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Uber die Actinomycin Cy-siure-Derivate 5a-—d werden die Actinomycin C{-Derivate 6a—d
synthetisiert. Austestung zeigt: Athyl anstelle der 4.6-Chromophor-Methylgruppen von
Actinomycin Cy (6€) verringert die antibiotische Wirksamkeit um etwa die Hilfte, Wasser-
stoff oder Methoxyl wie in 6a bzw. 6b erniedrigen sie um zwei Zehnerpotenzen, tert.-Butyl
hebt sie auf. Aus 2-Amino-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoesidure-methylester (28d) entsteht
mit Kaliumhexacyanoferrat(11T) — im Gegensatz zu den entsprechenden Estern 28a— ¢ und
28¢ mit kleineren Substituenten an C-4 — neben dem 2-Amino-phenoxazon-(3)-Derivat 29d
das Benzochinon-anil 24c. Unter gleichen Bedingungen geben N-[2-Amino-3-hydroxy-
4-tert.-butyl-benzoyl]-L-threonin-methylester (14d) und 4d nur die Benzochinon-anile 24d
bzw. 24e. Trifluoressigsdure cyclisiert 24¢, d und e zu 26c¢ = 29d bzw. 26d und 26e = 5d.
Beim Umsetzen von 30 mit Kaliumhexacyanoferrat(IIl) bleibt oxydative Kondensation aus;
als Hauptprodukt entsteht 3.6-Di-tert.-butyl-benzochinon-(1.2) (33). Fiir ein rotes, bisher
nach 34 bzw. 35 formuliertes Oxydationsprodukt der 2-Amino-3-hydroxy-benzoesidure wird
die Konstitution 40a bewiesen.

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

4.6-Didemethylactinomycin Cy and its 4.6-Dimethoxy,
4.6-Diethyl and 4.6-Di-zert-butyl Derivatives

The actinomycin C; derivatives 6a—d have been synthesized using the actinomycin C; acid
derivatives 5a—d as intermediates. Biological tests show the following results of substituting
the chromophore 4.6-methyl groups in actinomycin C; (6e): Replacement by ethyl groups
decreases the antibiotic activity by a factor of two, substitution by hydrogen or methoxy
residucs (as shown in 6a and 6b) decreases the activity by two orders of magnitude, and terz-
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-
amino-4-tert-butyl-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 imine derivative 24¢. Under the same conditions N-(2-amino-4-tert-butyl-3-hydroxy-
benzoyl)-L-threonin methyl ester (14d) and 4d form only the N-phenyl-p-benzoquinone imine
derivatives 24d and 24e, respectively. Ring closure of 24¢, d and e was accomplished em-
ploying trifluoroacetic acid to yield 26¢ =29d and 26d, 26 e =54, respectively. Treatment of 30

D XXXV. bzw. VIIL. Mitteil.: H. Lackner, 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.

Untersuchungen an siebzehn Actinomycinen und 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 und konfigurativen
Voraussetzungen die antibiotische, toxische und cancerostatische Wirksamkeit der
Actinomycine und ihrer Derivate abhiingt2-8),

Diese Befunde unseres Arbeitskreises sind einer molekularbiologischen Deutung zuging-
lich geworden: 1. Seit man wei3, dal Actinomycine, z. B. Actinomycin Cj (6¢), antibiotisch,
toxisch und cancerostatisch wirken, weil sie durch Komplexbildung mit der DNS-Doppel-
helix der Gene9 den Transkriptionsschritt in der Proteinbiosynthese unterbinden1®;
2. Seit Miiller1)) sowie Miiller und Crothers12) gezeigt haben, daB sich Entstehung, Struktur
und Wirkungsweise der Actinomycin-DNS-Komplexe folgendermafBen beschreiben lassen:
1. Einschub des 2-Amino-phenoxazon-(3)-Ringsystems (Chromophor) der Actinomycine von
der kleinen Furche der DNS-Doppelhelix her zwischen zwei Basenpaare, von denen cines
Guanin-Cytosin sein muf3; derart, dafl 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 mdoglich ist. 2. Verkniipfung des
Chromophors mit beiden Stringen der Doppelhelix {iber zwei sich zwischen Chromophor-
Carboxamidgruppe und Desoxyribose-Ringsauerstoff ausbildende Wasserstoffbriicken. 3. Bil-
dung einer Wasserstoffbriicke zwischen Chromophor-Aminogruppe und Phosphat-Sauerstoff
der DNS. 4. Anlagerung der Peptidlactonringe an die beiden Helixstringe unter Konfor-
mationsidnderung, die -— durch kleine Ringgliederzabl, ringstabilisierende Wasserstoff briicke
und sperrige Alkylreste der Ringe erschwert -— langsam ist, langsame Bildung und Disso-
ziation des Komplexes zur Folge hat und damit dessen lange Lebensdauer verstindlich macht.

Bildung derartiger Komplexe entlang der DNS-Doppelhelix sowie eine Lebensdauer des
Komplexes, die deutlich groBer ist als die Zeit, welche die m-RNS-Polymerase braucht, um
cin Nucleosid in die m-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 und 2-Amino-phenoxazon-(3)-Derivaten wie Actinomin
(26h)13), deren Stabilitdtskonstante zwar der von Actinomycin-DNS-Komplexen gleicht,
deren Lebensdauer aber zu kurz ist, um die Progression des Enzyms aufzubalten.

2) H. Brockmann, Fortschr. d. Chem. organ, Naturstoffe, Bd. XVIII, S. 1, Springer-Verlag,
Wien 1960; Angew. Chem. 72, 438 (1960).

3 H. Brockmann und H. Lackner, Chem. Ber. 100, 353 (1967).

49 H. Brockmann, P. Hocks und W. Miiller, Chem. Ber. 100, 1051 (1967).

5} H. Brockmann und H. Lackner, Chem. Ber. 101, 1312 (1968).

©) H. D. Berndt, Dissertation, Univ. Gottingen 1961.

7 H. Brockmann und J.-H. Manegold, Chem. Ber. 95, 1081 (1962).

8) E. A. Stihler, Dissertation, Univ. Gottingen 1966.

9) W. Kersten, H. Kersten und H. M. Rauen, Nature [London] 187, 60 (1960).

10) E. Harbers und W. Miiller, Biochem. biophysic. Res. Commun. 7, 107 (1967).

11) W. Miiller, Habilitationsschrift, Univ. Gottingen 1967.

12) W. Miiller und D. M. Crothers, J. molecular Biol. 35, 251 (1968).

13) F, Seela, Dissertation, Univ. Gottingen 1967.
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Die Actinomycin C; (6e)-Derivate 6a14), 6b1», 6¢ und 6d wurden synthetisiert,
um zu sehen, wie sich biologische Wirksamkeit, Stabilititskonstante des DNS-Kom-
plexes und m-RNS-Polymerase-Hemmung dndern, wenn in 6e die 4.6-Methylgruppen
des in allen nativen Actinomycinen gleichen Chromophors!® durch Wasserstoff,
Methoxyl, Athyl oder tert.-Butyl ersetzt werden. Zur Synthese withlten wir den Weg
iber die entsprechenden Actinomycinsauren, was darauf hinauslief, die von 1 und 2e
aus iiber 3e, 4e und 5e laufende Actinomycin C; (6e)-Synthese® auf die L~Threonin-
derivate 2a—d zu iibertragen.
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18) Vorliuf. Mitteil.: H. Brockmann und F. Seela, Tetrahedron Letters [London] 1965, 4803.

19 Vorlauf. Mitteil.: H. Brockmann und F. Seela, Tetrahedron Letters [London] 1968, 161.

16) Mit Ausnahme eines durch den Buchstaben K gekennzeichneten Actinomycins, das
anstelle der 4.6-Methylgruppen Methoxygruppen enthilt. B. Hsu und Mitarb., Scientia
sinica 13, 789 (1964).
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Synthese der L-Threoninderivate 2a—c und 2f

Von den zur Darstellung von 2a, b, ¢ und ferforderlichen Siauren 12e, f, a und ¢
waren 12a und ¢ noch nicht bekannt und wurden analog 7¢ — 12el? dargestellt.
7a gab mit 9proz. Salpetersidure zu 88 % ein kristallisiertes Nitrierungsprodukt, das
bei einem 7d — 12g'8) dhnlichen Reaktionsverlauf ein 8a/11a-Gemisch sein multe.
Seine Auftrennung — im Gegensatz zum Nitrierungsprodukt von 7d durch Kristalli-
sation nicht zu erreichen — gelang nach Veresterung mit Diazomethan durch Chro-
matographie an Fluoreszenz-Kieselgel 19, Man erhielt zwei kristallisierte Isomere mit
der Bruttoformel von 8b bzw. 11b; das langsamer wandernde mit Schmp. 132—133°
zu 20% (bezogen auf 7a), das andere (Schmp. 163 -164°) zu 62%,. Das niedriger
schmelzende enthilt laut 60-MHz-NMR-Spektrum [CDCls, Singulett bei 8 7.75 (1),
8.30 (1)] 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 3 7.40, 7.85; J = 9 Hz) als 11b zu erkennen. 50stdg. Kochen in
20er02. wilBrigem Kaliumhydroxid verwandelte 8b und 11b zu 90%; in die kristalli-
sierten Sduren9a und 12a.
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Aus 9a entstand mit Kupferpulver in siecdendem Chinolin ein kristallisiertes Decarboxy-
fierungsprodukt, dem NMR-Spektrum nach das noch nicht beschriebene 4-Nitro-2-dthyl-
phenol (10); ein weiterer Beweis fiir die 6-Stellung der Nitrogruppe im Isomeren 8b.

1D B. Hegediis, Helv. chim. Acta 34, 611 (1951).

18) B, Weinstein, O. P. Crews, M. A. Leafer, B. R. Baker und L. Goodman, J. org. Chemistry
27, 1389 (1962).

