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Synthesen von selektiv deuterierten Pentapeptidlactonen und 
stellungsspezifisch im (a)- oder ( P)-Peptidring markierten 
Actinomycinen 1) 

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Gottingen 

(Eingegangen am 9. Juli 1971) 

Fur NMR-snektrometrische Konformationsanaiysen wurden fiinf unterschiedlich deuterierte 
Pentapeptidlactone (9a- e) und daraus vier selektiv nur  im (r)- bzw. (P)-Peptidteil deuterierte 
Actinomycin C1-saure-lacton-Paare (12,13) sowie einige in beiden Peptid-Gruppen jeweils 
gleich markierte iso-Deutero-actinomycine (15) aufgebaut. Lactonisierung von 12,13 gab 
acht stellungsspezifisch in (a)  oder (9) markierte aniso-Deutero-actinomycine Cl (16,17). 
Uber 15-17 gelang crstmals die (x, P)-stcllungsspezifischc Zuordnung der NMR-Signale von 
Actinomycin Cl(D) (2) und eng darnit verwandten Actinomycinen wie z. B. Cz. i-C2 und C32). 

Syntheses of Selectively Deuterated Pentapeptide Lactones and 
Actinomycines Specifically Labelled in the (a)- or @)-Peptide Ring 

For n.m.r. spectroscopic conformational analysis five diversely deuterated pentapeptide 
lactones (9a-e) and derived from them four pairs of actinomycine C1-acid lactones (12,13) 
selectively deuterated only in the (x)- or @)-peptide chain, as well as some iso-deutero- 
actinomycines (15) equally labelled in both peptides were synthesized. Lactonization of 
12,13 yielded eight aniso-deutero-actinomycines C1 (16,17) specifically deuterated in (E) OF 

(p). By use of 15-17 structure specific assignments of the n.m.r. signals from actinomycine 
Cl(D) (2) and closely related actinomycines (C2, i-Cz, C32) etc.) could be achieved. 

rn 
Mit den beiden in (a)- oder (?)-Stellung am Actinocinylrest einseitig fixierten, 

rotationsbehinderten Peptidgruppen eignen sich Actinomycine (2) und deren Vorstufen 
- u. a. im Vergleich mit entsprechenden fleien Peptiden - hervorragend zum 
Studium der Wechselwirkung eng benachbarter Peptidketten. Derartige Untersu- 
chungen sind, ebenso wie die der intermolekularen Komplex- (z. B. mit DNS3)) oder 
Assoziatbildung von Actinomycinen, fest mit der Klarung von Konformations- bzw. 
Sekundar/Tertiarstrukturfragen verbunden und erfolgen in Losung vorzugweise, oft 
ausschlieBlich NMR-spektrometrisch. Dies setzt zuniichst eine sichere, auch (x ,@) -  
stellungsspezifische Zuordnung der NMR-Signale des jeweiligen Actinomycins oder 
Peptids voraus. 

Die identischen Peptidlactonringe eines isa-Actinomycins wie C1 (2) geben - ver- 
mutlich aufgrund der Chromophorasymmetrie, weniger konformativ bedingt4) ~ - 

1) Auszugsweise vorgetragen auf dem ,,V. BGZ-Symposium uber Naturstoffcliemie'' vom 

2 )  H. Brockmann, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 18, 1 (1960). 
3) Vgl. z. B. W. Muller und D .  M .  Crothers, J. molecular Biol. 35, 251 (1968). 
4) H.  Lnckner, Tetrahedron Letters [London] 1971, 2221. 

16.-18. 9. 1968 in Zurich (Schweiz). 
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R 
1: Pentapeptidlacton-Gruppe Yon 2 

mit R = 2 Amlno-3-hydroxy-4-methyl- 
benzoyl-; 0, : geplantrr Deuterium-Austausch 

L-Pro L-Meval L-Meval 1-Pro 

I I I  I 
D-Val 0 0 &Val 

(dl L-Thr L-Thr 1/31 
\ /  \ /  
....I .... ....I .... ' 

co co 

2: Actinomycin C,(U) 
( H  atatt D an C - 8 )  

z. T. unterschiedliche NMR-Signale, deren 8-Werte nicht ohne weiteres mit der (00- 
oder (P)-seitigen Stellung des betreffenden Protons korrelierbar sind. Urn dimes 
sowie eine einwandfreie Bandenidentifizierung (vier N-CH3-Gruppen !) zu erreichen 
und dann beide Peptidlactone iiber ihre Teilspektren getvennt beobachten zu konnen, 
schien der Einsatz gezielt in ( E )  oder (p) deuterievter Actinoinycine besonders erfolg- 
versprechend. 

Fur deren Darstellung entfiel der nicht stellungsspezifische Deuteriumaustausch an 
fertigen Actinocinylpeptiden oder Actinomycinen von vornherein. Vielniehr mul3ten 
aus deuterierten Aminosauren inarkierte Peptidderivate synthetisiert und diese durch 
Kombination mit unmdrkierten Bausteinen in die Deutero-actinomycine ubergefiihrt 
werden. 

Die selektive Deuterierung von Peptiden oder Proteinen wurde - neben der durch Titra- 
tions), Substitutions), Komplexierung7) u. dgl. erreichbaren Verandcrung bestimmter 
Signale ~ bereits vereinzelt zur gcoaueren NMR-Spektren-Analysc herangezogen. So 
berichteten z.B. ,vakamura und Jnrdetzky-5) )on Messungen an neutero-oligoglycinen und 
Meadows, Jurdetzky, Epand, Riiterians und Sheragrr 8a) sowie Putter, Barreto, Markley und 
Jardetzkysb) von Untersucbungen teilweise biosynthetisch deutcrierter Nucleasen. Kopple, 
Ohnishi und Go 9) synthetisierten Dideuteroglycin enthaltendc Hexapeptide. 

5 )  A .  Nfikf~mrrra und 0. Jardetzky, Proc. natl. Acad. Sci. USA 58, 2212 (1967); Biochemistry 

0) A .  M. Crest$eld, W. H. Steiii und S. Moore, J. biol. Chemistry 238, 2413 (1963). 
7 )  M .  K .  Kim und A.  E.  Murtell, J .  Amer. chem. SOC. 91, 872 (1969). 
aa) D. H. Meadows, 0. Jurdetzky, R .  .M. Epand, H. H,  Riiterjrm und H. Sheruga, Proc. 

8b) I .  Putter, A .  Barreto, J.  L. Markley und 0. Jiirdetzky, Proc. natl. Acad. Sci. IJSA 64, 

9 )  K .  D .  Kopple, M. Ohnishi und A .  Go, Biochemistry 8, 4087 (1969). 

7, 1226 (1968). 

natl. Acad. Sci. USA 60, 766 (1968). 

1396 (1969). 
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Deuteroammosauren sind dnrch Austausch oder Synthesc auf ublichem Wege (vgl. unten) 
meist gut zuganghch. Partiell N-methyldeuteriertes Sarkosin benutzten Cohn, Siminonds, 
Cliandler und duVigneaudlO) fur Stoffwechseluntersuchungen. 

Der Aufbau gezielt markierter anzso-Actinomycine erforderte allerdings aul3er der 
selektiven Deuterierung von Peptidlactongruppen noch deren (cl,~)-stellungsspei.i- 
fische Verknupfung mit dem Actinocinylrest (2). 

Deuterierte Pentapeptidlactone 

Die hier als Beispiel gewahlte Synthese einiger Deutero-pentapeptidlactone mit der 
in Actinomycin C1 (2) aufgefundenen Aminosauresequenz2) (9a ~ e; Formelschema 1 )  
verlief im Prinzip wie die der unmarkierten Verbindungen 11). Ausgetauscht wurden 
zunachst die NMR-spektrometrisch besonders interessierenden Protonen an C-2 
aller funf Aniinosauren iind die im N-Methyl von Sarkosin und Methylvalin (1). Eine 
ebenso inogliche Deuterierung der Isopropyl- und Trimethylenseitenketten von Valin, 
Methylvaliii und Prolin stellten wir, da dem NMR-spektrometrischen Nutzen (vgl. 
3. Abschnitt) ein zu hoher Syntheseaufwand gegeniiberstand, in diesem Zusammen- 
hang zuriick. 

Ausgangssubstanz fur Actinomycinpeptide rnit D-Val als Aminosiure [2]  (z. B. 
9 4  ist Form+~-valin (Formelschema I ; 4 4 ,  das nun, ebenso wie der Prolylrest zur 
Darstellung von 9b, an C-2 dcuteriert werden mul3te. 

Hicrzu wurde DL-Valin durch Kochen mit Acetanhydrid/Deuteriumoxid unter Race- 
misierungsbedingungenlzj in zu 86% niarkiertes13) 2-Deutero-~L-vahn (3a) iibergcfuhrt, 
dies wie iiblich forniyliert und das ForniyI-2-deutero-~~-valin nach E. Fischerl4) mit Brucin 
in 4a und dessen Enantiomeres gespalten. 

2-D) 
wurde jedoch sogleich mit benzylalkohol. Salzsaure zu 3 d  verestert. Durch Verzicht auf die 
Antipodentrennung entstanden die auf 3d basierenden Peptide 5c-8d zwar stets als Dia- 
stereomeren-Paare, nach den Erfahrungen bei Actinomycinslure-Cyclisierungen 15)  hofften 
wir aber, daB auch hier in der Lactoiiisieruogsstufe 8d --f 9 b die ,,falsche" Komponente 
infolge Versagens der RingschluBreaktion abgetrennt werden wurde. 

Formyl-2-deutero-~-valin (423) gab init L-Prolin-benzylester und Dicyclohexylcar- 
bodiimid den Furmyl-dipeptidester 5a, der laut NMR-Spektrum (Tab., Sp. 2) zu 
85 %13) a n  c-2 (Val) deuteriert war. Das zusatzlich im Prolinrest (82% 2-D) mar- 
kierte 5 c  entstand auf gleiche Weise aus 4a und 3d. 

Zum Aufbau der Formyl-tripeptidester 6a, c, i wurden die 5a, c-tiydrierungspro- 
dukte 5b, d sowie unmarkiertes Forniyl-D-valyl-r-prolinls) init Sarkosin- bzw. N-Tri- 
deuteromethyl-glycin-benzylcster (4j) und Dicyclohexylcarbodiiinid nach Formel- 

lo)  M. Cohn, S. Simmonds, J. P .  Chaiidler und V.  duVignenud, J. biol. Chemistry 162, 343 

1 1 )  H .  Brocknzann und H. Lackner, Chem. Ber. 101, 2231 (1968). 
l2) M. Bergmann und L. Zervas, Biochem. Z. 203, 280 (1928). 
13) Der Deuteriumgehalt (+ 2-3 

2-H von DL-Proh licB sich analog austauschen, das 2-Deutero-~r.-prolin (3c, 83 

(1946). 

absol.) wurdc auch in den folgenden Stufen stets NR4R- 
spektrometrisch kontrolliert; inassenspektrornetrische Bestiminungen waren bei Ianger- 
kettigen Verbindungen infolge zu geringer Molekulstabilitit aufwendig und unsicherer. 

14) E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 2320 (1906). 
15) H. Brockmann und H .  Lackner, Chem. Ber. 101, 1312 (1968). 
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schema 1 umgesetzt. In den NMR-Spektren von 6a, c, i (Tab., Sp. 3) fehlten die 
Signale der ausgetauschten Protonen entweder vollig [N-CH1 (Sar)] oder zu 80 bis 
85 % [2-H (Val, Pro)]. 

Das benotigte 4j-Hydrochlorid erhielten wir nach Fischer und Bergmannl6) durch Methy- 
lierung von Tosylglycin mit Trideuteromethyljodid/Alkali zu 3i, dessen Spaltung mittels 
konz. Salzsaure sowic Veresterung des rohen 4i-Hydrochlorids mit Benzylalkohol/Benzol- 
sulFonsaure~7). Es war vollstandig im N-Methyl deuteriert (NMR s. Versuchsteil) und, 
da sich Tosylglycinreste bei der 3i-Kristdlhition abgetrennt hatten, frei von Glycinester. 

Auch vorgefertigte Peptide konnten ohne Verlust N-terminaler Formylgruppen an 
C-2 der carboxylendstandigen Aminosaure deuteriert werden. So gab unmarkiertes 
Formyl-D-valyl-r-prolyl-sarkosinl5) bei 1 stdg. Erwarmen auf 35" in Deuteroessig- 
saure/Acetanhydrid unter NMR-spektrometrischer Kontrolle [2-H2(Sar)-Signal] in 
80proz. Ausbeute acetylfreies 6g (Deuterierungsgrad: 0.80). 

Die durch Hydrieren von 621, c, i gewonnenen krist. Formyl-tripeptide 6b, d, j sowie 
6 g  wmden weiter rnit N-Trideuteromethyl-r;-valin- (3h), N-Methyl-2-deutero-~~-valin- 
(4h) oder N-Methyl-~-valin-methylester nach Formelschema 1 zu den Formyl-tetra- 
peptidestern 7a, c, i sowie 7g verknupft (Dicyclohexylcarbodiimid). NMR-Spektren 
(Tab., Sp. 4) bestatigten deren Markierungen; der 2-H-Bandenkomplex bei 8 4.6 -~ 5.0 
liei3 sich einwandfrei auflasen und integrieren. 

Der Auf bau von 3h iiber 3g aus Tosyl-~-valin erfolgte analog dem von 4 j ; das rohe N-Tri- 
deuteromethyl-L-valin gab nach Verestern rnit methanol. SalzsSure vollstandig N-methyl- 
deuteriertes, valinesterfreies 3 h-Hydrochlorid. - 4h cntstand aus N-Methyl-Dr-vah durch 
85proz. Austausch von 2-H (AcetanhydridjDeuteriumoxid) und Veresterung des 4g-Hydro- 
chlorids mit methanol. Salzsaure. Eine Enantiomerentrennung erubrigtc sich hier, da bei der 
spateren Lactonisierung 8 j +. 9e ohnehin eine weitgehende Raccmisierung von Amino- 
saure [5]15) und damit Verluste an C-2-Markierung zu erwarten waren. 

