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ZUR SEKUNDAR- UND TERTIARSTRUKTUR DER ACTINOMYCINE, III 1
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Die unterschiedliche Stellung der beiden identischen Pentapeptidlactongruppen
in @ und B8 kompliziert das NMR-Spektrum von iso-Actinomycinen wie C1 (gg) be-
trdchtlich. Eine eindeutige, auch stellungsspezifische Zuordnung der Peptidsig-
nale ist jedoch filir die Identifizierung der Lactongruppen sowie zur Untersuchung
ihrer Konformation, r#umlichen Lage im Molekiil und der intramolekularen Wechsel-
wirkungen ebenso von Interesse wie fiir die Kl&rung der intermolekularen Komplex-
(z.B., mit DNS 2)) oder Assoziatbildung von Actinomycinen. NMR-spektrometrische

Vergleiche mit dem jeweiligen freien Peptidlacton (33) und verwandten aniso-

Actinocinyl-peptiden 3)(§g,g) versprechen ebenfalls gute Ergebnisse.

Mit Hilfe {iblicher NMR-Mefiverfahren allein 148t sich die a- oder B-seitige
Stellung eines Actinomycinprotons aus Spektren nicht ableiten, schon die Iden-
tifizierung der Signale nur eines Peptidringes wie in ;g ist oft schwierig
(N—CH3!). Solvens-, Temperatur-~ oder auch Peptidstruktur&nderungen wilrden aufer-
dem auf empfindliche Konformere, Assoziate und Komplexe unerwiinscht einwirken.,
Als ideale Methode zur sicheren und detaillierten Spektrenanalyse erweist sich
hier der Einsatz gezielt in a oder B deuterierter, synthetischer Actinomycine.

Flir Untersuchungen von Wasserstoffbrlicken eines Actinomycins ist zundchst
die Zuordnung der vier NH-Dubletts (2a~Spektrum, Abb.) wichtig; Spinentkopplun-
gen entscheiden nur zwischen N-H(Val) und N-H(Thr}. Eine auch stellungsspezifi-
sche Identifizierung z.B. der beiden N-H(Thr)- und damit zugleich der 2-H-,
3-H- und CH3(Thr)—Signa1e gelingt aber wie folgt:

L~Threonin wird durch vorsichtigen Austausch (DZO/Acetanhydrid) an C-2 deu-
teriert und in den iliblichen Synthesegang zu la 4) gegeben. Das dann entstehende
ib fihrt bei oxydativer Mischkondensation mit an C-6 markiertem 1c - entspre-~

chend dem kiirzlich beschriebenen Verfahren zur Darstellung einheitlicher aniso-
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;; gg: Actinomycin 01(D); Peptidlactonringe wie in ;g
b: D statt H an C-2(Thr) b: 8-D statt 8-H, (a)~Lactongruppe gesffnet,
¢: 6-D statt 6-H in R, D statt E an C-2(Thr) in B

Lactongruppe gedffnet e: (B)-Lactongruppe gesffnet, D statt H an C-Z(Thr)d
d: No, statt NH,, 0633 statt OH d: D statt H an C-Z(Thr)d'und C-Z(Thr)B
e: Actinocin-(aL oder B)-yl- ¢: Beide Lactongruppen gedffnet, 8-D statt 8-H

(8 oder o)-methylester statt R £f: D statt H an C=8 und C-Z(Thr)a

g: D statt B an C-2(Thr)

Actinomycine 3 . zu vier an Cellulose trennbaren Produkten: Actinomycin C1

mit 2-D(Thr) in & und 8 (2d), 8-Deutero-actinomycin C,~sdure (2e) sowie den Ac-
tinomycin Ci—sﬁure-lactonen 2b [ mit - laut NMR-Spektrum - D an C-8 des Ac-
tinocinyls, folglich dem Lactonring und somit 2-D(Thr) in 8 ] wund 2¢ L H an C-8,

Lactonring und 2-D(Thr) in & }. Lactonisierung 3)

von 2B und 2c gibt die selektiv
in B bzwe. & an C-2(Thr) deuterierten Actinomycine 2f und 2g. Deren NMR-Spektren
{Kurven B (2£) und C (2g); Abb.] erlauben nun, da im deuterierten Peptidring ne-
ben der 2-H(Thr)-Resonanz auch die Kopplungen 2-H/N-H und 2-H/3—H(—>CH3) entfal—
len, eine einwandfreie a,B-Zuordnung der Threoninsignale (vgl. Tab.).