19 H, Brockmann und F. Volpers, Chem, Ber, 82, 95 (1949).
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7b, nitriert und aufgearbeitet wie bei 7a, lieferte zwei kristallisiertc Isomere
C14H;31gN-05; das im Chromatogramm schneller wandernde, durch AB-Spektrum
(Schwerpunkte bei 8 7.65, 7.93; J = 8 Hz) als 11d charakterisierte zu 37°%, (bezogen
auf 7b), das durch zwei Singuletts (3 7.93, 8.14) und fehlende mera-Kopplung als 8d
ausgewiesene zu 49°%. Das Produktverhilinis 11d/8d ist mit 0.7 erheblich kleiner als
bei den Athylderivaten (11b/8b = 3.0); offenbar, weil die sperrige tert.-Rutylgruppe die
Acetaminogruppe in eine Lage zwingt, die den Zugang zu C-2 erschwert 20),

Der nucleophile Austausch der Aminogruppe gegen Hydroxyl, bereits bei 1la
trager als bei 11e, wird erwartungsgemill durch die tert.-Butylgruppe noch stirker
verzogert. Erst 50stdg. Kochen mit 40 proz. wibrigem Kaliumhydroxid verwandelte
8d und 11d in 88 bzw. 86proz. Ausheute in die kristallisierten Sauren b und 12¢.

Zur Gewinnung der r-Threoninderivate 2a—¢ wurden die Siduren 12e, f und a
zu 13e, fund a benzyliert und deren Chloride in 2» NaOH mit L-Threonin gekuppelt.
2a kristallisierte, 2b und 2¢ wurden als kristallisierte Dicyclohexylammoniumsalze
isoliert und aus diesen an saurem lonenaustauscher freigesetzt,

Eine analoge Darstellung von 2d war nicht moglich, weil sich das durch tert.-Butyl
abgeschirmte Hydroxyl von 12¢ nicht benzylieren lieB. Da bei der Uberfithrung von
ungeschiitztem 12¢ ins Siurechlorid viele Nebenprodukle entstanden, setzten wir 12¢
mit L-Threonin-methylester und Dicyclohexylcarbodiimid um und verseiften das zu
759, angefallene, kristallisierte 14a mit »-NaOH (30 Min./20°); chne Racemisicrung,
denn das entstandene 14b gab mit Diazomethan ein 14c-Priaparat mit gleichem [a]3-
Wert wie aus 14a und Diazomethan bereitetes 14¢.

Zur Synthese der Chromophore von 6a—e

Fir die zweistufige Oxydation von o-Amino-phenolen zu Chinon-monoiminen, z. B.
solchen vom Substitutionstyp 15a der Verbindungen 4a—e, gilt 15a —> 20a. Fiir die oxydative
Kondensation von 15a zu 2-Amino-phenoxazon-(3)-Decrivaten vom Typ 26a, eine Synthese
mit ,,nascierendem Chinon“21l), kommen daher zwei Mcchanismen in Betracht: 1. Addition
von 15a an 19a oder 20a zu 224, dessen Dehydricrung zum Benzochinon-anil 24a, intra-
molekulare Phenol/Chinon-Addition (-» 252) und Dehydrierung (— 26a). 2. Verkniiplung
iber Radikal-Kationen, beginnend mit 15a - 18a — 21a und weitergefiithrt durch Oxydation
von 21a dber 22a zu 23a, RingschluB zu 25a und Oxydation zu 26a. Welcher Mcchanismus
bevorzugt wird, bleibt offen.

Von den beiden moglichen Kondensationsrichtungen wird bei der Oxydation von o-Amino-
phenol (15f) die 26f licfernde gegentiber der zum Phenoxazonimin 27b fihrenden stark
bevorzugt. Bei 15f-Derivaten vom Typ 15a hiingt das Produktverhiltnis 26a/27a von der
Natur der Substituenten R’ und R” ab21.22),

Diese Befunde sind bei Ringverkniipfungen durch 1.4-Amin- bzw. 1.4-Phenol/Chinon-
Addition dadurch zu erkldren2), da 1. Die Aminogruppe in 15a und { nucleophiler ist als
das Hydroxyl, 2. in 19f und 20f die Tendenz der C+=C— C=N-Gruppierung zur Addition
der 15a- bzw. 15f-Aminogruppe erheblich gréBer ist als bei C-~C - C =0, 3. die Additions-
bereitschaft von C=C—C=N und C=C C=0 durch elekironenzichendes R’ bzw. R”
erhoht, durch elektronengebendes R’ bzw. R dagegen verringert wird. Analoges ist bei
Ringverkniipfung {iber Radikal-Kationen zu erwarten.

200 Vgl. K.-H. Bantel/ und H. Musso, Chem. Ber. 102, 695 (1969).

21} H.-W. Wanzlik, Angew. Chem. 76, 313 (1964); Angew. Chem. internat. Edit. 3, 401 (1964).
22} H. Brockmann und E. Schulze, Chem. Ber. 102, 3205 (1969).
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Von den Chromophor-methylestern 29a—d der zu synthetisierenden Actinomycin
C; (6e)-Derivate waren 29¢ und d noch nicht bekannt. Um sie analog wie 29e dar-
zustellen, wurden 12b und d durch Hydrierung zu 28 ¢ und d reduziert und diese, ohne
sie zu isolieren, bei pH 7.2 mit Kaliumhexacyanoferrat(111) oxydiert. Dabei entstand
aus 28¢ zu 91 %, (bezogen auf 12b) rotbraunes, kristallisiertes 29 ¢. 28d dagegen gab ein
Oxydationsprodukt, das neben einer gelbroten Fraktion mit den Reaktionen des
gesuchten 29d als Hauptanteil eine auf der Kieselgelplatte etwas langsamer wandernde
rote Verbindung enthielt, deren Elekironenspektrum dem von Benzochinon-anilen
ahnelte2¥, Kurzes Erhitzen des Gemisches in sauerstoffdurchstromter Essigsdure/
Trifluoressigsiure (25: 1) lieferte, bezogen auf 12d, in 50proz. Ausbeute kristallisier-
tes, gelbbraunes 26¢=29d, charakterisiert durch Analyse, Elektronen- und NMR-
Spektrum sowie die fiir 2-Amino-phenoxazone-(3) typischen Farbreaktionen (rote
Halochromie mit konz. Salzsidure, Blauviolettfirbung in Dimethylformamid/0.1#
NaOH, Siurehydrolyse zum 2-Desamino-2-hydroxy-phenoxazon-(3)-Derivat, das mit
Zinn(Il)-chlorid Griinfirbung gibt). Danach konnte die rote Verbindung nur das
Benzochinon-anil 24¢ sein.

Die Chromophor-methylester 29a —e (Tab. 1) unterscheiden sich in der Farbe ihrer
mit wenig 0.1n Alkalihydroxid versetzten Dimethylformamidlsung®. Im Papier-
chromatogramm (Butanol/Dibutylather/10 proz. walr. Natrium-m-kresotinat, 1:2:3)
steigen die Rp-Werte mit zunehmender Lipophilie der 4.6-Substituenten nach:
29b < 29a <7 29e < 29c¢ < 29d.

Tab. 1. Absorptionsmaxima, molare Extinktion und Farbreaktion
der Chromophor-methylester 29a--¢

Verbindung R Amax (€) in Methanol Dlazg/blflei[(l)l-{
29a H 432 (25800) 237 (32400) blau
b OCH; 438 (29500) 246 (40000) grin
c C,Hs 435 (29200) 240 (37400} blaupgriin
d C(CH3)3 422 (26500) 240 (34700) rotviolett
e CH3 433 (30600) 237 (36000) blaugriin

Um zu sehen, ob der Ringschluf3 eines Benzochinon-anils vom Typ 24a durch
groBere Reste an C-2 und C-6’ - - im Extremfall durch die von 24e — erschwert wird,
oxydierten wir das aus 14a durch Hydrierung gewonnene 14d bei pH 7.2 mit Kalium-
hexacyanoferrat(ITT). Ohne daB3 ein Kondensationsprodukt mit dem 2-Amino-phen-
oxazon-(3)-Spektrum von 26d nachzuweisen war, entstand in 87proz. Ausbeute eine
chromatographisch einheitliche, kristallisierte, rote Verbindung C3;pH44N4Oj9 mit
ihnlichem Elektronenspektrum wie Benzochinon-anile23, Thr 100-MHz-NMR-Spek-
trum (CDCls) zeigt an: 2 C(CH3)3 [3 1.10 (9), 1.42 (93], 2 OCHj5 [3 3.56 (3), 3.76 (3)];
2 benachbarte aromat. H (AB-Spektrum, Schwerpunkte bei 8 7.15, 7.37; J = 8 Hz),
1 Olefin-H [3 6.69 (1)]; 1 phenolisches OH [Singuleit 8 6.00 (1), auf D,0-Zugabe ver-
schwindend].

23) .. Horner und K. Sturm, Chem. Ber. 88, 329 (1955).
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Kurzes Erhitzen in sauerstoffdurchstromter Essigsdure/Trifluoressigsdure (50: 1)
iiberfiihrte die rote Verbindung zu 609 in amorphes 26d, charakterisiert durch
Analyse, Elektronen- und NMR-Spektrum sowie die fiir 2-Amino-phenoxazone-(3)
typischen Farbreaktionen.

durch kiirzerwellige Absorption [UV (Methanol): 422 myp. (= 22000), 239 (35000)], groficre
Loslichkeit in lipophilen Solvenzien und gréBeren Rr-Wert [Butanol/Dibutylither/10proz.
willr. Natrium-m-kresotinat (1 : 2 ; 3)].

Bruttoformel, Elektronen- und NMR-Spekirum sowie die Uberfithrung in 26d
beweisen flir die rote Verbindung die Benzochinon-anil-Formel 24d; zugleich eine
Bestatigung fiir die Annahme, daB fiir das rote 28d-Kondensationsprodukt Formel
24c gilt. Da beim Erhitzen in Eisessig/Trifluoressigsaure die Chinonimin-Grappierung
von 24d hydrolysiert und die Aminogruppe von 26d durch Hydroxyl ersetzt werden
kann, ist verstiindlich, dal3 die 26d-Ausbeute 60 % nicht iibersteigt.

