 g N-Athyl-5-phenyl-isox- 
azolium-sulfonat-(3’) und 1.41 g rnit 0.38 ccm Trigthylamin neutralisiertem 9 b  in insges. 30 
ccm Nitromethan erhielt man zu 68 % gelbliches, amorphes 11 b. [ct]L3: -53 2“ (c = 0.75 
in Methanol). 

C45H58N6011 (859.0) Ber. C 62.92 H 6.81 N 9.78 Gef.*) C 63.12 H 6.93 N 9.43 
Ber. Mol Thr 1.00 Val 1.00 Pro 1.00 Sar 1.00 MeVal 1.00 
Gef.49) Mol Thr 0.735”) Val 1.01 Pro 0.99 Sar 0.98 MeVal 0.89 

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

N-[2- Nitro-3-benz.~loxy-4-methyl-benzoyl] -L-threonyl-L-valyl -L-prolyl -sarkosyl-N-methyl-L- 
valin-benzylester (11 c) : 1.94 g l o a d ’ ,  0.69 ccm Triathylamin, 1.28 g N-Athyl-5-phenyl-isox- 
azolium-sulfonat-(3’/ und 2.61 g 9 c  (mit 0.71 ccm Triathylamin neutralisiert) in insgesamt 
40 ccm Nitromethan gaben zu 55 % gelbliches, amorphes I l c  rnit [a]:’: -101 -i- 3” (c  = 0.81 
in Methanol). 

*I Getrocknet 8 Stdn. hei 85” i. Hochvak, 
C45HS~N6011 (859.0) Ber. C 62.92 H 6.81 N 9.78 Gef.*) C 63.12 H 6.80 N 10.01 

N-~2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl~-L-threonyl- D-leucyl -L-prolyl-sarkosyl- N - methyl- 
L2-valin-benzylester ( l l d )  : 1.46 g load”, 0.53 ccm Triathylamin, 0.97 g N-Athyl-5-phenyl- 
isoxazolium-sulfonat-/3’~ und 2.03 g 9d (mit 0.55 ccm Triathylamin neutralisiert) in insgesamt 
40 ccm Nitromethan gaben nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an einer 3 X 10 
cm-Aluminiumoxid-11-saule zu 70% blangelbes, amorphes 1 ld .  [m]Lu: -50 + 1.5” (c = 1.1 
in Methanol). 

C&e~,N6011 (873.0) Ber. C 63.28 H 6.93 N 9.63 Gef.*) C 62.96 H 7.02 N 9.64 
*) Getrocknet 10 Stdn. hei 80” i. Hochvak. 

N-[Z-Nitr0-3-benzyloxy-4-methyl -benzoyl]- L-threonyi- o-alan-vl -L-prolyl -sarkosyl- N-methyl- 
L-valin-benzylester (11 e ) :  1.6 g lOa4’, 0.57 ccm Triathylamin, 1.06 g N-Athyl-5-phenyl-isox- 
azolium-sulfonat-i’3’j und 2.06 g 9 e  b i t  0.59 ccm Triathylamin neutralisiert) in insgesamt 
40 ccm Nitromethan gaben nach Chromatographie an einer 3 X 10 cm-Aluminiumoxid-11- 
saule zu 68% gelbliches, amorphes I l e .  [ct]”D0: -~-55 3 1.5” (c = 0.9 in Methanol). 

C43H54N6011 (830.9) Ber. C 62.15 H 6.70 N 10.01 Gef.*) C 62.15 H 6.68 N 10.09 
*) Getrocknet 10 Stdn. hei 80” i. Hochvak. 