Die Entformylierung von 7a, c, g, i gelang wie ublich rnit 1.5 n methanol. Salzsaure 
bei 20". Die Tetrapeptid-methylester 7b, d, h, j wurden dann [nit N-[2-Nitro-3- 
benzyloxy-4-niethyl-6-deutero-benzoyl]-~-threonin 18) und Woodwards' Reagens 19) zu 
den geschutzten Pentapeptidestern 823, c, g, i verkniipft. 

8e schien schwieriger zuganglich, da r-Threonin unter den ublichen C-2-Deuterie- 
ruiigsbedingungen sehr instabil is1 und vom zugleich entstehenden D-do-Threonin 
getrennt werden mull Versuche rnit DzO/Kaliumhydroxid ergaben zwar einen 65 proz. 
2-H-Austausch (25 % D-ah-Produkt), jedoch unter betrkhtlichem Substanzverlust. 
Ahnlich einem milden, bereits fur das stabilere Serin 20) benutzten Racemisierungsver- 
fahren21) haben wir dann L-Threonin in D20 und Pyridin bei 20" vorsichtig mit kleinen 
Acetanhydridmengen behandelt und nach Verseifen mit 2 n HCl so bei fast 50% 
Ausbeute eine 80 & 2proz. C-ZDeuterierung (NMR-Daten im Versuchsteil) erzielt. 
Das Reaktionsprodukt 3e enthielt laut NMR-Integral und Drehwert [-22.0 & 0.3"; 

16) E. Fischer und M. Bergrnann. Liebigs Ann. Chem. 398,96 (1913). 
17) F. Cranzer und A.  Vullmer, Chem. Ber. 92, 392 (1959). 
18) H. Lackner, Chem. Ber. 103, 2476 (1970). 
19) R. B. Woodwurd, R .  A .  Olofson und H.  Mayer, J. Amer. chem. SOC. 83, 1010 (1961). 
20)  J .  P. Greensfein und M.  Winitz, Chemistry of the Amino Acids, S. 2234 und 2238, John 

21) V. duVigneaud und C.  E.  Meyer, J. biol. Chemistry 98, 295 (1932). 
Wiley & Sons, Inc., New York, London 1961. 
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L- bzw. D-a-Thr: -28.4/- 10.0" (c = 1-2 in Wasser)20)] 35 + 2% 2-Deutero-~-alh-  
threonin (90-95 "/, 2-D); der L-Threonin-Anteil war demnach zu 72 :L 3 % an C-2 
deuteriert 22). 

Das 3e-Geinisch wurde wie ublich n i t  den1 Chlorid der 2-Nitro-3-benzyloxy-4- 
methyl-6-deutero-benzoesaure gekuppelt ; die erhaltenen Epimeren lieRen sich wider 
Erwarten durch zweimalige fraktionierte Kristallisation weitgehend trennen. Die 1 .  
Fraktion [41 %, [cc]iO: -42.7 T 0.2" (c  = 1.2 in Methanol); unmarkiertes 4e: --44.0'1 
war auch nach den NMR-Spektren (Versuchsteil) und Schnipp. fast reines 4e, die 2. 
Fraktion [20%, -37.0"] zu ca. 88% 4e  und Fraktion 3 [39%, +2.8"] etwa 80proz. 
D-dlo-Threonin-Produkt (NMR), das demnach in reiner Form + 15 -~-20" (Methanol) 
drehen sollte. Die Deuterierungsgrade lagen uin 0.70, 0.75 und 0.90 (NMR).  

4 e und D-Valyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-valin-methyIester 11) gaben mit Wood- 
wards Reagens zu 60% 8e.  ~ Die zunehmend komplizierteren NMR-Spektren von 
8a, c, e, g, i (Tab., Sp. 5) waren auch im 2-H-Bereich von 6 4.4-5.1, u. a. durch die 
unterschiedlichen Markierungen, noch sicher zuzuordnen und mit den Strukturen im 
Einklang. Diastereomerenpaare (8c, i) zeigten einige eng benachbarte, quantitativ 
aber schlecht auszuwertende Doppelbanden. 

Obgleich die Synthesen von 8c und i iiur im Hinblick auf das jeweils ,,richtige" Diastereo- 
mere gefiihrt wurden, interessierte zur Beurteiluiig der nachfolgenden Lactonisierungs- 
reaktion auch die Isomerenverteilung. Fur 7i, j und 8i ergab sie sich mit i : 1 aus den Dreh- 
werten (gef. -16, -79, ~- 12"), denn die der Eiiizelkomponenten waren bekanntll.15) oder 
ableitbarzj) (ber. fur 1 :I-Gemischc: ---17, -82, -14'). Gleiches galt fur 5c,d und 6c,d;  
zu 7c, d, 8 c  lagen ebenfalls Vergleichssubstanzen 11.15 ,*3)  vor, deren Drchungcn zusatzlich 
lnkremente (-.- 119, I 140, + 82") fur die L + D-Prolin-Umkehr in solchen Tetra- und Penta- 
peotidestern lieferten, so da13 auch Drehwerte von noch unbekannten Komponenten abge- 
schatzt werden konnten (ber. fur 1 : I-Gemische in 7c, d, 812: - 32, -83, ~ 13"; gef. -43, 
--90: -2Y). Hier hatten sich die ,,richtigen" Diastereomeren ( - 91, ~ i53 ,  ~ 54"IIJ) offenbar 
leicht angereichert. 

Bei der milden Verseifung von 8a, c,  g, i mit 0.5 n waRrig-methanol. Alkali (40°)18) 
zu 8b, d, h, j verlor 8g unerwartet etwa die Halfte der 2-Dz(Sar)-Markierung. Dies 
lid3 sich durch Hydrolyse in DzO/Deuteromethanol vermeiden, stattdessen tauschten 
nun aber 2-H(Thr) und -- fur eine C-terininale Aminosaure verstandlich -- 2-H 
(MeVal) zu ca. 30--50% aus25). 8e verseiften wir daraufhin gleich in deuterierter 
Phase zu Sf, der partielle Austausch a n  C-2(Sar bzw. MeVal) storte nicht. ~ D a  
8b, d, f, h, j als Sauren schwieriger auswertbare NMR-Spektren geben, wurden die 
Deuterierungen an remethylierten (Methanol, iitherisclies Diazomethan) und lacto- 
nisierten Proben (vgl. unten) kontrolliert. 

Dan mit der partiellen C-2-Deuterierung auch eine nennenswerte Racemisierung des 
Threonins erfolgte, war - anders als beim endstandigen Methylvalin -- unwabrscheinlich ; 

22)  Vor allem nach kurzeren Reaktionszeiten lag stets mehr deuteriertes L- als D-ah-Threonin 
vor; offenbar verliiuft der Austausch teilweise unter Retention. 

231 Zahlreiche Werte lagen fur entsprechende Benzylester vorls). Deren molare Drehung 
glich in typischen Beispielen der von Methylestern11). ~ 7d,  j :  Drehwertc der Hydro- 
chloride. 

24) H. Brockmunn und H. Lurkner, Chem. Bcr. 100, 353 (1967). 
25)  Auch 8 i  hatte bei der normalen Verseifung naturlich Deuterium verloren. 
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nach Ruckmethyliercng fanden sich keine auf D-do-Threonyl deutende NMR-Signale26). 
8 b , f , h  ([x]&~: --35, - -31, ~-29") konnten den Drehwerten von S j  (~ 12"; mit DL-MeVal) 
und uber tert.-Butylester27) hergestelltem 11 b (-56"; L-MeVal) zufolge etwa 25 % D-MeVal- 
Iso'meres enthalten. 

Die Lactowisierung von Sb, d, f, h, j zu 9a-- e erfolgte wie iiblich11) mit Acetyl- 
chlorid/Acetylimidazol28) in Tetrahydrofuran (55"), fur Sf, h, j jedoch bei verkurzter 
Reaktionszeit. 8h verlor namlich unter diesen Bedingungen wiederum bis auf ca. 20 
die Sarkosin-Markierung; die Markierung an C-2 (Thr) - aus der Hydrolyse ~ war 
ebenso wie das 2-D(Thr) in 8f stabil. Der Verlust des C-2(MeVal)-Deuteriums von 
Sj und (den Verseifungen entstammend) 8h und f uberraschte nicht, da Aminosaure 
[ S ]  auch bei Actinomycins~ure(l4)-Cyclisierungen~5) vollstandig racemisiert wird. 

Die weitgehende Stereospezifitiit der RingschluBreaktion (vgl. 1. c. 15)) bestatigte 
sich hier: Das (-1 : 1)-Diastereomerengemisch 8d lieferte nach Trennung der Reak- 
tionsprodukte an Kieselgelplatten in 50 der iiblichen Ausbeute (25 - 30 %) NMR- 
spektrometrisch einheitliches 9 b  init [a]&": -13.9 0.5" [authent. I l d :  -14.0 
0.5", beide c = 2.0 in Methanol]; fur ein Lacton rnit D-Prolyl fand sich kein Hinweis. 
Ebenso gab eine noch 25 "/, D-alb-Threonyl-Isomeres enthaltende Sf-Probe bei 20proz. 
Ausb. einheitliches, richtig drehendes 9c .  DaR auch das 8j-Gemisch nur voin L-MeVal- 
Isomeren aus zu gleichfalls reinem 9e cyclisierte, war nach den Erfahrungen mit 
Actinomycinsauren29) zu erwarten. In allen Fallen hatten nennenswerte Diastereo- 
meren-Beimengungen sicher zusatzliche NMR-Signale (Abbild. I) und grolaere 
Drehwertanderungen verursacht. 

Alle funf Pentupeptidlactone entsprachen in ihren NMR-Spektren (Abbild. 1 ; 
Tab., Sp. h),  Drehwerten, Analysenzahlen, Schmpp. und dem chem. Verhalten den 
Strukturen 9a-e. An 9b. c, e zeigte sich, da13 man etwa zugunsten der rascheren 
Synthese einer Deuteroverbindung durchaus konfigurativ urieinheitliche Bausteine 
(auch vom Valinls)) benutzen und die Diastereomeren-Abtrennung der spateren 
Lactonisierungsreaktion uberlassen kann. Isoinere init der naturlichen Konfigurations- 
sequenz LDL-L cyclisieren dabei - offenbar infolge besonders giinstiger Konformation 
- -  stets bevorzugt oder gar selektiv. 

Markierungen an C-2(McVal) sind, obgleich unter Cyclisierungsbedingungen nicht haltbar, 
fur die Analyse von Spektren h e a r e r  Peptidgruppen (z.B. in 12, 13) wichtig. Die ca. 20proz. 
C:-2(Sar)-Denterierung in 9d genugt in der Regel fur Untcrsuchungen an Cyclopcptiden. 
Ein gleichzeitiger Austausch an CHz- und NCH3(Sar) ist ungunstig, da sich z.B. NCH3- und 
2-Hb(Sar)-Signale (s. Formel 1) von interessanten assoziierten Peptidlactonenjo) uberlagern. 
Die der 8g-VerseiEung entstammende Deuterierung a11 C-2(Thr) in 9 d  reicbt fur manche 
Zwecke [u. a. zur Identifizierung des NH(Thr)-Signals] bereits aus. Aminosaure [ l ]  la5t sich 
aber bei dem kurzeii Syntheseweg zu 9c ohnehin rasch markicren. 

26) Sogar die Verseifung von unmarkiertcin 4e-Methylester verlief praktisch ohne Race- 

27)  J. Meienhofer, J. org. Chemistry 32, 1143 (1967). 
28) H. Brockmann nnd J .  H. Manegold, Chem. Ber. 100, 3814 (1967). 
29) Diese geben, ob  sie nun L-, DL- odcr D-Methylvalin enthalten, stets in gleicher Plusbeute 

und optischer Reinheit nur das Actinomycin mit der natiirlichen Konfigurationsse- 
quenzls). Fur viclc uber die Lactonisierungsstufe laufendc Synthesen setzen wir daher in 
Position [5] oL-Aminosluren ein. 

misierung. 

30)  H. Lackner, Tetrahedron Letters [London] 1970, 3 189. 
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Mit 9a- -  e standen uns nun sowohl Vergleichssubstanzen fur NMR-Untersuchun- 
gen an freien und assoziierten Peptidlactonen3o) als auch eine Reihe selektiv deute- 
rierter Bausteine zur (a,P)-stellungsspezifischen Synthese von markierten Actinocinyl- 
peptiden und Actinomycinen zur Verfiigung. 

(a,@)-Stcllungsspezifisch deuterierte Actinocinylpeptide und Actinomycine 
Von den Peptidlactonen 9a- e brw. deren Hydrierungsprodukten 10a -- e (Formel- 

schema 2) gelangt man zu selektiv im (K)- oder @)-Peptidring markierten Actinomy- 
cinen (16, 17), wie fur synth. uniso-Actinomycine allgemein schon erortert is), am 
besten uber Actinomycinsaure-monolactone (12, 13). Oxydative Selbstkondensation 
von 10a-e gibt in a und p gleich inarkierte iso-Actinomycine (z. B. 10e + 15e), die 
zur Losung mancher Probleme ausreichen. Direkte Mischkondensation init bereits 
lactonisierten, unmarkierten Partnern (11 c) dagegen fuhrt zu einem Gemisch der zwar 
verschieden deuterierten, jedoch untrennbaren Actinomycine 15 - 18. 

Die Synthese von 16a, 17a beginnt mit der gemeinsamen Hydrierung von 9 a  und 
11 bll) (oder dessen Benzylesterls)) zum 10a/lla-Gemisch, das in Methanol/0.07 rn 
Phosphatpuffer pH 7.2 mit Kaliumhexacyanoferrat(II1) oxydiert wird. Dabei ent- 
stehen vier an Cellulosepulver gut trennbare Kondensationsprodukte: ini (x) -  und 
(p)-Peptid gleich deuteriertes Penfudecudeuteru-actinomycin Cl (15a) (in den nicht 
deuterium-spezifischen Eigenschaften mit 18 idenksch ; NMR : Abbild. 2, C), unmar- 
kierte Actinomycin CI-sHure (14a)15) sowie zwei stellungsisomere Ocfu(hzw. Heptu)- 
deutero-actinomycin C1-saure-lactone (12a, 13a). 