In 24¢ und d werden C-6 und das 2’-Hydroxyl durch das benachbarte tert.-Butyl
starker abgeschirmt und die Elekirophilie von C-6 weitgehender verringert, als wenn
R’ Methyl oder Athyl wire. Beides erschwert die intramolekulare Phenol/Chinon-
Addition so weit, dall 24¢ unter den Synthesebedingungen nur in geringem Ausmal
zu 26¢=29d wird und bei 24d die Cyclisierung ganz aushleibt; offenbar, weil sie hier
zusitzlich durch die grofien R’-Gruppen erschwert wird, die einer coplanaren Ein-
stellung der Ringe hinderlicher sind als die Methoxycarbonyl-Gruppen von 24¢. In
heiBBer Essigsdure/Trifluoressigsidure cyclisicren 24¢ und d schnell zu 26¢=29d bzw.
26d, weil — abgeschen von der hoheren Temperatur — Protonierung des chinoiden
Ringes die Ilektrophilie von C-6 erhoht.

Ob die beiden Benzochinon-anile in festem Zustand in der allein zum RingschluB be-
fahigten anti-Form (auf 2-R” bezogen) 24¢ bzw. d vorliegen oder als sya-Isomeres, das in
Lasung mit 24¢ bzw. 24d im Gleichgewicht steht, bleibt offen24).

In Chloroform verwandelt sich 24¢ bei Luftzutritt allméihlich in 26¢, wihrend 24d
unveridndert bleibt. Auf der Kieselgelplatte cyclisieren beide zu 26¢=29d bzw. 26d;
24d langsamer als 24¢.

Werden die Ringe bei der 2-Amino-phenoxazon-(3)-Synthese durch 1.4-Amin/
Chinon- und 1.4-Phenol/Chinon-Addition verkniipft, so wiren 24c und d Vertreter
von normalerweise nicht faBbaren Zwischenprodukten. Liuft die Kondensation
dagegen iiber Radikal-Kationen, so wiirde sich der sterische und elektronische Effekt
der tert.-Butyl-Gruppen und die durch groBe R’-Gruppen erschwerte coplanare
Einstellung der Ringe bei den Zwischenprodukten 23¢ und d bemerkbar machen,
deren Cyclisierung zu 25¢ und d verzégern und damit die Oxydation von 23¢ und d
7u 24¢ und d begiinstigen; d. h. die Benzochinon-anile 24¢ und d wiren dann Pro-
dukte einer Ausweichreaktion, die das Zwischenprodukt 23¢ bzw. d in Form des
zugehorigen Chinon-monoimins festlegt.

Mit der Isolierung von 24¢ und d ist zum ersten Mal bewiesen, dal} die Konden-
sation von 15a zu 26a, wie angenommen, mit der Addition der Aminogruppe von
15a an ein Oxydationsprodukt von 15a (18a oder 19a bzw. 20a) beginnt.

24 Vel. A. Ricker und H. Kessler, Tetrahedron [London] 23, 3723 (1967).
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cieny), . C(CHy),
’ZBW/NHQ @:NH2 NH 20
VOH o 0 SN
C(CH,), C(CH,),

30 31 3 3

Voraussetzung dafiir ist, dafl diese die Kondensation zu 26a einleitende Reaktion
schneller ist als die Oxydation von 15a zu 18a bzw. 19a und 20a. Um zu sehen, ob
dies auch dann noch zutrifft, wenn die Methoxycarbonylgruppc von 28d durch tert.-
Butyl ersetzt ist, haben wir 2-Amino-3.6-di-tert.-butyl-phenol (30)25 bei pH 7.2 mit
Kaliumhexacyanoferrat(JII) oxydierl. Hauptprodukt war eine dunkelbraune, kri-
stallisierte, mit 66proz. Ausbeute isolierte Verbindung Ci4H3;02 vom Schmp. 204°
[UV (Cyclohexan): hy.x 398 mp (2650); 1IR-CO: 1670, 1650/cm; NMR(CDCI3):
Singulett bei § 1.22 (18) und 6.78 (2)], nach diesen Daten das noch nicht beschriebene
3.6-Di-tert.-butyl-benzochinon-(1.2) (33). Benzochinon-anil 24g oder 2-Amino-
phenoxazon-(3) 26g waren nicht nachzuweisen.

Die Aminogruppe von 30 wird durch das benachbarte sperrige tert.-Butyl abge-
schirmt und unter Ausbildung einer O-—H - - -N-Briicke auf das durch die zweite
tert.-Butylgruppe gestiitzte Hydroxyl gepreBt29; beides ungiinstig fiir Anlagerung an
C-4 von 31 bzw. 32. Und da aullerdem das 3-tert.-Butyl in 31 bzw. 32 die nucleophile
Addition der 30-Aminogruppe nicht nur sterisch, sondern durch seinen grolen —+1-
Effekt auch elektronisch erschwert, iiberrascht nicht, da3 die Oxydation von 30 zu 32
der Addition von 30 an 31 bzw. 32 den Rang ablduft und 32 zum Hauptprodukt wird.
Ob dieses schon in der Reaktionslosung zu 33 hydrolysiert wird oder erst bei der chro-
matographischen Abtrennung an Kieselgel G, bleibt offen.

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

Fiir die Frage, ob 24¢ und d die ersten Benzochinon-anile sind, dic man bei oxy-
dativer Kondensation von o-Amino-phenolen gefunden hat, war von Interesse, da3
Oxydation von 2-Amino-3-hydroxy-benzoesiaure (36a) mit Luft in ammoniakfreien
Pufferlosungen (pH 9—11.6) bis zu 509 eine rote, kristallisicrte Verbindung liefert,
fiir die auBer 34 auch Formel 35 in Betracht gezogen wurde26.27),

Bei Uberpriifung gab die rote Verbindung mit Diazomethan cin rotes Trimethoxy-
Derivat Ci7H16N205. Sie hat demnach die Bruttoformel Cy14H | gN207 und enthilt
ein O-Atom mehr als 34 and 35. Wire sie ein Oxydationsprodukt von 35, so konnte
das anfgenommene O-Atom nur als phenolisches Hydroxyl vorliegen und Diazo-
methan wiirde ein Tetramethoxy-Derivat liefern. Von 34 146t sich dagegen das um ein
O-Atom reichere Oxydationsprodukt 40a - mit drei durch Diazomethan methylier-
baren Hydroxylen - formulieren.

25 H. Musso und K.-H. Bantel, Chem. Ber. 102, 636 (1969).
26) A, Butenandt, J. Keck und G. Neubert, Liebigs Ann. Chem. 602, 61 (1957).
27 A. Butenandt, E. Biekert und G. Neubert, Liebigs Ann. Chem. 603, 200 (1957).
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Mit 40a stehen in Einklang: 1. Die Analyse der roten Verbindung 28), ihres O-Mo-
noacetats (erhalten mit Keten in » NaOH) und farblosen Dihydrotetraacetats26.27,
2. die Umwandlung in 41 durch » NaOH (19 Stdn., Rauintemp.) 27, 3. das Elektronen-
spektrum des Trimethoxy-Derivales [hpa, (Chloroform}: 486 my (e = 2400), 323
(17900), 270 (12300)], das dem von Amino-benzochinonen-(1.4) wie Cinnachinon 29
dhnlich ist, 4.das 100-MHz-NMR-Spektrum (CDClsy) des Trimethoxy-Derivates
40b, das anzeigt: drei benachbarte Aromaten-Protonen (ABC-Spektrum zwischen
3 7.0 und 7.7; drei Methoxylgruppen (8 3.84 (3), 3.87 (3), 3.88 (3)]; ein Olefin-H (Sin-
gulett bei & 5.25, Lage charakteristisch fiir Olefin-H von Amino-benzochinonen-
(1.4)30), 5, der Alkaliabbau des Trimethoxy-Derivates zu 36¢ (52 NaOH, 1 Stde.,
100%). Damit kénnen 492 und b als gesichert gelten.

Dal 40a durch Oxydation aus 34 entsteht, ist zwar formal mdoglich, unter den Versuchs-
bedingungen aber auszuschlieBen. Denn, da uns 28a mit Kaliumhexacyanoferrat(IIT} bei
pH 7.2 zu 85Y kristallisiertes 29a lieferte, solite auch Luftoxydation von 36a bei pH 11.6
ganz iberwiegend zum 2-Amino-phenoxazon-(3) 26i fithren und Kondensation in Richtung
auf 34 keine Rolle spielen. Plausibel erscheint uns dagegen, daf3 sich 40a — fiir Ringver-
kniipfung durch 1.4-Amin/Chinon-Addition formuliert — auf folgendem Wege bildet. Das
aus 36b entstandene 37 reagiert in der alkalischen Lisung statt mit der Aminogruppe von
36a bevorzugt mit Hydroxyl-Ion unter Entstehung von 38, worauf Oxydation zu 39, Amin/
Chinon-Addition von 36b an 39 und Dehvdrierung des Adduktes zu 40a fihrt.

Die Actinomycin Cy-Derivate 6a—d
Zur Kupplung von D-Valyl-L-prolyl-sark osyl- N-methyl-L-valin-benzylester (1) mit
den rL-Threoninderivaten 2a—-¢ zu 3a—e verwendeten wir N-Athyl-5-phenyl-is-
oxazolium-3'-sulfonat, fiir die Verkniipfung von 1 mit 2f=14b zu 3f das bei der Dar-
28) Um sie mit 34 und 35 in Einklang zu bringen, hatte man die berechneten Werte auf
CI4H10N20(, ’HZO bezogen.
29) J. Gripenberg, Acta chem. scand. 12, 603 (1958).
30) W, Liittke und G. Kunz, unvers(Tentlicht.
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stellung von 14a bewihrte Dicyclohexylcarbodiimid, 3a—-¢ wurden wie 3e¥ durch
Chromatographie an Aluminiumoxid von Nebenprodukten befreit, Reinigung von
3f (mit phenolischem Hydroxy! und daher groBerer Adsorptionsaktivitit) gelang an
Kieselgel G (Chloroform/Methanol, 55 : 5).