N-i2- Nitro-3-benzyloxy-4-methyl -benzoylj- I,-threonyl- D - d o  -isoleucyl- L-prolyl -sarkosyl- N-  
methyl-DL-valin-benzylester (11 f)  : 0.7 g load),  0.25 ccm Triathylamin, 0.46 g N-Athyl-5- 
plzenyl-isoxazolium-su~onat-(3’) und 0.97 g 9f (mit 0.26 ccm Triathylamin neutralisiert) in 
insgesamt 20ccm Nitromethan gaben zu 50% gelbliches, amorphes l l f .  [a]’,”: ~ 17 f 1” 
(c = 1.2 in Methanol). 

C46HsoN6011 (873.0) Ber. C 63.28 H 6.93 N 9.63 Gef.*) C 63.06 H 7.09 N 9.96 
*) Getrocknet 10 Stdn. bei 80’ i. Hochvak. 

N-i2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl -benzoyl/-L-threonyl-D-valvl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-~- 
valin-benz,vlester (11 g) : 0.69 g load), 0.25 ccm Triathylamin, 0.45 g N-Athyl-5-phenyl-i~- 
oxazolium-sulfonat-(3’j und0.94 g 9g  (mit 0.26 ccm Triathylamin neutralisiert) in 20 ccm Nitro- 
methan gaben nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an einer 2.5 x 12 cm-Alu- 
miniumoxid-11-saiule (mit Benzol nachgewaschen; Hauptfrdktion nur teilweise rnit Athylacetat, 
grontenteils erst mit Methanol eluiert) zu 78‘x gelbliches, amorphes l l g .  [a]hu: 1-21 & 0.5” 
(c =: 0.6 in Methanol). 

C&5&011 (859.0) Ber. C 62.92 H 6.81 N 9.78 Cef.*) C 62.52 H 6.96 N 9.86 
a )  Getrocknet 10 Stdn. bei 90” i, Hochvak. 

85* 
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N-[2-Ni!ro-3-benzyloxy-4-me!hyl-benzoyl~-L - threonyl-D - Val-vl- L - prolyl- sarkosyl- sarkosin- 
benzylester (1 1 h) : 3.22 g lOa4', 1.15 ccm Triathylamin, 2.1 g N-Ath.vl-5-phenyl-isoxazolium- 
suljonat-(3') und 4.02 g 9h (mit 1.18 ccm Trigthylamin neutralisiert) in insgesamt 60 ccm 
Nitromethan gaben zu 60 % gelbliches, amorphes 11 h. [a]&1: - 12.4 -1- 0.6' (c = 2.3 in Metha- 
nol). 

C42Hs2Nh011 (817.0) Ber. C 61.73 H 6.42 N 10.29 Gef.*J C 62.00 H 6.60 N 10.37 
Ber. Mol Thr 1.00 Val 1.00 Pro 1.00 Sar 2.00 
Gef.49) Mol Thr 0.8050) Val 0.98 Pro 0.99 Sar 1.87 

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

N-[2-Nitro-3-benzyloxy -4-methyl -benzoyl]-L-threonvl - D  -valvl- L - prolyl- sarkosyl- L - prolin- 
benzylester (1 li) : Aus 1.28 g load', 0.46ccm Triathylamin, 0.75 gN-Ath,vl-j-phen)Jl-isoxuzolium- 
suljonat-l3') und 1.68 g 9i (mit 0.47 ccrn Triathylamin neutralisiert) in insgesamt 40 ccm Nitro- 
methan erhielt man nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an einer 2.5 X 10 cm- 
Aluininiumoxid-It-saule zu 55% blaBgelbes lli mit [cc]kO: -45 & I" ( c  2 1.1 in Methanol). 

C14H54N6011 (843.0) Ber. C 62.69 H 6.46 N 9.97 Gef.*) C 62.33 H 6.46 N 9.98 
* J  Getrocknet 12 Stdn. bei 80' i. Hochvak. 

