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4.6-Didesmethyl-actinomycin C1 und dessen 4.6-Dimethoxy-, 
4.6-Diathyl- und 4.6-Di-tert .-butyl-Derivat 

ALIS dem Orgaiiisch-Chemischcn Institut der Universitit Gottingen 

(bingcgangen am 13. Mai 1971) 

Uber dic Actinomycin CL-saiure-Derivate 5 a -  d werdeii die Actinomycin C1-Derivate 6a- d 
synthetisiert. Austcstung zeigt: Athyl anstelle der 4.6-Chromophor-Methylgruppen von 
Actinomycin C1 (6e) verringert die antibiotische Wirksamkeit um etwa die Halfte, Wasser- 
stoff oder Methoxyl wie in 6a  bzw. 6b  erniedrigen sie urn zwei Zehnerpotenzen, tert.-Butyl 
hebt sie auf. Aus 2-Amino-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoes~ure-methylester (28d) entsteht 
mit Kaliuniiiexacyanoferrat(111) - jm Gegensatz zu den entsprechenden Estern 28a- c und 
28e mit kleiiieren Substituenten an C-4 - neben dem 2-Amino-phenoxazon-(3)-Derivat 29d 
d a s  Benzochinon-anil 24c. Unter gleichen Bedingungen geben N-[Z-Amino-3-hydroxy- 
4-tcrt.-butyl-benzoyl]-~-threonin-methylester (14d) und 4d nur die Benzochinon-anile 24d 
bzw. 24e. Trifluoressigsgure cyclisiert 24c, d und e zu 26c = 29d bzw. 26d und 26e = 5d. 
Beini Umsetzen von 30 mit Kaliumhexacyanoferrat(II1) bleibt oxydative Kondensation aus; 
als Hauptprodukt entsteht 3.6-Di-tert.-butyl-benzochinon-(1.2) (33). Fur ein rotes, bisher 
nach 34 bzw. 35 formuliertes Oxydationsprodukt der 2-Amino-3-hydroxy-benzoesaure wird 
die Konstitution 40a bewiesen. 

Actinomycins, XXXVI '1; Syntheses of Actinomycins and 
Actinomycin-like Chromopeptides, IX 

4.6-Didemethylactinomycin Ci and its 4.6-Dimethoxy, 
4.6-Diethyl and 4.6-Di-tert-butyl Derivatives 

'The actinomycin C1 derivatives 6a-d have been synthesized using the actinomycin Ci acid 
dcrivatives 5a  - d as intermediates. Biological tests show the following results of substituting 
the chromophorc 4.6-methyl groups in actinomycin C1 (6e): Replacement by ethyl groups 
decreases the antibiotic activity by a factor of two, substitution by hydrogen or methoxy 
residues (as shown in 6a and 6b) decreases the activity by two orders of magnitude, and tert- 
butyl groups cause the activity to desappear. In contrast to the corresponding esters 28a- c 
and 28e with smaller substituents at  the C-4 position, oxidative condensation of methyl-2- 
a1iiino-4-tert-butyI-3-hydroxybenzoate (28d) with potassium ferricyanide leads to the for- 
mation of 2-amino-phenoxazin-3-one derivative 29d and also to the N-phenyl-p-benzoqui- 
none iiniiie derivative 24c. Under the same conditions N-(2-amin0-4-tert-butyl-3-hydroxy- 
bcnzoyl)-12-threonin methyl ester (14d) and 4d form only the N-phenyl-p-benzoquinone imine 
dcrivatives 24d and 24e, respectively. Ring closure of 24c, d and e was accomplished em- 
ploying trifluoroacetic acid to yield 26c =29d and 26d, 26e =5d, respectively. Treatment of 30 

1)  XXXV. bzw. VITI. Mittcil.: H. Lnckner, Chem. Ber. 103, 2476 (1970). 
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with potassium ferricyanide does not result in oxidative condensation but leads to 3.6-di- 
tert-butyl-1.2-benzoquinone (33) as the main product. A red oxidation product of 2-amino- 
3-hydroxybenzoic acid, previously formulated as 34 or 35, was demonstrated to have the 
structure shown in formula 40a. 

rn 
Untersuchungen an siebzehn Actinomycinen u n d  einigen vierzig z. T. vollsynthe- 

tischen Actinomycinderivaten, die sich entweder in den Chromophorsubstituenten 
oder in der Struktur  bzw. Konfiguration der  Peptidlactonringe von nativen Actino- 
mycinen unterscheiden, haben gezeigt, von welchen strukturellen u n d  konfigurativen 
Voraussetziuigen die antibiotische, toxische und cancerostatische Wirksamkeit der 
Actinomycine und ihrer Derivate abhiingt 2-8). 

Diese Befunde unseres Arbeitskreises sind eincr niolekularbiologischen Deutung zuglng- 
lich geworden: 1. Seit man weiB, daR Actinomycine, z. B. Actinoniycin CI (6e), antibiotisch, 
toxisch und cancerostatisch wirken, weil sie durch Komplexbildung mit der DNS-Doppel- 
helix der Gene 9)  den Transkriptionsschritt in der Proteinbiosynthese unterbinden 10) ; 
2. Seit Muller11) sowie Miiller und Crotherslz) gezeigt haben, daR sich Entstehung, Struktur 
uiid Wirkungsweise der Actinomycin-DNS-Komplexe folgendermafien beschreiben lassen : 
1. Einschub des 2-Amino-phenoxazon-(3)-Ringsystems (Chromophor) der Actinomycine von 
der kleincn Furche dcr DNS-Doppelhelix her zwischen zwei Basenpaare, von denen cines 
Cuanin-Cytosin sein mu8 ; derart, daR der chinoide Ring des Chromophors dem Cytosinrest 
benachbart und elektronische Wechselwirkung zwischen dem Guanin-Cytosin-Paar und dem 
2-Amino-phenoxazon-(3)-Ringsystem des Chromophors moglich ist. 2. Verknupfung des 
Chromophors mit beiden Stringen der Doppelhelix iiber zwei sich zwischen Chromophor- 
Carboxamidgruppe und Desoxyribose-Ringsauerstoff ausbildende Wasserstoffbrucken. 3. Bil- 
dung einer Wasserstoff briicke zwischen Chromophor-Aminogruppe und Phosphat-Sauerstoff 
der DNS. 4. Anlagerung der Peptidlactonringe an die beiden HelixstfLnge unter Konfor- 
mationslnderung, die -- durch kleine Rinygliederzahl, ringstabilisierende Wasserstoff briicke 
und sperrige Alkylreste der Ringe erschwert langsam ist, langsame Bildung und Disso- 
ziation des Komplcxcs zur Folge hat und damit dessen lange Lebensdauer verstlndlich macht. 

Bildung derartiger Komplexe entlang der DNS-Doppelhelix sowie eine Lebensdauer des 
Komplexes, die deutlich groRer ist als die Zeit, welche die m-RNS-Polymerase braucht, um 
cin Nucleosid in die in-RNS einzubauen, verhindern die Progression des Enzyms entlang der 
als Matrize fungierenden DNS-Kette und blockieren damit RNS- und Proteinsynthese; im 
Gegensatz zu Komplexen aus DNS uiid 2-Amino-phenoxazon-(3)-Derivaten wie Actinomin 
(26h)13), deren Stabilitiitskonstante zwar der von Actinomycin-DNS-Komplexen gleicht, 
deren Lebensdauer aber zu kurz ist, um die Progression des Enzyms aufzuhalten. 

2 )  H. Brockmann, Fortschr. d. Chem. organ. Naturstoffe, Bd. XVIII, S. 1, Springer-Verlag, 

3 )  H. Brockmann und H. Lackner, Chem. Ber. 100, 353 (1967). 
4) H .  Brockmann, P. Hocks und W. Miiller, Chem. Ber. 100, 1051 (1967). 
5 )  H. Brockmann und H.Lackner, Chem. Ber. 101, 1312 (1968). 
6) H .  D. Bern&, Dissertation, Univ. Cottingen 1961. 
7) H. Brockmann und J.-H.  Manegold, Chem. Ber. 95, 1081 (1962). 
8) E. A .  Stiilzler, Dissertation, Univ. Gottingcn 1966. 
9) W. Kersten, H. Kersten und H. M. Rauen, Nature [London] 187, 60 (1960). 

10) E. Harhers und W. Miiller, Biochem. biophysic. Res. Commun. 7, 107 (1967). 
11)  W. Miiller, Habilitationsschrift, Univ. Cottingen 1967. 
12) W. Muller und D. M. Crothers, J. molecular Biol. 35, 251 (1968). 
13) F. Seela, Dissertation, Univ. Gottingen 1967. 

Wicn 1960; Angew. Chem. 72,438 (1960). 
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Die Actinomycin C1 (6e)-Derivate 6a14), 6b15), 6c  und 6d wurden synthetisiert, 
um zu sehen, wie sich biologische Wirksamkeit, Stabilitatskonstante des DNS-Kom- 
plexes und m-RNS-Polymerase-Hemmung andern, wenn in 6e die 4.6-Methylgruppen 
des in allen nativen Actinomycinen gleichen Chromophors16) durch Wasserstoff, 
Methoxyl, Athyl oder tert.-Butyl ersetzt werden. Zur Synthese wahlten wir den Weg 
uber die entsprechenden Actinomycinsauren, was darauf hinauslief, die von 1 und 2e 
aus iiber 3e, 4e und 5e laufende Actinomycin C1 (6e)-Syntheses) auf die L-Threonin- 
derivate 2a- d zu ubertragen. 
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14) Vorlauf. Mitteil.: H. Brockniann und F. Seela, Tetrahedron Letters [London] 1965, 4803. 
1 5 )  Vorlauf. Mitteil.: H. Brockmann und F. Seela, Tetrahedron Letters [London] 1968, 161. 
16) Mit Ansnahme eines durch den Buchstdben K gekennzeichneten Actinomycins, das 

anstelle der 4.6-Methylgruppen Methoxygruppen enthalt. B. Hsu und Mitarb., Scientia 
sinica 13,789 (1964). 
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Synthese der L-Threoninderivate 2 a-c und 2f 

Von den zur Darstellung von 2a, b, c und f erforderlichen Sauren 12e, f, a und c 
waren 12a und c noch nicht bekannt und wurden analog 7c + l2e17) dargestellt. 
7a gab mit 99proz. Salpetersaure zu 88 % ein kristallisiertes Nitrierungsprodukt, das 
bei einein 7d + 12glg) ahnlichen Reaktionsverlauf ein 8a/lla-Gemisch sein muate. 
Seine Auftrennung - im Gegensat7 zum Nitrierungsprodukt von 7d durch Kristalli- 
sation nicht zu erreichen - gelang nach Veresterung niit Diazoniethan durch Chro- 
matographie an Fluoreszenz-Kieselgel19). Man erhielt zwei kristallisierte Isomere mit 
der Bruttoformel von 8b  bzw. l l b ;  das langsamer wandernde mit Schmp. 132-133" 
zu 20% (bezogen auf 7a), das andere (Schmp. 163 164") zu 62yh. Das niedriger 
schmelzende enthLlt laut 60-MHz-NMR-Spektrum [CDC13, Singulett bei 8 7.75 (I), 
8.30 ( l ) ]  zwei nicht koppelnde Aromaten-Protonen und war damit als 8b charakteri- 
siert. Das andere gab sich durch AB-Kopplung seiner beiden Aromaten-Protonen 
(Schwerpunkte bei 8 7.40, 7.85; J = 9 Hz) als I1 b zu erkennen. 50stdg. Kochen in 
20proz. waBrigem Kaliumhydroxid verwandelte 8b und l l b  zu 90% in die kristalli- 
sierten Sauren9a und 12a. 