Katalytische Hydrierung von 3a—¢ zu 4a— ¢ und deren Oxydation mit Kalium-
hexacyanoferrat(I1]) bei pH 7.2 fiihrte zu 5a—c¢, analoge Umsetzung von 3f dagegen
zu einer rotbraunen Verbindung — dem UV-Spektrum nach 2de — die kurzes Auf-
kochen mit Essigsdure/Trifluoressigsidure (20 : 1) in 5d tberfithrte. Chromatographi-
sche Reinigung des Reaktionsproduktes wie bei Sa—c an Cellulose mit Losungs-
mittelsystemen, die wilBrige Losungen von Natrium-m-kresotinat oder #hnlichen
Losungsvermittlern3l enthalten, entfiel, weil diese dank der sperrigen tert.-Butyl-
Gruppen mit 5d keine Komplexe bilden. Sie gelang an MN-Polyamid-SC mit Me-
thanol als Laufmittel.

Unter gleichen Bedingungen wie Actinomycin Ci-siure (Se)¥ haben wir Sa—c¢
mit N-Acetyl-imidazol/Acetylchlorid 32 {actonisiert und das Reaktionsprodukt an
Aluminiumoxid und Cellulose abgetrennt. In Ausbeuten zwischen 20 und 309, er-
hielten wir kristallisiertes 4.6-Didesmethyl-actinomycin C, (6a), 4.6-Dimethoxy-4.6-di-
desmethyl-actinomycin C; (6b) und 4.6-Diithyl-4.6-didesmethyl-actinomycin Cy (6c).

Ebenso wie 5d bildet erwartungsgemill auch 6d keine Komplexe mit Natrium-m-
kresotinat oder anderen zur Actinomycin-Trennung geeigneten Losungsvermittlern3D.
Das aus 5d mit N-Acetyl-imidazol/Acetylchlorid erhaltene Lactonisierungsprodukt
lieB sich daher nicht wie bei 6a-— ¢ und 6e durch Verteilungschromatographie an Cel-
fulose auftrennen. Die Fraktionierung gelang schlie(lich durch priparative Schicht-
chromatographie an Kieselgel G und gab zu 5% (bezogen auf 5d) amorphes 4.6-
Di-tert.-butyl-4.6-didesmethyl-actinomycin C; (6d). Sein langwelliges Absorptions-
maximum (Tab. 2) liegt um 16 my kiirzerwellig und hat eine um rund 20%; kleinere
Extinktion als bei 6e. Analoge, etwas geringere Unterschiede findet man bei den
Chromophorestern 29d und e (Tab. I).

Tab. 2. Actinomycin C; (6e) und seine Derivate 6a—d

]2 Amax (€) Farbe
Formel R (¢, Methanol) Methanol Wasser DMF/NaQH
6a H —290 + 3° 438 (21800) 438 (24400) blauviolett
(0.17) 236 (31800)
b OCH;3; —308 + 10° 448 (25900) 444 (24800) braunrot
(0.17) 247 (37600)
c C,Hjs -290 - 10° 444 (24000) 442 (24400) rotviolett
(0.19) 242 (34 500)
d C(CHa3)3 —240 - 10° 427 (19300) - rotviolett
0.19) 239 (33600)
e CHj3 —328 + 10° 443 (25000) 440 (24400) rotviolett
(0.20) 241 (34000)

30 H. Brockmann und H. Gréne, Chem. Ber. 87, 1036 (1954).
320 H. Brockmann und J.-H. Manegold, Chem. Ber. 100, 3814 (1967).
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Die Wasserloslichkeit von 6b—d und Actinomycin C; (6e) nimmt ab nach 6b >
6e > 6¢ > 6d. 6a, rund 50° hoher schmelzend als 6e, ist in Wasser und Methano!
weniger 16slich als dieses. Dank hydrophober Wechselwirkung der Peptidlactonringe33
ist der Temperaturkoeffizient der Wasserloslichkeit von 6éa—d ebenso wie bei 6e
negativ. Laslichkeit in lipophilen Solvenzien und Re-Wert [Papierchromatogramm,
Butylacetat/Dibutyldther/10proz. walr. Natrium-m-kresotinat (3:1:4)] nehmen zu
nach 6b < 6a << 6e < 6¢ < 6d. Die in Dimethylformamid auf Zusatz von wenig
0.1# NaOQH auftretenden Farben (Tab. 2) unterscheiden sich von denen der Chromo-
phorester (Tab. 1).

Die biologische Wirksamkeit der Actinomycin C;-Derivate

Dem Kalottenmodell des Actinomycin-DNS-Einschubkomplexes nach 11,12} sollten
groBere Alkylreste anstelle der 4.6-Methylgruppen von Actinomycin C; (6e) sterisch
den Einschub des Chromophors zwischen die Basenpaare der DNS-Doppethelix
sowie elektronische Wechselwirkung zwischen dem 2-Amino-phenoxazon-(3)-Ringsy-
stem und dem Guanin/Cytosin-Paar erschweren oder verhindern. In Einklang damit
stehen die Testergebnisse (Tab. 3). Die Stabilititskonstante des DINS-Komplexes
sowie die antibiotische Wirksamkeit von 4.6-Didthyl-4.6-didesmethyl-actinomycin Cy
(6¢) sind deutlich kleiner als bei 6e, wihrend sich beim Di-tert.-butyl-4.6-didesmethyl-
actinomycin C; (6d) keine Komplexbildung mit DNS und dementsprechend auch
keine antibiotische Wirksamkeit nachweisen liel3.

Obgleich die Methoxyl-Gruppen von 4.6-Dimethoxy-4.6-didesmethyl-actinomycin
C, (6b) ein ihnliches Volumen haben wie die Athyl-Gruppen von 6c, ist die anti-
biotische Wirksamkeit von 6b viel geringer als die von 6¢; und kleiner ist in Uberein-
stimmung damit auch die Stabilititskonstante des 6b-DNS-Komplexes. Grund dafiir
konnte sein, daB die Methoxyl-Gruppen hydratisiert sind und der zur Komplexbildung
erforderliche Abbau der Hydrathiille durch den damit verbundenen Energieaufwand
die Bindungsenergie des Komplexes verringert.

Tab. 3. Biologische Wirksamkeit von Actinomycin C; (6e)
und seinen Derivaten 6a—d

Formel 6a 6b 6¢ 6d be

R in 6a--d H OCH; C,Hj; C(CHa3)3 CHj3
Baktcriostatische Wirksamkeita)
Staph. aureus 5 5 30 0 100
Bac. subtilis 1 1 50 0 100
Hemmung des 15% 25% 509
Nucleotideinbaus in m-RNS®
Stabilititskonstante des 7.1-104 2.4-105 7.5-105 kein 2.3-106
DNS-Komplexes bei 2071112} Komplex

a) Verdinnungstest, Wirksamkeit bezogen aul Actinomycin C; = 100, dessen antibiotisch wirksame Grenz-
konzentration Fiir Staph. aureas bei 0.16 pg/ecm und fir Bac. subtilis bei 0,08 wg/cem lag.
b) Die Werte verdanken wir Herrn Dr. H. Matzura. Losungen 2-1077 molar.

33 W. Miiller und I. Emme, Z. Naturforsch. 20b, 835 (1965).
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Zu beriicksichtigen ist ferner, dafl im Kalottenmodell 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. 6¢ nicht in hydrophobe Wechselwirkung treten kénnen; d. h, im 6b-Kom-
plex entfillt ein Faktor, der beim 6e- und 6c-Komplex zur Stabilitit beitragt.

Bemerkenswert ist der niedrige Wert der Stabilitdtskonstanten des DNS-Komplexes
und die dementsprechend geringe antibiotische Wirksamkeit von 4.6-Didesmethyl-
actinomycin C; (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 6¢. Erhohen, wie
angenommen, die 4.6-Methyl-Gruppen von 6e durch hydrophobe Bindung an die
DNS die Stabilitdt des Komplexes, so wire das Fehlen dieser Bindungen im 6a-DNS-
Komplex fiir dessen geringe Stabilitdt und damit fiir die geringe antibiotische Wirk-
samkeit von 6a verantwortlich. Ob aullerdem noch andere Faktoren stabilitits-
erniedrigend wirken, bleibt offen,

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

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemie danken wir fiir Unter-
stiitzung unserer Arbeit, Herrn Dr. H. Lackner fiir die Messung der NMR-Spektren.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte sind im Berl-Block bestimmt und korrigiert.

Elektronenspektren: Zeiss PMQ II; NMR-Spektren (3-Werte): Varian A 60 bzw. HA 100
(mit Tetramethylsilan als innerem Standard); Massenspektren: Atlas CH-4 bzw. SM 1 B.

Lésungsmittelsysteme  fiir Chromatographie: LS 1. Butanol/Butylacetat/3 proz. wibr.
Natrium-m-kresotinat (7:3:10). — LS II: (85:15:100). — LS III: Butylacetat/10proz.
wiBr. Natrium-m-kresotinat (1 : 1). — LS IV: Butanol/Dibutylither/10proz. wihr. Natrium-
m-kresotinat (1:2:3). Alle Kresotinatlosungen mit m-Kresotinsdure gesittigt. Cellulose-
pulver (Nr. 123) und Chromatographiepapier (2043b) von Fa. Schleicher & Schiill, Dassel.

Quantitative Aminosdurebestimmungen nach Brockmann und Manegold34),

Saures Kieselgel, a) lufttrocken, b) aktiviert; Neutrales Xieselgel (Gebr. Herrmann, KéIn)
wird in 0.1 n HCI aufgeschlammt, abgesaugt und a) an der Luft bis zur FlieBfihigkeit oder b)
bei 110° getrocknet.

