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Die Konformation der Pentapeptidlactongruppen eines Actinomycins (1) ist 

sowohl zum VerstZndnis der von einer giinstigen Peptidkettenprgformierung abhgn- 

gigen Lactonisierungsreaktion (if+?2 2,3) ) als such fiir die Untersuchung der 

Assoziat- und Komplexbildung solcher Cyc.lopeptide von Interesse. Weiterhin be- 

stimmt sie die Sekundarstruktur 1) des Actinomycins, deren Kenntnis wiederum 

Aussagen iiber die Tertigrstruktur 1) und damit such iiber die Actinomycin-DNS- 

Wechselwirkungen 4) und das Verhalten von Actinomycinen in L&sung gestattet. 

Modellbetrachtungen und die weitgehende AminosZuresequenti- und Stereospezi- 

fitlt der Lactonisierungsreaktion 3) lieBen fiir die 16-gliedrigen Lactonringe 

eine bevorzugte Konformation erwarten. Infolge der guten Lbslichkeit synth. 

Peptidlacton-Derivate (gj5' in Chloroform und Benz01 sowie der Schlrfe ihrer 

Spektren schienen NMR-spektrometrische Untersuchungen erfolgversprechend. Als 

Solvens eignete sich CDC13 zunlchst 6) am besten, da es 1. fiir Vergleichsspek- 

tren sowohl Peptide wie 2~ - dP und deren Vorstufen (z.T. Hydrochloride) als 

such die verschiedensten Actinomycine bei 20~ gut l&t und 2. die Assoziatbil- 

dung der Peptide weniger begiinstigt als z.B. Benz01 7). 

Da die N-terminalen Schutzgruppen am Cyclo-[L-Thr-D-Val-L-Pro-Sar-L-N-Me- 

val-OThr], dem Peptidlacton von Actinomycin Cl(D) (z), das Peptidspektrum prak- 

tisch nicht beeinflussen (Tab., Spalten l-51, wurde fiir die Messungen neben 22 

vorwiegend das einfachere, iiber &_lc analog 2b 5) -= PX synthetisierte ;,a benutzt. 

Im Spektrum von 22 (Abb.1 u. Tab., Sp.1) sind die C-CH3-Dubletts (0.77 - 

1.00 ppmi von Val bzw. Meval durch Spinentkopplung [(NH)+H-2+H-3+CH3] und 

iiber ein &Spektrum (vgl. unten) gut zuzuordnen; iihnliches gilt fiir CH3(Thrj 

(d l-27), das mit H-3Thr (q 5.81) koppelt. Unter dem H-3,H-4pro-Multiplett 
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c : R'= H, R2 = C$ 

c : OH statt N02, NO2 statt O-R 

= 
$ : R' = H, R2 = Bzl 

; : Peptidschutzgruppe = CO*COOCH 
3’ 

D-aIle statt D-Val 
e : D statt H-6, D statt H-2 in D-Val, D statt H-2 = 

in L-Pro, N-CD3 statt N-C 
H3 in iiar 

(1.8 - 2.4) lassen sich die H-3Val- und H-3Meval -Signale durch Doppelresonanz 

lokalisieren. CH3(ar ) . (2.37) koppelt schwach mit H-5ar_(7.39) und H-2aSar (d 

3.05) geminal mit H-2bS,, (d 4.75). Die fiir Tertiarstruktur-Analysen wichtigen 

N-CH3-Signale von Meval (3.22) und Sar (3.39) wurden ebenso wie H-2Val (4.39), 

H-2Pro (4.85) und H-6ar . (7.47) iiber das gezielt deuterierte 2~ einwandfrei zu- 

geordnet; NHVal gibt hier ein Singulett (6.49). Die beiden H-Spro zeigen Mul- 

tipletts bei 3.55 und 4.10 (CH30: 3.88), wlhrend die Signale von H-2Thr c4.90; 

Kopplung mit NHThr (9.70) sowie H-31 und H-aMeva (4.74) durch Doppel- und Tri- 

pelresonanz im Bandenkomplex der Aminoslure-a-protonen identifizierbar sind. 