Fur eiiie sichere Tdentifizierung dieser lsornercn war dcr markierte Kondeiisationspartner 
1Oa zugleich auch an C-6 des Aminophenolteils deuteriert worden (vgl. Stufe 7 b  + 8a u. is)), 
so daR - falls er die u-Seite der Laclonsiiure bildet (12a) das Deuterium (nun als 8-D) 
erhalten bleibt. Wird 10a zur B-Halfte, so geht 6-D verloren (13a). NMR-Spektren zeigten, 
daB das an Cellulose langsamer wandernde lsomere in 8 deuteriert (7-H: s S 7.34, vgl. auch 
Abbild. 2) und somit 12a war. 

12a und 13a stimmten in Rp-Werten (Papierchroinatogramm), Drehungen, Schmpp., 
Analysenzahlen (von D statt H abgesehen) und chemischen Eigenschaften init den 
uninarkierten Verbinduiigen 18) uberein, waren aber untereinander vor allem im Dreh- 
wert und in den NMR-Spektren verschieden. 

Uber die 12a,23a-Spektren konnen nun z. B. die NCH3-Signale der irndeuterierten 
Lactonsauren 12f, 13f einwandfrei den1 cyclischen oder linearen Peptidteil zugeordnet 
werden. Dabei fallt auf, daR sich die 8-Werte von NCH3(Sar, MeVal) beitn Ubergang 
des jreien Cyclupeptids l l d  (3.37, 3.21; 9 in der Tab.) in 12f (3.40, 3.25) kaum veran- 
dern, wahrend sie bei 13f (2.89/2.87, Nebenbanden 2.94, 2.80) schon denen des spa- 
teren Actinomycins (18) (2.86, 2.93/2.90; Tab.) gleichen. Die NCHJ-Signale des 
linearen l l b  (3.13, 2.91) sind in 12f (3.15, 3.06--2.84) und 13f (3.15, 3.03, 2.87) wenig 
verschoben, jedoch bei 12f in zahlreiche Linien aufgefrichert31). Dies deutet auf eine 

31) Eme sichere Identifizierung samtlicher 12f,13f-NCH3-Slgnale (ca. 20) erfordert auRer 
12a,13a [Unterxheidung Cyclo-/Linearpeptidl noch die beidseitig -- 12 b,13 b reichen nicht 
aus - in Sar oder MeVal markierten Lactonsauren [Sar/MeVal-Zuordnung] sowie zum 
Erkennen von Fremdsignalen [etwa von Z-H(Sar)] ein in allen NCH3-Gruppen deuterlertes 
Isomerenpaar (Synthesen 7. B. durch Kombination 9b/8d bzw. 9a/8 b). 
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uneinheitlichc KOnfOrmdtion dcr (a)-Ketten [mangelnde Stabilisierung infolge un- 
giinstiger Einstellung zu den  kingen] en] und stiinde im Einklang mit der bei Actino- 
mycinsiiure-(or)-lactonen um 8 - 12 niedrigeren Cyclisierungsausbeute (vgl. unten 
und 1. c.18)). In  13f, das auch im Gesamtspektrum (und der Drehung) den1 Actino- 
mycin ahnlicher ist, sollten die (P)-Peptidringe dagegen auf derselben Seite wie im 
Actinomycin4) durch die (x)-Ketten abgeschirmt und diese wiederum durch die 
benachbarten Cyclopeptide in wenigen 32) Vorzugskonformationen stabilisiert sein, 
von denen zumindest eine die Lactonbildung begiinstigt (Ausb. bis 65 "/,). Ursache 
fur die 12,13-Unterschiede ist die Unsymmetrie des Chroniophors (vgl. auch A,,, 
12f: 445, 427 nm; 13f: 449, 434 nrn'g)). 

Dic Lactonisierung der in 12a und 13a noch offenen Peptidketten rnit Acetyl- 
chlorid/Acetylirnidazol in Tetrahydrofuran'R. 28) fiihrte mit 52 bzw. 60 % Ausb. ZLL 

den stellungsspezifisch markierten, krist. Octu(htw. Heptu)deutrru-actinumyciizen 16a 
und 17a. Beide zeigten alle Eigenschaften von Actinomycin C1, wobei in den NMR- 
Spektren die Signale der jeweils in rx oder 9 ausgetauschten Protonen fehlten (Ab- 
bild. 2). 16a war wie zu erwarten an C-8 deuteriert und somit in 01 niarkiert. 

Da sich auch die bei der Mischkondensation entstandene Actinomycin Cl-saure 
(L4a) zu 25 -30 "/u cyclisieren labt Is), sind uber den Lactonsiiureumweg nun alle vier 
unterschiedlich markierten Actinomycine (15 -18) getrennt zuganglich. 

Urn unter Ausnutzung des kostbaren Dcutcro-cyclopeptids etwa glciche Mcngeii 15a, 
Ma, 17a und 18 zu erhalten, wurden lOa/ l la  im Molverhultnis 1: 2 oxydicrt. Nimmt man fur 
die Bildung der vier Kondensationsprodukte glciche Wahrscheinlichkeiten an, dann fuhrt 
allgcmein dcr Einsatz von m Mol A und n Mol B zu 1/2[mz/lrr+n] Mol AA, je 1/2[1n .n/m+~n] 
AB und BA sowie i / 2 [ n 2 / r n i . n ]  BE. In1 lOa/lla-Beispiel ( m  = 1, n = 2) bedeutet das eine 
15a, 12a, 13a, l4a-Verteilung von 1 : 2 : 2 : 4 und somit bei normalen Cyclisierungsausbeuten 
(12a,13a: 50-60%, 14a: 25-300,/,) etwa gleiche Mengen dcr 4 Actinomycine. Bci m : n  < 1 
geht fast alles Cyclopcptid in Lactonsauren und damit weitgehend in die uniso-Ueutero- 
actinomycine 16J7 uber. 8 Mischkondensationen wie die von lOa / l l a  bestitigten etwa die 
berechnete Produktverteilung (Mittelwcrte): m:n :~ 1 : 7.8; Ausb. gef. 1 : 2.9: 2.3 : 8.3, 
ber. 1 : 2.8 : 2.8 : 7.8. Der Anleil (2.3) der in p lactonisierten Isomeren 13 war merkwiirdiger- 
weise stets ctwas kleiner als der von 1233). 

Durch gemeinsame Hydrierung von 9b bzw. 9c und l l b  sowie Kondensation der 
10 b,cjll a-Gemische entstanden wie oben die isu-Deutero-actinomycine 15b,c, 
Actinomycin C1-saure 04a)  sowie die Lactonsaure-Paare 12b,13b und 12cJ3c. Deren 
Cyclisierung gab wiederum die N MR-spektrometrisch sicher identifizierbaren, wie 
geplant in c/. oder p markierten anho-Deutero-actinomycine 16b,17b und 16cJ7c. 

Zur Darstellung der C-2(Sar)-dideuterierten Actinomycine 15-17d war der iibliche 
Weg von 9d iiber lOd/lla und 12dJ3d ungiinstig, vjelmehr gingen wir, urn das labile 
Sarkosyl- Deuterium nur ei~zmal der Cyclisierungsreaktion auszusetzen, bereits von 8 h 
aus. Dies wurde zusanimen mit dem schon vorcyclisierten l l d l l )  zum lOf/llc-Gemisch 
hydriert, dessen oxydative Kondensation nun zu Actinomycin CI (lS), der iso-Deutero- 

32) Zwei wiiren nahehegend, da die a-Kette nur drci wesentliche NCH3-Signale (-2 : 1 : I) 

33) Wieweit die unterschiedlichen Peptidketten hier eine Steuerung der Kondensation be- 
gibt, von dcnen das grone wahrscheinlich dem Sarkosin entstanimt31). 

wirken, miiBte genauer gepruft werden. 

Chernische Berichte rdhrg. 104 214 
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Fornie l schema 2 .  Deuter ie r te  Actinomycine 

[5] L-MeVal-OH 
[4l S a r  
[31 L - p r o  

I 

I 

I 
I 

I 

l l a  L-pro 7 10a-ea~ 

l>-Thr- jedoch 111 I,-Thr(OH) OBzl s ta t t  3-OH 

I 

I 

I 

ou-Val  f :  wie d, [2] D-Val b: NO, s t a t t  NIT2, 

Lacton c :  Lactonring 
geijffnet g e  s c hl 0s sen  

d: wie c ,  jedoch 
OH NO, s ta t t  NH2, 

OBzl s l a t t  ?-OH CH3 

:4 7 

(a) ;;*r:l(fl) r 1; 
I11 

D *  2 * ,  
3 

12a-e") 13a-e") 14a 
f: undeuter ie r t  fi undeuteriert  b: D s ta t t  H i n  8, 

2.2 -Dideutero 

l!L I( J 1 
0 0 0  0 0  0 0  

0 .  0 (a) (B) 

D D H H 

15a -e") 16a-da) 17a 4"' 18 = 2  

a) 10,12,13,15-17a: 2-Tleutero ( 0 )  i n  \/a1 121, h'-Trideuteromethyl (I) in S a r  141 und 
MeVal 151. 'c=y = Aclinocinyl (vgl. 2) 

b: 2-Deuiero in  V a l  [2 ]  und P ro  [?I, N-Trideuteromethyl in MeVal 151. 
C :  2-Deutero in Thr 111. 
d: 2.2-Dideutero in S a r  [4]. 

10,lSe: I$ - l'rideuteromethyl i n  S a r  [4]. 
12,13e: wie 12,134 jedoch Lactonring in  s ta t t  CL bLw i n  n s ta t t  6. 

a-und B-Anordnung d l r r  Markierungen: wie  f u r  12,13,15- 17a skizziert .  



1971 Synthcsc von im a- odcr 5-Peptidrina dcuterierten Actinomycinen 3663 

actinomycin C1-saure 14b (+ 15d) sowie den Lactonsauren 12e (jetzt in p lactoni- 
siert) und 13e fuhrte. 12e,13e cyclisierten -- wie vorn 8h in verkurzter Zeit - zu den 
selektiv in bzw. p deuterierten Actinomycinen 16d und 17d. Das aus dei 8g-Hydrolyse 
stammende C-2(Thr)-Deuterium blieb dabei erhalten. - Fur spezielle Messungen 
benotigtes 15e entstand durch einfaches Kondensieren von 10e. 

Mit den vier unterschiedlich und cc,P-stellungsspezifisch markierten aniso-Deutero- 
actinomycin-Paaren 16a- d, 17a-- d sowie den isa-Deutero-actinomycinen 15a- e 
hatten wir nun zahlreiche Modellsubstanzen zur Hand, mit denen sich das nachstlie- 
gende Problem, die moglichst weitgehende, stellungsspezifische Zuordnung eines 
Actinomycin-NMR-Spektrums, einfach und sicher losen lien. 

NMR-Spektren von Actinomycin C1 und dessen Peptidvorstufen 

Zum NMR-spektroskopischen Vergleich von Actinomycinen (18) oder Peptidlac- 
tonen (11 d) mit linearen Peptiden eignen sich am besten deren N-terminal geschiitzte 
Ester (Tab., Sp. 2-5). Da13 diese wie auch l l d  und 18 in Chloroform und sogar Benzol 
gut loslich sind, erleichtert ~ in Anbetracht der sonst fur Peptide oft notigen stark 
polaren Solventien ~- Konformdtionsanalysen und Assoziatuntersuchungen erheb- 
lich34). 

Gemessen wurden sowohl trockene als auch nlit wenig DzO geschuttelte Peptidesterlosun- 
gen (Deuterochloroform), wobei letztere unter vereinzelten, geringfugigen 8-Wert-Anderun- 
gen -- ahnlich, aber in kleinerem MaDe wie l ld30)  und 184) - leicht verscharfte und genauer 
reproduzierbare Spektren gaben. Die ebenfalls chloroformloslichen Tetrapeptidester(z.B. 
7b)-hydrochloride oder Peptidsauren (6g, 8 b etc.) zeigten u. a. ihrer polaren Gruppen wegel1 
teilweise etwas kompliziertere, jedoch noch gut zu analysierende Spektren. 

Die trotz scheinbar vieler Konformationsmoglichkeiten recht scharfen Spektren der 
Di- bis Pentapeptidester (Tab., Sp. 2--5) lassen sich, u. a. durch Doppel- und Tripel- 
resonanzmessungen sowie mit Hilfe der Deuteriuinmarkierungen (NCH3-, 2-H- und 
NH-Bereich), weitgehend und sicher zuordnen. Sowohl die Lage der Signale als auch 
die Kopplungskonstanten [JNH,,--(Val) z. B.] andern sich mit zunehmender Peptid- 
kettenlange bemerkenswert wenig. Selbst so charakteristische35) 8-Werte wie die von 
2-Ha und 2-Hb(Sar) bleiben bis zum Pentapeptid hin erhalten, wobei 6Ha offenbar 
infolge ,,deshielding" von Ha seitens des Prolincarbonyls' (vgl. 1) sehr hoch liegt; 
beides wurde eine uber die Kettenverlangerung hinweg stets synperiplanare Einstellung 
der C-2/Ha(Sar)- und N(Sar)/C-l(Pro)-Bindungen bedeuten. Es scheint, daB die 
kurzeren Peptide (Tripeptide wie 6a, i liegen in Chloroform laut osmometrischer 
Mo1.-Gew.-Bestimmung monomer vor) bereits eine Vorzugskonformation einnehmen, 
die beim Ubergang in die Pentapeptide und weiter zu den konformativ wohl ebenfalls 
weitgehend einheitlichen Cyclopeptiden30) und Actinomycinen4) im wesentlichen 
gewahrt bleibt. Ob die in den Spektren Iangerer Linearpeptide auftretenden Neben- 
bandcn, wie die beim Cyclopeptid l l d  von Assoziaten oder z. B. von Konformeren 

34) Mit denselben Losungen und bei gleicher Temperatur konnen z. B. NMR-, IR-Messungen 
und osmometrische Mo1.-Gcw.-Analysen erfolgen. 