3-Acetamino-4-dthyl-benzoesdiure (7a): Eine mit Pd-Mohr aushydrierte Losung von 19.5 g
3-Nitro-4-dthyl-benzoesdure in 150 ccm Athanol verdampfte man nach Abfiltrieren des Kata-
lysators zur Trockene, 13stc die kristallisierte 3-Amino-4-iithyl-benzoeséiure (16.4 g, aus verd.
Methanol farblose Nadeln vom Schmp. 150—152°) unter Erwirmen in 100 ccm Eisessig
und versetzte mit 17 ccm Acetanhydrid. Aus der Losung kristallisierte 7a (20 g) in farblosen
Nadeln. Schmp. 273—275° (nach Umkristallisieren aus Methanol/Wasser),

C11H13NO3 (207.2) Ber. C63.75 H6.32 N6.76 Gef. C63.86 H6.16 N 6.85

3-Acetamino-4-tert.-butyl-benzoesdure (1b): 90 g 3-Nitro-4-tert.-butyl-benzoesdiure3s), wie
vorstehend in 600 ccm Athanol hydriert, gaben 77 g kristallisierte 3-Amino-4-tert.-butyl-

3 H. Brockmann und J.-H. Manegold, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 343, 86 (1965).
35) C. C. Price und D. C. Lincoin, J. Amer. chem. Soc. 72, 2807 {1950).
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benzoesiure3s) und diese in 225 ccm Eisessig mit 75 ccm Acetanhydrid 70 g kristallisiertes 7h.
Schmp. 250 -252° (nach Umkristallisieren aus Methanol/Wasser).
C13H14NO3 (235.3) Ber. C66.36 H 7.28 N 5.95 Gef. C66.66 H 7.32 N 5.86

2-Nitro-3-acetamino-4-dthyl-benzoesiure-methylester (11b) und 2-Nirro-S-acetamino-4-dthyl-
benzoesiure-methylester (8b): 19 ¢ Ta gab man unter Rithren in 63 cem auf 0 —5° gehaltene
99 proz. Salperersiure, goB nach 2 Stdn. auf Eis, nahm das ausgefallenc, getrocknete Ni-
trierungsprodukt (21.4 g) in 200 ccm Methanol auf und versetzte mil iberschiissiger dther.
Diazomethan-Losung. Nach 2 Stdn. wurde das Losungsmittel verdampft und der Riickstand
aus 600 ccm Benzol/Athylacetat (1:1) an einer 90 < 8-cm-Sdule aus neutralem Kieselgel
(KorngroBe <2 0.08 mm, 29, Leuchtstoll ,,Rot N*, Riedel-de Haén)1? chromatographiert.
Aus der schneller laufenden Zone erhielt maa 15.2 g (62%) 11b; aus Benzol/Petrolather
farblose Nadeln vom Schmp. 163 ~—164°.

Ci2H4N2Os5 (266.3) Ber. C 54.13 H 5.30 N 10.52 Gef, C354.16 H 5.60 N 10.59

Aus der langsamer wandernden Zone isolierte man 5.0 g (20%) 8b; aus Benzol/Petrolither
farblose Nadeln vom Schmp. 132-—-133°,

Ci12H14N205 (266.3) Ber. C54.13 H 5.30 N 10.52 Gef. C54.25 H 5.36 N 10.64

2-Nitro-3-acetamino-4-tert.-butyl-benzoesiurec-methylester (11d) und 2-Nitro-5-acefamino-
4-tert.-butyl-benzoesiure-methylester (8d): Nitrierung von 70 g 7b und Aufarbeitung wie
vorstehend gab 77 g Nitricrungsprodukt. Nach Veresterung erhielt man bei Chromato-
graphie an vier 90 % 8-cm-Siulen aus der schnelleren Zone 32 g (37%;) 11d; aus Benzol/
Petrolidther farblose Nadeln vom Schmp. 229 -230°,

Ci4H1sN2Os (294.3) Ber. € 57.13 H 6.17 N9.52 Gef. C57.45 H6.25 N9.54

Die langsamere Zone lieferte 43.5 g (49%) 8d; aus Benzol/Petrolither farblose Nadeln
vom Schrp. 151-—152°.

CisH1gN205 (294.3) Ber. € 57.13 H6.17 N9.52 Gef. C57.43 H 6.07 N 9.46

2-Nitro-3-hydroxy-4-dthyl-benzoesdure (12a): 20 g 11b kochte man 50 Stdn. in 250 ccm
20proz. wiBr, Kaliumhydroxid, extrahierte die angesduerte Losung anteilweise mit insgesamt
1/ Athylacetat und verdampfte die mit gesittigter Kochsalzlssung gewaschene organische
Phase i. Vak.zur Trockene. Chromatographie des Rickstandes aus Benzol/Athylacetat
(7 : 3) an etner 50 x 7-cm-Sdule aus saurem Kieselgel (lufttrocken) und Umkristallisieren des
Inhaltsstoffes der gelben Hauptzone aus Benzol/Cyclohexan gab 14.3 g (90%) gelbe Nadeln
vom Schmp. 142—144°.

NMR (DMSO-dg): t8 1.18 (3) (J == 7.5 H2), q 2.70 (2) (J = 7.5 Hz), s 7.42 (2); OH 10.00
‘(1) breit.
CoHoNNOs (211.2) Ber. C51.19 H 430 N 6.63 Gef. C51.45 H4.31 N6.76

2-Nitro-3-hydroxy-4-ithyl-benzoesciure-methylester (12h): Eine von Chlorwasserstoff durch-
stromte Losung von 4.0 g 12a in 100 ccm Methanol hielt man 15 Stdn. am Sieden, gab sie
dann in 400 ccn Wasser, extrahierte erschopfend mit Ather und chromatographierte den
Verdampfungsriickstand des Atherauszuges aus Chloroform an einer 15 X 4-cm-Siule aus
neutralem Kieselgel (Korngréfie <<0.08 mm). Die schnell wandernde orangefarbene Haupt-
zone gab aus n-Pentan gelbe Nadeln vom Schmp. 42 —43°, Ausb. 3.6 g (859%).

NMR (CDCl): t8 1.25(3) (J == 7.5 Hz), 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 Hz), s 10.31 (1).

CroH;iNOs (225.2) Ber. C53.33 114,92 N 622 Gef. C53.63 H5.12 N 591
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2-Nitro-3-benzyloxy-4-ithyl-benzoesdure (13a): Unter stindigem Rithren versetzte man
cine Losung von 12.4 g 12a und 7.5 g Kaliumhydroxid in 100 ccm Methanol mit 15.5 g
Benzylchlorid, kochte 10 Stdn. unter Riickflul und hielt zur Esterverseifung nach Zugabe von
70 ccm 20proz. waBr. Kaliumhydroxid noch 30 Min. am Sieden. Aus der durch Wasser-
dampfdestillation von Methanol und Benzylalkohol befreiten roten Losung wurde 13a mit
Salzsdure ausgefillt. Aus Athanol/Wasser farblose Nadeln vom Schmp. 163—166°, Ausb.
(2.7 £ (72%).

NMR (DMSO-dg): t§ 1.25(3) (J = 7 Hz), q 2.33 (2) (J = 7 Hz), 54.97 (2), 5 7.40 (5),
d 7.60 (1) (J == 8 Hz), d 7.80 ppm (1) (J/ == 8 Hz).

CigH1sNOs (301.3) Ber. C63.78 H 5.02 N 4.65 Gef. C63.56 H 4.86 N 4.63

2-Nitro-5-hydroxy-4-dthyl-benzoesdure (9a): 3.0 g 8h, umgesetzt und aufgearbeitet wie bei
12a (Chromatographie aus Benzol/Athylacetat 1:1 an 20 X 3.5-cm-Sidule) lieferten 2.1 g
(89 %) gelbliche Nadeln (aus Athylacetat/Cyclohexan) vom Schmp. 164 —166°,
NMR (DMSO-d¢): t31.15(3) (J = 7 Hz), q 2.63 (2) (J/ = 7 Hz), s 7.05 (1), s 7.84 (1).
CoHgNOs (211.2) Ber. C51.19 H 4.30 N 6.63 Gef. C51.50 H 4.36 N 6.63

4-Nitro-2-dthyl-phenol (10) : Eine mit 0.5 g Kupferpulver versetzte Losungvon 0.5 g9ain 10ccm
Chinolin hielt man am Sieden, bis die COs-Entwicklung beendet war, go8 in 100 ccm Wasser
und extrahierte die vom Kupfer abfiltrierte; mit konz. Salzsiure angesiuerte Losung mit
Ather. Der beim Verdampfen des Athers hinterbliebene Riickstand (150 mg, 38 %) kristalli-
sierte aus Petroléither in farblosen Nadeln vom Schmp. 78 —80°.

(J = 8 Hz und 2 Hz), dd 8.00 (1) (J = 8 Hz und 2 Hz), s 8.07 (1).
CgHoNO;3; ((167.2) Ber. C57.84 H 542 N 8.36 Gef. C57.59 H 5.43 N 846

2-Nitro-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoesdure (12¢): 20 g 11d wie bei 122 umgesetzt und auf-
gearbeitet (40proz. wiBr. Kaliumhydroxid statt 20proz. ; 20 X 6-cm-Sdule, Benzol/Athylacetat,
1: 1) lieferten 14 g (86%) 12c¢, aus Athylacetat/n-Pentan gelbe Kristalle vom Schmp. 199°
(Zers.).
NMR (Aceton-dg): s§ 1.48(9), d 7.40 (1) (/ = 8 Hz), d 7.70 (1) (J = 8 Hz), OH 9.25
(breit).
Cy1H{3NOs (239.2) Ber. C55.23 H 5.48 N 5.86 Getf. C55.69 HS5.72 N 5.97

2-Nitro-5-hydroxy-4-tert.~butyl-benzoesdure (9h): 20 g 8d wie bei 12 ¢ umgesetzt, gaben ohne
Chromatographic 14.4 g (889;) 9b; aus Benzol/Petroliather farblose Oktaeder vom Schmp.
199°. Ein Gemisch mit 12¢ (Schmp. 199°) schmolz bei 175°.
NMR (DMSO-dg): s 8 1.36 (9), s 7.02 (1), s 7.80 (1), OH 5.00 (breit).
C1H3NOs (239.2) Ber. C55.23 H5.48 N 5.86 Gef. C55.40 H 5.49 N 5.96