N-i2-Nitro-3-benzyloxy-4-me!hy~-benzoyl]-~ -threonyl- o-valyl-L-prolyl- sarkosyl- N -  methyl- 
L-valin-benzylester (11 j): Aus 1.4 g 10 b, 0.50 ccm Triathylamin, 0.92 g N-Athyl-5-phenyl-is- 
oxazolium-suljonat-(3'/ und I .95 g 9 b  (mit 0.52 ccm Triathylamin neutralisiert) in insgesamt 
40 ccm Nitromethan erhielt man nach Chromatographie des Reaktionsproduktes an einer 
2.5 x 15 cm-Aluminiunioxid-11-saule zu 70% blangelbes, amorphes l l j .  [XI&": ~ -48 1.5" 
(c = 1.7 in Methanol). 

C45H58N6011 (859.0) Ber. C 62.92 H 6.81 N 9.78 Gef.*) C 62.89 H 6.95 N 10.14 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 85" i. Hochvak. 

N-:'2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-bcnzoyl~-L-seryl- LI -valyI- L - prolvl- sarkosjd- N -  methyl- L- 
valin-benzylester (Ilk) : Aus I .95 g lOc, 0.72 ccm Triathylamin, 1.34 g N-Athyl-5-phenyl-isox- 
azolium-sulfonat-(3') und 2.75 g 9 h (mit 0.74 ccrn Triathylamin neutralisiert) erhielt man zu 
66% blaRgelbes, amorphes I l k  mit [a]&2: -47 

C44H~6Nh011 (845.0) Ber. C 62.54 H 6.70 N 9.97 Gef.*) C 62.67 H 6.70 N 9.90 
1.5" (c = 0.7 in Methanol). 

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

N-i2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-benzoyl~-~-threon.v1 -glyCyl- D - valyl- L -prol.vl- sarkosyl - N- 
methyl-L-valin-benzylester (111): 1.93 g 10e, 0.60 ccm Triuthylamin, 1.1 g N-Athyl-5-phenyl- 
isoxazolium-sulSonut-13') und 2.3 g 9 b (mit 0.62 ccm Trilthylamin neutralisiert) in insgesamt 
40 ccm Nitromethan gaben ndch Chromatographie des Reaktionsproduktes an einer 2.5 X 
20 cm-Aluminiumoxid-11-saule zu 85% blaRgelbes 111 mit [a]&O: -62 & 1.5' (c = 0.42 in 
Methanol). 

C47HhlN7012 (916.0) Ber. C 61.62 H 6.74 N 10.71 Gef.*) C 61.39 H 6.69 N 10.69 
*) Getrocknet 8 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 

Actinomycinsaure-(L-Thr-n-alle-L-Pro-Sar-L-Me Val-- OH) (Actinomycin CJ-saurej (12a) : 
Aus 1.72 g 1 I a in 40 ccm Methanol erhielt man nach Hydrierung und Oxydation mit 2 g 
KaliumhexacyunoJerrat(1II) zit 85 % gelbrotes, bei 180 .- 195" (Zers.) schmelzendes 12a. 

C ~ ~ H Y ~ N I ~ O I ~  (1319.5) Ber. C 58.25 H 7.18 N 12.74 
Gef.*) C 58.00 H 7.43 N 12.67 Mol.-Gew. 1306 **) 

Ber. Mol Thr 2.0 aIle 2.0 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 
Gef.49) Mol Thr 1.450) aIle 1.9 Pro 2.1 Sar 2.0 MeVal 1.9 

*) Getrocknet 12 Stdn. bei 90' i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration mit 0 . 0 5 ~  NaOH in MethanollWasser (1: 1). 
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Acrinomycinsaure-(L-Thr-n-Val-L- Pro-Sar-L- Mr V d  ~ OH) (Actinuniycin C1-saure) (12b): 
1.27 g in 40 ccm Methanol hydriertes 11 b gaben nach Oxydation rnit 1.5 g Kuliumhexacyano- 
ferrat(II1) zu 80% gelbrotes, bei 182- 195" (Zers.) schmelzendes 12b. 