3:) In CHO-o-Val-Sur-L-Pro-OBzl z. B. geben 2-Ha,b(Sar) ein Singulctt bei 8 4.15 (der 
Ubergang Ester- -+ Peptidbindung beeinfluat 6 2-Ha,b nur wenig; vgl. Tab.) - Fur 
CHO-D-Val-L-Pro-Sar-OH (6g) liegt 2-Hz(Sar) bei 8 4.07 (verbreitertcs Singulett). 

234' 
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oder vielleicht auch beigemengten Diastereonieren herriihren, wird noch entschieden 
und an anderer Stelle iusaminen mit eingehenderen Konformationsuntersuchungen 
diskutiert werden, 

Das charakteristische Speklrurn des Pentapeptidluctons l l d  (Tab., Sp. 6; vgl. auch 
Abbild. 1) lie8 sich uberwiegenddurch Mehrfachresonanz analysieren; uber 9b(oder9e) 
wurden die N -  CH3-Banden (8 3.37, 3.21) zugeordnet. 9 b  bestatigte auch dies-Werte 
von 2-H(Val,Pro) ebenso wie 9 d  die von 2-H2(Sar) und NH(Thr). Eine Analyse dervon 
Abbild. 1 ziemlich verschiedenen 11 d-Spektren in Benzol [NCH3(Sar,MeVal)-Signale 
z. B. in umgekehrter Folge (8 2.99, 3.05)] und anderen Solventien war durch die 
Deuteriuminarkierungen sehr erleichtert und die Jdentifizierung von Assoziatbanden 
des Peptidlactons (Chloroform, Benzol) erst moglich. ~ Einzelheiten des Spektrunis 
von 11 d und ein diesbezuglicher Konformationsvorschlag (vgl. l), der zusatzlich auf 
Modellbetrachtungen basiert, wurden bereits kurz erortertso). 

Abbild. I .  100-MHz-NMR-Spektrum von N-[2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-h-deutero-ben- 
z~yl]-cyclu-[~-threonyl-~-valyl-~-prolyl-sarkosy~-~-methyl-~-valy~-O~~] in Deutcrochloro- 

form (mit D20 geschiittelt) 

Fiir eine sichere, stellungsspezifische Zuordnung36) der Actinomycin C~(lS)-Signale 
(A bbild. 3) brauchten jetzt nur die Spektren ausgewahltw izo- und aniso-Deutero- 
actinornycine (im NCH3-Bereich z. B. 16a, 15e und 15a -- s. auch Abbild. 2 und 
1. c.31)) mit dem 18-Spektrum verglichen und die Ergebnisse mit denen von Mehrfach- 
resonanz-Messungen an 15-18 kombiniert zu werden. Da der Austausch bestimniter 
Wasserstoffe zugleich das Kopplungsschema andert, IieSen sich auch Banden von 
Nachbarprotonen gut mordnen 7. B. bei 16c mit 2-D in Thr,, dessen 3-H- und 
NH(Thr),-Signale zum scharfen Quadruplett (8 5.22; Kopplung mit 3-CH3) bzw. ver- 
breiterten Singulett (8 7.13) vereinfacht wurden [fur NtJ(Val) vgl. Abbild. 21. Die 

36)  Mehrere mzwischen erfolgte, aber nicht stellungsspezifische Analysen von Actinomycin 
C1-Spektren [T. A .  VICIUF, F. E. Hrzirka, C .L .  Bell nnd S.  S .  Danyluk, TetrahedronLetten 
[London] 1969, 4721, B.  H .  Arison und K. Huugsteen, Biochemistry 9, 3976 (1970); 
F. Cunti und P. De Suntis, Nature [London] 227, 1239 (1970)l zeigen sowohl unterein- 
ander als auch von dcr hier getroffenen Zuordnung ejnige Abweichungen. 
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I .  , I  I 
...A . . . .L . . , 

8---------d-i 6 4 ' I ' 2 ' - ' ' d ~ P P ~ I  ' 
m m  

Abbild. 2. 100-MHz-NMR-Suektren des aniso-Deutero-actinomycinC1-Paares 16a 
17a (A) sowie des Pentadecadeutero-actinornycins 1Sa (C) [Deuterochloroform (DzO)] 

I 1  2 imr 2 Z L  8 21 11 12 18 - He6 
I .  . . , . .  . . i .  , , ~ . , . .  C,L__ -_ .LL--I-- I L , 

I , 
10 8 6 4 2 - dfppml 0 

Abbild. 3. 100-MHz-NMR-Spektrum von Actinomycin C1 (18 = 2) in Deuterochloroform 
(mit D20 geschiittelt) 

NH-Signale zeigen - besonders deutlich bei partieller C-2(Thr,Val)-Markierung - 
einen Isotopenshift von ca. -0.02 ppm. Der Deuterierungsgrad reichte in allen 
Fallen fur eine sichere Signalzuordnung aus ; selbst bei dem an C-2(Sar) erwartungs- 
gemais schwach (vgl. 9d) markierten 16d, 17d-Paar wiesen die 2-Ha-Signale (8 4.74, 
4.82; die von 2-H, liegen zu dicht) einen ca. 20proz. Lntensitatsunterschied auf. 

Die 8-Wert-hderungen beini ubergang vom Cyclopeptid (11 d) zum Actinomycin 
C1 (18) [Tab. : Sp. 6 -j 7a, b] durften sowohl auf einer gegenseitigen Abschirmung der 
Peptidgruppen als auch - wie Modellsubstanzen18) zeigten ~ auf unterschiedlichen 
Chromophoreinfliissen beruhen37). Die urspriingliche Geriistkonformation des Pep- 
37) Derartige EinRiisse beobachtet man auch im Spektrum von Pseudo-actinomycin C1 

[1.9- und 4.6-Substituenten am Chromophor von 2 vertauscht] : H. Brockmann nnd 
E. Schulre, Tetrahedron Letters [London] 1971, 1489. 
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tidlactons (wie etwa in 1) sollte dabei trotz kleinerer Kopplungskonstantenanderungen 
[z. B. JCH,NH(Vd): 8.2 -+ 5.6 Hz] und einiger noch nicht plausibler 8-Wert-Verschie- 
bungen im wesentlichen erhalten bleiben. Einzelheiten hierzu und zutn Problem der 
raumlichen Einstellung der Lactongruppen wurden schon kurz diskutiert4). 

Die Zuordnung der Actinornycin C1(18)-Signale lal3t sich auf Spektren von eng rnit 
18 verwandten Actinomycinen wie C2, i-CZ und C3 (~-a- l le  statt D-Val in p, a oder p 
und K) - auch nicht native 18-Varianten mit L-Ser statt L-Thr oder D-Leu statt 
D-Val15) Lahlen dazu ~ ohne weiteres ubertragen. Selbst bei starkervon 18 abweichenden 
Actinomycinen der X-, F-, E- oder Z-Reihen *,38) ist, wie einige Messungen bestatigten, 
die Bandenidentifizierung nun sehr vereinfacht. Diese weitgehende Ubereinstirnmung 
zahlreicher Actinomycine in den konformationsempfindlichen NMR-Spektren stutzt 
die auf chemischen Befunden [stereospezifische Cyclisierung, gleiche Konfigurations- 
sequcnzen (LDL-L oder LD--L), enge Variationsbreite in den Aminosauren etc.] beru- 
hende Annahme, daB allen Actinoniycinen als charakteristisches Strukturmerkinal 
eine bestimmte, einheilliche Gerustkonformatiori zugrunde liegt. 

Die genaue NMR-Analyse der ganzen Verbindungsfolge Dipeptid --f lineares 
Pentapeptid z Cyclopentapeptid +. einseitig fixiertes Bis-cyclopeptid 1st eine zuver- 
lassige Basis fur weitcrgehende NMR-, IR- und osmometrische Mol-Gew.-Unter- 
suchungen solcher Peptidderivate in unterschiedlichen Solventien. Besonders interessant 
sind sowohl zusamnienhangende Konfovmationsana~yserz bis hin a i r  Ermittlung der 
Sekundarstruktur von Actinomycinen als auch Untersuchungen der Peptid/Peptid- 
Wechselwirkung in verschiedenartigen freien oder am Actinocinyl fixierten Kombi- 
nationen wie linear/linear (Assoziation, Wasserstoffbrucken), linear/cyclisch (z. B. in  
12,13 die Praformierung eines linearen durch den benachbarten cyclischen Peptid- 
teil) und cyclisch/cyclisch (Dimerenbildung freier Peptidlactone, Verhalten iin ,,fixier- 
ten Zustand"). Damit zusanimen hiingt die raumliche Einstellung der Lactonringe in 
Assoziaten und Actinomycinen (Rotationsisomerie, Tertiiirstruktur)4). Iin iibrigen 
sollten die auch praparativ gut zuganglichen Deutero-actinomycine bei der Unter- 
suchung inter-molekularer Actinomycin/Actinornycin- und Actinomycin-Substrat- 
Wechselwirkungen von Nutzen sein, insbesondere, da bei bestinimter Fragestellung 
(z. B. Zuordnung der NH-Signale nach Komplexbildung) oft nur emfache, jedoch 
stellungsspezifische Markierungen notig sind. 

Die Koinbination de3 aniso-Actinomycin-Syntheseweges niit gangigen oder speziel- 
len Deuterierungsmethoden fiihrt somit zu einem selektiven, a$-stellungsspezifischen 
Markierungsverfahren fur Actinocinylpeptide und Actinomycine, das gleichzeitig 
vielfaltige, voc allern NMR-spektrometrisch interessante Peptidderivate liefcrt, bei der 
Synthese entstehende Diastereomere meist selbsttiitig eliminiert und in1 ubrigen auf 
andere Markierungsarten 15N LISW.) ubertragbar ist. Selbst Actinomycine init 
perdeuterierten Peptidlactongruppen in a,li; oder ~5 und konnen als weitgehend 
1 H-NMR-neutrale Verbindungen, die die ungestorte N MR-spektrometrische Beobach- 
tung eines Komplex- oder Reaktionspartners erlauben, von groBem Interesse sein. 

38) H. Brockniunn und J. H. Manegold, Chem. Ber. 95, 1081 (1962); H. Brockmann und 
J .  H.  Manegold, Hoppe-Seylcr's Z .  physiol. Chem. 343, 86 (1965). 
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Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. H.  Brockmann fur dic sehr groBzugige Unter- 
stutzung dieser Arbeit. 

Frau M .  Kippler danke ich fur sehr geschickte experimentelle Mitarbeit und Frau I .  Beller, 
Fraulein E. Pietsch sowie Herrn U. Lconhardt fur sorgfdtige NMR-spektroskopische Messun- 
gen . 

Beschreibung'der V e r s u ~ h e ~ ~ )  

Liisutigsmittelsystetne (LS)  fur die Chrornatagraphir40) 

LS 1 :  Butanol/Dibutylather/15proz. wd3riges Natrium-m-kresotinat4~) (3 : 7 : 10). 
LS T I  : Hutanol/Butylacetat/Dih~itylather/Wasser/1Oproz. waBriges Natrium-m-kresotinat 

(4 : 3 : 1 : 4 : 4). 

LS 111: Butanol/Dihutylathcr/lOproz. wadriges Natrium-m-kresotinat !I : 1 : 2). 

LSIV:(2:3:5). 
LS V [fur praparative Schichtchromatographie an Kieselgel PF254 (,,Merck")J: Chloro- 

form/Methanol (I8 :I). 

N-p-Toluolsulfor~~~l-N-~rideuteroineth.v~-gl,vcin (3 i) 5.0 g ~-p-Toluolsulfbnyl-glycinl6), 26 ccm 
3 n  NuOH und 2 ccm Trideuteromethyljodid wurden im 50-ccm-Bomhenrohr 6 Stdn. auf 80" 
erhitzt und nach Erkalten rnit Chloroform ausgeschuttelt. Die mit konz. Salzsaure angesaiuerte 
waRrige Phase extrahiertc man 3--4mal mit Chloroform/Athylacetat ( I  : I), wusch den 
Extrakt rnit n HCI (etwas Kaliumhydrogensulfit enthaltendj sowic Wasser und kristallisierte 
den Eindainpfruckstand zweimal aus wenig Wasser um (4.7 g). Erneutes Kristallisieren 
aus ca. 200 ccm Wasser bei 20" ergab 3.6 g (Mutterlaage: 0.48 g) 3i, das laut NMR-Spektrum 
frei von Tosylglycin und vollstiindig am N-Methyl deuteriert war. Schmp. 147 --150"; zur 
Analyse wurde 6 Stdn. bei 65" i. Hochvak. getrocknet. 

NMR4z) (Aceton-d6): Tos dd 8 7.40/7.71 (J = 8.0Hz), s 2.41; 2-H2(Sar) s 3.94; kein 
NCH3-Signal. - Tosylglycin: 2-H2 d 3.75 ( J  -= 6 Hz). 

CloH1oD3N04S (246.3) 

p-Toluolsulfonyl-N-trideuteromethyl-~.-vuliti (3 g) : 6.0 g N - p - T ~ ~ l u o l s u ~ ~ n y l -  vulin44), 26 ccm 
3 n  N a O H  und 2 ccm Trideuteromethyljodid wurden wie vorstehend behandelt und auf- 
gearbeitet, der Eindampfriickstand des Chloroform/&hylacetat-Extraktes jedoch zur Abschei- 
dung restlichen Tosylvalins (1.65 und 0.23 g) zweimal langsam aus Athylacetat/Benzol/Cyclo- 
hexan kristallisiert. Die eingedamplte Mutterlauge gab aus Benzol/Cyclohexan (ca. 1 : 18) 
4.0 g dern NMR-Spektrum nach vollstand-ig am N-Methyl deuteriertes und praktisch tosyl- 
valin-freies 3g; Schmp. 77--81", [r];?: --25 -+ I "  (c 1.5 in Methanol). Zur Analyse wurde 
6 Stdn. bei 50" i. Hochvak. getrocknct. 