2-Nitro-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoesiure-methylester (12d): 4.0 g 12¢ wurden verestert
und aufgearbeitet wie bei 12b. Ausb. 3,75 g (89 %), aus Methanol/Wasser gelbe Nadeln vom
Schmp. 93—-95°.
NMR (CDCls): s3 1.40 (9), s 3.90 (3),d 6.98 (1) (J/ = 8 Hz),d 7.52 (1) (J/ = 8 Hz), s 9.80
.
Ci12H1sNOs (253.3) Ber. C56.91 H 5.97 N 5.53 Gef. C56.75 H 5.83 N 5.67

N-[2-Nitro-3-benzyloxy-benzoyl]-r-threonin (2a): Eine Suspension von 5.7 g 13e mit
Schmp. 196 —198° (aus 12e analog dargestellt wie 13a17)) in 15 cem Thionylchlorid hielt man
15 Min. am Sieden und verdampfte i. Vak. zur Trockene. Das hinterbliebene, kristallisierte,

177%
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i. Vak. Giber Kaliumhydroxid getrocknete 13e-Chlorid nahm man in 90 ccm Benzol/Ather
(7:2) auf, versetzte bei 0° mit 2.4 g L-Threonin in 40.5 ccm 0.572 NaOH und dann am Vi-
bromischer tropfenweise mit 20.3 ccm 7 NaOH. Nach 3 Stdn. wurde die wiBr. Phase ab-
getrennt, mehrmals mit Ather durchgeschiittelt, angesduert und erschopfend mit Athylacetat
extrahiert. Das nach Verdampfen des Athylacetats hinterblicbene 2a kristallisierte aus Aceton/
Chloroform in farblosen Nadeln vom Schimp. 130—131°, Ausb. 5.7 g (73 %), [x]3®: —70 4 1°
(¢ = 1.6, Athanol).
CigHi1gN,O7 (374.3) Ber. C57.75 H 4.85 N 7.48 Gef. C57.73 H4.90 N 7.47

Dicyclohexylammoniumsalz von N-{ 2-Nitro-4-merhoxy-3-benzyloxy-benzoyl |- 1~threonin (2b):
6.2 g 13136), wie vorstehend mit Thionylchlorid behandelt und als 13f-Chlorid in Benzol/Ather
(2: 1) suspendiert mit z-Threonin umgesetzt, gab ein amorphes Kupplungsprodukt, das in
35 cem Athylacetat bei 0° mit 3.8 g Dicyclohexylamin in 35 ccm Ather versetzt wurde. Das
ausgefallene Salz (7.4 g, 62 %) kristallisierte aus Athylacetat in farblosen Nadeln vom Schmp.
167—169°. [2]Z: —7.7 4+ 0.5° (¢ = 1.5, Methanol).

(C¢H11)2NHz]JC19H19N203 (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-methoxy-3-benzyloxy-benzoylj-1-threonin (2b): 4.1 g des vorstehenden Di-
cyclohexylammoniumsalzes in 200 ccm Methanol/Wasser (3 : 1) schiittelte man 1 Stde. mit
7 g Tonenaustauscher (E. Merck, H®-Form), engte die abfiltrierte Losung auf 50 ccm ein,
versetzte mit wenig verd. Salzsiure und extrahierte mehrmals mit Athylacetat. Chromato-
graphie des Athylacetat-Riickstandes aus Chloroform/Aceton (1: 1) an einer 15 x 2.8-cm-
Sdule aus saurem Kieselgel gab eine im UV-Licht bei 366 mp. crkennbare Hauptzone, aus
deren mit Wasser gewaschenem Eluat 2.7 g (95 %) amorphes 2b isoliert wurde. [a}3': —42.0
+ 1° (¢ = 1.6, Athanol).

C1oHz0N,05 (404.4) Ber. C 56.43 H 4.99 N 6.93 Geof. C 5644 H 5.06 N 7.07

Dicyclohexylammoniumsalz von N-{2-Nitro-3-benzyloxy-4-ithyl-benzoylj-I-threonin (2¢):
6.3 g 13a verwandelte man wie bei 2a ins Chlorid, kuppelte dieses mit 2.4 g r-Threonin und
erhielt das Dicyclohexylammoniumsalz aus Athanol oder Chloroform in farblosen Nadeln
vom Schmp. 178", Ausb. 7.5 g (61%), [«]3': —18 - 0.5° (¢ = 1.5, Methanol).

(CeH11)2NH2]C20Hz;N207 (583.7) Ber. C 65.84 H 7.77 N 7.20 Gef. C 65.67 H 7.68 N 7.38

N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-dthyl-benzoyl J-L-threonin (2¢): 2.9 g des vorstehenden Dicyclo-
hexylammoniumsalzes, mit Ionenaustauscher umgesetzt und aufgearbeitet wie bei 2b, gaben
1.85 g (92%) gelbliches, amorphes 2¢. [a]3!: —58 -+ 1° (¢ = 1.6, Methanol).

CooH2oN,07 (402.4) Ber. C 59.69 H 5.51 N 6.96 Gef. C59.52 H5.53 N7.01

N-[2-Nitro-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoyl /-1L-threonin-methylester (142): Zu 4.8 g 12¢ und
2.66 g r-Threonin-methylester in 300 ccm Methylenchlorid gab man bei 0° eine gesiittigte
Losung von 4.2 g Dicyclohexylcarbodiimid (Farbumschlag von gelb nach rot) und riihrte
2 Stdn. bei 0° und 12 Stdn. bei 20°. Die vom Dicyclohexylharnstoff abfiltricrte, mit » HCI und
5proz. wilr. Natrivmhydrogencarbonat durchgeschiittelte Lsung verdampfte man i. Vak.
zur Trockene, hielt die Losung des Riickstandes in 400 ccm Aceton einige Stdn. bei 0° und
filtrierte vom Dicyclohexylharnstoff ab. Das nach Verdampfen des Acetons hinterbliebene 14a
kristallisierte aus Athylacetat in gelben Prismen (5.3 g, 75%) vom Schmp. 198 —199°, [oe]20:
—62.5 4 0.5° (¢ = 1.3, Methanol).

C16H22N207 (354.4) Ber. C54.23 H6.26 N7.91 Gef. C54.50 H 6.40 N 8.00

36) (Cl'l;%};)-Shu- Wei, Kao Yee-sheng, Chou Ching-Hsu und Hsu Bin, Scientia Sinica 12, 49
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N-[2-Nitro-3-methoxy-4-tert.-butyl-benzoyl J-L-threonin-methylester (14c): Eine mit iber-
schiissigem #ther. Diazomethan versetzte Losung von 300 mg 14a in 30 ccm Methanol ver-
diinnte man nach 30 Min. mit 50 ccm Chloroform und erhielt aus der mit verd. Salzsiure
und wiBr. Natriumhydrogencarbonat gewaschenen organischen Phase 283 mg (919%;) 14c,
das aus Athylacetat/Cyclohexan in gelblichen Nadeln vom Schmp. 160° kristallisierte. [a]3°:
62 4 1° (¢ = 1.0, Methanol).

C17H24N,07 (368.4) Ber. C 5543 H 6.56 N 7.61 Gef. C 5530 H6.48 N 7.65

N-[2-Nitro-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoyl ]-L-threonin (14b): 1.77 g 14a in 20 ccm n NaOH
rithrte man 30 Min. bei 20°, verdiinnte mit 300 ccm Wasser, schiittelte einmal mit Chloro-
form aus, extrahierte die mit Salzsiure angesiuerte wifr. Phase mit Athylacetat und erhielt
nach Verdampfen des Athylacetates 1.65 g (98 %) amorphes, gelbes 14b mit [«]¥: —70 + 1°
(c = 1.2, Methanol).

CsHaoN»O7 (340.3) Ber. C 52.93 H 592 N 823 Gef. C 52.81 H 6.04 N8.11

2-Amino-4.6-didthyl-phenoxazon-(3)-dicarbonsdure-(1.9)-dimethylester (29¢): Eine mit Pd/
Kohle aushydrierte Losung von 2.25 g 12b in 50 ccm Methanol wurde nach Abfiltrieren des
Katalysators mit 200 ccm auf 40° erwirmten 0.07 m Phosphatpuffer (pH 7.2) und dann an-
teilweise unter Rithren mit einer Losung von 9.9 g Kaliumhexacyanoferrat(III) in 75 ccm
Puffer versetzt, wobei man mit n NaOH auf pH 7.2 hielt, Nach 1 Stde. 16ste man das ausge-
fallene, abzentrifugierte 29 ¢ 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): Amax 435, 240 my. (e = 29200, 37400).

NMR (CDClI3): td 1.17 (3), t 1.34 (3) (beide mit 7 Hz), q 2.78, q 2.95 (zusammen (4), J =
7 Hz), s 4.00 (6), d 7.30 (1) (J/ = 8 Hz), d 7.60 (1) (J/ = 8 Hz), NH 7.70 (breit).

CH20N204 (384.4) Ber. C62.49 H 5.24 N 7.29
Gef. C62.48 H 5.26 N 7.38 Mol.-Gew. 384 (Massenspektrum)

2-Amino-4.6-di-tert.-butyl-phenoxazon-( 3)-dicarbonsiure-(1.9)-dimethylester (29d): Zu einer
mit Pd/Kohle aushydrierten, filtrierten Losung von 1.27 g 12d in 50 ccm Athanol gab man
200 ccm 0.07 m Phosphatpuffer (pH 7.2) und anteilweise eine konz. Losung von 4.45¢g
Kaliumhexacyanoferrat(III) in Puffer. Nach 1 Stde. schiittelte man mit Chloroform aus,
wusch mit Wasser, 16ste den Chloroform-Abdampfriickstand (1 g) in 100 ccm Eisessig und
kochte nach Zugabe von 4 ccm Trifluoressigsiure 3 Min. unter Durchleiten von Sauerstoff,
wobei die anfangs rote L.osung gelbrot wurde. Nach 10 Min. versetzte man mit dem doppelten
Vol. Chloroform sowie viel Wasser und erhielt aus der mit wifir. Natriumhydrogencarbonat
gewaschenen Chloroformphase nach zweimaligem Umkristallisieren aus Chloroform/Me-
thanol 550 mg (50 %) gelbbraune Prismen vom Schmp. 166 —168°.