C&y0N12018 (1291.5) Ber. C 57.66 H 6.97 N 13.01 
Gef.*) C 57.99 H 7.21 N 12.62 Mol.-Gew. 1280**) 

Ber. Mol Thr 2.0 Val 2.0 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 
Gef.49) Mol Thr 1.650) Val 2.0 Pro 1.9 Sar 2.0 MeVal 1.9 

*) Getrocknet 10 Stdn. bei 100" i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration rnit 0.05n NaOH in Methanol/Wasser (1 : I )  

Actinomycinsaure-(L-Thr-L-Vul-L-Pro-Sar-L-Mr Val --OH) (12c): 1.69 g l l c  gaben nach 
Hydrierung in 30 ccm Methanol und Oxydation mit 1.6 g Kuliitmhexacyunuferru~~fII~ zu 
91 % gelbrotes, bei 182-188; (Zers.) schmelzendes 12c. 

Cs2H9oN1201x (1291.5) Ber. C 57.66 H 6.97 N 13.01 
Gef.*) C 57.17 H 7.03 N 13.02 MoL-Gew. 1311 **' 

*) Getrocknet 12 Stdn. bei 110' i. Hochvak. 
**I Potentiometrische Titration mit 0.05n NaOH in MethanoliWasser (1 :1). 

Actinomycinsaure-(I.-Thr-~-Lru-I~-Pro-Sar-L-Me~~al-OH~ i12d): Aus 1.51 g 11 d in  40 ccm 
Methanol erhielt man nach Hydrierung und Oxydation mit 1.73 g Kaliumhexacynnoferrat(lfI) 
zu 75% gelbrotes, bei 182~-  189" (Zers.) schmelzendes 12d. 

C64H94N1?018 (1319.5) Ber. C 58.25 H 7.18 N 12.74 
Get'.*) C 57.79 H 7.36 N 12.82 MoL-Gew. 1327**' 

*) Getrocknet 16 Stdn. bei 100' i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration mit 0.05n NaOH in MethanoliWasser (1 :I). 

Actinomycinsaure-!L-Thr-D-Ala-L-Pro-Sur-L-MrVul---OH) (12e): 1.70 g I l e  in 40 ccm 
Methanol gabcn nach Hydrierung und Oxydation mit 2.1 g KaliumhexacyunoJrrrat~III) zu 
86% gelbrotes, bei 192- 198'; (Zers.) schmelzendes 1Ze. 

C&saNlzOls (1235.4) Ber. C 56.31 H 6.69 N 13.61 
Gef.*l C 56.14 H 6.93 N 13.65 MoLGew. 1248**) 

*) Getrocknet 12 Stdn. bei 100" i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration rnit 0.05n NaOH in Methanol/Wasser (1 :I) .  

Actinomvcinsaure-(L-Thr-n-aIle-L-Pro-Sar-oL-MeVal ~ OH) (12f): 0.65 g I l f  in 40 ccm 
Methanol gabcn nach Hydrierung und Oxydation mit 0.76 g KaliumhrxacyanuJrrrat~IZf) zu 
80% gelbrotes, bei 180 - - j  8 6  (Zers.) schmelzendes 12f. 

C&94N13018 (1319.5) Ber. C 58.25 H 7.18 N 12.74 
Gef.*) C 57.89 H 7.48 N 12.76 Mol.-Gew. 1347 ** '  

*) Getrocknet 12 Stdn. bei 100' i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration mit 0.05n NaOH in MethanoliWasser (1 :1) 

Actinomycinsaure-iL-Thr-o-Val-L-Pro-Sar-o-MrVal-OHHj (12g): Aus 1.2 g 11 g in 30 ccm 
Methanol erhielt man nach Hydrierung und Oxydation mit 1.4 g KaliumhrxacyunoJrrrut~~II) 
zu 75 % gelbrotes, bei 182 - 188" (Zers.) schmelzendes 12g. 