Ber. C 48.76 H 6.54 N 5.68 Gef. C 48.87 H 5.6343) N 5.61 

39) Schmpp. auf dern Kofler-Block bestimmt und korrigiert. 
40) Cellulosepulver (Nr. 123) und Chromatographiepapier (2043 b mgl) von Fa. Schleicher & 

Schull, Dassel. - Neutrales Kieselgel : Fa. Gebr Herrmann, KBln-Ehrcnfeld ; Kieselgel M, 
Kornung DIN 60-80. 

41) Alle Kresotinat-Losungen mit m-Kresotmsaure gesattigt. 
42) Cerat: NMR-Spektrometer HA-100 der Fa. Varian As.,  Pdlo Alto (CaJif./USA). 

Interner Standard war wenn nicht anders angcgeben Tetramethylsilan (STMS- 
0 ppm). 

43) Be1 der Verbrennungsdnalysc entsprechen 1.0 D etwa 1.1  H Die fur deuterierte Verbin- 
dungen gefundenen Wasserstoffwerte liegen dahcr zu tief und niuflten besser rnit den fur 
unmarkicrte Substanzen berechneten verglichen werden ( C I O H ~ ~ N O A S .  H ber. 5.39). 

44) E. Fischer und W. Lipschitz, Ber. dtsch. chem. Gcs 48, 360 (19 15) 
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NMR42) (CDCI,): Tos d d  8 7.24/7.68 ( J  := 8.0 Hz), s 2.38; C02H s 8.7; 2-H(MeVal) 
d 4.14 (10.3); 3-H m 2.05 (10.3j6.5); (CH& dd 0.93/0.98 (6.5). - Tosylvalin: 2-H dd 8 3.76 
( J  - -  lOj5 Hz); 3-H m 2.09 (5 i6 .5 ) :  (CH3J2 dd 0.74/0.86 (6.5). 

C I ~ H ~ ~ D ~ N O ~ S  (288.4) Ber. C 54.14 H 7.68 N 4.85 Gef. C 54.15 H 6.6843) N 4.93 

N-Trideuteromethyl-glycin-benzyles~er-h?;drochlorid (4j  . HCI) : 5.0 g 3i  und 25 ccm Salz- 
saure (d = 1.19) hielt man im Bombenrohr 24 Stdn. bei 105", filtrierte dann bei 0" die Toluol- 
sulfonsaure (mit wenig konz. Salzsaure nachgewaschen) ab und dampfte das Filtrat i. Vak. ein. 
Das zur Entfernung von Salzsaure mit Wasser abgedampfte, rohe Surkusin-hydrochlorid 
(4i .HCI) (ca. 3 g) wurde sogleich mit Benzylalkohol/Benzolsulfonsaiire wie iiblich 17)  ver- 
estert und das 4j-Hydrochlorid aus Methanol/- oder Aceton/Ather umkristallisiert. Ausb. 
3.2 g ;  Schmp. 176-179": zur Analyse wurde 8 Stdn. bei 60" i. Hochvak. getrocknet. 

NMR42) (Methanol-d4): Bzl 8 7.38, 5.28; 2-H2 s 4.01. 

CloHl, D3N021C1 (218.7) Ber. C 54.92 H 7.83 C1 16.2 N 6.39 
Gef. C 54.55 H 6.4443) Cl 16.1 N 6.26 

N-Trideuteromethyl-r.-valin-methylester-hydrochlorid (3h .HCI) : 4.0 g 3g wurden mit 20 ccm 
Salzsaure (d  = 1.19) wic 3 i  hydrolysiert und das rohe Methylvalin-hydrochlurid auf ubliche 
Weise niit methuizol. Salzsaure verestert. Mehrnialiges Umkristallisieren aus Aceton/Ather 
gab 2.0 g 3h-Hydrochlorid niit Schmp. 136-139" und [.x]hO: +29 1- I "  (c = 2.5 in Methanol). 
Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 50" i. Hochvak. getrocknet. 

NMR42) (CDCI;): CH3O s 8 3.85; 2-H d 3.64 (3.0); 3-H m 2.60 (3.0j6.5); (CH3)2 dd 
I .19/1.13 ( J  =- 6.5 Hz). ~ Ein NCH,-Signal lige bei 8 2.82. 

C;HI~D~NO~]CL (184.7) Rcr. C 45.52 H 10.36 C1 19.2 N 7.58 
Gef. C45.66 H 9.1643) CI 19.1 N 7.46 

N-~2-Nitro-3-benzylox~-4-niethyl-6-de1itero-benzoyl~-2-deutero-1.-threonin (4e): Zu 2.5 g 

L-Threonin, 14 g Deuteriumoxid, 1.6 g Pyridinund 1 ccm Acetanhydrid gab man in 30-Minuten- 
Abstanden unter Riihren mit dem Vibromischcr bei 20" je 1 ccm Acetanhydrid, insgesamt 
10 ccm. Das noch 2 Stdn. weitergeruhrte und dann i.Vak. (40") eingedampfte Reaktions- 
gemisch wurde mit 5 c c m  Dcuteriumoxid abgedampft und 90Min. mit 60ccm 2 n  HCI 
gekocht. Den mehrmals mit Wasser abgedampften Eindampfriickstand versetzte man in 
wenig Wasser bis zur basischen Reaktion mit Triiithylamin, dampfte wiederum mit Wasser 
ab  und kristallisierte den Riickstand dreimal aus Wasser/Athanol um. Ausb. 1.11 g eines 
Gemisches aus 2-Der*feru-r.-~hreu,zin, 2-Deurem-n-ullo-threondn und L-Threonin (laut Nk l  R- 
Spektrum und Drehwert etwa im Verhaltnis 45 : 35 : 20). Deuterierunpsgrad 0.80 .k 0.02. 
[x]kn: -22 & 0.3" (c = 2.1 in Wasser). 

NMR42) ( D 2 0 ;  HDO 8 - Opprn45)): 2-Deutero-~-threonin: restliches 2-H d 8 -~1.15 
(J ~~ 5.0 Hz); 3-H q - 0.48 (6.5); CH3 d --~3.40 (6.5). -~ 2-Deutero-D-allo-threonin: restl. 
2-H d ~ ~0 .89  (4); 3-H q 0.38 (6 .5 ) ;  CH3 d ---3.52 (6.5).  

I .  10 g des Threoningertlisrhes wurden dann, wie kurzlichlg) beschriebcn, mit dcm Chlorid 
von 2.45 g 2-Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deuiero-benzoesuure verkniipft und das rohe 
Kcaktionsgemisch zweimal fraktioniert kristallisiert. 

I .  Fraktion [aus Aceton/Benzol/Cyclohexan (1 : l : 1 )  bei 5:']: 1.0 g (41 %) 4e, Schmp. 
lbY--176", [=En: --42.7 ~ i -  0.2 (c = 1.2 in Methanol). Deuterierungsgrad: 0.70 0.03. 
Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 90" i. Hochvak. getrocknet. 

C I ~ H I S D Z N Z O ~  (390.4) Ber. C 58.45 H 5.67 N 7.17 Gef. C 57.54 H 5.25 N 7.20 

$5)  Das HDO-Signal wurde zum Einlocken des Spektrometers benutzt. 
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2. Fraktion [Losungsniittel wie oben ( I  : 2 : 2), 22"]: 0.48 g (20%) 4e (ca. 88proz.); Schmp. 
155 - 168", [a]',": --37 ir 0.3" (c = 1.6 in Methanol). Deuterierungsgrad: 0.75 Ifr 0.03. 

3 .  Fraktion [sehr wenig Aceton, Benzol/Cyclohexan (ca. 1 : 5)]: 0.95 g (39%) N-f2-Nitro- 
3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl1-2-deutero-1~-allo-threonin (ca. 75 - 80 proz.) ; Schmp. 
133 ---152", [a]Ln: -1-2.8 

NMR42) (Aceton-ds): 4e :  5-H s 8 7.54 (6-H 7.60); OBzl, NH -7.43, s 5.03; restliches 
2-H dd 4.62 ( J  : 9.0/3.0 Hz); 3-H q 4.44 (6.5); CH3(aromat.) s 2.43; CH3(Thr) d 1.26 (6.5). 

1)-a-Thr-Derivat: N H  s 8 7.85; 5-H (6-H), OBzl, CH3(aromat.) wie in 4e;  2-H -; 3-H 

0.2" (c = 2.5 in Methanol). Deuterierungsgrad: 0.90 f 0.03. 

q 4.22 ( J  = 6.5 Hz); CH3 d 1.32 (6.5). 

2-Deutero-~~-prolin-benzylester-hydrochlorid (3d. HCI) : 102 g Acetanhydrid kochte man 
I Stde. mit 20 g Deuteriumoxid, gab dann 7.0 g L-Prolin sowie weitere 15 g Acetanhydrid 
hinzu und kochte noch I5 Min. Der rnit 5-10 g Deuteriumoxid abgedampfte Eindampf- 
riickstand (i.Vak.) wurde 90 Min. rnit 100 ccm 2n HC1 gekocht und das nach Abdampfen 
i.Vak. erhaltene rohe 2-Deutero-~~-prolin-hydrochlorid (3c .  HCI) sogleich mit benzylalkohol. 
Sulzsuure wie iiblich verestert. - Nach Umkristallisieren aus Athanol/Ather oder Aceton 
crhielt man 5.0 g 3d-Hydrochlorid rnit Schmp. 120--128" und [a]gn: 0 & 0.2" (c = 3.0 in 
Methanol). Deuterierungsgrad: 0.83 + 0.03. Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 60" i. Hochvak. 
getrocknet. 

NMR42) (CDC13): Bzl s 8 7.35, dd 5.24/5.19 (Jgem,  = 12 Hz); restliches 2-H m 4.52; 
5-H2 m 3.52; 3 , ' t -H~ m 1.8-2.6. - 3c-HCI in Trifluoressigshre: restliches 2-H m 4.70; 
5-H2 m 3.73; 3,4-H2 ni 2.1 -2.8. Deuterierungsgrad: 0.84 + 0.03. 

C12H1jDNO2]CI (242.7) Ber. C 59.38 H 7.06 CI 14.6 N 5.77 
Gef. C 59.15 H 6.80 CI 14.3 N 5.71 

N-Methy1-2-deutero-u~-valin-methylester-hydrochlorid (4h.  HCI): 5.0 g N-Methyl-DL- 
volin24) wurden in einer zuvor 1 Stde. gekochten Mischung aus 13.5 g Deuteriumoxid und 
68 g Acetanhydrid nach Zugabe weiterer 10 g Acetanhydrid 90 Min. gekocht. Den rnit 5 g 
Deuteriumoxid abgedampften Eindampfriickstand (i.Vak.) verseifte man durch 2stdg. 
Kochen rnit 70 ccm n HCI, dampfte i.Vak. ab und veresterte das rohe N-Methyl-2-deutero- 
n 1.-valin-hydrochlorid (4g. HCI) wie iiblich mit methanol. Salzsaure. Umkristallisieren aus 
Aceton gab 3.6 g 4h-Hydrochlorid mit Schmp. 133 - 135" und einem Deuterierungsgrad 
(NMR-Spektrum: vgl. 3h.HCI) von 0.85 f 0.03. Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 50" i. Hoch- 
vak. getrocknet. 

C7HljDN021Cl (182.7) Ber. C 46.02 H 9.38 CI 19.4 N 7.67 
Gef. C45.78 H 9.16 CI 19.6 N 7.52 

N-Formy1-2-deutero-~-valin (4a): 13.0 g oi,-Valin deuterierte man wie vorstehend mit 
50 g Deuteriumoxid/ 255 g Acetanhydrid sowie weiteren 35 g Acetanhydrid und verseifte 
dann mit 250 ccm 2n  HCI. - Der mit Wasser abgedampfte Eindampfriickstand (i.Vak.) 
wurde in moglichst wenig Wasser rnit Triathylamin neutralisiert und durch Zugabe von 
Athano1 kristallisiert. Ausb. nach Umkristallisieren aus Wasser/Athanol: 10.4 g 2-Deutero- 
DL- Valin (3a). Deuterierungsgrad 0.86 rt 0.03. 

NMR42) (D20;  HDO 8 = Oppm4j)): 2-H-Reste: d 8 -1.16 ( J  5 4.5 Hz); 3-H -2.48 

10.4 g 3 a  wurden rnit 190 ccm Ameisensaure und 65 ccm Acetanhydrid wie iiblich46) bei 
15" formyliert und der Verdampfungsriickstand aus Wasser umkristallisiert. Ausb. 11.9 g;  
Schmp. 143 - 146". Deuterierungsgrad laut NMR-Spektrum (vgl. unten) 0.85 4: 0.03. 

(4.5/7); (CH3)z dd  -3.71/3.76 (7). 

40)  J. C.  Sheehan und D-D. H. Yang, J. Amer. chem. SOC. 80, 1154 (1958). 
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16.6 g so erhaltenes Forniy/-2-deutero-o~-valin IieRen sich nach E. Fischerl4) niit 43.4 g 
Brucin in die Enantiomeren spalten. Dabei kristallisierten aus ca. 800 ccm Methanol (+4") 
insgesamt 30.2 g 4a-Brucin-Salz, aus dessen Losung in 155 ccm Wasser das Brucin mit 
29 ccm 2 n  NaOH bei 0" wieder abgeschieden wurde. Das mit Chloroform ausgeschuttelte 
Filtrat versetzte man mit 19.3 ccm 2 n  HCI, dampfte i.Vak. ein und kristallisierte den Ruck- 
stand bei 4" aus 19.4 ccm n HCI und wcnig Wasser. Ausb. 6.6 g 4a,  das aus wenig Wasser 
nochmals umkristallisiert und zur Analyse 6 Stdn. bei 80" i. Hochvak. getrocknet wurde. 
Schmp. 151 ~ 153"; [ X ] ~ O :  ~~ 13.7 I 0.2" (c = 1.2 in absol. Atlianol); -8.4 0.2" (c = 1.2 
in Methanol). 

NMR42) (Aceton-d6): CHO d 6 8.23 (J  - 2.0 Hz); NH 7.50; 2-H (undeuterierter Anteil) 
dd 4.53 (9.0j5.0); 3-H m 2.21 (7.0); (CH& dd 0.97/0.95 (7.0). Deuterierungsgrdd: 0.85 & 0.03. 