UV (Methanol): Amax 422, 240 my (e = 26 500, 34700).
NMR (CDCls): s 8 1.51 (9), 5 1.56 (9), s 3.91 (3), s 3.94 (3), s 7.44 (2), NH 7.35 (breit).

Co4HpsN,Og6 (440.5) Ber. C65.44 H 6.41 N 6.36
Gef. C65.38 H 6.45 N 6.42 Mol.-Gew. 440 (Massenspektrum)

N.N’-[ 3-Amino-2'-hydroxy-5.3'-di-tert.-butyl-benzochinon-(1.4)-1-anil-dicarbonyl-(2.6") ]-bis
[ I~threonin-methylester] (24d): Eine Losung von 1.77 g 14a in 200 ccm Methanol wurde mit
Pd-Mohr aushydriert, vom Katalysator abfiltriert und mit 300 ccm Methanol sowie 250 ccm
0.07 m Phosphatpuffer (pH 7.2) verdiinnt. Nach Zugabe von 5 g in wenig Wasser gelostem
Kaliumhexacyanoferrat(I11) (Farbumschlag nach rot) und 250 ccm Puffer rithrte man 12 Stdn.
bei 20°, schiittelte mit Chloroform aus und erhielt nach Verdampfen des Chloroforms 1.4 g
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(87%) 244, das aus Benzol/Petrolither in braunroten Nadeln vom Schmp. 206° kristallisierte
und auf der Kieselgelplatte (Athylacetat/Cyclohexan, 4 : 1) nur eine Zone bildete.

UV (Methanol): Amax 486, 300 mu. (= = 4900, 14900).

C3Hy4N4Op0 (644.7) Ber. C59.61 H 6.88 N 8.69 O 24.82
Gef. C59.91 H6.92 N 846 O 25.05

N.N’-[ 2-Amino-4.6-di-tert.-butyl-phenoxazon-(3)-dicarbonyi-(1.9) /-bis-/ L- threonin- methyl-
ester] (26d): Eine mit 0.5 ccm Trifluoressigsiure versetzte rote Losung von 100 mg 24d in
25 ccm Eisessig hielt man unter Durchleiten von Sawerstoff 2—3 Min. am Sieden (Gelb-
firbung), unterbrach die Sauerstoffzufuhr, verdiinnte nach 20 Min. mit 100 ccm Chloroform,
entfernte die Sduren durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Wasser und chromatographierte
den Verdampfungsriickstand der Chloroformlésung aus Chloroform/Methanol (98:2) an
einer 15 X 2.5-cm-Sdule aus Aluminiumoxid IV (neutral, Woelm). Aus dem eingeengten
Chloroformeluat der Hauptzone filite Cyclohexan 60 mg (60%;) gelbrotes, amorphes 26d
mit [«]F: -+82 4 3° (¢ = 0.1, Chloroform).

UV (Methanol): Amax 422, 239 my (z = 22000, 35500).

NMR (CDCls): d 8 1.26 (6) (J/ = 7 Hz), s 1.54, s 1.57 (zusammen 18), s 3.70 (3), s 3.80 (3),
m 4.40 (2), dd 4.80 (1) (J = 8 und 3 Hz), g 5.04 (1), d 7.43 (1) (J = 8 Hz), d 7.52 (1) (J =
8 Hz), NH 11.7 (breit).

C32H42N4O1p (642.7) Ber. C59.80 H 6.59 N 8.69 Gef. C59.99 H 649 N 8.61

3.6-Di-rert.-butyl-benzochinon-(1.2) (33): Zu 220 mg 3025 in 25 ccm Methanol gab man
unter Rilhren langsam eine Losung von 1 g Kaliumhexacyanoferrat{HI) in 50 ccm 0.07 m
Phosphatpuffer (pH 7.2), bielt durch Zugabe von 21 NaOH stindig bei pH 7.2, verdiinntc
nach 3 Stdn. mit Wasser und extrahierte erschdpfend mit Chloroform. Der Verdampfungs-
rickstand des Chloroformauszuges gab aus Benzol an einer 30 x 2.5-cm-Kieselgel G-Séule
eine grine Hauptzone, die aus n-Hexan dunkelbraune Nadeln (145 mg) crgab; Schmp. 204°.

C14H2002 (220.3) Ber. C76.32 H 9.23 0 14.53 Gef. C76.20 H9.04 O 14.61

2-Amino-3-| 2 - methoxy-6-methoxycarbonyl- anilino] - 3-methoxycarbonyl-benzochinon- (1.4)
(40b): 100 mg des aus 36a durch Luftoxydation bei pH 11.6 entstandenen roten, kristalli-
sierten Kondcnsationsproduktes26) in 15 ccm Tetrahydrofuran versetzte man mit {ber-
schiissiger édther. Diazomerhan-Lésung und verdampfte nach 2 Stdn. zur Trockene. Der Riick-
stand kristallisierte aus Chloroform/Methanol in roten Nadeln vom Schmp. 221° (65 mg,
57%) und gab aufl der Kieselgel-Diinnschichtplatte (Athylacetat/Cyclohexan 8 : 2) eine ein-
heitliche Zone.

UV (Methanol): Amax 486, 325, 269 mu (e == 2200, 19100, 13000).

C17H16N,07 (360.3) Ber. C56.67 H 4.47 N 7.78 O 31.08
Gef. € 56.63 H4.46 N7.72 031.10
Masse Ber. 360.096 Gef. 360.094

3-Methoxy-anthranilsiiure (36¢) aus 40b: BEine Lésung von 10 mg 40b in 2 ccm 5n NaOH
erhitzte man 1 Stde. unter Stickstoff, sduerte mit Salzsdure an und verdampfte zur Trockene.
Der Riickstand zeigte im Rund-Papierchromatogramm (Laufmittel: Butanol mit 5» Am-
moniak geséttigt) eine im UV-Licht blau fluoreszierende Zone mit dem Re-Wert von 36¢.

N-[2-Nitro-3-benzyloxy-benzoyl |- r-threonyl-p-valyl- L~prolyl-sarkosyl-N-methyl- L-valin-ben-
Zylester (3a): Zu einer Losung von 1.01 g 2a und .37 ccm Triiithylamin in 10 ccm Nitro-
methan, in die man unter Riihren 0.7 g fein zerrichenes N-Athyl-5-phenyl-isoxazolium-3'-
sulfonat eingetragen hatte, gab man nach 7 Min. eine Losung von 1.42 g 1-Hydrochlorid$?
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und 0.40 ccm Tridthylamin in 15 ccm Nitromethan, Nach 10 Stdn. wurde das Lésungsmittel
i. Vak. verdampft, die Losung des Riickstandes in Chloroform mit 2# HCl und 5proz.
wiBr. Natriumhydrogencarbonat gewaschen und das nach Verdampfen des Chloroforms
hinterbliecbene Rohprodukt (2.2 g) aus Benzol an einer 20 » 2-cm-Siule aus Aluminiumoxid
IV (ncutral, Woelm) chromatographiert, wobei Verunreinigungen ins Filtrat gingen. Das
Chloroform- oder Athylacetat-Eluat der Hauptzone wurde durch ein gehirtetes Filter ge-
geben und lieferte nach Verdampfen des Losungsmittels 1.5 g (66 %;) farbloses, amorphes 3a.
[2]2: —53 4 1° (¢ == 0.4, Methanol). -- Zur Analyse wurde 5 Stdn.i. Hochvak. bei 80°
getrocknet.
CasHssNgOy; (844.9) Ber. C62.55 H6.69 N9.95 Gef. C62.45 H6.74 N 10.05

N-; 2-Nitro-4-methoxy-3-benzylox y-benzoyl j~L-threonyi- p-valyl-t-prolyl-sark osyl-N-methyl-
r-valin-benzylester (3b): 1.09 g 2b, mit 1.42 g 1-Hydrochlorid umgesetzt und aufgearbeitet
wic bei 3a, gaben 1.55 g (66 %) farbloses, amorphcs 3b, [x]3': —40 4- 2° (¢ = 0.75, Metha-
nol). — Zur Analyse wurde zusiitzlich aus Chloroform/Mcthanol (95 : 5) an neutralem Kiesel-
gel chromatographiert und 8 Stdn. bei 80° i. Hochvak. getrocknet.

CisHsgNgOy2 (875.0) Ber. C61.77 H6.68 W9.61 Gel. C61.63 H 680 N9.78

N-[2-Nitro-3-benzvioxy-4-ithyl-benzoyl]-L-threonyl- p-valyl-L~prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-va-
lin-benzylester (3c¢): 1.09 g 2¢, mit 1.42 g 1-Hydrochlorid umgesetzt und aufgearbeitct wie
bei 3a, gaben 1.5 g (64 %;) farbloses, amarphes 3¢, das 8 Stdn. bei 60° i. Hochvak. getrocknet
wurde. [x}¥: —50 4+ 2° (¢ = 0.75, Methano!l).

CasHgoNgO11 (873.0) Ber. C63.28 H6.93 N 9.63 Gef. C63.09 H7.06 N9.82

N-{ 2-Nitro-3-hydroxy-4-tert.-butyl-benzoyl }- L-threonyl- p~valyi-t-prolyl-sark osyt-N-methyl-i.-
valin-benzylester (3f): Zu ciner Losung von 1.02 g 2f und 1.58 g 1-Hydrochlorid in 60 ccm
Methyienchlorid gab man 0.43 ccm Tridthylamin, versctzte bei 0° mit 0.62 g in wenig Me-
thylenchlorid gelsstema Dicyclohexylcarbodiimid und rithrte 2 Stdn.bei’ 0° sowie 12 Stdn.
bei 20°. Die vom Dicyclohexylharnstoff abfiltrierte L&sung wurde mit verd,;Salzsiiure und wiiBr.
Natriumhydrogencarbonat gewaschen und ihr Verdampfungsriickstand (2 g) aus Chloro-
form/Methanal (95: 5) an einer 65 X 5-cm-Siule aus Kicselgel G chromatographiert. Aus
der gelben Hauptzone erhielt man 1.5 g (58 %) amorphes 3f mit [«]20: — 53 4 [° (¢ = 0.65,
Methanol). — Zur Analyse wurde 5 Stdn. bei 60° i. Hochvak. getrocknet.