C62HyoNi2018 (1291.5) Ber. C 57.66 H 6.97 N 13.01 
Gef.*' C 57.71 H 7.08 N 13.08 Mol.-Gew. 1285 * * I  

* I  Getrocknet 10 Stdn. bei 100' i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration mit 0.05n NaOH in Methano1,lWasser (1 : I ) .  

Actinomycinsaure-i L-Thr-D-Val-L-Pro-Sur-Sar- OH)  (12h): Aus 2.43 g l l h  in 50 ccm 
Methanol erhielt man nach Hydrierung und Oxydation mit 3.0 g Kaliumhrxacyanuferrnrllll) 
zu 65% gelbrotes, bei 180- 188" (Zers.) schmelzendes 12h. 
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C56Hp,N12018 (1207.4) Ber. c 55.61 H 6.51 N 13.90 
Gef.*l C 55.45 H 6.70 N 13.83 Mo1.-Gew. 1226**' 

Ber. Mol Thr 2.0 Val 2.0 Pro 2.0 Sar 4.0 
Gef.49) Mol Thr 1.650) Val 1.9 Pro 1.9 Sar 3.9 

*) Getrocknet 12 Stdn. hei 90' 
* *) Potentiometrische Titration 

i. Hochvak. 
rnit 0.05n NaOH in Methanolj'WasseI 

Actinocinyl-bis-iL-Tr-D-Val-L-Pro-Sar-L-Pro ~~ OH; (123:  1.33 g 11 i in SO ccm Methanol 
gabcn nach Hydricrung und Oxydation rnit 1.6 g Kaliumhexacq.unoferrat~IlI~ zu 83 % gctb- 
rotes, bei 196-201" (Zcrs.) schmclzendcs 12i. 

C60Hx2N1201~ (1259.4) Ber. C 57.24 H 6.57 N 13.35 
Gef.*] C 56.74 H 6.70 N 13.33 Mo1.-Gcw. 1264**) 
Bcr. Mol Pro 4.0 Gef.49) Mol Pro 3.6 

*I Getrocknet 12 Stdn. hei 100' i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration rnit 0.05n NaOH in Methanol/Wasser (I :I). 

Actinomycinsaure-lD-Thr-D-Val-L-Pro-Sar-L-MeVal-OHj (12j): Aus 2. I 8  g l l j  in 50 ccm 
Methanol entstanden nach Hydrierung und Oxydation niit 2.58 g Kaliurnhexacq.anoferr~t~lIll 
zu 53 P;; gelbrotcs, bci 18 1. ~~ 190' (Zers.) schmclzendes 12 j. 

C62H9oN12018 (1291.5) Bcr. C 57.66 H 6.97 N 13.01 
Gcf.*) C 57.68 H 7.21 N 12.84 Mo1.-Gew. 1310**' 

*) Getrocknet 12 Stdn. hei 100" i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration rnit 0.05n NaOH in Methano1,lWasser (I  : I ) .  

Actinonzycinsaure-IL-Ser-D- Val-L-Pro-Sar-L-Me V a -  OH)  (12k) : Aus 1.9 g 11 k in 50 ccm 
Methanol erhielt man nach Hydricrung und Oxydation rnit 2.3 g Kaliumhexacyanoferrat(1IIl 
zu 80% gelbrotes, hei 195-200" (Zers.) schmelzcndes 12k. 

C60H86N1201~ (1263.5) Ber. C 57.03 H 6.86 N 13.33 
Gef.*' C 57.29 H 6.99 N 13.04 Mol.-Gcw. 1267**' 

Ber. Mol Ser 2.0 Val 2.0 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 
Gef.49) Mol Ser 1.351) Val 1.8 Pro 1.8 Sar 1.8 MeVal 1.7 

*I Getrocknet 12 Stdn. hei 90* i .  Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration rnit 0.1 n NaOH in Methanol/Wasser ( I  :lL 

Actinocinyl-bis-/L-Thr-Gly-u- Val-L-Pro-Sar-L-Me Val OH-i (121): 2.14 g 111 in 60 ccm 
Methanol crgahen nach Hydrierung und Oxydation mit 2.55 g Kaliumhexacyanoferrat( I I I )  
zu 82% gclbrotes, bei 180 - 188" (Zers.) schmelzendcs 121. 