C ~ H I O D N O ~  (146.2) Ber. C 49.30 H 8.27 N 9.58 Clef. C 49.18 H 7.8543) N 9.45 

~ormyl-2-deutero-~-vul in wurde auf gleiche Weise aus der methanol. Mutterlauge isoliert: 
[ c c ] ' , ~ :  I 11.8 f 0.2" (c : 1.1 in absol. Athanol). 

Forinyl-2-de1~tero-~-valyl-~-prolin-benzy/esier (5a)l5.47) : 7.3 g 4 a  und 12.2 g L-Prolin- 
benzylester-hydrochlrid wurden wie fur unmarkierte Verbindungen beschrieben mit 10.8 g 
DicL.clohex~~lcarhodiiinid (im folgenden DCCD) und 6.9 ccm Triathylarnin zu 12.8 g kristalli- 
siertem 5a verknupft. Schmp. 108-1 10"; [ u ] ~ ~ :  -10.1 5 0.3" (c = 3.5 in absol. Athanol). 
NMR42): vgl. Tab., Sp. 2. Zur Analyse wurde 6 Stdn. bei 75" i. Hochvak. getrocknet. 

Ber. C 64.84 H 7.56 N 8.41 ClaH23DN204 (333.4) Gef. C 65.13 H 7.34 N 8.55 

Formyl-2-deutero-~-~~aly~-2-deutero-~1~-prolin-benzylester (512) : I .82 g 4a,  3.05 g 3d-Hydro- 
chlorid, 2.7 g DCCD und 1.73 ccm Triiifhylamiiz wurden wie oben umgesetzt und aufgearbeitet. 
Das schlecht kristallisierende Diastereomerengemisch lieB sich aus Benzol an einer 2 x 15- 
cm-Siiule aus saurem Kieselgel48) chromatographieren. Nachwaschen mit Benzol und dann 
Chloroform eluierte 3.2 g harzartiges, NMR-spektroskopisch fast reines 5 c  mit [or]&n : 

1 56 + 2" (c = 1.5 in absol. Athanol), das sogleich zu 5d hydriert wurde. 

Formyl-2-deutero- o-valyl-L-prolyl- N-trideuteromethyl-glycin-benzylester (6 a) 15) : Verkiiupfen 
von 1.84 p durch Hydrieren von 5a in Methanol erhaltenem kristall. Formy1-2-deutero-o- 
valyl-1.-prolin (5b) und 1.66 g 4j-Hydrochlorid unter Verwendung von 1.66 p DCCD und 
1.05 ccm Triuthylumin lieferte nach Trennung des Rohproduktes an einer 11 x 2.6-cm- 
Kieselgelsiiule48) 2.2 g NMR-spektrometrisch (vgl. Tab., Sp. 3) einhcitliches 6a. [ c c ] Z , ~ :  
-18.6 f I" (c - 4.0 in absol. Athanol). Zur Analyse wurde 10 Stdn. bei 80" i .  Hochvak. 
getrocknet. 

C ~ , H Z ~ D ~ N ~ O ~  (407.5) Rer. C 61.89 H 8.17 N 10.32 Gef. C 61.94 H 7.4843) N 10.17 

Fortnyl-2-deutero-~-val.vl-2-de~ctero-~~-prolyl-surkosin-brnzylester (6c): Umsetzen von 
2.38 g Fortny/-2-dcutero-~-vdy/-2-deutero-~~-prolin (5d) - dem Hydrierungsprodukt 
(Methanol-Palladium/Kohle) von 5 c  -- und 2.1 5 g Sarkosin-benzylester-hydrochlurid mit 
2.16 g DCCD und 1.37 ccm Triuthylamin fuhrte wie vorstehend zu 2.7 g harzartigem 6c-Ge- 
misch. [r]kO: +48 & 2" (c = 3.0 in absol. Athanol). 

Forniyl-D-valyl-~-prol~~l-N-trideuteromethyI-gl~vcin-bertzylester (6i) 15) : 1.05 g Forntyl- D- 
valyl-L-prolin. 0.95 g 4j-Hydrochlorid, 0.95 g D C C D  und 0.60 ccm Triiithylamin gaben nach 

47) Zitate an den Namen der deuterierten Peptide und Actinocinylpeptide geben im folgenden 

48)  Saures Kieselgel: Neutrales Kieselgel in 0.1 n HCI aufgeschlammt, abgesaugt und bei 
an, wo die entsprechenden unmarkierten Verbindungen beschrieben sind. 

110" bis zur FlieRfahigkeit getrocknet. 
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Trennung des Rohproduktes an saurem Kieselgel'@, wie schon beschrieben, 1.25 g harz- 
artiges 6i mit [u.]g: 17.5 :! I' (c : 2.3 in absol. Athanol), das nach NMR-spektrometri- 
scher Kontrolle (Tab., Sp. 3)  gleich weiterhydriert wurde. 

Formyl- D-Va/.Vl- ~-prolyl-2.2-dideutero-sarkosin (6g )  1s) : 2.5 g Formyl- D-1.al.vl-L-prolyl-sarku- 
sin wurden in einer zuvor I Stde. gekochten Mischung aus 5.0 g Deuteriutnoxid und 20.4 g 
Acetanhydrid mit weiteren 5.0 g Acetanhydrid 1 Stde. auf 35" erwarmt. Den mit Chloroform 
abgedampften Eindampfriickstand (i.Vak.) erwarmte man in 5 ccm Deuteriumoxid/ LO ccm 
Aceton 5 Min. auf ca. 60" und dampfte dann i.Vak. 3 -4mal mit Aceton und Chloroform ab. 
Der schaumige Ruckstand kristallisicrtc aus mit schr wcnig Methanol versetztem Athylacetat. 
Ausb. 2.0 g (80%) 6g. Schmp. 158-161"; [a]',": -2.8 -T 0.3'- (c = 2.7 in absol. Athanol). 
Deuterierungsgrad ca. 0.849). Zur Analyse wurde 8 Stdn. bei 80' i. Hochvak. getrocknet. 

NMR42) (CDCI3ID2049)): CHO s 8 8.18, 2-H(Val) d 4.73 ( J  = 7.5 Hz), 3-H m -2.05, 
2.3, 5-Hz m 3.6I3.9; NCH,(Sar) (CH& dd 0.93/0.95 (6.5); 2-H(Pro) m -4.8, 3,1-H2 m 1.8 

s 3.16, restliche 2-H2 s 4.07. 

c14H21D2N305 (315.4) Rer. C'53.31 H 8.00 N 13.34 Gef. C 53.49 H 7.5043) N 13.24 

Formyl-2-deutero- D- valyl- L-prolyl- N-trideuterotnethyl-glycyl- N -  trideuterotneth.vt- L-valin-me- 
thylester (7a) 11)  : Aus 1.55 g Furmnyl-2-deutero-u-val~~l-r,-prol.vl-N-trideuteromethyl-glyriti 
(6b) - das wie iiblich durch Hydrieren von 6a  in Methanol gewonnen wurde , 0.92 g 
3h-H~~drochlorid, 1.08 g DCCD und 0.68 ccm Triathytamin entstanden nach Trennung des 
Reaktionsgemisches an einer 3 'i I I -em-Saule atis saurem Kieselgel48) (Benzol/Chloroform 
7 : 3 )  1.5 g (68 7;) schaumiges 7a. [a]2,0: ---86 2: 2" (c = 0.5 in Methanol). Im NMR-Spektrum 
(vgl. Tab., Sp. 4) fehlten die NCH3(Sar und MeVal)-Signale, NEI(Val) gab ein Singulett; 
Deuterierungsgrad an C-2Wal): ca. 0.855"). Zur Analyse wurde 8 Stdn. bei 70" i. Hochvak. 
getrocknet. 

C Z ~ H Z ~ D ~ N ~ O ~  (447.5) Ber. C 56.36 H 9.69 N 12.52 1 CH30 6.9 
Gef. C 56.61 H 8.6243) N 12.37 CH30 6.7 

Formyl-2-deutero-~- vul.vv1-2-deutero- Dr-prolyl-,sarkosyl-N-trideuieron~eth,vl- 1.- idin-methyl- 
ester (7c) : I .I g durch Hydrieren von 6 c  erhaltenes For~i~.vl-2-derctero-~-valyl-2-deutero-~ L-  

prolyl-sarltosin (6d) und 0.65 g 3h-Hydrorhlorid wurden mit Hilfe von 0.77 g DCCD und 
0.49 ccm Triathylamin verkniipft und wie iiblich aufgearbeitet. Ausb. 1.1 g glasiges 7c  mit 
[a]&0: -43 f 2" (c = 0.5 in Metbanol), das nach NMR-spektronietrischer Kontrolle (vgl. 
Tab., Sp. 4) sogleich eiitformyliert wurde. 

Fortnyl- o-valyl- ~-proI.~~l-2.2-dideuiern-snrkosyl-N-nlrfhPI-~- valin-methylester (7 g) J I ) : K up- 
peln von 2.38 g 6 g  mit I .4 g IV-IMethyl-L-valin-nzetlzylester-hy~rochlorid durch Umsetzcn 
mit 1.7 g DCCD und 1.05 ccm Triiithylainin gab nach Trennung des Kohproduktes an ciner 
3.0 Y 17.5-cm-Saule aus saureni Kieselgel48) (Benzol/Chloroform, 4 : I )  2.5 g schaumiges 7g. 
im NMR-Spektrum fehlteii hier die 2-H(Sar)-Signale bei 8 3.S5 und 4.83. [CC]:;: -91 j 2 
(c : 1.2 iii Methanol). 

Forormyl- D-Valyl- L-prulyl- N-trideuterotnethyl-~l~~cyl-N-i~~ethyl-2-deutero-u L-valin-tnethylester 
(7i): 940 mg durch Hydricren voii 6i erhaltencs, kristall. Fortnyl-u-vcrll.1-L-prulyl-N-trideu- 

49) NMR-Spektren von Pcptrdcii mit freien Carboxygruppen in CDCll \ind auch iiach 
Durchschutteln der Probe mit etwas D2O - oft weniger scharf als die von Peptidestern 
wie 6a;  entsprcchend ungeiiau (hier ca. 510%) wird die Bestinimung des Deutenum- 
gehaltes 

701 Bei langeren Peptiden ist, da die Signale aller C-2-Protonen meist dicht zu~ammenliegen 
(vgl. Tab ), die Genauigkeit der Deuteriumbestimmung durch integration von der Anzahl 
der C-2-Was~erstoffe abhangig und oft weniger genau (hicr ca. + lO'<). 
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feronrethyl-glycin (6j) und 580 mg 4h-Hydrochlorid gaben durch Umsetzen mit 700 mg D C C D  
und 0.44 ccm Triathyluinin, wie fur  7a beschrieben, 0.95 g glasiges 7i. [ c L ] ~ :  -16 + l o  
(c = 0.6 in Methanol). Nach NMR-spektrometrischer Kontrolle [die Signale von 2-H(MeVal) 
und NCH3(Sar) fehlten] - vgl. Tab., Sp. 4 - wurde wie ublich mit 1.5n methunol. Sulzsiiure 
entformyliert. 

N-i2-Nifro-3-henzylox.v-4-~ethyl-6-deutero-benzoyl l-~.-threoi~yl-2-deutero- 1,-valyl- 1,-prolyl- 
N-trideicteromethyl-glyc~~l-N-trideuteromethyl-L-valin-meth~lcster (Sa) 11.18): 1.25 g N - / 2 -  
Nitro-3-b~nzylox~~-4-methyl-6-deiitero-benzoyl~-~-threonin und 1.46 g aus 7a durch Ent- 
formylicrung in 1.5 n methnnol. Sulzsaure erhaltcncs 2-Deutero- r~-valyl-L-prol~vl-N-trideutero- 
methyl-glycyl-N-trideuteromethyl-L-volin-wiethylester-hydrorhlorid (7 b .HCI) 11) ( [ O Z ] & ~  : - I46 
_~. 3", c = 0.8 in JkfethanOl) wurden, wie fur unmarkiertes 8a beschrieben, mit 0.81 g N-Athyl- 
5-phenyl-isox-azoliitm-sulfonar-i 3) und 0.44 brw. 0.46 ccm Triathylumin umgesetzt. Chromato- 
graphic des Reaktionsgemisches an Aluminiumoxid TI -111 (,,Merck"; 2.5 x 8-cm-Saule; 
eluiert mit Athylacetat und Aceton - vgl. auch I .  c.18), S .  2492) gab 1.7 g blaagelbes, schaumi- 
ges Sa, [CL]Z ,~ :  -51 5 2' (c - 1 . 1  in Methanol). Im NMR-Spektrum (Tab., Sp. 5 )  fehlten die 
NCH3(Sar, MeVal)-, 2-H(Val)- und 6-H-Signale; NH(Val) gab ein Singulett. Zur Analyse 
wurde 8 Stdn. bei 70" i. Hochvak. getrocknet. 

C'3VH46D8N6011 (791.0) Ber. C 59.22 H 7.89 N 10.62 1 CHIO 3.92 
Gef. C 59.38 H 7.4043) N 10.69 CHJO 3.84 

N-:2-Nitro-3-benzyloxq:-4-~iethyl-6-deuter~~-~enzoyl~- i.-threonyl-2-deutero- n- vul.vl-2-deuiero- 
uL-proly l - surkosyE-N-~r~~~ei~tero~ie t~~~l -  1.-vulin-methylester (8 c)  : 0.86 g N-I 2-Nitro-3-henzy l- 
oxy-4-metl1~l-6-deutero-benzoylj-~-threoninl~), 1 .O g aus 7 c  durch Entformylierung gewon- 
nenes 2-Drulero-~-valyl-2-deiitero-~~-prolq'l-surkos.vl-N-trideuteromelhy/-L-vn~in-~?iethy~ester- 
hydrochlorid (7d.HCl) ([XI$: --90 & 2", c = 0.8 in Methanol), 0.56 g N-~thyl-S-phenyl-  
isoxazoliunr-sulfonrt-(3~ und 0.3 1 bzw. 0.32 ccm Triathylu/nin gaben I .05 g (60 %) blaRgelbes 
Sc-Gcmisch. [a]2,0: -25 >. 1" (c 1 1.9 in Methanol). Das NMK-Spektrum (vgl. Tab., Sp. 5) 
war mit der 8c-Struktur im Einklang. 