Die o.o9m ;g-L8sung wurde vor dem Messen 1 Min. mit 2-3 Tropfen D20 geschiit- 

telt und zentrifugiert; die Signalscharfe nimmt dadurch bei gleicher Lage (Tab., 

Sp.2) zu und zahlreiche Nebenbanden c.Sp.2 01 verschwinden. Deren Intensitat 

errefcht in trockenem Benz01 (o.lm L&sung) - gemessen im N-CH3-Bereich - 

maximal die der Hauptbanden, osmometrische Mol.-Gew. -Bestimmungen geben dann fiir 

2~ Werte urn 1400 (her. 675). Bei Verdiinnung (0.018, 0.009, 0.0045 m) fallen 

Mol .-Gew, (1035, 925, 830) und Nebenbandenintensitaten im erwarteten Verhaltnis 

ab. Somit liegen in trockenen Lijsungen ( in CDC13 etwas weniger ausgepragt) of- 

fensichtlich 2$-Assoziate - wahrscheinlich Dimere - vor, die beim Schiitteln 
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mit D20 weitgehend zerlegt werden. Ahnlich verhalten sich 2: - 2e. == 

Ein Austausch der NH-Protonen erfolgt dabei noch nicht. Die Austauschge- 

schwindigkeit des vermutlich intramolekular gebriickt vorliegenden NHThr-Protons 

(6 = 9.7, bei +60 O 9.4 ppm; konzentrationsunabhZngig1 h;ingt im Gegensatz zu der 

von NHVal stark von der Art der Schutzgruppe ab: Zz,2d 5-10 Min., &,2Q l-2 Ta- -- -- 

ge (5o-proz. Austausch; CDC13/D20, im Rijhrchen 1 Min. geschiittelt, zentrifugiert, 

ZOO). Das NHVal-Proton zeigt bei Konzentrations- und Temperaturanderungen prak- 

tisch keine Signalverschiebung und ist gegen Austausch sehr stabil: CDC13/D20 

ca. lo-12 Monate (4O); CDC13/CD30D(Z:l)/Spur D20 ca. 20 Stdn. (25O); CDC13/ 

CD3COOD/D20 (6:3:1) ca. 15 Min. (30~). NHVal bildet demnach eine besonders feste 

intramolekulare Wasserstoffbriicke. 

Mit DRETDING- (vgl. Abb.2) und COREY-PAULING(CPK)-Modellen aufgebaute ?g-Mo- 

lektilmodelle zeigen - planare trans-Amidbindungen (b,e,h,k) vorausgesetzt - , 

daR die sterischen Verhaltnisse fiir eine gestreckte NHVal----OCSar-Wasserstoff- 

briicke pradestiniert sind (vgl. 3) 1; andere intramolekulare Acceptoren entfallen 

praktisch. Mit dieser transanularen Briicke und dem stabilisierenden Prolinring 

Abb.1. NMR-Spektrum 8) von N-[2-Nitro-3-methoxy-4-methyl-benzoyl]-[cyclo-~L-thre- 
onyl-D-valyl-L-prolyl-sarkosyl-N-methyl-L-valyl-OThr~] in CDC13/D20 (o.lm). 
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sowie unter Beriicksichtigung der VAN-DER-WAALS-Radien liegt aber die Konforma- 

tion des Peptidlactonringes bereits weitgehend fest (Abb. 2); lediglich der un- 

tere 9-gliedrige Teilring erlaubt kleinere Variationen. So kann COMeval zur 

Ringriickseite (b')) zeigen, was aber zu einer sterisch ungiinstigen, quasi-axi- 

alen Stellung der Meval-isopropylgruppe fiihrt. Weiterhin kbnnte C-3Thr nach 

vorn durchklappen, das quasi-axiale CH3(Th,_) wiirde dann zwar quasiGiquatoria1, 

dafiir stiinden jedoch Peptidring- und Chromophorebene fast senkrecht aufeinander 

Pro 
v 

Sar 

Thr 

Chromophor 

Abb.2. R-[cyclo-(L-Thr-D-Val-L-Pro- 
Sar-L-l-Meval-OTti)], schemat. 