9" 

l?; i-g 

O2NQ OH 

R "  

1 3 a - f  

02NQ O H  

C2H5 

1u 

stand mit Kupferpulver in siedendem Chinolin ein kristallisiertes Dwdrboxy- 
iierungsprodukt, dem NMR-Spektruni nach das noch nicht berchriebcne 4-Nitro-2-athyl- 
phenol (10); ein weiterer Beweis fur die 6-Stellung der Nitrogruppe im Isomeren 8 b  

17) B. Hrgrdiis, Helv. chini. Acta 34, 61 1 (1951). 
18) B. Weinstein, 0. P .  Crews, iM. A. Leufrr, B. R.  Bulcer und L. Goodwtan, J. org. Chemistry 

19) H. Brockmann und F. Volpers, Chem. Ber. 82, 95 (1949). 
27, 1389 (1962). 
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7b, nitriert und aufgearbeitet wie bei 7a, ljeferte zwei kristallisiertc lsomere 
C14HlsN205 ; das im Chromatogamni schneller wandernde, durch AB-Spektruin 
(Schwerpunkte bei 6 7.65, 7.93; J =: 8 Hz) als l l d  charakterisierte zu 37?{ (bezogen 
auf 7b), das durch zwei Singuletts (8 7.93, 8.14) und fehlende meta-Kopplung als 8d 
ausgewiesene zu 4 9 x .  Das Produktverh2llnis lld/Sd ist mit 0.7 erheblich kleiner als 
bei den Athylderivatcn (11 b/8b = 3.0); ofYenbar, weil die sperrige tert.-Butylgruppe die 
Acetaminogruppe in eine Lage zwingt, die den Zugang zu C-2 erschwertzo). 

Der nucleophile Austausch der Aminogruppe gegen Hydroxyl, bereits bei 11 a 
trager als bei 11 e, wird erwartungsgemafl durch die tert.-Butylgruppe noch st2rker 
verzogert. Erst 50 stdg. Kochen niit 40proz. wafirigem Kaliumhydroxid verwandelte 
8d und l l d  in 88 bzw. 86proz. Ausbeute in  die kristallisierten SBuren 9b und 12c. 

Zur Gewinnung der L-Threoninderivate 2a-c wurden die Sauren 12e. f und a 
ZLI 13e, fund a benzyliert und deren Chloride in 2 n  NaOH niit L-Threonin gekuppclt. 
2a kristallisierte, 2b und 2c wurden als kristallisierte Dicyclohexylanimoniumsalze 
isoliert und aus diesen an saurern Jonenaustauscher freigesetzt. 

Eine analoge Darstellung von 2d war nicht moglich, weil sich das durch tert.-Rutyl 
abgeschirmte Hydroxyl von 12c nicht benzylieren liefl. Da bei der Uberfiihrung von 
ungeschutztem 12c ins Saurechlorid viele Nebenprvdukte entstanden, setzten wir 12c 
mit L-Threonin-methylester und Dicyclohexylcarbodiiinid um uiid vcrseiften das zu 
75 angefallene, kristallisierte 14a mit n-NaOH (30 Min./20"); ohne Racemisicrung, 
denn das entstandene 14b gab mit Diazornethan eiii 14c-Priparal init gleichem [o-]'D"- 
Wert wie aus 14a und Diazomethan bereitetes 14c. 

Zur Synthese der Chromophore von 6a-e 
Fiir die zweistufige Oxydation von o-Amino-phenolcn ZLI Chinon-monoiminen, z. B. 

solchen vom Substitutionstyp 1Sa dcr Verbindungen 4a--e, gilt 15a -> 20a. Fiir die oxydative 
Kondensation von 15a zu 2-Amino-phenoxazon-(3j-Dcrivaten vom Typ 26a, eine Synthese 
mit ,,nascierendem Chinon"2l1, kommen daher zwei Mcchanismen in Betracht: I .  Addition 
VOII 15a an 19a oder 20a zu 22a, dessen Dehydricrung zuin Renzochinon-anil 24a, intra- 
molekulare Phenol/Chinon-Addition ( ~ P  2Sa) und Lkliydrierung (i 26a). 2. Ve.rkniiplung 
iiber Radikal-Kationcn, beginncnd mit 15a + 18a -+ 21 a und weitcrgcfuhrt durch Oxydation 
von 21a uber 22a zu 23a, RingschluR zu 25a und Oxydation zu 26a. Welcher Mcchanisnius 
bevorzugt wird, bleibt offcn. 

Von den beidcn moglichen Kondensationsrichtungeri wird bei der Oxydation von o-A iiiino- 
phenol (15f) die 26f liefernde gegeniiber der zum Phenoxazonimiu 27b fuhrcndcn stark 
bevorzugt. Bei 15f-Derivaten vom Typ 1Sa hiingt das Produktvcrhaltnis 26a/27a von der 
Natur der Substituenten R' und R '  abZl.22). 

Diese Befunde sind hei Ringverkniipfungcn durch 1.4-Aniin- bzw. I .4-Phenol/Chinon- 
Addition dadurch ZLI erklarenzl), daR 1. Die Aniinogruppc in 15a und f nucleophiler ist als 
das Hydroxyl, 2. in 19f und 2Of die Tendenz der C ~- C ~ (7 --N-Gruppierung mi- Addition 
der 15a- bzw. 15f-Aminogruppe erheblich grijBer ist als bci C~ C: C -0, 3. die Additions- 
bereitschaft von C-C-C-N und C:C C ~ 0 durch elektronenziehendes R'  bzw. R" 
erhoht, durch elektronengebendes R' bzw. R" dagegen verringert wird. Analoges ist bei 
Ringverknupfung iiber Radikal-Kationen ZLI emarten. 

20) Vgl. K.-H. Bantel und H. Musso, Chem. Ber. 102, 695 (1969). 
21) H.-W. Wnnzlih-, Angcw. Chcm. 76, 313 (1964); Aiigew. Chem. internat. Edit. 3,  401 (1964). 
22) H.  Brockn?nnn und E. Schulze, Chcm. Ber. 102, 3205 (1969). 
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Von den Chromophor-methylestern 29a- d der zu synthetisierenden Actinomycin 
C1 (6e)-Derivate waren 29c und d noch nicht bekannt. Um sie analog wie 29e dar- 
zustellen, wurden 12b und d durch Hydrierung zu 28c und d reduziert und diese, ohne 
sie zu isolieren, bei pH 7.2 mit Kaliuinhexacyanoferrat(lI1) oxydiert. Dabei entstand 
aus 28c zu 91 % (bezogen auf 12b) rotbraunes, kristallisiertes 29c. 28d dagegen gab ein 
Oxydationsprodukt, das neben einer gelbroten Fraktion mit den Reaktionen des 
gesuchten 29d als Hauptanteil eine auf der Kieselgelplatte etwas langsarner wandcrnde 
rote Verbindung eiithielt, deren Elektronenspektrum dem von Ben7ochinon-anilen 
ahnelte 23). Kur7es Erhit7en des Gemisches in sauerstoffdurchstriimter Essigsaure/ 
Trifluoressigsdure (25 : 1) Iieferte, bezogen auf 12d, in 50pro7. Ausbeute kristallisier- 
tes, gelbbraunes 26c s 29d, charakterisiert durch Analyse, Elektronen- und NMR- 
Spektruin sowie die fur 2-Arnino-phenoxazone-(3) typicchen Farbreaktionen (rote 
lialochromie init konz. Salzsaure, Blauviolettfarbung in Dimethyll’ormamid/O. 1 P I  

NaOLJ, Saurehydrolyse zum 2-Desamino-2-hydroxy-phenoxaron-(3)-Derivat, das init 
Zinn(I1)-chlorid Grunfarbung gibt). Danach konnte die rote Verbindung nur das 
Ben~ochinon-anil 24c sein. 

Die Chromophor-methylester 29a ~ e (Tab. 1) unterscheiden sich in der Farbe ihrer 
init wenig 0.1 n Alkalihydroxid versetzten Dimethylformamidliisung3~. Im Papier- 
chromatograinni (Butanol/Dibutylather/lOproz. waI3r. Natrium-m-kresotinat, 1 : 2 :  3 )  
steigen die RF-Werte mit zunehmender Lipophilie der 4.6-Substituenten nach : 
29b <’ 29a ’ 29e -’ 29c 29d. 

Tab. 1 .  Absorptionsmaxima, molare Extinktion und Parbreaktion 
der Chromophor-inethylester 29a e 

Verbindung R A,,, ( E )  in Methaiiol Farbe in 
DM F/NaOH 

29 a H 432 (25800) 237 (32400) blau 
b OCH3 438 (29500) 246 (40000) grun 

C CzHj 435 (29200) 240 (37400) blaugrun 

d C(C7Hj)J 422 (26500) 240 (34700) rotviolctt 

e C‘H3 433 (30600) 217 (36000) blaugrijii 

Uiii zu sehen, ob  der RingschluB eines Benzochinon-anils voni Typ 24a durch 
groBere Reste an C-2 und C-6‘ erschwert wird, 
oxydierten wir das aus 14a durch Hydrierung gewonnene 14d bei pH 7.2 mit Kaliurn- 
hexacyanoferrat(III1. Ohne daB ein Kondensationcprodukt rnit dem 2-Amino-phen- 
oxazon-(3)-Spektrurn von 26d nachzuweisen war, entstand in 87pro7. Aucbeute eine 
chromatographisch einheitliche, kristallisierte, rote Verbindung C32H44N4010 nut 
ahnlichem Elektronenspektrum wie Benzochinon-anile 23). Ihr 100-MHz-NMR-Spek- 
trum (CDC13) zeigt an: 2 C(CH3)3 [8 1.10 (9), 1.42 (9)], 2 OCH3 [& 3.56 (31, 3.76 (31 ;  
2 benachbarte aromat. H (AB-Spektrum, Schwerpunkte bei 8 7.15, 7.37; J 8 Hz), 
1 Olefin-H [8 6.69 (I)] ;  1 phenolisches OH [Singulett 8 6.00 ( I ) ,  auf DzO-Zugabe ver- 

im Extreinfall durch die von 24e 

schwindendl. 

23) L. Horner und K .  Sturn?, Chem. Ber. 88, 329 (1955). 
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Kurzes Erhitzen in sauerstoffdurchstrbniter Essigsaure/Trifluoressigsaure (50 : 1 ) 
uberfuhrte die rote Verbindung zu 60% in aniorphes 26d, charakterisiert durch 
Analyse, Elektronen- und NMR-Spektrum sowie die fur 2-Amino-phenoxazone-(3) 
typisclxn Farbreaktionen. 

Von 26b [UV (Methanol): Amax 444 mp (E =: 28000), 239 (38000)l unterscheidet sich 26d 
durch kiirzcrwellige Absorption [UV (Methanol): 422 mil. (E 22000), 239 (35000)], groBcre 
Loslichkeit in lipophilen Solvenzien und gro0eren RF-Wert [Butanol/Dibutyllther/lOproz. 
waOr. Natrium-ni-kresotinat (1  : 2 : 3)]. 