Cb6H96N14020 (1405.6) Bcr. C 56.39 H 6.88 N 13.95 
Gef.*) C 56.33 H 7.12 N 13.90 Mo1.-Gew. 1420**'  

*) Getrocknet 12 Stdn. hei 110" i. Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration rnit 0.05n NaOH in MethanolIWasser ( I  :l). 

Actinomycinsaure-!L-Thr hzw. - L - Pro - Sar - L-Me Val 0 H )  (12mil2 n) : 

Durch Hydricrung von 0.66 g 11 a und 0.65 g 11 b in SO ccm Methanol und Oxydation des Ge- 
misches mit l .58 g Kaliumhexac.vanaferrat(Ill) erhielt man 0.87 g rohcs 12a!12b/12rni12n- 
Gcmisch. Diescs gab - aufgearbcitet wie 12a - nach Chromatographie an eincr 4.5 )i 80 cm- 
Celluloscsaule (LS VI, Laufzeit 8 Tagc) und Isolierung der mittlcren Zone niit dem RF-Wcrt 
von Actinomycin Cz-siiure (12m) 138 mg gelbrotes, hci 181 - 189' (Zcrs.) schmelzcndes 12m/ 
12 n. 

51) Ein Teil des Scrins wird bei dcr zur Aminosaurebcstimmung notwendigen Totalhydrolyse 

D-val D - d e  i u-va l ,  D-al'e) 

zerstort, 
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C&92N12018 (1305.5) Ber. C 57.96 H 7.10 N 12.87 
Gef.*) C 57.71 H 7.36 N 12.74 Mol.-Gew. 1302**l 

*I Getrocknet 12 Stdn bei 110 I .  Hochvak. 
**) Potentiometrische Titration mit 0.05n NaOH in Methanol/Wasser (1 ' I )  

Actinomycin C3 (14b) 
a) Aus 12a: 460 mg (0.35 mMol) 12a, cyclisiert, wie oben beschrieben, gaben nach Chroma- 

tographie an Cellulose (LS I) zu 19% krist. 14b rnit Schmp. 239-- 241" (Zers.). 

C64H90N12016 (1283.5) Ber. C 59.89 H 7.07 N 13.09 Gef.*' C 59.66 H 7.33 N 13.05 
*) Getrocknet 24 Stdn. bei 115" i. Hochvak. 

b) Aus 12f: Zwei Ansatze rnit je 235 mg 12f und 80 ccm Reagenzlosung wurden, wie oben 
beschrieben, aufgearbeitet. Aus den Athylacetatfraktionen (136 und 122 mg) erhielt man nach 
Chromatographie an Cellulose (LS I) und Kristallisation der bakteriostatisch wirksamen 
Hauptzonen aus AthylacetatlCyclohexan 43 bzw. 40 mg (ca. 18%) 14b als rote Kristalle rnit 
Schmp. 239-242" (Zers.). 

C64H90N12016 (1283.5) Ber. C 59.89 H 7.07 N 13.09 Gef.*' C 59.24 H 7.14 N 12.99 
*) Getrocknet 20 Stdn. bei 115' i. Hochvak. 

Actinomycin C1 (14a) 

a) Aus 12b: 470 mg 12b, wie beschrieben cyclisiert und autgearbeitet (Cellulosesaule LS II), 
14a, rote Nadeln gaben nach zweimaligem Umkristallisieren aus Athylacetat/Cyclohexan 28 

mit Schmp. 244---246 (Zers.). 