Mit Hilfe analog aufgebauter, mehrfach gezielt deuterierter Actinomycine C1

(u.a. N=CD,=Gruppen enthaltend, la) lieBen sich auch die &-Werte von N-H/2-H(Val),
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2-H/3-Ha(Pro), 2—H2(Sar), N-CH3(Sar) und N-CH3(Meva1) stellungsspezifisch fest-
legen (Abb. u. Tab.)s). Die Zuordnung fiir 8- bzw, 7-H(ar.) und damit fiir 6-

und 4-CHy ergab sich zwanglos aus der C-8-Deuterierung (2f) und der 7-H/6-CH3-
Kopplung. Vergleiche mit Spektren von Actinomycin C2, i-C2 und C3 (D-aIle statt
D~Val in B, a oder B u. @) bewiesen, daB jedem der CH3(Va1)-Signa1e bei 1.12
bzw. 0.91/0.89 ppm eine a- und eine B-stindige Methylgruppe zugrunde liegt.
Dies gilt wahrscheinlich auch flir die CH3(Meva1)—Dubletts.

Die so zundchst in CDCl3 als flir Vergleichsmessungen giinstigstem Solvens 7

weitgehend und sicher zugeordneten Actinomycin C_ -signale (Abb.) werden bei

1
Konzentrationsénderungen kaum verschoben (0,005 m L&sung: + O - 0.03 ppm), je-
doch durch Schiitteln der Probe mit D20 (Tab.) merklich verschérft. Integratio-~
nen zufolge lagern sich dabei ca. 2 Moll. Wasser (6 = 2.1 ppm bei 520) ein, die
wohl durch Briickenbildung die 23-Sekund&r- und Tertidrstruktur stabilisieren.
Die NH-» ND-Austauschgeschwindigkeiten (CDC13/CD30D, 2:1; 35°) fallen von NH, u.
ThrB 8
Das detaillierte 2a-Spektrum gibt zusammen mit friiheren Befunden

zu Thr,, Valg u. Val, (0.2, 0.2, 2, 4, 24 Stdn., Soproz. Aust.) stark ab.

1)3) und

zahlreichen hier nur z.T. erwdhnten Messungen an Vergleichssubstanzen gute Hin-

weise auf die Sekunddr- und Tertidrstruktur eines Actinomycins in L&sung:
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100 MHz-NMR-Spektren von Actinomycin C1(D) (A) sowie von 2t (B) und 2g (C) (Ausschnitte)



2224 ‘ No. 24

.

1. Die (a)- und (B)-Peptidlactonringe liegen wegen ihrer sehr weitgehenden
Ubereinstimmung in 8-Werten und Kopplungskonstanten - sogar peripherer Grup-
pen wie CH3(Va1,Meva1) -~ offensichtlich in gleicher Konformation vor. Daten-

8) mit derselben

unterschiede, die z.B. bei Actinomycin-(Ser-val-Pro-Sar-Meval)
Geriistkonformation noch weiter abnehmen [u.a. nur ein NCH3(Meval)-Signal], sind
besonders fiir '‘Protonen nahe dem Chromophor sicherlich durch dessen asymmetri-
sche Struktur bedingt. Dies zeigt sich deutlich z.B. an 223)—Spektren.

2. Die Pentapeptid-Konformation in 2a diirfte nach Bandenlagen und Kopplungs-

konstanten im wesentlichen der in der II. Mitteil.l)

fiir freie Peptidlactone
(1d) erdrterten entsprechen. Deren b6-Werte sind infolge gegenseitiger Abschir-
mung der Laétongruppen im Actinomycin (gg), aber auch schon in den Lactonsduren
2b,c , lbe wiegend zu hbherem Feld verschoben. Charakteristische 2a-Signale
entspreche: bemerkenswert gut denen der abgeschirmten Innenprotonen von freien
Pentapeptidlacton(id)-Dimeren (CDC13)1), SO z.B. die fiir NH(Val) [Zg: 7.94,