Bruttoformel, Elektronen- und NMR-Spektruni sowie die U berluhrung in 26d 
bcweisen fiir die rote Verbindung die Renzochinon-anil-Forinel 24d; zugleich eine 
Hestiitigung fur die Annahme, daR fur das rote 28d-Kondensalionsprodukt Formel 
24c gilt. Da beim Erhitzen in Eisessig/Trifluoressigsaure die Chinonimin-Gruppierung 
von 24d hydrolysiert und die Aininogruppe von 26d durch Hydroxyl ersetzt werden 
kann, ist verstiindlich, daB die 26d-Ausbeutc 60 

In 24c und d werden C-6 und das 2‘-Hydroxyl durch das benachbarte tert.-Butyl 
stiirker abgeschirmt und die Eleklrophilie von C-6 weitgehcnder verringert, als wenn 
R” Methyl oder Athyl wHre. Beides erschwert die intramolekulare Phenol/Chinon- 
Addition so weit, daR 24c unter den Synthesebedingungen nur in geringem AusmaR 
zu 26c=29d wird und bei 24d die Cyclisierung ganz ausbleibt; offenbar, weil sie hier 
zusatzlich durch die groRen R’-Gruppen erschwert wird, die einer coplanaren Ein- 
stellung der Icinge hinderlicher sind als die Methoxycarbonyl-Gruppen von 24c. In  
heil3er Essigsaure/Trifluoressigsiiure cyclisicren 24c und d schnell zu 26c-29d bzw. 
26d, weil - abgeschen von der hbheren Teniperatur -- Protonierung des chinoiden 
Kinges die Illektrophilie von C-6 erhoht. 

Ob die beiden Benzochinon-anile in festein Zustand in der allein zum RingschluB be- 
fshigten anti-Form (auf 2 - R  bezogcn) 24c bzw. d vorliegen oder a k  syn-lsomeres, das in 
LBsung mit 24c bzw. 24d im Gleichgewicht steht, bleibt offen24). 

In Chloroform verwandelt sich 24c bei Luftzutritl allniiihlich in 26c, wiihrend 24d 
unverandert bleibt. Auf der Kieselgelplatte cyclisieren beide zu 26c-29d bzw. 26d; 
24d langsamer als 24c. 

Werden die Ringe bei der 2-Amino-phenoxazon-(3)-Synthese durch 1.4-Amin; 
Chinon- und 1.4-Phenol/Chinon-Addition verkniipft, so waren 24c und d Vertreter 
von norinalerweise nicht faDbaren Zwischenprodukten. Liiuft die Kondensalion 
dagegen uber Radikal-Kationen, so wiirde sich der sterische und elektronische Effekt 
der tert.-Butyl-Gruppen und die durch groRe R’-Gruppen erschwerte coplanare 
Einstellung der Ringe bei den Zwischenprodukten 23c und d bemerkbar machen, 
deren Cyclisierung zu 25c und d verzogern und damit die Oxydation von 236: und d 
~ L I  24c und d begiinstigen; d. h. die Iknzochinon-anile 24c und d waren dann Pro- 
dukte einer Ausweichreaktion, die das Zwischenprodukt 23c bzw. d in Form des 
zugehbrigcn Chinon-monoinins festlegt. 

Mit der Tsolierung von 24c und d ist zum ersten Ma1 bewiesen, dall die Konden- 
sation von 15a zu 26a, wie angenommen, mit der Addition der Aniinogruppe von 
15a an ein Oxydationsprodukt von 15a (18a oder 19a baw. 2Qa) beginnt. 

nicht iibersteigt. 

2.1) Vgl. A .  Riclcrr und H. Kessler, Tetrahedron [London] 23, 3723 (1967). 
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Voraussetzung dafdr ist, dal3 diese die Kondensation zu 26a einleitende Keaktion 
schneller ist als die Oxydation von 15a zu 18a bzw. 19a und 20a. Urn zu sehen, ob 
dies auch dann nocli zutrifft, wenn die Methoxycarbonylgruppc voii 28d durch tat .-  
Butyl ersetLt ist, haben wir 2-Amino-3.6-di-tert.-butyI-phenol (30)25) bei pH 7.2 init 
Kaliurnhexacyanoferrat(II1) oxydierl. Hauptprodukt war eine dunkelbraune, kri- 
stallisierte, mit 66pro7. Ausbeute isolierte Verbindung C14H~002 voin Schmp. 204" 
[UV (Cyclohexan): Amax 398 rnF (2650); 1R-CO: 1670, 1650km; NMR(CDC13): 
Singulett bei li 1.22 (18) und 6.78 (211, nach diesen Daten das noch ntcht bcscl-iriebene 
3.6-Di-terl.-butyl-ben~ochinon-( I .2) (33). BenLochinon-anil 24g oder 2-Amino- 
phenoxazon-i3) 24g  waren nicht nachzuweisen. 

Die Aminogruppe von 30 wtrd durch das benachbarte sperrige tert.-Butyl abge- 
whirnit und unter Ausbildung einer 0 He . .N-Brhcke auf das durch die zweite 
tert.-Butylgruppe gestutrte Hydroxyl gepreljt20); beides ungunstig fur Anlagerung an 
C-4 von 31 bzw. 32. Und da auljerdcni das 34ert.-Butyl in 31 bzw. 32 die nucleophile 
Addition der 30-Aminogruppe nicht nur sterisch, sondern durch semen groRen +1-  
Effekt auch elektronisch erschbert, uberrascht nicht, dai3 die Oxydation von 30 zu 32 
der Addition von 30 an 31 bzu/. 32 den Rang ablauft uiid 32zuinHauptprodukt wird. 
Ob dieses schon in der Reaktionslosung 7u 33 hydrolysiert wird oder erst bei der chro- 
niatographischen Abtrennung an Kieselgel G, bleibt of-fen. 

Zur oxydativen Kondensation der 2-Amino-3-hydroxy-benzocsaure 

Fur die Frage, ob 24c und d die ersten Benzochinon-anile sind, dic man bei oxy- 
dativer Kondensation von o-Amino-phenolen gefunden hat, war voii Interesse, dan 
Oxydation von 2-Amino-3-hydroxy-benzoesaure (36a) init Luft in ammoniakfreien 
Pufferlosungen ipH 9- 11.6) bis zu 50 04 eine rote, kristallisiertc Verbindung liefert, 
fiir die auljer 34 auch Forinel 35 i n  Betracht gezogen wurde26.27). 

Bei Uberprufung gab die rotc Verbindung iiiit Diazoinethan ein rotes Trimethoxy- 
Derivat C17H ~6N207. Sie hat demnach die Bruttoforniel C14HloN207 und enthdt 
ein 0-Atom mehr als 34 und 35. Ware sie ein Oxydationsprodukt von 35, so konnte 
das aufgenoniinene 0-Atom iiur als phenolisches Hydroxyl vorliegen und Diazo- 
rnethan wurde ein Tetramethnxy-Derivat liefern. Von 34 ld3t sich dagegen das urn ein 
0-Atom reichere Oxydationsprodukt 40a niit drei durch Diazotnethan methylier- 
baren Hydroxylen ~~- forniulieren. 

25) H. Mussv und K.-H.  Bnntel. Chem. Ber. 102, 686 (1969). 
26) A .  Butenundf, J .  Kech und G. Neiibrrt, Liebigs Ann. <-hem. 602, 61 (1957). 
27) A .  Bufennndt, E. Birkert und G. Neuhert, Liebigs Ann. ('hem. 603, 200 (1957). 
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Mit 40a stehen in Emklang: 1. Die Analyse der roten Verbindungzs), ihres O-Mo- 
noacetats (erhalten mit Keten in IZ NaOH) und farblosen Dihydrotetraacetats26'27), 
2 die Urnwandlung in 41 durch n NaOH (19 Stdn., Raurntemp.)27), 3. dasElektronen- 
spektruni des Trimethoxy -Denvales [A,,, (Chloroform): 486 nip (E - 2400), 323 
( 1  7900), 270 (12300)l. das dem von Amino-benzoch~nonen-(1.4) wie Cinnachinon 29) 

ahnlich ist, 4. das 100-MHz-NMR-Spektrum (CDCI?) dey Trimethoxy-Derivates 
40b, das anzeigt : drei benach barte Aromaten-Protonen (ABC-Spektrum zwischen 
S 7.0 und 7 7; drei Methoxylgruppen (6 3 84 (3), 3.87 (3), 3.88 (3)]; ein Olefin-H (Sin- 
gulett be1 S 5.25, Lage charakteristisch fur Olefin-H von Amino-benzochmonen- 
(l.4)3@), 5. der Alkdliabbau des Triniethoxy-Derivates 7u 36c ( 5 n  NaOH, 1 Stde., 
100*) Darnit konnen 40a iind b dls gesicherl gelten. 

DaO 40a dnrch Oxyddtion du5 34 entiteht, 1st zwar formal moghch, unter den VersuLhs- 
bedinguiigen aber auszuschliefien. Denn, dd un\ 28a rnit Kdliumhexa~yanoferrat(I~I) be1 
p H  7.2 zu 85% kristallislertes 2Ya lieferte, soflte auch Luftoxydation \on 36a bei pH 11.6 
gaiiz uberwiegend zum 2-Amino-phenoxaron-(3) 26i fuhren und Kondensation i n  Richtung 
auf 34 keine Rolle spielen. Pldusibel erscheint uns dagegen, daR \ich 40a - fur Ringver- 
knupfung durch 1.4-Amiii/Chinon-Addition form~iliert - auf folgendem Wege bildet. Das 
aus 36b entstandene 37 reagiert in  der alkalischen Losung statt mit der Aminogruppe von 
36a bevorzugt mit Hydroxyl-Ion unter Eiitstehung voii 38, worauf Oaydation zu 39, Ammi 
Chinon-Addition von 36b an 3Y und Dehydrierung des Adduktes LU 40a fuhrt 

Die Actinornycin C1-Derivate 6a-d 
Zur Kupplung von o-Valyl-L-prolyl-sai-kosyl-N-methyl-L-valin-benzylester ( I )  mit 

den L-Threonmderivaten 2a- c zu 3a- c verwendeten wir N-Athyl-5-phenyl-i~- 
oxazolium-3'-~ulfoiiat, for die Verknupfung von 1 mit 2f=14b zu 3f das bei der Dar- 
28) Uni sie mit 34 und 35 in Einklang 7u bringeii, hatte man die berechneten Werte aut 

C,4H10NZ06 -H20 bezogen. 
29) J. Gripenberg, Acta chem. scand. 12, 603 (1958). 
30) W. Luttka und G. Kunz, unverDIl'enthcht. 
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stellung von 14a bewahrte Dicyclohexylcarbodliniid, 3a- c wurden wie 3e5) durch 
Chromatographie an Aluminiumoxid yon Nebenprodukten beheit, Reiiliguiig von 
3f (mit phenolischem Hydroxyl und daher groljerer Adsorptionsaktivitit) gelang an 
Kieselgel G (Chloroform/Methanol, 95 : 5).  

Katalytische Hydrrerung von 3a- c zu 4a ~ c und deren Oxydation mit Kalium- 
hexacyanoferrat(Il1) bei pH 7.2 fuhrte zu 5a- c, analoge Umsetzung von 3f dagegen 
zu einer rotbraunen Verbindung -- dem UV-Spektruni nach 24e ~- die kurzeq Auf- 
kochen mit EssigsLureiTrifluoressigsaure (20 : I )  in 5 d  uberfuhrte. Chromatographi- 
sche Reinigung des Reaktionsproduktes wie be1 5a - c an Cellulose iiiit Losungs- 
mittelsystemen, die waBrige Losungen von Natrium-rn-kresotinat oder hhnlichen 
Losungsvermmttlern31) enthalten, entfiel, weil diese dank der sperrigen tert.-Butyl- 
Gruppen mit 5d keine Komplexe bilden. Sie gelang an MN-Polyamid-SC init Me- 
thanol als Laufmittel. 