C62H86N12016 (1255.5) Ber. C 59.31 H 6.91 N 13.39 Gef.*' C 58.95 H 7.15 N 13.20 
Ber. Mol Thr 2.0 Val 2.0 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 
Gef.49) Mol Thr 1.350) Val 1.9 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 

*I Getrocknet 24 Stdn. bei 110" i. Hochvak. 

b) A u s  12b/12c: Aus 1.5 g 12b/12c (10% 12h) erhielt man nach Cyclisierung, Auftrennung 
der Athylacetatfraktionen an Cellulose (LS 11 oder V) und Aufarbeitung der bakteriostatisch 
wirksamen Zone (RF-Wert von Actinomycin Cl), wie vorn beschrieben, zu 2.5% 14a, rote 
Nadeln rnit Schmp. 244-248" IZers.). 

Gef. C 59.17 H 6.95 N 13.20 
*) Getrocknet 24 Stdn. bei 115" i. Hochvak. 

c) Aus  12g: 446 mg 12g, wie oben beschrieben cyclisiert, gaben nach Chromatographie 

Gef.*) C 58.85 H 6.82 N 1.3.51 
an Cellulose (LS 11) zu 26% 14a. rote Bipyramiden rnit Schmp. 243-247' (Zers.). 

*) Getrocknet 24 Stdn. bei 1 15" i. Hochvak. 

Actinomycin C2 (14c/14d): 65 mg 12m/12n gaben nach Cyclisierung mit 25 ccm Reagenz- 
I6sung und Chromatographie an Cellulose (LS I) zu 21 "/, 14c/14d, rote Nadeln rnit Schmp. 
243 -245" (Zers.). 

Ch3H88N12016 (1269.5) Ber. C 59.61 H 6.99 N 13.24 Gef.*) C 59.17 H 7.18 N 13.02 
* I  Getrocknet 28 Stdn. hei 110'' i. Hochvak. 

Actinomycin-~L-~hr-D-Leu-L,-~ro-~ar-L-MeVal) (14e) : 471 mg 12d, wie oben cyclisiert und 
aufgearbeitet (4 x 50 cm-Celluloseslule: LS I), gaben zu 30% 14e, rote Nadeln rnit Schmp. 
234-237" (Zers.). 

C64H9nNi20~6 (1283.5) Ber. C 59.89 H 7.07 N 13.09 Gef.*I C 59.70 H 7.11 N 13.01 
* I  Getrocknet 24 Stdn. bei 115" i. Hochvak. 
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Actinomyein-(L-Thr-D-Ala-L-Pro-Sar-L.-.MeVal) (14f): 900 mg 12e cyclisierte man. wie 
oben beschrieben, und zerlegte das Rohprodukt an Aluminiumoxid-JV, Athylacetatfraktion 
(230 mg) und Acetonfraktion (220 mg) lieRen sich an zwei 3.5 x 40 cm-Cellulosesaulen 
(LS VII) in je vier Hauptzonen mit jeweils identischen RF-Werten trennen, deren Inhaltsstoffe 
nacb ublicher Aufarbeitung aus Athylacetat/Cyclohexan gefallt wurden : Zonen 1 --4 (von 
oben): 130 mg, 39 mg, 68 mg und 72 mg. Die bakteriostatisch wirksamen Zonen 1 gaben nach 
Kristallisation aus AthylacetatiMethanol/Cyclohexan 14f, rote Kristalle mit Schmp. 240 bis 
246" (Zers.). Ausb. 6 :,:. 

C58H78N12016 (1199.3) Ber. C 58.00 H 6.56 N 14.02 Gef.*' C 57.99 H 6.49 N 13.93 

Aus den Zonen 3 erhielt man nach zweimaliger Kristallisation (Athylacetat/Methanol! 
Cyclohexdn) 15 mg rote Kristalle mit Schmp. 220--230" (Zers.). 