Cy1HsgNgOy1 (810.9) Ber. C60.73 H 7.22 N 10.37 Gef. C60.54 H 7.24 N 10.34

4.6-Didesmethyl-actinomycin Cy-sdure (5a): Fine Losung von 1.25g 3a in 40 cem Me-
thanol wurde mit Pd/Kohle aushydriert, vam Katalysator abfiltriert, auf die Hiilfte eingeengt
und mit 40 ccm 0.07 m Phosphatpuffer (pH 7.2) versetzt. Unter Rithren gab man portions-
weise 1.5 g Kaliumhexacyanoferrat(II1) in 10 ccm Phosphatpuifer hinzu (Rotfirbung), hielt
mit 7 NaOH stets bei pH 7.2 (Glaselektrode), versetzte nach 5 Stdn. mit 250 ccm Wasser,
extrahierte nach Ansduern mit Salzsdure erschipfend mit Chloroform und chromatographierte
den braunroten Riickstand (850 mg) des mit angesiduertem Wasser gewaschenen Chloroform-
auszuges an einer 50 X 4-cm-Cellulosesdule (LS T). Das Methanol-Eluat der langsam wan-
dernden, aus der Sdule ausgeschnittcnen Hauptzone wurde mit dem dreifachen Vol. Wasser
verdiinnt, mit Salzsiure angesiuert, mit Chloroform extrahiert und der Verdampfungssiick-
stand der Chloroformphase aus Chl()roform an emer 15 » 2-cm-Siule aus saurem Kieselgel
chromatographiert. Nachwaschen mit Chioroform/Aceton (4: 1) entfernte’ die m-Kresotin-
sdure, Methanol eluierte Sa. Das mit der dreifachen Wassermenge verdiinnte, angesiucrte
Methanol-Eluat extrahierte man mit Chloroform, verdampfte den mit angesiuertem Wasser
gewaschenen, durch ein Hartfilter gegebencen Auszug, fillte den Riickstand aus Methanol
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mit Athylacetat 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 %), [«]%: —170 L+ 2°
(¢ = 0.15, Methanol).

UV (Methanol): Amax 441, 422, 234 my (& = 22100, 21700, 40000).

CeoHgeN1201g (1263.4) Ber. C 57.04 H 6.86 N 13.32 Gef. C 56.88 H 6.97 N 13.42
Ber. Mol Thr2.0  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 Mc¢Val 2.0

4.6-Dimethoxy-4.6-didesmethyl-actinomycin Cq-sdure (8b): 1.15g 3b, mit Kaliumhexa-
cyanoferrat(III) wie bei 5a oxydiert und aufgearbeitet (LS II statt LS I), lieferten 375 mg
(479%,) gelbrotes, amorphes 5b, das bei 90° 30 Stdn. i. Hochvak. getrocknet wurde. [x]Z:
—134 + 4° (¢ = 0.2, Methanol). Zers. oberhalb 185°,

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

CgaHooN12020 (1323.4) Ber. C 56.25 H 6.85 N 12.67 Gef. C56.01 H 6.99 N 12.40
Ber. Mol Thr2.0  Val2.0 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-Didthyl-4.6-didesmethyl-actinomycin Ci-sdure (5¢): 1.29 g 3¢, oxydiert mit Kalium-
hexacyanoferrat(1II) und aufgearbeitet wie bei Sa, gaben 600 mg (62 %) gelbrotes, amorphes
Sc, das 25 Stdn. bei 110° i. Hochvak. getrocknet wurde. [a]3: —138 4 4° (¢ = 0.2, Metha-
nol). Zers. oberhalb 180°.

UV (Methanol): Amax 446, 239 mu (g = 27800, 44300).

Cg4HoqN1501g (1319.5) Ber. C 58.25 H7.18 N 12.74 Gef. C57.93 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.-butyl-4.6-didesmethyl-actinomycin Ci-séure (5d): 1.3 g 3f wurden wie bei Sa
in 70 ccm Methanol aushydriert und oxydiert [100 ccm 0.07 m Phaosphatpuffer pH 7.2, 1.5 g
Kaliumhexacyanoferrat(III)]. Den wie bei 5a gewonnenen Chloroformextrakt verdampftte
man zur Trockene, nahm den Riickstand in 40 ccm Eisessig auf, versetzte mit 2 ccm Trifluor-
essigsdure und kochte 3 Min. unter Durchleiten von Sauerstoff. Nach Zugabe von Chloro-
form schiittelte man mehrmals mit Wasser durch, verdampfte die Chloroformphase zur
Trockene, nahm den Riickstand in wenig Athylacetat auf und fillte mit #-Pentan ein gelb-
braunes Rohprodukt (785 mg), das aus Methanol an einer 45 x 6-cm-Sdule aus MN-Poly-
amid-SC 6, Korngréfe <0.16 mm, chromatographiert wurde. Das Methanol/Eisessig (99 : 1)-
Eluat der herausgeschnittenen Hauptzone versetzte man mit viel Chloroform, schiittelte
mehrmals mit Wasser aus, verdampfte das Chloroform und chromatographierte den Riick-
stand aus Chloroform an einer 15 X 2.5-cm-Siule aus saurem, lufttrockenen Kieselgel,
wusch mit 200 ccm Chloroform nach und eluierte mit Methanol. Das mit Wasser versetzte
Eluat wurde mit Chloroform extrahiert und das beim Verdampfen des Chloroforms hinter-
bliebene 5d aus Athylacetat mit n-Pentan umgefillt. Gelbrotes Pulver (450 mg, 46°;) mit
[e]3: —51 4 3° (¢ = 0.16, Methanol). — Zur Analyse wurde 20 Stdn. bei 80° i. Hochvak.
getrocknet.

UV (Methanol): Amax 424, 237 my (= = 20500, 38700).

CessH102N12015 (1375.6) Ber. C59.36 H 7.47 N 12.20 O 20.97
Gef. C59.07 H7.49 N 12.11 O 20.85

37 Bei der Totalhydrolyse von Actinomycinen und Actinomycinsiuren wird ein Teil des
Threonins zerstort.
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4.6-Didesmethyl-actinomycin Cy (6a): Zu 28.6 g Imidazol (,,Fluka‘* reinst) in 350 ccm wasser-
freiem Tetrahydrofuran gab man unter Rithren am RiickfluBkiihler bei 20° 14.9 ccm Acetyl-
chlorid, rithrte 1 Stde. bei 55° und saugte rasch vom weiflen Niederschlag ab. Das warme
Filtrat wurde nach Zugabe von 22.4 ccm Acetylchlorid noch 1 Stde. bei 55° geriihrt und dann
vom hellgelben Niederschlag in einen auf 55° vorgewédrmten MeBzylinder dekantiert. Das
,,Cyclisierungsreagenz* wurde sofort verwendet.

Eine Mischung aus 165 ccm der warmen Reagenzlgsung und 425 mg Sa in 30 ccm absol”
Tetrahydrofuran hielt man 2 Stdn. bei 55°, verdampfte das Losungsmittel i. Vak. und schiit-
telte die Chloroformldsung des Riickstands mit verd. Salzsdure sowie wilr. Natriumhydrogen-
carbonat durch. Den Eindampfriickstand der Chloroformlosung chromatographierte man
aus Benzol an einer 15 X 3.5-cm-Siule aus neutralem Aluminiumoxid (IV, Woelm), wusch
mit Benzol nach, cluierte mit Athylacetat und chromatographierte den Verdampfungsriick-
stand (270 mg) des Eluates an einer 50 X 4-cm-Cellulosesédule (LS III).

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

CeoHsaN12016 (1227.4) Ber. C58.71 H6.73 N 13.71 Gef. C 58.93 H 6.84 N 13.39

4.6-Dimethoxy-4.6-didesmethyl-actinomycin C; (6b): 235mg Sb in 15 ccm Tetrahydro-
furan gaben, umgesetzt mit 85 ccm Cyclisierungsreagenz und aufgearbeitet wie bei 6a, 50 mg
(22%) 6b, aus Athylacetat/Cyclohexan gelbrote Nadeln vom Schmp. 242 —244°. — Zur
Analyse wurde 30 Stdn. i. Hochvak. auf 120° erhitzt.

Co2HgsN12015 (1287.4) Ber. C57.84 H 6.73 N 13.06 Gef. C 58.10 H 6.97 N 12.89

4.6-Didthyl-4.6-didesmethyl-actinomycin Cy (6¢): 329 mg 5S¢ in 25 ccm Tetrahydrofuran,
umgesetzt mit 142 ccm Cyclisierungsreagenz und aufgearbeitet wie bei 6a (LS IV statt LS III),
gaben 115mg (30%) 6c, aus Athylacetat/Petroliather gelbrote Prismen vom Schmp. 242°
(Zers.). —- Zur Analyse wurde 30 Stdn. i. Hochvak. auf 110° erhitzt. -

C64HggN 12016 (1283.5) Ber. C59.89 H7.07 N 13.09 Gef. C59.83 H7.38 N 12.95

4.6-Di-tert.-butyl-4.6-didesmethyl-actinomycin C1 (6d): 630 mg 5d in 50 ccm Tetrahydro-
furan wurden mit 228 ccm Cyclisierungsreagenz umgesetzt und bis zur Adsorption an Alu-
miniumoxid IV aufgearbeitet wie bei 6a. Der mit Benzol nicht eluierbare Anteil trennte sich
beim Nachwaschen mit Athylacetat in eine schnell und eine nur langsam ins Filtrat gchende
Fraktion. Chromatographie der schnell eluierbaren Fraktion unter LichtabschluBl auf drei
Kieselgel G-Platten (20 x 20 cm, Schichtdicke 2.5 mm) mit Benzol/Athylacetat/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 Umfillen aus Athylacetat/n-Pentan 6d als
gelbrotes Pulver (29 mg, 59%). Zur Analyse wurde 30 Stdn. i. Hochvak. auf 110° erhitzt.

CesHogN12016 (1339.6) Ber. C60.97 H7.37 N 12.55 Gef. C 60.66 H 7.55 N 12.52
[182/71]