Unter gleichen Bedingungen wie Actinomycin Cl-saure (5e)5) haben wir 5a- c 
mit N-Acetyl-imidazol/Acetylchlorid 3~ lactonisiert und das Reaktionsprodukt a n  
Aluminiumoxid und Cellulose abgetrennt. In Ausbeuten zwischen 20 und 30 "/, er- 
hielten wir kristallisiertes 4.6- Didesmethyl-actinomycin Cl (64,4.6-Dimethoxy-4.6-di- 
desmethyl-actinoniycin C1 (6b) und 4.6-Diathyl-4.6-didesmthyl-actinoiiiycm C1 (6c). 

Ebenso wie 5 d  bildet erwartungsgem5iB auch 6d keine Komplexe mit Natrlum-rn- 
kresotinat oder anderen 7ur Actinomycin-Trennung geeigneten Losungsvermittlern.3'). 
Das Bus 5 d  mit N-Acetyl-imidaLol/'Acetylchlorid erhaltene Lactonisierungsprodukt 
lie[J sich daher nicht wie bei 6a-- c und 6e durch Verteilungschromatographie an Cel- 
lulose auftrennen. Die Fraktionierung gelang schlieOlich durch praparative Schicht- 
chromatographie an Kieselgel G und gab zu 5 %  (bezogen auf 5d) amorphes 4.6- 
Di-tert.-butyl-4.6-didesmethyl-actinomycin C1 (6d). Sein langwelliges Absorptions- 
maximum (Tab. 2) Iiegl urn 16 mp kurzerwellig und hat eine um rund 20% kleinere 
Extinktion als bei 6e. Analoge, etwas geringere Unterschiede findet man bei den 
Chroniophorestern 29d und e (Tab. 1 ) .  

Tab. 2. Actinomycin C1 (6e)  uiid seine Derivate 6a--d 

[ E l 2  ?~nlZlX (c) Farbe 
(c. Methanol) Methanol Wasser DMF/NaOH Formel R 

6a H -290 & 3* 438 (21800) 438 (24400) blanviolett 

b OCH3 -308 j 1 0  448 (25900) 444 (24800) braunrot 

c CzH5 -290 _t 10" 444 (24000) 442 (24400) rotvlolett 

d C(CH3)3 -240 ;t 10" 427 (19300) rotviolett 

(0.17) 236 (31 800) 

(0.17) 247 (37 600) 

(0.19) 242 (34500) 

(0.19) 239 (33 600) 
e C'H3 -328 + 10" 443 (25000) 440 (24400) rotviolett 

(0.20) 241 (34000) 

31) H. Brockrnann uiid H .  Grone, Chem. Ber. 87, 1036 (1954). 
32) H. Brockmann und J.-H. Manegold, Chem. Ber. 100, 3814 (1967). 
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Die Wasserliislichkeit von 6b-d und Actinomycin C [  (6e) nimmt ab nach 6b  > 
6e ;> 6c > 6d. 6a, rund 50" hiiher schinelzend als 6e, ist in Wasser und Methanol 
weniger liislich als diescs. Dank hydrophober Wechselwirkung der Peptidlactonringe33) 
ist der Temperaturkoeffizient der Wasserliislichkeit von 6 a - ~  d ebenso wie bei 6e  
negativ. Liislichkcit in lipophilen Solvenzien und RE-Wert [Papierchromatogranmi, 
Butylacetat/Dibutylather/lOproz. wal3r. Natrium-m-kresotinat (3 : 1 : 4)] nehmen LU 

nach 6b < 6a i: 6e <: 6c -:: 6d. Die in Dimethylformamid auf Zusatz von wcnig 
0.1 17 NaOH auftretenden Farben (Tab. 2) unterscheiden sich von denen der Chromo- 
phoresler (Tab. 1 ) .  

Die biologische Wirksamkeit der Actinomycin C1-Derivate 

Detn Kalottenmodell des Actinoniycin-DNS-Einschubkomplexes nach 11 -12) sollten 
griinere Alkylreste anstelle der 4.6-Methylgruppen von Actinoniycin C1 (6e) sterisch 
den Einschub des Chroniophors zwischen die Basenpaare der DNS-Doppelhelix 
sowie elektronische Wechselwirkung zwischen dern 2-Aniino-phenoxazon-( 3)-Ringsy- 
stem und dern Guanin/Cytosin-Paar erschweren oder verhindern. In  Einklang damit 
stehen die Testergebnisse (Tab. 3). Die Stabilitatskonstante des DNS-Komplexes 
sowie die antibiotische Wirksamkeit von 4.6-I~iathyl-4.6-didesmetliyl-actinomycin CI 
(6c) sind deutlich kleiner als bei 6e, wiihrend sich beim Di-tert.-butyl-4.6-didesmethyl- 
actinomycin CI (6d) keine Koinplexbildung mit DNS und denientsprechend auch 
keine antibiotische Wirksamkeit nachweisen lie13. 

Obgleich die Methoxyl-Gruppen von 4.6-Dimcthoxy-4.6-didesmethyl-actinomycin 
C1 (6b) ein ahnliches Volumen haben wie die Athyl-Gruppen von 6c, ist die anti- 
biotische Wirksamkeit von 6b vie1 geringer als die von 6c; und kleiner ist in Uberein- 
stiininung damit auch die Stabilitatskonstante des 6b-DNS-Komplexes. Grund dafiir 
kijnnte sein, dal3 die Methoxyl-Gruppen hydratisiert sind und der zur Koniplexbildung 
erforderliche Abbau der Hydrathiille durch den damit verbundenen Energieaufwand 
die Bindungsenergie des Kornplexes verringert. 

Tab. 3. Biologische Wirkxamkeit von Actinomycin CI (6e) 
und seinen Derivaten ha- d 

Formel 6a 6 b  6 c  6d 6e 
R in 6a--d H OCH3 '221-15 C(CI-13)3 CH3 

Baktcriostatischc Wirksanikeitd) 
Staph. U I I I P I I S  5 5 30 0 100 
Rac. suhtilis 1 1 50 0 100 

Hemmung des 15% 25% 
Nucleotideinbaus in m-RNSb' 

so % 

Stabilitatskoiistante des 7.1.104 2.4.105 7.5.105 kein 2.3 . l o 6  

DNS-Komplexes bei 20"' 1.12) Komplex 
a) Verdunnungstest, Wirksanikcil bcrogen a d  Actinomycin C1 = 100, dessen antihiotisch wirksame Grcnz- 

b) Die Werte verdankcn wit' Hcrrn Dr. H. M U ~ Z Z Z ~ Q .  Lorungen 2.10-7 molar. 
konrcntrrrtion fur Stuph. uurcus hei 0.16 wg/ccni und fur Buc. .sirhtili.s hei 0.08 $g/ccm lag. 

33) CV. Muller und Z. Emme, Z .  Natnrforsch. 20b, 835 (1965) 
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Zu berucksichtigen ist ferner, daB im Kalotteninodell des 6b-DNS-Komplexes 
die 4.6-Methoxyl-Reste hydrophoben Gruppen der DNS-Doppelhelix benachbart 
sind, mit diesen aber im Gegensatz zu den 4.6-Methyl- und 4.6-Athyl-Gruppen von 
6e bzw. 6c nicht in hydrophobe Wechselwirkung treten konnen; d. h. im 6b-Kom- 
plex entfallt ein Faktor, der beim 6e- und 6c-Komplex zur Stabilitat beitragt. 

Bemerkenswert ist der niedrige Wert der Stabilitatskonstanten des DNS-Komplexes 
und die dementsprechend geringe antibiotische Wirksamkeit von 4.6-Didesmethyl- 
actinomycin C1 (6a), Denn hier sollte der Einschub des 2-Amino-phenoxazon-(3)- 
Ringsystems zwischen die Basenpaare der DNS-Doppelhelix und seine Auflagerung 
auf das Guanin/Cytosin-Paar sterisch weniger behindert sein als bei 6c. Erhohen, wie 
angenommen, die 4.6-Methyl-Gruppen von 6e durch hydrophobe Bindung an die 
DNS die Stabilitat des Komplexes, so ware das Fehlen dieser Bindungen im 6a-DNS- 
Komplex fur dessen geringe Stabilitiit und damit fur die geringe antibiotische Wirk- 
samkeit von 6 a  verantwortlich. Ob aunerdem noch andere Faktoren stabilitats- 
erniedrigend wirken, bleibt offen. 

Bei 6a, b und e nimmt parallel zu den Stabilitatskonstanten der DNS-Komplexe 
auch die prozentuale Hemmung des Nucleotideinbaus in die m-RNS ab. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschuft und dem Fonds der Chenzie danken wir fur Unter- 
stutzung uiiserer Arbeit, Herrn Dr. H. Lackner fur die Messung der NMR-Spektren. 

Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte sind im Berl-Block bestirnmt und korrigiert. 
Elektronenspektren: Zeiss PMQ 11; NMR-Spektren (6-Werte): Varian A 60 bzw. HA 100 

(rnit Tetramethylsilan als innerem Standard); Massenspektren: Atlas CH-4 bzw. SM 1 B. 

Losungsmittelsysreme fur Chromatogruphie: LS I: Butanol/Butylacetat/3proz. waBr. 
Natrium-m-kresotinat (7:  3 : 10). -- LS 11: (85 : 15 : 100). - LS JII: Butylacetat/lOproz. 
wal3r. Natrium-m-kresotinat (I : I). ~ LS IV: Butanol/Dibutyldther/lOproz. wEiRr. Natrium- 
m-kresotmat (1 : 2 : 3). Alle Kresotinatlosungen rnit m-Kresotinsaure gesdttigt. Cellulose- 
pulver (Nr. 123) und Chromatographiepapier (2043 b) von Fa. Schleicher & Schull, Dassel. 

Quantitative Aminosiiurebestimmungen nach Brockmann und Manegold34). 

Saures Kieselgel, a) lufttrocken, b) aktiviert: Neutrales Kieselgel (Gehr. Herrmann, Koln) 
wird in 0.1 n HCI aufgeschlammt, abgesaugt und a) an der Luft bis zur FlieBfahigkeit oder b) 
bei 110' getrocknet. 

3-Acetamino-4-athyl-benzoesdure (7a) : Eine mit Pd-Mohr aushydrierte Losung von 19.5 g 
3-Nitro-4-uthyl-benzoesuure in 150 ccm k h a n o l  verdampfte man nach Abfiltrieren des Kata- 
lysators zur Trockene, lostc die kristallisierte 3-Amino-4-uthyl-benzoesaure (16.4 g, am verd. 
Methanol farblose Nadeln vom Schmp. 150- 152") unter Erwarmen in 100 ccm Eiseqsig 
und versetzte mit 17 ccm Acetanhjdrid. Aus der Losung kristallisierte 7 a  (20 g) in farblosen 
Nadeln. Schmp. 273 -275" (nach Umkristallisieren aus Methanol/Wasser). 