Gef.*' C 46.21 H 5.32 N 13.00 0 25.6 Rest: CI **I  

*I Getrocknet 24 Stdn. bei 100' i, Hochvak. 
**) Infolge Substanzmangel nicht genau bestimmt. 

Actinomycin-(I,-Ser-n- Val-L-Pro-Sar-L-Meval) (14g) : 1.4 g 12k wurden in 3 Ansatzen, wie 
oben beschrieben, cyclisiert und die von Aluminiumoxid-IV erhaltenen khylacetatfraktionen 
gemeinsam an einer 4 x 80 cm-Cellulosesiiule (LS V) aufgetrennt. Aus der bakteriostatisch 
wirksamen Fraktion (Kc,-Wert: vgl. Tab. 3) erhielt man nach ublicher Aufarbeitung und 
Kristallisation aus .&thylacetat/Methanol/Cyclohexan bei 269 - 273" (Zers.) schmelzendes 14g. 
Ausb. 5 7;. Zur Analyse aus Athylacetat/Cyclohexdn umkristallisiert. 

C60H82N12016 (1227.5) Ber. C 58.71 H 6.73 N 13.71 Gef.*) C 58.61 H 6.94 N 13.52 
*) Getrocknet 32 Stdn, bei 110' i .  Hochvak. 

Versuche zur Cyclisiernng von 12c, 12h. 12i, 12j und 221 

12c: 2 Ansatze von je 470 mg 12c wurden, wie oben beschrieben, cyclisiert und aufgearbeitet. 
Nennenswerte bakteriostatische Wirksamkeitsz) zeigten weder die drei Fraktionen der A h -  
miniumoxid-IV-saule (Athylacetat-Eluat meist <'. 10 %) noch die zahlreichen der Cellulose- 
saulen (LS V fur Athylacetat-, LS VII fur Methanol-FJuat), ebenso entstanden keine groneren, 
kristallisierenden Anteile. 

12h: Cyclisierungsversuche mit 1.03 g 12h ergaben zu 28 :< hydrogencarbonat-Iosliche 
Anteile und ein neutrales, in Athylacetat schwerlosliches und daher aus Chloroform/Benzol 
(1 : 2) an Aluminiumoxid-IV adsorbiertes Rohprodukt. Die mit Chloroform (20-25 :d), 
Aceton und Methanol eluierten Fraktionen waren ebenso wie die Zonen der an Cellulose 
(LS 11) aufgetrennten Chloroformfraktion antibiotisch unwirksam52). Keine kristallisierenden 
Hauptzonen. 

12i: 403 mg 12i - wie oben angegeben cyclisiert und aufgearbeitet - ergaben neben 40% 
hydrogencarbonat-Ioslichen Anteilen (laut Papierchromatogrdmm (LS VI) Ausgangssub- 
stanz) keine von Aluminiurnoxid-IV mit Athylacetat oder Aceton eluierbaren Fraktionen, 
sondern nur eine ails mehreren Komponenten bestehende, antibiotisch unwirksame Methanol- 

12j: Aus 810 mg l2j erhielt man nach Trennung des Rohproduktes an Aluminiumoxid-IV 
neben den unwirksarnen, nicht einheitlichen Aceton- (7 Komponenten) und Methanol- 
fraktionen eine Athylacetatfraktion (10-25 yd), die an Cellulose (LS V) eine antibiotisch 
unwirksame, nicht kristallisierende groRere und 11. a. sehr schwach wirksame, kleine Zonen 
ergab, deren Aufarbeitung nicht lohnte. 

121: 435 mg 121 gaben, wie beschrieben cyclisiert, eine kleine, antibiotisch unwirksame Athyl- 
acetatfraktion (8 %, 4 ~~ 6 Komponenten), eine sehr schwach wirksame Acetonfraktion (i. 3 %) 
und eine unwirksame, uneinheitliche Methanolfraktion. 

frdktion. 

5 2  Plattchenteste gegen Brrc. subtilis oder Staph. aureus. [415/67] 