(erschwerte Dimerenbildung, vgl. unten). 

AuRerdem gibt das Actinomycin-NMR-spek- 

trum Hinweise, da8 CH3(Thr) und CH3(Sar) 

nicht auf der gleichen Ringseite stehen. 

Die NMR-Spektren von &,;,g 9) dlo) ,_ - _ 

sind mit der in Abb.2 skizzierten Konfor- 

mation in Einklang. Der NH-CHVal-Torsi- 

onswinkel (Bindung c) weicht mit ca. 120~ 

nur wenig von dem aus einem der KARPLUS- 

Funktion") Zhnlichen Diagramm (BYSTROW 

et a1.12)) fiir J = 8.2 Hz ermittelten 

Wert (0 oder 150~) ab; NH und H-2Thr 

sollten hiernach antiperiplanar stehen. 

Der Winkel CH-CHThr(p) mu8 bei J = 1 Hz, 

dem Model1 entsprechend, urn 9o" liegen; 

eine long-range-Kopplung H-2/CH3(ThrI 

zeigt sich nicht. Die Kopplungskonstan- 

ten von H-2,H-3 in Meval (11.6) und Val 

(7.0 Hz) wiirden ebenfalls etwa der anti- 

periplanaren bzw. synclinalen Anordnung im CPK-Model1 entsprechen. Der grone 

6-Wert-Unterschied von H-2a/H-2bSar (1.71 ppm) riihrt offenbar von einem "de- 

shielding I' des Protons Hb durch C=Opro her; Hb stiinde dann - in Ubereinstim- 

mung mit dem Model1 - zur Bindung h und damit zu C=O synperiplanar. 
PC 

Fiir die Pentapeptidlactone 2~ - c, ergibt sich so eine vorlaufige, jedoch 

recht wahrscheinliche Konformation (Abb.21, die durch laufende weitere Unter- 
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loo MHz-NM%Spektren von Cyclo-(L-Thr-D-Val-L-Pro-Sar-L-N-neval-OThr)-Derivaten a) 

Verbindung &a 2a 2b 2c 2d 

Solvens b) CDCl3P20 CDC;') CDCl;p20b) ;Cl3,Dr;od) CZl3b) 

NH 

NH 

H-6 

H-5 
BZL 

Thr 
Val 

9.70 (9.5) 9.55 (6.30) 
6.49 (8.2) 6.48 (7.80) 

7.47 (8.0) 7.48 (7.22) 

7.39 (8.0) 7.40 (7.14) 

H-3 Thr 5.81 (6.3/1.0) 5.81 (5.24) 
H-2 Thr 4.90 (9.5/1.0) 4.90 
H-2a Sar 3.05 (14.0) 3.05 
H-2b Sar 4.75 (14.0) 4.75 
H-2 Pro 4.80 - 4.90 4.80-4.90 
H-2 Meval 4.74 (11.6) 4.76 
H-2 Val 4.39 (8.~7.0) 4.40 

H-5a 
H-5b 
c 0 
'f 

N-CH 
N-C 

Hz 
4-cE13 

H-3 

H-3 

H-3/4 

=r4 

@H3)2 

Pl-0 

Pro 

4.10 

sar 
Meval 

3.55 
3.88 

3.39 
3.22 

2.37 (~0.3) 

Meval 

Val 

Pro 
Thr 
Val 

(CH3)2 Meval 

2.0 - 2.4 
1.8 - 2.2 
1.8 - 2.4 

1.27 (6.3) 

z.;; ;;*;; 
. . 

;.;:, I;.;; 
. . 