CllH13N03 (207.2) Ber. C 63.75 H 6.32 N 6.76 Gef. C 63.86 H 6.16 N 6.85 

3-Acetu~nino-4-tert.-butyl-benzoesaure (7b): 90 g 3-Mtro-4-tert.-but,vEbenzoesiiure3~~, wie 
vorstehend in 600 ccm Athanol hydriert, gaben 77 g kristallisierte 3-Amino-l-ferf.-butyf- 

34) H. Bruckrnann und J.-H. Manegold, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 343, 86 (1965). 
35) C. C. Price und D .  C. Lincoln, J. Amer. chem. SOC. 72, 2807 (1950). 

Chemische Berichte Jahrg. 104 177 
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benzoe~crure35) und diese in 225 ccm Eisewg mit 77 a m  Acefunhvdrlrrd 70 g kristallisiertes 7b. 
Schmp 250 252' (nach Umkristdllisieren aus MethanoliWasser). 

C13H17N03 (235 3) Ber C 66.36 H 7 28 N 5 95 (;ef. C 66.66 H 7 12 N 5.86 

2-Nitro-3-ac etanirno-4-athyl-henzoe~aure-i~ietliylester (1 1 b) uwd 2-Nrrro- S-nretam1rro-4-athvl- 
beitzoesaure-r,iethvleBter (8b) 19 g 7a gab man uiiter Ruhren 111 65 ccm d U f  0 -5" gehaltene 
99 pro2 Jnlpetersaure, go6 nach 2 Stdn auf Eis, nahm dds dusgefallenc, gctroLknete Ni- 
trierungsprodukt (21 4 g) in 200 Lcm Methanol duf uiid vcr\et~te mil uberschussiger ather 
nruzomrtharr-Losui~g hach  2 Stdn wurde das Losungsmittel verdampft und der Ruckstaiid 
aus 600 ccm Kcn7oljAthyla~etat (1 . 1 )  a n  einer 90 8-cm-Salk am neutralem Kieselgel 
(KorngroBe .: 0 08 mm, 2 "/, LeuchtstoIT ,.Rot hr", Riedel-de Haen)19) chromntogrdphiert. 
Aus der schiieller laufendcn Zoiic erhiclt man I S  2 g (627") l l b ;  aus Benzol/Petrolather 
farblose Nadeln vom Schinp. 163 

ClzH14N20~ (266.3) Her. C 54 17 H 5 30 N 10 52 Gef C 54 16 €I 5.60 N 10 59 

164". 

Aus der laiigsamer bandernden Zone ibolierte man 5 0 g (20",) 8b; aus BenzoliPetrolather 
tarblose Nadelii vom Schmp. 132 133". 

C12H14N20~ (266.3) Ber. C 54.13 )I 5.30 N 10 52 Cef C 54 25 H 5 36 N 10.64 

2-N1tro-3-acrfununo-4-tert.-brct~ l - b e n z n r s a ~ ~ r e - ~ ~ ~ c ~ l ~  vlester ( 1 1  d) und 2-,Rjllro-5-acetamino- 
4-tert -buti,l-benzoPsaurr-~~ze~/z~ /ester (8d) Nitrieruiig von 70 g 7 b und Autarbeitting wie 
vorsteheud gab 77 g hitricruiigsprodukt. Nach Vercsterung erhielt man be1 Chromato- 
grdphle an ticr 90 k 8-cm-Sdulcn dus der schnellereii Zone 32 g (37:;) l l d ;  nus Ben7ol/ 
Petrolather farblosc hadcln ~0111 Schnip 229 - 230" 

C I ~ H ~ S N ~ O ~  (294.3) Bcr. C 57.13 FI 6 17 N 9.52 Gef. C 57.45 H 6.25 N 9.54 

Die langsamere Zone lieterte 43 5 g (49",) 8d; aus Benrol/Petroldther farblose Nadeln 
vom Schmp. 151 152'. 

C I J H ~ ~ N : O ~  (294.7) Her. C 57.13 H 6.17 N 9.52 Gct. C 57.43 H 6 07 N 9 46 

2-Nrtro-3-h~druxy-4-utlr~I-benzocsnure (I2a) 20 g I l b  bochte man 50 Stdn. in 250 ccm 
2Oproz. an6r .  Kahu,mhydrord, extrdhierte die angesaucrte Losuiig anteilweise mit insgesamt 
1 I Athylacetat und verdampfte die mit gesattigtei Kochmlzlosung geadschene orgdnische 
Phase I .  Vak. zur Trockene. Chronidtogi aphie des Ruckstandes aus Benrol/Athyldcetat 
(7 1) an einer 50 2 7-cm-Saule aus sdurem Kieselgel hfttrocken) und Umkristdllisieren de\ 
Inhaltsstoffes der gelben Hnuptzone aus Benzol'Cyclohexan gab 14 3 g (90:!,) gelbe Nddeh 
vom Schmp. 142 - 144". 

(1) breit, 
NMR (DMSO-d6): t 6 1.18 (3) (J - 7 5 Hr), q 2.70 (2) (J  = 7.5 Hz), s 7.42 (2), OH 10.00 

C9H9N05 (211 2) Ber. C 51.19 €€ 4.30 N 6.63 Cef. C 51 45 H 4.31 N 6.76 

2 - N i 1 r o - 3 - h ~ d r o ~ ~ ~ - 4 - u t l i y l - b e n z u ~ ~ a u r t ~ - ~ 1 ~ ~ l i v l e s t e r  (12b) Eine von Chlorwasserstoff durch- 
stromte Losung von 4.0 g 12a in LOO ccm Methanol hielt man I 5  Stdn am Sleden, gab sie 
dann in 400 ccm Wasser, extrdhrerte enchopfend mit Ather und chromatographierte den 
Verdampfungsruckstai~d des Atherauszuges aus Chloroform an eincr 15 x 4-cm-Saule aus 
neutralem Kieselgel (Korngrooe t o  08 mm) Die schnell wdnderiide oraiigefai bene Hdupt- 
zone gab ails n-Pentan gelbe Nadeln vom Schmp. 42-43", Ausb. 3.6 g (85:;). 

N M K  (CDC13) t 8 1 25 (3) (J = 7.5 IIz),  q 2 52 (2) (J - 7 5 Hz), s 3.88 (3), d 6.98 (1) 
(J = 8 Hz), d 7.37 ( 1 )  (J - 8.0 H7), s 10 7 1  ( 1 ) .  

CioHilNOs (225.2) Ber C 53.33 H 4.92 N 6.22 Cef. C 53.63 Ii 5 12 N 5.91 
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2- Nitro-3-henzylo,~y-4-uthyl-benzoesuure (13a) : Unter stlndigem Riihren versetzte man 
cine Losung von 12.4 g 12a und 7.5 g Kaliumhydroxid in 100 ccm Methanol mit 15.5 g 
Mmzylchlorid, kochte 10 Stdn. unter RiickfluB und hielt zur Esterverseifung nach Zugabe von 
70 ccni 20proz. waI3r. Kaliumhydroxid noch 30 Min. am Sieden. Aus der durch Wasser- 
dampfdestillation von Methanol und Benzylalkohol befreiten roten Losung wurde 13a mit 
Salzsaurc ausgeflllt. Aus AthanollWasser farblose Nadeln vom Schmp. 163-166". Ausb. 
12.7 g (72 %). 

d 7.60 (1) ( J  2 ~ -  8 Hz), d 7.80 ppm (1) (J  = 8 Hz). 
NMK (DMSO-ds): t f i  1.25 (3) ( J  = 7 Hz), q 2.33 (2) ( J  7 Hz), s 4.97 (2), s 7.40 (5), 

C16H15NO5 (301.3) Ber. C 63.78 H 5.02 N 4.65 Gef. C 63.56 H 4.86 N 4.63 

2-Nitro-5-hyrlroxy-4-athyChenzoesaure (9a) : 3.0 g 8 b, umgesetzt und aufgearbeitet wie bei 
12a (Chromatographie aus Benzol/Athylacetat 1 : 1 an 20 X 3.5-em-Saule) lieferten 2.1 g 
(89 %) gelblichc Nadeln (aus Athylacetat/Cyclohexan) vom Schmp. 164- 166". 

NMR (DMSO-d6): t 6 1.15 (3) ( J  = 7 Hz), q 2.63 (2) ( J  == 7 Hz), s 7.05 (l), s 7.84 (1). 
CgHgNOs (211.2) Ber. C 51.19 H 4.30 N 6.63 Gef. C 51.50 H 4.36 N 6.63 

4-Nilro-2-Uthyl-phenol(lO) : Eine mit 0.5 g Kupferpulver versetzteLosungvon0.5 g9a  in lOccm 
Chinulin hielt man am Sieden, bis die COz-Entwicklung beendet war, go13 in 100 ccm Wasser 
und extrahierte die vom Kupfer abfiltrierte, mit konz. Salzsiiure angesguerte Losung mit 
Athcr. Der beim Vcrdampfen des Athers hinterbliebene Riickstand (150 mg, 38 %) kristalli- 
sicrte aus Pctroliither in farblosen Nadeln vom Schmp. 78 -80". 

(J - ~ 8 H z  und 2 Hz), dd 8.00 (1) ( J  = 8 Hz und 2 Hz), s 8.07 ( I ) .  
NMK (CDC13): t 6 1.25 (3) (J  = 7.5 Hz), g 2.73 (2) ( J  = 7.5 Hz), s 6.23 (l), dd 6.76 (1) 

C8H9N03 ((167.2) Ber. C 57.84 H 5.42 N 8.36 Gef. C 57.59 H 5.43 N 8.46 

2-Nitro-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoesaure (12c): 20 g l l d  wie bei 12a umgesetzt und auf- 
gcarbcitet (40proz. wiiI3r. Kuliumhydroxidstatt 20proz. ; 20 x 6-cni-Saule, Benzol/Athylacetat, 
1 : 1) liefertcn 14 g (86%) 12c, aus Athylacetat/n-Pentan gelbe Kristalle vom Schmp. 199" 

NMR (Aceton-d6): s 8 1.48 (9), d 7.40 (1) (.I = 8 Hz), d 7.70 (1) (J  = 8 Hz), OH 9.25 
(Zcrs.). 

(brcit). 
Cl lH13N05 (239.2) Ber. C 55.23 H 5.48 N 5.86 Gef. C 55.69 H 5.72 N 5.97 

2-Nitro-5-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoesaure (9 b) : 20 g 8 d  wie bei 12c umgesetzt, gaben ohne 
Chromatographie 14.4 g (88 I%) 9 b; aus Benzol/Petrolather farblose Oktaeder vom Schmp. 
199". Ein Gemisch mit 12c (Schmp. 199') schmolz bei 175". 

NMR (DMSO-d6): s 6 1.36 (9), s 7.02 (l), s 7.80 (l), OH 5.00 (breit). 
Cl1H13NOs (239.2) Ber. C 55.23 H 5.48 N 5.86 Gef. C 55.40 H 5.49 N 5.96 

2-Nitro-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoesaure-methylester (12d): 4.0 g 12c wurden verestert 
und aufgearbeitet wie bei 12b. Ausb. 3.75 g (89%), aus Methanol/Wasser gelbe Nadeln vom 
Schmp. 93 -95". 