N-~2-Nitro-3-henzyloxq.-4-methyl-6-dei~tero-benzoyl~-2-dcutero-~~-threon~~-o-va~y~- ~ - p r o l y / -  
sarkosyl-N-methyl-L-valin-methylester (8e) 18) : 1.92 g 4 e  wurden unter Verwendung von I .3 g 
N-Athyl-5-phe11)~l-isvxu~ol~um-sulfot-(3j und 0.69 bzw. 0.71 ccm Triathylrmin mit 2.3 g 
11- Vnlyl-i,-prolyl-sarkosyl-N-i~~~~tli~~l-L-vulin-rnethylester-hydrochlorid~J~ ([XI"," : ~ I5 I & 3', 
c == 2.0 in Methanol), wic fur 8a  erliiutert, verknupft und lieferten 1.8 g (60%) blaWgelbes, 
schaumiges 8e.  [a];': -49 * 2" (c = 1.8 in Methanol). Im NMR-Spektrum fehlten das 
6-H- und das Z-H(Thr)-Signal (Tab., Sp. 5) weitgehcnd. 

N-~Z-Nitro-3-henzyloxy-4-methyl-6-deiitero-henzoyl]-~-threonyl- O - V U l ~ l -  ~-prolyl-2.2-dideu- 
tero-surkosyl- N-methyl-i.-valin-?nethj&ster (8g) 18) : Aus 0.86 g N-T2-Nirro-3-benz~~loxy-4- 
methyl-6-deutero-benzoyl;-r-threonin, 1.0 g ~-Vulyl-r-prolyl-2.2-dideutero-snrkosyl-N-metI~.v~- 
L - vulin- methylester- hydrochlorid (7h .HCI) - dcm 7g-Entformylierungsprodukt mit 
[a]',": -- 150 3'1 (c = 1.6 in Methanol) -- sowie 0.57 g N-Athyl-5-phenyl-isuxuzolium- 
suljonat-(3) uiid 0.31 bzw. 0.32 ccrn Triiithylumin entstanden nach Reinigung des Reaktions- 
produktes an einer 2 x 8-em-Aluminiumoxid TI-111-Saule (eluiert mit khylacetat  und 
Aceton) 1.0 g schaumiges, blaagelbes 8g. [(L]&~: - 48 & 2" (c :.- 0.9 in Methanol). Die NMR- 
Signale von 2-H2(Sar) und 6-H fehlten erwartungsgemiiis. 

N-i 2-Nitr~-3-benzylox.v-4-t~ie~hyl-6-deutero-beiizo~l~-~-threot~yl- o-vrrly~-~-proly~-N-trideu- 
teromethyl-glycyl-N-methyl-2-deutero-~~-vulin-meth.~~ester (8i) : Aus 730 mg N-[2-Nitro-3- 
henzyloxy-4-methyl-6-deiitero-bmzuyll- L - threonin, 0.85 g D-  Valyl-~.-prolyl- N -  trideulrrome- 
thyI-glycyl-N-meihyl-2-deutrro-~~-valin-nieth~vlester-h~~druchlorid (7j . HCI) - dem 7i-Ent- 
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formylierungsprodukt, [a];o: -79 1- 2" (c = 0.5 in Methanol) -, 0.26 bzw. 0.28 ccm Tri- 
athylamin sowie 0.48 g N-Athyl-5-phenyl-isoxazoliu,n-su[fonut-(3) erhielt man 1.1 g blab 
gelbes, amorphes Si. [a]%0: 12 J 1" f c  = 1.3 in Methanol). Das NMR-Spektrum stimmte 
mit der Si-Struktur iiberein. 

N-~2-Nitro-3-benzylo,uy-4-merhyl-6-dei4tero-beiizo~~l i-cyclo-! ~-rhreonyI-2-deutero-~-valyl- L- 

prol~~l-N-frideuteroi~~ethyl-glycy1-N-trideiiteromethyl-L- valyl-OT/,, 1 (9a) 11) : 1.45 g 8a in 4 ccm 
Methanol wurden rnit 2.05 ccm n NaUH bei 40" in 90 Min. zu 1.2 g N-i2-Nitro-3-benzyloxy- 
4-methyl-6-deutero-benzoyl]- ~-threonyl-2-deutero- D -  volyl- L-prolyl- N-trideuteromethyl-glycyl- N- 
trideuteromethyl-L-vnlin (8b) verseiftle); [ a ] g :  --35 & 1" (c  = 0.7 in Methanol). 1.1 g 
davon ~- 3 Stdn. bei 60" i. Hochvak. getrocknet - cyclisicrte man wie beschrieben mit 
350 ccm Acet,vlchlorid~hi-Acetyl-i~ii~flzol-Reagenzlo.~zing28), arbeitete auf (1. c. 1 If, S. 2240) 
und chromatographierte das Reaktionsgemisch an einer 2.5 h 1 0-em-Aluminiumoxid 
IV-saule5l) mit Benzol (Vorlauf) und Athylacetatt (1.05 g). 

Die Athylacetat-Fraktion lie6 sich nun entweder direkt an Kieselgelplatten (giinstig fur 
kleinere Ansatze) oder - bei Mengen von :-. 1-2 g rationeller - an einer vorgeschalteten 
Cellulosesaule und sodann auf erheblich weniger Platten trennen (vgl. 1. c. 11) S. 2241, Absatz c). 

Das rohe 9a wurde an einer 4 r: 45-cm-Cellulosesaule (LS 1) vorgereinigt und die fluores- 
zenzloschende Hauptzone (0.42 g) nach iiblicher Aufarbeitung auf 5 rnit je  35 g Kieselgel 
PF254 (,,Merck") beschichteten 20 x 40-cm-Platten (LS V) getrennt. Die zweitschnellste 
Zone (Fluoreszenzloschung) enthiclt reines 9a, das wie beschrieben isoliert, aus wenig Chloro- 
form rnit Benzol und Petrolither gefallt, abzentrifugiert und 8 Stdn. bei 70" i. Hochvak. 
getrocknet wurde. Ausb. 295 mg (28 %) amorphes, bei 160- 164" schmelzendes Pulver mit 
[a]&": -13.0 & 0.5" ( c  = 2.4 in Methanol). 

C ~ & & ~ N ~ O I O  (758.9) Ber. C 60.14 H 7.71 N 11.08 Gef. C 60.12 H 6.8343) N 11.15 

N-~2-Nitro-3-benzyloxy-4-m~tl1yl-6-deutero-benzo~l~-cyclo-~~-threonyl-2-de~itero-~-  valyl-2- 
deutero-L-prolyl-sarkosyl-N-trideuterornethyI-L-valyl-U~~r~ (9 b) : Das durch Verseifen von 
0.93 g 8 c  mit 1.3 ccm 11 NaOH in 3 ccm Methanol erhaltcne N-[2-Nitru-3-b~nz,vluxy-4- 
??zethyl-6-deutero-benzoyl~~-~-threonyl-2-deutero- ~-vaIyI-2-deutero-~~-prolyl-sarkosyl-N-trideu- 
reramethyl-L-valin (8d) (0.75 g ,  [CC]&~: ~ 12 +. 0.5", c = 0.8 in Methanol) wurde mit ca. 
280 ccm Reageiizlosung wie bei 9 a  cyclisiert und die von der 2 x 8-cm-Aluminiumoxid 
1V-Saule eluierte Athylacetatfraktion (0.7 g) direkt auf 10 20 x 40-cm-Kieselgelplatten 
gctrennt. Aus der drittschnellsten Hauptzone crhielt man - NMR-spektrometrisch (Abbild. I )  
leicht zu identifizieren ~ 92 mg (13%) 9b, das 8 Stdn. i. Hochvak. bei 70" getrocknet wurde. 
Schmp. 158-164"; [a];": ~ 13.9 :I: 0.5" (c 2.0 in Methanol). 

C38H44D6N6010 (756.9) Ber. C 60.30 H 7.47 N 11.11 Gef. C 60.16 H 6.93 N 11.19 

N-i 2- Nitro-3-benzyloxy-4-metliyI-6-deutero-benzoyl i-eyclo-[2-deutero- L-threonyl- D-valyl- 1.- 

prolyl-sarkosyl-N-methyI-L-valyl-O~~,.j (9c): 1.10 g (1.4 mMol) 8 e  in 3.2 ccm Tetradeutero- 
methanol und 1.6 ccm Deuteriiimoxid wurden mit 66 mg ( I  .65 mMol) Natriumhydroxid 
90 Min. auf 40" erwarmt, dann i.Vak. vom Methanol befreit und nach Zugabe yon 10ccm 
Deuteriumoxid rnit 20 ccm Chforoformfhhylacetaf (1 : I )  geschuttelt. Die durch Zentri- 
fugieren abgetrennte und rnit n HCI angesauerte waRrige Phase extrahierte man mit Chloro- 
form/Athylaeetat ( I  : I), wusch den Extrakt mit angesauertem Wasser, dampfte i.Vak. ein 
und trocknete den schaumigen Riickstand 3 Stdn. bei 7 0  i. Hochvak. Ausb. 0.92 g N q 2 -  
Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyl~-2-deurero- I.-threonyl- D -  valyl- L,-prulyl-sarkosyl- 
N-methyl-L-valin (8fl; -31 4- 1 "  ( c  = 0.8 in Methanol). 

51) 100 g Aluminiumoxid 11-111 (,,Merep') rnit 9 g Wasser inaktiviert. 
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8f (0.8 g) wurde dann mil 250 ccm Reagenzlosung wie 8 b  cyclisiert, jedoch die Reaktionszcit 
von 120 auf 90 Min. verkiirzt und der Eindampfriickstand (i.Vak.) vor der Aufarbeitung 
10 Min. bei 40" rnit 5 ccm Deutcriuinoxid behandelt. Man trennte wiederum an Aluminium- 
oxid IV (2.5 x 8-em-SLule) und danach die Athylacetat-Fraktion (0.76 gj an 10 20 x 40-cm- 
Kieselgelplatten (LS Vj und erhielt aus der 3. Hauptzone von vorn 210 mg (27 %j weiBes, 
amorphes 9c. Schmp. 160-166"; [alg': -14.3 & 0.5" (c - 1.5 in Methanol). Zur Analyse 
wurde 6 Stdn. bei 70" i. Hochvak. getrocknet. 

C J ~ H ~ ~ D Z N ~ O ~ ~  (752.9) Ber. C 60.62 H 6.96 N 11.17 Gef. C 60.40 H 6.97 N 11.22 
N-12- Nitro-3-benzyloxy-4-methyl-6-deutero-benzoyll-cyclo-~ L-tlireonyl-D- vulyl- ~-proIyl-2.2- 

dideutero-sarkosyl-N-methyl-L-v~ilyl-O~~~rJ (9d): 0.9 g ( 1 . 1  5 mMol) 8g wurden in 3 ccm 
Tetradeuteromethanol und 1.5 ccrn Deuteriumoxid rnit 54 mg (1.35 mMol) Natriumhydroxid, 
wie fur 8e  beschrieben, zu N-~2-Nitro-3-benz~~loxy-4-methyl-6-deutero-henzoyl~-~-threonyl-~-  
vulyl- ~-prolyl-2.2-dideutero-sarkosyl-N-methyl- ~ - v a l i n  (8 h) verseif t. Ausb. 0.72 g ; [z]p : 

29 + 1" (c ~~ 0.7 in Methanol)sz). 
0.32 g 8h cyclisierte man wie 8f (120 ccm Reugenzliisung, 90 Min.), nahm den Eindampf- 

ruckstand wiederum in etwas Deuteriumoxid auf und trennte das Reaktionsgemisch wie 
iiblich an Alaminiumoxid 1V (2 Y 4-cm-Saule) und Kieselgel (5 20 x 40-cm-Platten). Die 
3. Hauptzone von vorn ergab 79 mg (25 %) bei 160- 168" schmelzendes 9d, das 6 Stdn. bei 
70" i. Hochvak. getrocknet wurde. [cx]~": -14 2- 0.5" (c  = 2.5 in Methanol). 

C J S H ~ ~ D ~ N ~ O ~ ~  (753.9) Ber. C 60.54 H 7.09 N 11.15 Gef. C 60.62 H 6.85 N 11.13 
N-: 2- Nitro-3-benzylo.~y-4-mefhyl-6-deutero-benzoyl~-cyclo-~~-threonyl-~-vulyl- ~-proly l -  N-tri- 

dei~terornethyl-glycyI-N-nzethyl-L-valyl-O~~~rj (9e) : 0.96 g 8i wurden in 3 ccm Methanol rnit 
1.35 ccm n NuOH zu 0.75 g N-~2-Nitro-3-benzyloxy-4-)rrethyl-6-deiitero-benzoyl~-~-threonyl-~- 
vulyl-~-prolyl-N-tride~iteromethyl-glycyl-N-r~~eth~~l-2-deufero-~~-valin (8j) verseift ( [ ~ ] 6 ~ :  
-12 & 0.5", c = 1.0 in Methanol)5z). 0.62 g davon cyclisierte man, wie bei 9 a  erlautert, 
mit 120ccm Reagenzlosung und trennte die von der 2 x 8-cm-Aluminiumoxid 1V-Saule 
eluierte khylacetat-Fraktion (0.6 gj an 8 20 x 40-cm-Kieselgelplatten. 9e aus der 3. Zone 
von vorn war ein weiBes, amorphes Pulver rnit Schmp. 157 ~ 163" und [r]',O: -~~13.0 i 0.5" 
(c = 2.4 in Methanol). Ausb. 166 mg; bei 70" wurde i. Hochvak. 6 Stdn. getrocknet. 