8.10 / Dim. 7.80]), H-3(Thr) [5.17, S5.21 / 5.24], NCH, (Sar) [2.87 7/ 2.91] und

CH3a(Va1) {1.11 / 1.07 ppm]. Ahnliches gilt fiir Spektren in Benzol7). Kleinere

Verdnderungen der Lactonringkonformation beim Ubergang la-»2a - etwa durch

Ausbildung (a,B)-interanularer Wasserstoffbriicken seitens der NH-Protonen -

oder in grdBerem AusmaB bei der Komplexbildung von gg mit DNS sind aber denkbar
3. Die Peptidringe stellen sich zueinander wahrscheinlich in der "face to

face" (ff)-Grundstruktur (vgl. I.Mitteil,, Abb.1,II 9)) weitgehend fest ein, wo~

bei die N~CH3(Sar)—Gruppen innen liegen (2,3). Die von II (1.Mitteil.) abgelei-

teten Formen VI-VIII mit oberhalb des Chromophors liegend angeordneten Lacton-
ringen erkldren nicht deren wechselseitige Beziehungen (u.a. die b6-Wert-Ver-
schiebungen gegeniiber 1a). Auch l&Bt ein bereits vorhandener Ring (in 2b,c) die
normale, bei freien Peptiden (wie in 1c) und Actinomycinsduren (2e) gleiche
Lactonisierungsausbeute auf das Doppelte (gg,g) ansteigenB), wdhrend z.B. ein
enantiomerer Lactonring die Reaktion hemmt. - Planparallele Einstellungen
von Chromophor- und Peptidringebenen (Vg)) entfallen aus sterischen und NMR-
spektroskopischen Griinden. Auch unsymmetrische fb- und bf-Formen (I, Ivg))
scheiden infolge der fiir beide Peptidringe fast gleichen é-Werte [vgl. dagegen

die von id-Dimeren (fb/bf)l)] aus. In diesem Fall wiirde man auch, dem Befund

entgegen, flir die seitlich aus der Ringebene ragenden Gruppen unterschiedliche
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100 MHz-NMR-Spektren von Actinomycin 01(D) (gg)a)

c1>013/Dao") cnc13°) CDC1,/D,,0 one1,
NH (Val ) 8.22 (5.6)8) 8.10 (5.6) 5-Hy(Prog, ) b1 34 b2 -3
NE (Valg) 8.05 (5.6)  7.9% (5.6) ~CHy (Meval)  2.90 2.88
NH (Thrcg 7.13 (7.0) 7.21 (6.8) N—CH3 (MevalB) 2.93 2.93
NH (ThrB) ?.70 (7.0) 7.84 (6.6) N-CH3 (Sara B) 2.86 2.87
8-H (ar.) 7.62 (8.0) 7.64 (8.0) 3'Ha(Pr°°2 2.70 (m) 2.70 (m)
7-H (ar.) 7.36 (8.0) 7.37 (8.0) 3_H'a(ProB) 2.90 (m) 2.90 (m)
NH, - 7.0 = 7.5 3-H,2-H (Meval ) 2.68 (m) 2.67 (m)
2-H (Pro,)  6.00 (8.0)  6.03 (8.0) 3-8 (Va1 ) " 2,17 (w) 2.17 (m)
2-H (Proﬁ) 5.92 (8.0) 5.98 (8.0) 3-B,, ‘I»-HZ(Proq,B) 2.4 - 1.7 2. - 1.7
3-E (Thr_) 5.22 (6.2/2) 5.21 (6.1/2) 6-CH. (ar.) 2.5k (<0.3) 2.55 (c0.3)
3-E (Thry) 5.18 (6.2/2) 5.17 (6.1/2) 4_“3 (chin.) 2.22 2.23
2-H (Sar ) 4,74 (18) 473 (18)
Z-Ha(SarB) .82 (18) 4.79 (18) cn (Thr B) 1.25 (6.2) 1.26 (6.2)
2-H (Thrd) 4,54 (7.0/2) k4.50 (6.8/2) H3 (Val 1.12 (6.5) 1.11 (6.4)
2-H (Thrp) 4,63 (7.0/2) 4.60 (6.6/2) 0113 b (Val @B ) 0.91 (6.6) 0.90 (6.5)
Z-Hb(Sar(a)) 3.59 (18) 3.61 (18) 0.89 (6.6) 0.89 (6.5)
Z-Eb(Sar(B)) 3.61 (18) 3.62 (18) c:B.j a (Mevala'ﬂ) 0.95 (5.3) 0.95 (5.3)