(1). 
NMR (CDCI3): S S  1.40 (9), s 3.90 (3), d 6.98 (1) (3 = 8 Hz), d 7.52 (I) (J = 8 Hz), s 9.80 

ClzHlsNOs (253.3) Ber. C 56.91 H 5.97 N 5.53 Gef. C 56.75 H 5.83 N 5.67 

N-[2-Nitro-3-berizyloxy-henzoylJ-~-threonin (2a) : Eine Suspension von 5.7 g 13e mit 
Schmp. 196-- 198" (aus 12e analog dargestellt wie 13a17)) in 15 ccm Thionylchlorid hielt man 
I 5  Min. am Sieden und verdampfte i. Vak. zur Trockene. Das hinterbliebene, kristallisierte, 

177. 
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i. Vak. uber Kaliumhydroxid gelrocknete 13e-Chlorid nahm man in 90 ccm Benzol/Ather 
(7 : 2) auf, versetzte bei 0" mil 2.4 g L-Threonin in 40.5 ccm 0.5n NaOH und d a m  am Vi- 
bromischer tropfenweise rnit 20.3 ccm n NaOH. Nach 3 Stdn. wurde die waRr. Phase ab- 
getrennt, mehrmals rnit Ather durchgeschuttelt, angesauert und erschopfend mit Athylacetat 
extrahiert. Das nach Verdampfen des Athylacetats hinterbliebene 2a kristallisierte aus Aceton/ 
Chloroforminfarblosen Nadeln vom Schmp. 130-131°. Ausb. 5.7 g (7373, 70 + I "  
( c  = 1.6, Athanol). 

C18H18N207 (374.3) Ber. C 57.75 H 4.85 N 7.48 Gef. C 57.73 H 4.90 N 7.47 

Dicyclohexylaiiiinuniumsali vun N-~2-Nitru-4-methoxy-3-beniyloxpbenzoyl!-L-threonin (2 b) : 
6.2 g 13f 36), wie vorstehend rnit Thiunylchlorid behandelt und als 13f-Chlorid in BenzoliAther 
(2 : 1) suspendiert rnit L-Threonin umgesetzt, gab ein amorphes Kupplungsprodukt, das in 
35 ccm Athylacetat bei 0" rnit 3.8 g Dicycluhexylamin in 35 ccm Ather versetzt wurde. Das 
ausgefallene Salz (7.4 g, 62 %) kristallisierte aus Athylacetat In farblosen Nadeln vom Schmp. 
167-169". [a]&O: -7.7 f 0.5" (c = 1.5, Methanol). 

(C6H11)zNHz]ClgHlsNzOs (585.7) Ber. C 63.57 H 7.40 N 7.18 Gef. C 63.60 H 7.52 N 7.05 

N-[2- Nitro-4-~nethuxy-3-be1~iylux~-benzuy~~-~-fhreonin (2 b) : 4.1 g des vorstehenden Di- 
cyclohexylammuniumsalzes in 200 ccm Methanol/Wasscr (3 : 1) schiittelte man 1 Stde. rnit 
7 g Tonenaustauscher (E. Merck, He-Form), engte die abfiltrierte Losung auf 50 ccm ein, 
versetzte mit wenig verd. Salzsaure und extrahierte mehrmals niit Athylacctat. Chromato- 
graphie des Athylacetat-Ruckstandes aus ChloroformiAceton (1 : 1) an einer 15 X 2.8-cm- 
Saule aus saurem Kieselgel gab eine im UV-Licht bei 366 m p  erkennbare Hauptzone, aus 
deren n i t  Wasser gewaschenem Eluat 2.7 g (95 %) amorpbes 2b isoliert wurde. [a]$': -42.0 
& 1" ( c  = 1.6, Atlianol). 

C10H20N205 (404.4) Ber. C 56.43 H 4.99 N 6.93 Gcf. C 56.44 H 5.06 N 7.07 

Dicycluhexylummuniumsali vun N-[2-Nitru-3-heniyluxy-4-a~hyl-benzuyl]-~-threonin (2c): 
6.3 g 13a verwandelte man wie bei 2a ins Chlurid, kuppelte dieses rnit 2.4 g ~-Threunin und 
erhielt das Dicycluhexylummoniumsuli aus Athanol oder Chloroform in farblosen Nadeln 
vom Schmp. 178". Ausb. 7.5 g (61 %), [.*I?: -~ 18 f 0.5" (c = 1.5, Methanol). 

( C ~ H , I ) ~ N H ~ J C ~ ~ H ~ ~ N ~ O ~  (583.7) Ber. C 65.84 H 7.77 N 7.20 Gef. C 65.67 H 7.68 N 7.38 

N-i2-Nitru-3-henzyloxy-4-athyl-benzuyl]-~-threonin (2c): 2.9 g des vorstehenden Dicyclu- 
hexylummoizlunisales, mit lonenaustauscher umgesetzt und aufgearbeitet wie bei 2 b, gaben 
1.85 g (92%) gelbliches, amorphes 2c. [c(]$~: --58 5 1" (c = 1.6, Methanol). 

C20H22N207 (402.4) Ber. C 59.69 H 5.51 N 6.96 Gef. C 59.52 H 5.53 N 7.01 

N-/2-Nitru-3-hydruxy-4-fert.-butyl-henzoyI,/- ~-threunin-methylester (14a) : Zu 4.8 g 12c und 
2.66 g ~-Threu~zin-metlzyZestrr in 300 ccm Methylenchlorid gab man bei 0" eine geslttigte 
Losung von 4.2 g Dicycluhexylcarbudiimid (Farbumschlag von gelb nach rot) und ruhrte 
2 Stdn. bci 0" und 12 Stdn. bei 20". Die vom Dicyclohexylharnstoff abfiltricrte, mit n HCl und 
5proz. waRr. Natriumhydrogencarbonat durchgeschiittelte Losung verdampfte man i .  Vak. 
zur Trockenc, hielt die Losung des Riickstandes in 400 ccm Aceton einige Stdn. bei 0" und 
filtrierte vom Dicyclohexylharnstoff ab. Das nach Verdampfen des Acetons hinterbJiebene 14a 
kristallisierte aus Athylacetat in gelben Prismen (5.3 g, 75%) vom Schmp. 198-199". [a]z,O: 
-62.5 3~ 0.5" ( c  = 1.3 ,  Methanol). 

Ci6H22N207 (354.4) Rer. C 54.23 H 6.26 N 7.91 Gef. C 54.50 H 6.40 N 8.00 

36) Chow-Shu-Wei, Kuo Yee-sheng, Chou Ching-Hsu und IIsu Bin, Scientia Sinica 12, 49 
(1963). 
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N-~2-Nitro-3-methoxy-4-tert.-butyl-henzoyll-~-threonin-methylester (14c): Eine rnit iiber- 
schussigem ather. Diazomethan versetzte Losung von 300 mg 14a in 30 ccm Methanol ver- 
diinnte man nach 30 Min. rnit 50 ccm Chloroform und erhielt aus der rnit verd. Salzsaure 
und wLOr. Natriumhydrogencarbonat gewaschenen organischen Phase 283 mg (91 %) 14c, 
das aus #thylacetat/Cyclohexdn in gelblichen Nadeln vom Schmp. 160' kristallisierte. [a]2,": 
---62 5. 1" (c = 1.0, Methanol). 

C17H24N207 (368.4) Ber. C 55.43 H 6.56 N 7.61 Gef. C 55.30 H 6.48 N 7.65 

~-[2-Nitro-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoyl]-~-threonin (14b): 1.77 g 14a in 20 ccm n NaOH 
riihrtc man 30 Min. bei 20", verdiinnte rnit 300 ccm Wasser, schiittelte einmal mit Chloro- 
form aus, extrahierte die rnit Salzsaure angesauerte waBr. Phase mit .&thylacetat und erhielt 
nach Verdampfen des Athylacetates 1.65 g (98%) amorphes, gelbes 14b mit [a]",O: -70 f 1" 
(c == 1.2, Methanol). 

C15H20N207 (340.3) Ber. C 52.93 H 5.92 N 8.23 Gef. C 52.81 H 6.04 N 8.11 

2-Amino-4.6-diathyl-pheiloxazon-(3/-dicarbonsaure-(1.9)-dimethylester (29~): Eine rnit Pd/ 
Kohle aushydrierte Losung von 2.25 g 12b in 50 ccm Methanol wurde nach Abfiltrieren des 
Katalysators mit 200 ccm auf 40" erwarmten 0.07 m Phosphatpuffer (pH 7.2) und dann an- 
teilweisc unter Ruhren mit einer Losung von 9.9 g Kaliumhexacyanoferrat(l1I) in 75 ccm 
Puffer versctzt, wobei man mit n NaOH auf pH 7.2 hielt, Nach 1 Stde. loste man das ausge- 
fallene, abzentrifugierte 29c in Chloroform, wusch mit Wasser und erhielt aus der eingeengten, 
mit Methanol versetzten Losung 1.75 g (91 %) rotbraune Nadeln vom Schmp. 172-173". 

UV (Methanol): A,,, 435, 240 mp  (E = 29200, 37400). 
NMR (CDCI3): t S 1.17 (3), t 1.34 (3) (beide rnit 7 Hz), q 2.78, q 2.95 (zusammen (4), J = 

7 Hz), s 4.00 (6), d 7.30 (1) (I = 8 Hz), d 7.60 ( I )  ( J  = 8 Hz), NH 7.70 (breit). 

C20H20N206 (384.4) Ber. C 62.49 H 5.24 N 7.29 
Gef. C 62.48 H 5.26 N 7.38 Mo1.-Gew. 384 (Massenspektrum) 

2-Amino-4.6-di-tert.-butyl-phenoxazon-(3) -dicarbonsaure-(I.9) -dimethylester (29d) : Zu einer 
mit Pd/Kohle aushydrierten, filtrierten Losung von 1.27 g 12d in 50 ccm k h a n o l  gab man 
200 ccm 0.07 m Fhosphatpuffer (pH 7.2) und anteilweise eine konz. Losung von 4.45 g 
Kaliurnhrxucyanoferrat(III) in Puffer. Nach 1 Stde. schiittelte man rnit Chloroform aus, 
wusch mit Wasser, loste den Chloroform-Abdampfruckstand (1 g) in 100 ccm Eisessig und 
kochte nach Zugabe von 4 ccm Trifluoressigsaure 3 Min. unter Durchleiten von Sauerstoff, 
wobei die anfangs rote Losung gelbrot wurde. Nach 10 Min. versetzte man rnit dem doppelten 
Vol. Chloroform sowie vie1 Wasser und erhielt aus der mit w113r. Natriumhydrogencarbonat 
gewaschenen Chloroformphase nach zweimaligem Umkristallisieren aus Chloroform/Me- 
thanol 550 mg (50%) gelbbraune Prismen vom Schmp. 166-168'. 

UV (Methanol): A,,, 422, 240 my (E = 26500, 34700). 
NMR (CDC13): s S 1.51 (9), s 1.56 (9), s 3.91 (3), s 3.94 (3), s 7.44 (2), N H  7.35 (breit). 

C24HzsN206 (440.5) Ber. C 65.44 H 6.41 N 6.36 
Gef. C 65.38 H 6.45 N 6.42 Mo1.-Gew. 440 (Massenspektrum) 

N.N-13-Amino-2'-hydroxy-5.3'-di-tert.-butyl-benzochimon-(l.4) -l-anil-dicarbonyl-(2.6')l-bis 
I ~,-threonin-methylester/ (24d): Eine Losung von 1.77 g 14a in 200 ccm Methanol wurde mit 
Pd-Mohr aushydriert, vom Katalysator abfiltriert uud mit 300 ccm Methanol sowie 250 ccm 
0.07 m Phosphatpuffer (pH 7.2) verdunnt. Nach Zugabe von 5 g in wenig Wasser gelostem 
Kuliumhexacyanoferrat(IIt) (Farbumschlag nach rot) und 250 ccm Puffer riihrte man 12 Stdn. 
bci 20", schuttelte mit Chloroform aus und erhielt nach Verdampfen des Chloroforms 1.4 g 
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(87 "/d) 246, das aus Benzol/Petrolather in braunrotcn Nadeln vom Schmp. 206" kristallisierte 
und auf der Kieselgelplatte (Athylacetat/Cyclohexan, 4 : 1) nur eine Zone bildete. 