3.9 - 4.2 

3.4 - 3.7 
3.88 (3.82) 

3.39 (2.91) 
3.21 (3.28) 
2.38 (2.32) 

2.0 - 2.4 
1.8 - 2.2 
1.8 - 2.4 
1.27 (1.18) 

0.98 (1.07) 
0.98 
0.91 
0.80 (0.84) 

9.70 (9.5) 9.90 9.80 7.26 (9.0) 
6.50 (8.2) 6.36 6.53e) 6.78 (9.5) 

\ 8.28 \ 
7.3V5.00 6.85 7.36/4.99 
I I 

5.82 (6.3/1.0) 5.85 
4.90 (9.5/1.0) 5.03 
3.04 (14.0) 3.09 
4.73 (14.0) 4.75 
4.80-4.90 4.9 
4.74 (11.5) 4.74 
4.39 (8.2/7.0) 4.41 

4.08 4.10 

3.52 3.5 

3.37 3.42 
3.21 3.22 
2.36 C-=0.3) 2.33 

5.75 4.56 (6.3) 
4.76 4.43 (9/l) 
3.06 3.38 (16) 
4.77 4.66 (16) 
4.85 4.9 
4.78 4.83 (IO) 

4.62e) 4.58 (g/7) 

4.03 4.12 

3.5 3.65 
3.95 3.66 
'j.41 3.14 

3.20 2.94 

2.37 

2.0 - 2.4 2.3 

1.8 - 2.2 2.1 
1.8 - 2.4 2.0 

1.27 (6.3) 1.20 

0.97 (6.4) 0.94 
0.97 (6.4) 0.88 

0.90 (6.5) 0.88 
0.80 (6.5) 0.80 

2.2 2.15 

1.75 e, 21 . 
1.9 1.7 - 2.4 
1.22 1.22 (6.3) 
0.88~) 
0.91 

0.w 
0.81 

a) Interner Standard Tetramethyleilan; T = 32' C ; d-Werte [ppmJ; ca. o.ogm L8sungen. 
b) In Klammern: J [HZ]. - c) In Klammern: 6-Werte von einigen Assoeiatbaaden. - 
d) Auf nur 0.1 ppm genau angegebene d-Werte bezeicbnen breitere Multipletta (vgl. Spal- 
ten 1 und 3). - e) D-aIle statt D-Val; H-4 ca. 1.25; CH3: d 0.88, t 0.91 . 

suchungen (IR; NMR-Messungen an Vergleichssubstanzen etc.) noch verfeinert und 

best;itigt werden muB. k.ndert sie sich beim ijbergang von z.B. 2: in Actinomycin 

Cl(D) 3'(z) nicht, so ist dessen Sekundgrstruktur 1) damit bereits vorgezeichnet. 

Das durch Abbau van Actinomycin C3 bzw. C2 lo) erhaltene Peptidlacton 2$ (D-aIle 

anstatt D-Val) hat sicherlich die gleiche Grundkonformation wie 2a - c (vgl.Tab. xx = 
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Sp.5); such fiir Peptidlactone anderer Actinomycine diirfte dies zutreffen. 

Die Zp-Dimeren liegen, da die Intensitlt der NMR-Nebenbanden die der Haupt 

banden nicht iiberschreitet und Peptid- und Chromophorsignale sich Ihnlich ver- 

halten, wahrscheinlich in der "face to back"(fb=bf)-Grundstruktur 1) mit paral- 

lel ausgerichteten Partnern vor. Bei einer ff- oder bb-Tertiarstruktur sollter 

die Hauptbanden von Gruppen, die wie N-CH3(Sar) aus der Ringebene ragen, entwe 

der ganz zu Nebenbanden werden (beide N-CH3 innen; ff) oder wenig verlndert (k 

de auBen; bb), jedoch nicht 1:l aufgeteilt sein (je 1 N-CH3 innen und auBen). 

Die sehr charakteristischen NMR-Spektren (vgl. dazu das des linearen 2; ir 

Sp.6 der Tab.) erlauben sowohl eine sichere Identifizierung der Peptidlactone 

2-B. nach einem Actinomycinabbau oder in Extrakten von Kulturlosungen als auct 

die einfache Bestimmung von Cyclisierungsausbeuten bei Synthesen 5) . 

Herrn Professor Dr. Dr.e.h. H. Brockmann danke ich fiir die gronziigige Unto 

stiitzung dieser Arbeit. 
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