2-E (Val) 3.55 (5.6/9) 3.53 (5.6/9)  OCHy , (Meval, ,) ©0.75 (5.6)  o0.74 (5.2)
2-H (Valy) 3.58 (5.6/9) 3.55 (5.6/9)

a) Interner Standard Tetramethylsilan; T 32 C; d-Werte (ppm); 0.05 - 0.06 m Liosungen.
b) CDCl,-Ldsung 30 Sek, im Rohrchen mit elnigen Tropfen D_O geschiittelt und zentrifugiert.
c) 28 feéin zerrieben und 15 Stdn, bei 115° i, Hochvak. g %rocknet. - da) J (Hz2).

Solvensshifts (CDC13~»Benzol) erwarten, die z.B. ld-Dimere zeigen.

Flir 119)(=ff, vgl. 3) und damit gegen III(bb) sowie I und IV spricht, daB
beim Ubergang la-»2a die &~Werte fiir beide N-CH,(Sar) genau gleich und mit -0.53
ppm [;Q—Dimeres: -0.48 fiir NCHs(innen)] stidrker verschoben werden als die von
NCHS(Meval) in der Ringebene (-0.29/0.32 ppm). Die CH3(Thr)-Signa1e dagegen

bleiben unverdndert (-o0.02 ppm) und identisch (1d-Dim.:

-o0.1). Beide N—CH3(Sar) sollten demnach innen (=ff; 2,3)

X 0 5 lieger und die ebenso magnetisch &quivalenten (o.,B)—CH3
P<? *\ fM;z (Thr)~-Gruppen auf den RingauBenseiten (b). Entsprechend
2
0 ist fiir NCH, (Sar) der sSolvensshift (CDC1 —>C6D6) mit
£/ 4

-0.06 ppm minimal [NCH,(Meval): -0.65; CH4(Thr): +o0.35].

. Die P i n nati - - -
3: 2a von oben; a NCH}- 4, Die 9a\1:t:.a1korwformatlonen an den N~C2(Thr)-Bindun
(Sar)-Seite der Ebene gen (p ,p.”") diirften JCH_NHu B= 7.0 Hz entsprechend
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gleich und aus rdumlichen Griinden anticlinal sein, #&ndern sich aber mit der Ami-

nosdure (Ser statt Thr0 8t J =3 H21°)
-9

glinstig, etwa parallel (IXa,b 9)) und ‘fa’?ﬁ gleich sind, so miiBten auch die

)o Wenn die Peptidringebenen, wie sterisch

Konformationen an ' T4 (g) ungefahr gleich sein. ?A ist sicher nicht 180°
{(xein "deshielding" von 8~H durch 9-CO (Modellsubstanzen: +0.65 ppm)] und wie
?h - sterisch bedingt - nicht 0°; eine -synclinale Anordnung whre denkbar(3).

Die kurz angefiihrten Befunde beweisen zwar eine wie in 2 skizzierte Sekundér-
und Tertilirstruktur des Actinomycins in CDCl3 noch nicht, geben aber gute An-
haltspunkte dafilr. Spezielle Modellsubstanzen werden weitere Daten liefern.

Die selektive Deuterierung und die dadurch sehr sichere, vor allem stellungs—
spezifische Zuordnung der NMR-Signale von 2a (und eng verwandten Actinomycinen
wie C,, i-C2, C3) erlauben es nun, die (a)- und (B)-Peptidlactongruppen bei Re-
aktionen eines Actinomycins getrennt zu beobachten und filir Versuche gegebenen-
falls unterschiedlich in a und B markierte Syntheseprodukte einzusetzen. Eine
Untersuchung von Problemen wie die -~ Dbesonders flir aniso-Verbindungen wichti-
ge - Stellung und gegenseitige Beeinflussung der beiden Peptidgruppen, die
Vororientierung noch offener Peptidketten (in 2b,¢ z.B.) und das Verhalten frei-
er Peptidlactone in L&sung (Dimerisierung) wird durch Verwendung gééielt deute~
rierter Substanzen sehr erleichtert und teilweise erst moglich.

Herrn Professor Dr. Dr.e.h. H. Brockmann danke ich fiir die groBziligige Unter-

stiitzung dieser Arbeit.
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