UV (Methanol): Xmax 486, 300 mp (E = 4900, 14900). 

C32H44N4010 (644.7) Ber. C 59.61 H 6.88 N 8.69 0 24.82 
Gef. C 59.91 H 6.92 N 8.46 0 25.05 

N.N-12-Amino-4.6-di-tert.-hut~l-pheno.uazon- (3) -dicarbonyl- (1.9) j - his- / L- threonin- tiiethyl- 
ester1 (26d): Eine rnit 0.5 ccm Trifluoressigsaure versetzte rote Losung von 100 mg U d  in 
25 ccm Eisessig hielt man unter Ihrchleiten von Sazrerstof 2-3 Min. am Sieden (Gelb- 
fdrbung), unterbrach die Sauerstoffzufuhr, verdiinnte nach 20 Min. mit 100 ccm Chloroform, 
entfernte die Sauren durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Wasser und chromatographierte 
den Verdampfungsruckstand der Chloroformlosung aus Chloroform/Methanol (98 : 2) an 
einer 15 X 2.5-cm-Saule aus Aluminiumoxid IV (neutral, Woelm). Aus dem eingeengten 
Chloroformeluat der Hauptzone fallte Cyclohexdn 60 mg (60 Y b )  gelbrotes, amorphes 26d  
mit [GI&': -1  82 & 3" (c  .: 0.1, Chloroform). 

UV (Methanol): Xmax 422, 239 mp  (E = 22000, 35500). 
NMR (CDC13): d I s  1.26 (6) (J  = 7 Hz), s 1.54, s 1.57 (zusammen IS), s 3.70 ( 3 ) ,  s 3.80 ( 3 ) ,  

m 4.40 (2), dd 4.80 (1) ( J  = 8 und 3 Hz), q 5.04 (I), d 7.43 (1) (J ~~ 8 Hz), d 7.52 (1) (J  = 

8 Hz), N H  11.7 (breit). 

C32H42N4010 (642.7) Ber. C 59.80 H 6.59 N 8.69 Gef. C 59.99 11 6.49 N 8.61 

3.6-~i-tert.-buryZ-beirzochinon-(1.2) (33): Zu 220 mg 3 0 2 5 ,  in 25 ccm Methanol gab man 
unter Riihren Iangsam eine Losung von 1 g Kalii~mhex~ic!:nnoftrrat(IIZj in 50 ccm 0.07 in 
Phosphatpuffer (pH 7.2), hielt durch Zugahe von 2n NaOH standig bei pH 7.2, verdunntc 
nach 3 Stdn. mit Wasser und extrahierte erschopfend mit Chloroform. Der Verdampfungs- 
riickstand des Chloroformauszuges gab aus Benzol an einer 30 x 2.5-cm-Kieselgel G-SBule 
eine grune Hauptzone, die aus n-Hexan dunkelbraune Nadeln (145 mg) crgah; Schmp. 204". 

C14H2002 (220.3) Ber. C 76.32 H 9.23 0 14.53 Gef. C 76.20 H 9.04 0 14.61 

2-Amino-5- [ 2 - Inethoxy-6-inetho~ycurl~~~tiy~-  anilinoj - 3-nietho.u.vc~vcrcrhor1yl-b~r1zochinon - ( I  .4) 
(40b): 100 mg des aus 36a durch Luftoxydation hei pH 1 I .6 entstandenen roten, kristalli- 
sierten Kondcnsationsproduktes26) in 15 ccm TetrdhydrOfurdn versetzte man mit uber- 
schussiger Bther. Diazomethan-Losung und verdampfte nach 2 Stdn. zur Trockene. Der Riick- 
stand kristallisierte aus Chloroform/Methanol in roten Nadeln vom Schmp. 221' (65 mg, 
57 7:) und gab aul der Kieselgel-Dunnschichtplatte (AthyIacetatlCyclohexan 8 : 2) eine ein- 
heitliche Zone, 

UV (Methanol): A,,, 486, 325, 269 mp (E = 2200, 19 100, 13000). 
C17H16NZ07 (360.3) Ber. C 56.67 H 4.47 N 7.78 0 31.08 

Gcf. C 56.63 H 4.46 N 7.72 0 31.10 
Masse Ber. 360.096 Gef. 360.094 

3-Methoxy-anthranilsuurp (36c) am 40b: Eine Losung von 10 mg 40b in 2 ccm 5 n  NuOH 
erhitzte man 1 Stdc. unter Stickstoff, sauerte rnit Salzsaure an und verdampftc zur Trockene. 
Dcr Riickstand zeigte im Kund-Papierchromatogramm (Laufmittel: Butanol mit 5w Am- 
moniak gesattigt) eine im UV-Lil.ht blau fluoreszierende Zone rnit dem Ra-Wert von 36c. 

N-i2- Nitro-3-benzyloxy-henzoq.l/- 1.-threonyl-o- val.vl-L-prolyl-sarkosyl- N-methyl- L-valin-hen- 
Zylester (3a): Zu einer Losung von 1.01 g 2a  und C.37 ccm Trigthylamin in I0 ccm Nitro- 
methan, in die man unter Riihrcn 0.7 g fein zerricben-; N-,4thyl-5-pheiz~,l-iso~~~zoZi~~-3'-  
sulfonat eingetragen hatte, gab man nach 7 Min. eine Lijsung von 1.42 g I-Hydrochloridsl 
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und 0.40 ccm Triathylamin m 15 ccin Nitromethan. Nach 10 Stdn. \%urde das Losungsmlttel 
I Vak. verdainpft, die Losung des Ruckstandes in Chloroform mit 2 n  HCI nnd 5pro7. 
waBr. Natriuniliydropencarboiiat gewaschen uiid dds iiach Verdampfe~i des Chloroforins 
hlnterbliebene Rohprodukt (2.2 g) aus Henzol an eincr 20 ' 2-cm-Sdale aus Alurnmiumoxld 
TV (ncutral, Woclni) chroinalogrdphiert, wobei Verunreiniguiigen ~ n s  Filtrat gingen. [)as 
Chloroform- oder AthylnLetdt-~luat der Hduptzone uurde durch ein gchartctes tlltcr gc- 
geben und hclerte nnch Verdampfen des Lowngsniittels 1.5 g (66 ",,) farblosc5, aniorpllcs 3a. 
[ m l b :  -53 ~ 1" (c - 0.4, Methanol) Zur Analyse uurdc 5 Stdn I Hochvak bci 80' 
getrocknet. 

C44H+It,011 (844.9) Bcr. C 62 5 5  H 6.69 N 9 95 Gef. C 62.45 H 6.74 N 10.05 

N-, 2 - N i t r o - 4 - m e f h o x ~ - 3 - b e n ~ } ~ l ~ ~ ~ ~ - b e 1 ~ ~ o ~ ~ l ~ - ~ - t h r e o 1 i ~ v ~ - ~ - ~ ~ u l ~ ~ l - ~ - ~ t  olt I-rarkos,,l-N-inethyI- 
r-valin-benzylester (3b): 1 09 g 2h, mit 1.42 g I-H>drochlnrid umgwetzt und aufgcarbcitct 
wie bei 3a, gnbcn I 5 5  g (66";) farblose5, aniorphcs 3h, [x]&' -40 2" ( C  -- 0 75, Metha- 
nol) - Zur Aiialyse wurde zusatzlich aus Chloroforin/Mcthailo1 (95 5) dn rieutralein Kiesel- 
gel chroinatographiert und 8 Stdn. bei 80" i .  Hochvak gctrocknet. 

C45H5X1U6012 (875 0) Ber. C 61.77 €1 6.6B N 9 61 Gel. C 61.63 H 6.80 N 9 78 

N-[2- NI tro-3-brnz d o  ~ y - d - u t h j  l-heir 20 t 11- ~-threuti vl- D -  calyl- I -prolyl- rark osvl-&methyl- L-vn- 
lin-benzvlrster ( 3 ~ ) .  1.09 g 2c. mit 1.42 g I-Hydrochlorid urngesetzt und aufgearbeitct wie 
be1 3a, gaben 1.5 g (647,) farbloses, amorphe? 3c, das 8 Stdn. bei 60' I Hochvak. getrocknct 
wurdc. [m]ho: -50 j, 2" (c ~ 0.75, Methanol). 

C4SH60hb011 (873.0) Ber. C 63.28 H 6.93 N 9.63 Gef. C 63.09 H 7 06 N 9.82 

N-~Z-Nitr0-3-hydro ~vv-4-terf . -bi t fv1-henzo~ 11-r -ihreon>l-D-val~l- ~ - p r o I t  I-yarkan I-N-ntetlzgl-i - 
valin-berrzylester (3f) Zu eincr Losung von 1 02 g Zf und 1.58 g l-Il>droLhlorid in 60 ccm 
MethylcnchLorid gab man 0.43 ccm 'Triathylamin, versctzte bei 0" rnit 0 62 g in wen ig  Me- 
thylenchlorid gelostern Dic~,c/ol?e~.~lcrrrbodr,m,cl und ruhrte I Stdn. be1 0' sowie 12 Stdn. 
bei 20'. Die vom Dicyc1ohexylhdrn~toff abfiltiierte Losuiig M. urde mit verd Salzsdure iind wanr. 
Natriumhydrogencarbonat gew hcn und ihr Verdampfungsruckstand (2  g) diis Chloro- 
form/Methanol (95. 5) an einer 65 x 5-cni-Saule dus Kiesclgcl G chromdtographiert. Aus 
der gelben Hauptzone erhielt man 1.5 g (58"J amorphcs 3f mit [a]?. 53 4 1' (c -- 0 65, 
Methanol) - Zur Analyse wurde 5 Stdn. bei 60" i Hochvdk getrocknet. 