C ~ ~ H ~ ~ D ~ N G O I ~  (754.9) Ber. C 60.46 H 7.21 N 11.13 Cef. C 60.17 H 7.13 N 11.19 
[2( Val,,p),N- Methyl(Sar,,p;Me Val,,pj ,8-pentadecadeuteroiuctinomycin CI (15a) sowie 

i2 (  Val,), N-Methyl(Sar,, MeVal,), 8-0ctadeutero,~actinornycin C1-siiure-(a)-lucton ( lZa) ,  
12( Valp), N -  Methyl(Sarp, Me Vulp) -1zeptadeuteroJactino~~ycin C1 -siiure- (p) -1rrcton (13aj 
wid Acrinomycin Cl-siiure (14a)18): Ein aus 228 mg (0.30 mMol) 9a und 465 mg (0.60 mMol) 
N-! 2- Nitr0-3-benzyloxy-4-methyl-henzoy1,~- ~.-rhreonyl- ~-valyl-~-prolyl-sarkosyl-N-merhyl-~- 
i d i n  (1lb)ll)  (oder 520 mg llb-Benzylesterl5)) durch Hydrierung mil l0proz. Palladium/ 
Kohle in 40 ccm Methanol erhaltenes 1 0 a / l l  a-Gemisch wurde in SO ccm Methanol/0.07 in 
Phosphatpuffer, pH 7.2, (1 : 1)  rnit 1.0 g Knlium~zexacyanoferratffff~ bei pH 7.2 oxydiert. 
Aufarbeitung und Isolierung der vier Reaktionsprodukte (Celluloscsaule : 4.5 x 80 cm, 
LS 11) erfolgten genau wie auf S. 2498-2499 der letzten Mitteil.18) beschrieben. - 15a BUS 

dem Vorlauf wurde an einer 3 x 25-cm-Celluloscsaule (LS 111) nachgereinigt (vgl. 15ej und 
zweimal aus khylacetat  (oder Chloroform)/sehr wcnig MethanollCyclohexan umkristallisiert. 

15a (Vorlauf): 49 mg rote Nadeln; Schmp. 239-246" (Zers.); [cx]',": -321 + 10" (c = 0.1 
in Methanol). Zur Analyse wurda 15 Stdn. bei 115" i. Hochvak. getrocknet. 

C S Z H ~ I D ~ S N ~ ~ O I G  (1270.6) Ber. C 58.60 H 8.01 N 13.23 Gef. C 58.84 H 7.3443) N 13.19 
52)  Wahrend der Verseifung wurde 8h - cbenso wie oben 8f an C-2(Sar, MeVal) - an C-2 

(Thr, MeVal) zu ca. 30 ~ 50 :(, deuteriert. 8 j verlor die gleiche Menge C-2(MeVal)-Mar- 
kierung. 
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13a (Zone [I1, schnell). 92 mg amorphes Pulver; Schmp. 207-215" (Zem ), [KILO 195 1 

5 (c 0 24 in Methanol) Zur Analyse wurde 12 Stdn bei 90" i Hochvak. getrocknet. 

C ~ Z H ~ I I I ~ N ~ ~ O ~ ~  (1280.5) Ber C 58.15 H 7.47 N 13 13 Get. C 57.90 H 7.22 N 13 05 

12a (Zone 11, langsam)' 1 16 nig amorphes Pulver : Schmp 204 21 3' (Zers ), [alto 13 I 
5" (c = 0 24 in Methanol) Getrocknet wie 13a. 

C62HXODxN12017 (1281.5) Ber. C 58.10 H 7.54 N 13.12 Gef. C 57.50 H 7 39 N 13 22 
14a (Zone 1, Saulenkoptj. 240 mg gelbrotes, amorphes Pulver, in allen Eigenschaflen mit 

Actinomycin C1-saurels) identisch. 

2( Val,, 
Pro,), W-Methyli Me ValaJ, 8-hevadeutervlrrctinumycin C1-murr-(cr)-luctvn (12b), 121 Valp, 
Prop), N-Methyl(MrVal~)-pentndeutero lacjinomvcin Cl-saure-(p)-lucton (13 b) und Actino- 
m>cin C1-saure (14a): Das durch Hydrieren von 98 mg (0.13 mMolj 9 b  und 300 mg 
(0.39 mMol) J l  b entstaiidene JOblJla-Gemisch gab nach oxydativer Kondensdtion [0.6 g 
Kaliumhexac~nnoferrati t l i)~ und Aufarbeitung, wie bei 15a  dngegeben (4 i 60 cm-Cellulose- 
saule, LS ll), 15 mg kristallisiertes 1Sb (Vorlaut), 40 mg J3b (Zone HI), 45 mg 12b (Zone 11) 
und 160 mg 14a (Zone I). 

1Sb: Rote, bei 239-244" schmelzende Nadeln, [n]',O -315 =- 10' ( r  = 0 1 in Methanol), 
duch pdpierchromatogrdphisch (LS IV) mit Actinomycin CI identisch Zur Analyse wurde 
12 Stdn. be1 115' i Hochvak. getrocknet. 

Cb2H75DllN1~016 (1266 6) Ber. C 58.80 H 7 72 N 13.28 Gef C 58 99 H 7.2743) N 11 19 
Die Lactonsauren 13b und J2h  wurden nach 6stdg. Trocknung bei 80 sogleich cyclisiert. 
/2(  Thr,J), 8-Trideiirero/actino~nycin C1 (1Sc), Z( Tlw,), 8-Drdeut~ro/aclinor~iyczn C1-saure- 

(a)-larton (12c), (2(Thrp.)-Deutero actinornycin Cl-saure-(p)-lacton (13c) sowic Actinomycin 
C1-suure (14a): 195 mg (0.26 mMol) 9 c  und 520 mg (0 60 mMol) 11 b-Benzjksrer wurden, 
wie fur 15a erlautert, durch Hydrierung zum lOc/lX a-Gemirch uiid dessen oxydative Misch- 
kondensation [I 0 g Kaliinnhexac~.anoferrat(JlI) In lSc, 13c, J2c  und J4a ubergefuhrt 
(5 3 70-cm-Cellulosesaule, LS 11) 

15c (Vorlauf) 29 mg; rote Nadeln nnt Schmp. 241 - 245' (Zers.) und [a]&": -319 _i 1 0  
(c = 0 21 in Methanol) Zur Analyse wurde 15 Stdn bei 115" i Hochvak. getrocknet 
Cb~H~3D3N12016 (1258.5) Ber. C 59.17 H 7.13 N 13 36 Gef. C 58.93 H 7 19 N 13 36 

Die beiden Lactonsauren J3c  (Zone 111. 80 mg) und 12c (Zone 11. 93 mg) wurden nach 

Zone I. 220 mg Actinombzzn Ci-saure (J4a). 

1 2.2(Saru,$), CI-Pentadeuterojactino~ycin Cl-saure (14b), ( 2  2/Sur,), 8-Trideutero 'rrctino- 
tnycin Cl-saure-(p)-lacton (IZe), [ 2.2(Sarp)-Didrirtero iuctinotnycin C1 -saure-ial-luctun (13e) 
sowie Acrinomjcin C1 (18) Dds aus 85 mg (0  1 1 7  mMol)  J l d l l )  und 275 mg (0.36 mMol) 8h  
durch Ilydrierung erhaltene llc/lOf-Gemisch wurde rnlt 0.6 g Kalzirmhexacyanoferrat(I1I) 
oxydativ kondensiert und das Reaktionsgemisch wie ublich (4 5 Y 80-em-( ellulosesaule, 
LS 11) aufgearbeitet 

14b (Zone I, Saulenkopfj 135 mg gelbrotes dmorphes Pulver niit Schmp. 182- 190' (Zers.) 
und 0 23 In Methdnol) Zur Andlysc wurde 8 Stdn be1 80" I .  Hochvak 
getrocknet 
C S Z H S S U S N ~ ~ O I ~ ~  (1296 5) Ber. C 57.43 H 7.39 N 12.97 Gef C 57.61 H 7.17 N 12 86 

'21 Vul,,p, Pro,,,?), N-MethyVMe Vul,,g), 8-undec~ideutrro]uctin~myein C1 (15 b), 

6 stdg. Trocknen bei 80" I.  Hochvak. sofort weitercyclisiert 

- 109 i 3" (I 

Aus dem Vorlauf erhielt man 14 mg 18. 
Die Lactonsauren J3e (40 mg, Zone 11) und 1212 (45 mg, Zone 111) wurden nach 6stdg. 

Trocknen be1 80" i Hochvak. ebenfalls gleich weitercyclisiert 
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[N-Methyl(Sar,,p), 8-heptadeutero:actinorllycin C1 (15e) : T>as durch Hydrieren von 63 mg 
9e erhaltene 10c wurde mit 90 mg Kaliumhex-ncyanoferrat~lll) wie oben bei pH 7.2 oxydiert 
und das rohe 15e an einer 3.5 x 20-cm-Cellulosesaule (LS TIT) chromatographiert. Die 
herausgeschnittene Hauptzone eluierte man mit Methanol und Wasser, extrdhiertc das rnit 
0.2n NaHC03 verdunnte Eluat rnit Chloroform und wusch den Extrakt mit I? NaHC03, 
0.1 n HCI und Wasser. Der Eindampfrhckstand gab nach 2fachem Umkristallisieren aus 
Athylacetatlwenig Methanol/Cyclohexan 41 mg rote Nadeln, Schmp. 239-245" (Zers.); 

--328 f 10" (c = 0.21 in Methanol). Zur Analyse wurde 10 Stdn. bei 115" i .  Hochvak. 
getrocknet. 

C62H79D7N12016 (1262.5) Ber. C 58.98 H 7.42 N 13.32 Gef. C 58.87 H 7.10 N 13.21 

[2( Val,), N-MethyljSar,, M e  Val,), 8-octadeutero!actinomycin C1 (16a) und [2( Valg), 
N-Methyl(SarD, M e  Val~i-heptadeutero,~actmamyciii Cl (17a): 105 mg 12a und 80 mg 13a 
wurden genau wie kurzlich 18) fur aniso-Actinomycine beschrieben rnit je 25 ccm Acetyl- 
ciilorid/N-Acetyl-ii~iidazol-Reagenzl~sung cyclisiert und die Rohprodukte an zwei 2.5 X 25- 
cm-Cellulosesaulen (LS 111. vgl. bei 15e) chromatograpbiert. Zweimaliges Umkristallisieren 
aus Athylacetat/sehr wcnig Mcthanol/Cyclohexan gab 55  mg (52%) 16a (aus 12a) und 49 mg 
17a (60%) (aus 13a) als rote, jeweils bei 241 -245" (Zers.) schmelzende Nadeln. [a]',O: -328 
bzw. -322 & 10" (c = 0.23/0.13 in Methanol). Zur Analyse wurde 15 Stdn. bei 115" i. Hoch- 
vak. getrocknet. 

16a: C62H78D8N12016 (1263.5) Ber. C 58.93 H 7.50 N 13.31 
Gef. C 58.71 H 7.31 N 13.26 

17a: C62H79D7N12016 (1262.5) Ber. C 58.98 H 7.42 N 13.32 
Gef. C 58.80 H7.46 N 13.19 

[2( VaI,,Pro,~,N-MethyllMeVal,~,8-hexadeutero,~actinomycin C1 (16b) und [2( Valp, 
Prop), N-Methyl(MeValp)-pentadeutero.7actinomycln Cj (17b): Durch Cyclisieren von 37 mg 
1Zb und 32 mg 13 b rnit je 25 ccm Reagenzliisung und Aufarbeiten der Ansatze, wie fur 16a, 17a 
erlautert, erhielt man 23 mg 16b53) (aus 12b) und 21 mg 17b53) (aus 13b). Zweimahges Um- 
kristdllisieren wie oben gab rote Nadeln rnit Schmp. 239- 245" (Zers.) und 1x12: 331 bzw. 
-322 -k 10" (c ~ 0.26/0.20 in Methanol). 10 Stdn. wurde bei 115" i. Hochvak. getrocknet. 

!2jThr,),8-Dideutexoiuctinomycin C1 (16c) und / Z(Thr~j-Deuterojactinornycin C1 (17c): 
70 mg 12c und 71 mg 13c wurden wie 12a,13a mit je 30 ccm Reugenzlosung cyclisiert und die 
Reaktionsprodukte - hier unter Verzicht auf die Chromatographie an Cellulosesaulen 
entsprechend aufgearbeitet. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Athylacetat/l Tropfen 
Methanol/Cyclohexan erhielt man 43 mg 16c (aus 12c) und 36 mg 17c (aus 13c). Schmpp. 
241-246' (Zers.): [u]j;O: -314 bzw. -319 3- 10" (c 2 0.10/0.12 in Methanol). Zur Analyse 
wurde 15 Stdn. be1 115" i .  IHoch\ak. getrocknet. 

16c: Ch~Hs4D2N12016 (1257.5) Ber. C 59.21 H 7.06 N 13.37 
Gef. C 59.47 H 6.95 N 13.29 

17c: C62H85DN12016 (1256.5) Ber. C 59.26 H 6.98 N 13.38 
Gef. C 59.16 H 6.99 N 13.18 

53) Auf Verbrennungsanalysen wurde, da die ubrigen Daten rnit denen von Actinomycin C115) 
ubereinstimmten, in Anbetracht der kleinen Substanzmengen verzichtet. 
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/Z.ZJSar,),8-Trideute~o~actirioniycin CI (16d) iind ;2.2(Sar~;)- Dideurevo~nctinorn~citi C1 
(17d): 42 mg 12e und 37 mg 13e wurden wiederum mit je 25 ccm Reagenzloszing (90 Min. 
Reaktionszeit; vgl. 9c)  cyclisiert und die Eindampfriickstindc dcr Kcaktionsprodukte nach 
10 Min. Erwarmen mit je 3 ccm Deuteriumoxid auf 40' wie 16a,17a aufgearbeitet [2.5 x 
20-cm-Cellulosesaulen (LS III)]. Zweimaliges Umkristallisieren aus ;<thylacetat/ I Tropfen 
Methanol/Cyclohexan gab 19 mg 16d53) (aus 12e) und 20 mg 17d53) (aus 13e); rote Nadeln 
mit Schmpp. 239-246"(Zers.) und [3~]6~0: --320 bzw. ~-325 5 10" (c :- O.lOj0.08 in Methanol). 
Getrocknet wurde 12 Stdn. bei 115" i. Hochvak. 

[264/7 11 