C41HSEN6011 (810.9) Rcr C 60 71 H 7.22 N 10 37 Gcf. C'60.54 H 7.24 N 10.14 

4 6-Didcsmethyl-nctinomvcin Cx-suurc (5a) € m e  L ~ S L U I ~  von 1 25 g 3a in 40 ccni Mc- 
thanol wurde mit Pd/Kohle auqhqdricrt, vom Katalysdtor abfiltriert, auf die Halfte eingeengt 
urid mit 40 ccm 0.07 I I I  Pho?phdtpuffer (pH 7 2) versetzt. IJnter Ruhren gab man portion+ 
weise I 5 g Krrliumhercic~anore~~at(I//li in 10 Cini Phosphatpuifer hinzu (Rotfarbung), hielt 
mit n NdOH stets be1 pH 7.2 (C elektrode), bersetzte nach 5 Stdn. niit 250 ccm Wasser, 
extrahierte nach Aiiraiiern mit Sd17~dure erschoplcnd init Chloroform uiid chrorndtographierte 
den brdunroteii Ruckstand (850 mg) des rnit angexiuertcm Wnsaer gewcisihenen Chloroform- 
duszuges dn  einer 5 0  I 4-cm-Cellulosesaule (LS I). Das Methanol-Eluat der Idngsam uan- 
dcrnden, nus der Saule dusgesihnittcnen Haupkone uurdc  init den1 drcifdchen Vol. Wasser 
vcrdunnt, mit Sdbsaurc angesauert, mit Chloroform cxtrahrcrt und der Verdainpfungsruck- 
stand der Chloroformphase dus Chloroform an einer 15 2-cm-Saulc aus saurenl Kieselgel 
Lhromatographiert Nachwaschen mit C htorofornilAceton ( 4 .  I )  entfernte die ni-Kresotin- 
wure, Methanol eliuerte Sa Das rnit der dreitachen Wd55ermcnge verdmnte, angeyaucrte 
Methanol-Ehat extrahierte mdn init Chlorciform, verdampfte dcn mit angesduertern Wasser 
ge&aschenen, durch ein Hartfilter gegebencn Auszug, tallte den Kuchstand ~ L I S  Methanol 
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rnit khylacetat um und erhielt 5a als gelbrotes Pulver, das 20 Stdn. bei 90" i. Hochvak. 
getrocknet wurde und sich oberhalb 185" zersetzte. Ausb. 600 mg (64%), [z]go: -170 & 2' 
(c = 0.15, Methanol). 

UV (Methanol): Amax 441, 422,234 mp (E = 22100, 21 700, 40000). 

C6oHs6N1201s (1263.4) Ber. C 57.04 H 6.86 N 13.32 Gef. C 56.88 H 6.97 N 13.42 
Ber. Mol Thr 2.0 Val 2.0 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 
Gef. Mol Thr 1.537) Val 1.8 Pro 1.9 Sar 1.9 MeVal 2.0 

4.6-Dimethoxy-4.6-didesmethyl-aciinomycin C1-saure (5 b) : 1.15 g 3 b, mit Kaliumhexa- 
cyanoferrat(III1 wie bei 5a oxydiert und aufgearbeitet (LS I1 statt LS I), lieferten 375 mg 
(47%) gelbrotes, amorphes 5b, das bei 90" 30 Stdn. i. Hochvak. getrocknet wurde. [sc]',": 
-134 & 4" (c = 0.2, Methanol). Zers. oberhalb 185". 

UV (Methanol): Amax 448, 246 mp  (E = 27600, 45700). 

C62H90N12020 (1323.4) Ber. C 56.25 H 6.85 N 12.67 Gef. C 56.01 H 6.99 N 12.40 
Ber. Mol Thr 2.0 Val 2.0 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 
Gef. Mol Thr 1.537) Val 1.8 Pro 1.9 Sar 1.9 MeVal 2.0 

4.6-Diathyl-4.6-didesmethyl-actinomycin C1-saure (5c) : 1.29 g 3c, oxydiert rnit Kalium- 
hexacyanoferrat(IIZ) und aufgearbeitet wie bei 5a, gaben 600 mg (62 %) gelbrotes, amorphes 
512, das 25 Stdn. bei 110" i. Hochvak. getrocknet wurde. [.]Lo: -138 =t 4" (c = 0.2, Metha- 
nol). Zers. oberhalb 180". 

UV (Methanol): Amax 446, 239 mp  (E = 27800, 44300). 

C,&9~,N12018 (1319.5) Ber. C 58.25 H 7.18 N 12.74 Gef. C 57.93 H 7.29 N 12.69 
Ber. Mol Thr 2.0 Val 2.0 Pro 2.0 Sar 2.0 MeVal 2.0 
Gef. Mol Thr 1.837)  Val 2.0 Pro 1.8 Sar 1.9 MeVal 2.0 

4.6-Di-tert.-hutyl-4.6-didesmethyl-actinomycin C1-saure (5d) : 1.3 g 3f wurden wie bei 5a 
in 70 ccm Methanol aushydriert und oxydiert [I00 ccm 0.07 rn Phosphatpuffer pR 7.2, 1.5 g 
KaZiu~nhexncyanuferru~~~ZZ~]. Den wie bei 5 a  gewonnenen Chloroformextrakt verdampfte 
man zur Trockene, nahm den Ruckstand in 40 ccm Eisessig auf, versetzte rnit 2 ccm Trifluor- 
essigsaure und kochte 3 Min. unter Durchleiten von Suuerstof. Nach Zugabe von Chloro- 
form schiittelte man mehrmals rnit Wasser durch, verdampfte die Chloroformphase zur 
Trockene, nahm den Ruckstand in wenig Athylacetat auf und fallte rnit n-Pentan ein gelb- 
braunes Rohprodukt (785 mg), das aus Methanol an einer 45 x 6-cm-Saule aus MN-Poly- 
amid-SC 6, KorngroBe <0.16 mm, chromatographiert wurde. Das Methanol/Eisessig (99 : 1)- 
Eluat der herausgeschnittenen Hauptzone versetzte man rnit vie1 Chloroform, schuttelte 
mehrmals mit Wasser aus, verdampfte das Chloroform und chromatographierte den Riick- 
stand aus Chloroform an einer 15 x 2.5-cm-Saule aus saurem, lufttrockenen Kieselgel, 
wusch rnit 200 ccm Chloroform nach und eluierte mit Methanol. Das rnit Wasser versetzte 
Eluat wurde mit Chloroform extrahiert und das b e h  Verdampfen des Chloroforms hinter- 
bliebene 5 d  aus Athylacetat mit n-Pentan umgefiillt. Gelbrotes Pulver (450 mg, 46%) rnit 
[crlz,": - 51 & 3" (c = 0.16, Methanol). - Zur Analyse wurde 20 Stdn. bei 80" i. Hochvak. 
getrocknet. 

UV (Methanol): Amax 424, 237 m p  (E = 20500, 38 700). 

C68H102Ni201g (1375.6) Ber. C 59.36 H 7.47 N 12.20 0 20.97 
Gef. C 59.07 H 7.49 N 12.11 0 20.85 

37) Bei der Totalhydrolyse von Actinomycinen und Actinomycinsauren wird ein Tcil des 
Threonins zerstort. 
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4.6-Didesmethyl-actn~my~~n Cl(6a): Zu 28.6 g Imidazol (l,Fluka" reinst) in 350 ccm wasser- 
freiem Tetrahydrofuran gab man unter Riihren am RiickfluIjkiihler bei 20" 14.9 ccm Acetyl- 
chlorid, riihrte 1 Stde. bei 55" und saugte rasch vom weiRen Niederschlag ab. Das warme 
Filtrat wurde nach Zugabe von 22.4 ccm Acetylchlorid noch 1 Stde. bei 55" geruhrt und dann 
vom hellgelben Niederschlag in einen auf 55" vorgewarmten MeRzylinder dekantiert. Das 
,,Cyclisierungsreagenz" wurde sofort verwendet. 

Eine Mischung aus 165 ccm der warmen Rcagenzlosung und 425 mg 5 a  in 30 ccm absol- 
Tetrahydrofuran hielt man 2 Stdn. bei 55O, verdampfte das Losungsmittel i. Vak. und schiit. 
telte die Chloroformlosung des Ruckstands rnit verd. Salzsaure sowie waRr. Natriumhydrogen- 
carbonat durch. Den Eindampfruckstand der Chloroformlosung chromatographierte man 
aus Benzol an eincr 15 x 3.5-cm-SSule aus neutralem Aluminiumoxid (ZV, Woelm), wusch 
mit Benzol nach, eluierte rnit khylacetat  und chromatographierte den Verdampfungsruck- 
stand (270 mg) des Eluates an einer 50 x 4-cm-Cellulosesaule (LS 111). 

Das Methanol-Eluat der aus der Saule ausgeschnittenen Hauptzone wurde rnit dem vier- 
fachen Vol. Wasser verdiinnt, mit Benzol ausgeschiittelt, der rnit walk. Natriumhydrogen- 
carbonat und verd. Salzsaure gewaschene Benzolauszug verdampft und der Ruckstand an 
einer 10 x 3.5-cm-Saule aus neutralem Aluminiumoxid (IV, Woelm) adsorbiert. Nachdem 
rnit Benzol nachgewaschen war, eluierte man mit khylacetat, gab das Eluat durch ein Hart- 
filter und erhielt das beim Verdampfen des Liisungsmittels hinterbliebene 6a  aus Methanol 
in gelbroten Kristallen vom Schmp. 290-293". Ausb. 85 mg (21 %). - Zur Analyse wurdc 
24 Stdn. i. Hochvak. auf 130" erhitzt. 

C6oH82N12016 (1227.4) Ber. C 58.71 H 6.73 N 13.71 Gef. C 58.93 H 6.84 N 13.39 

4.6-Dimethoxy-4.6-didesmethyl-actinomycin C1 (6 b): 235 mg 5 b in 15 ccm Tetrahydro- 
furan gaben, umgesetzt mit 85 ccm Cyclisierungsreagenz und aufgearbeitet wie bei 6a, 50 mg 
(22 %) 6b, aus khylacetatjCyclohexan gelbrote Nadeln vom Schmp. 242-244". - Zur 
Analyse wurde 30 Stdn. i. Hochvak. auf 120' erhitzt. 

C62HsbN12018 (1287.4) 

4.6-Diathyl-4.6-didesmethyl-actinomycin C1 (6c) : 329 mg 5c in 25 ccm Tetrahydrofuran, 
umgesetzt rnit 142 ccm Cyclisierungsreagenz und aufgearbeitet wie bei 6 a  (LS IV statt LS III), 
gaben 115 mg (30%) 6c, aus Athylacetat/Petrolather gelbrote Prismen vom - Schmp. 242" 
(Zers.). -- Zur Analyse wnrde 30 Stdn. i. Hochvak. auf 110" erhitzt. 

Ber. C 57.84 H 6.73 N 13.06 Gef. C 58.10 H 6.97 N 12.89 

Cs4H90N12016 (1283.5) 

4.6-Di-tert.-butyl-4.6-didesmethyl-uctinomycin C1 (6d) : 630 mg 5 d  in 50 ccm Tetrahydro- 
furan wurden mit 228 ccm CycZisierirngsreugenz umgesetzt und bis zur Adsorption an Alu- 
miniumoxid IV aufgearbeitet wie bei 6a. Der mit Benzol nicht eluierbare Antcil trennte sich 
beim Nachwaschen mit hhylacetat  in eine schnell und eine nur langsam ins Filtrat gchende 
Fraktion. Chromatographie der schnell eluierbaren Fraktion unter Lichtabschlulj auf drei 
Kieselgel C-Platten (20 x 20 cm, Schichtdicke 2.5 mm) mit Benzol/khylacetat/Methanol 
(10 : 25 : 1) gab neben zwei anderen eine schnell wandernde gelbe Hauptzone, deren Methanol- 
Eluat mit Wasser verdiinnt und mit Benzol extrahiert wurde. Aus dem Verdampfungsriick- 
stand des Methanol-Auszuges erhielt man nach Umfallen aus Athylacetatln-Pentan 6d als 
gelbrotes Pulver (29 mg, 5 %). Zur Analyse wurde 30 Stdn. i. Hochvak. auf 110" erhitzt. 

Ber. C 59.89 H 7.07 N 13.09 Gcf. C 59.83 H 7.38 N 12.95 

C68H98N12016 (1339.6) Ber. C 60.97 H 7.37 N 12.55 Gef. C 60.66 H 7.55 N 12.52 
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