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ZUR KONSTITUTION DES ACTINCGMYCINS 25
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(Received im Germamy 25 May 1973; received in UK for publicatiom 1 Jume 1973)

Aus dem Actinomycin Z-Gemischl)

2)

eines Streptomyces fradiae Stammes ETH

20 675°’, das durch Chromatographie aus Athylacetat an Aluminiumoxid IV weit-

1,3)

gehend von Actinomycin Z, befreit war, isolierten wir durch préparative

Papierchromatographie (100 Bogen, Schleicher & Schiill 2043 b, Butylacetat/Di-
butyldther/10 proz. wWdBr. Natrium-m-kresotinat 3:1:4), und anschlieBende S&u-

lenchromatographie der dabei erhaltenen Actinomycin Zs—Fraktion aus Benzol an

1,4)

Aluminiumoxid IV kristallisiertes Actinomycin Zg mit Schmp. 2570, [a]go:

+

- 298 2 5% (¢ = 0.2, Methanol) und A, . 442 nm (log o 7.24, Methanol).

x
C62H84N12017 (1269.5) Ber. C 58.66 H 6.67 N 13,24 0 21.43; Gef. C 58,40

H 6.55 N 12.85 O 21.25. Gef. Mol Aminosdure>’: Thr 1.4 )

, Val 1.9, Sar
1.8, Meval 1.0, MeAla 0.9 sowie 0.9 Mol einer Aminos&ure, deren Zone wie die
von Prolin mit Ninhydrin gelb, mit Isatin blau wurde, jedoch schneller wan-
derte. Sie zeigte im Papierchromatogramm (absteigend Butanol/Phenol/Eisessig/
Citratpuffer pH 6.4, 20:16:1:20, Laufzeit 12 h) den gleichen Rp-Wert und im
Hochspannungspherogramm (pH 1.9, 2200 V/60-65 mA, Laufzeit 90 min) die glei-
che Wanderungsgeschwindigkeit wie ein aus 1.2-Dicarbdthoxy~-5-methyl-pyrroli-

din und Jodwasserstoffsdure gewonnenes 5-Methylprolin6)

. RF—Werte im genann-
ten System: 4-Methylprolin > 5-Methylprolin ) 3=Methylprolin; Wanderungsge-
schwindigkeit im Hochspannungspherogramm: 3—Methylprolin.> 5-Methylprolin >
4-Methylprolin. Damit war gezeigt, daB Actinomycin Z5 ein Mol 5-Methylprolin

enthélt4).

Im Totalhydrolysat des gleichen Actinomycin ZS-Préparates haben Katz und
7)

Mason neben Threonin, Valin, Sarkosin, Methylvalin und Methylalanin eben-
falls S5-Methylprolin nachgewiesen und zwar durch Vergleich (Aminosdure-Analy~

sator, zweidimensionales Hochspannungspherogramm, Gaschromatographie des Tri-
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fluoracetyl-methylesters sowie dessen Massenspektrum) mit einem durch kataly-

tische Hydrierung aus 2—Methyl-A1-pyrrolin—S-carbonséure dargestellten 5-Me-

8)

thylprolin~’. Da aus Analogiegriinden anzunehmen war, daB die katalytische Hy-

drierung diastereoselektiv zum cis-5-Methylprolin fiihrt, die Autoren zeigen
konnten, daB sich die beiden Epimeren des 5-Methylprolins als N-Acetyl-methyl-
8)

ester gaschromatographisch trennen lassen, und im Vergleichspriéparat nur das
eine der beiden Epimeren vorlag, kamen sie zu dem SchluB, daf im Totalhydroly-

sat des Actinomycins Z_. cis-5-~Methylprolin vorlag.

5

? 0o co co
{
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CHy CHj L-MeHyp L-aMeHyp
la lc: MeVal statt MeAla, Pro statt Mepro,
b: MeVal und Opr statt MeOpr
MeAla 1d: MeVal statt MeAla, Pro statt MePro,
vertauscht Hyp statt MeHyp

Die Konstitution der zehnten Actinomycin Zs-Aminoséure ergab sich aus fol-
gendem4). 10 stdg. Erhitzen von Actinomycin Z5 (50 mg) mit Uberschilissigem
Aluminiumisopropylat in absol. Benzol/Isopropanol (1:3) lieferte ein Reduk-
tionsprodukt mit unveradndertem Actinomycinchromophor, das durch Ring-Papier-
chromatographie (Butylacetat/Dibutyldther/10 proz. wdfr. Natrium-m~kresotinat,
3:3:4) 1n zwel Fraktionen (Actinomycin ZS-I, 22 mg und schneller wanderndes

Actinomycin ZS-II, 12 mg) aufgetrennt wurde.

Das Totalhydrolysat von Actinomycin ZS—I enthielt auBer den Aminos&uren
des Actinomycin ZS—Hydrolysates eine weitere, die im RF-Wert des Papierchro-

matogrammes (Butanol/Eisessig/Wasser, 4:1:7; Zone nach Vorbehandlung mit
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Isatin und Bespriihen mit Ehrlich's Reagenz rotviolett) sowie der Wanderungs-
geschwindigkeit im Hochspannungspherogramm mit synthetischem 4~Hydroxy-5-me-

thylprolins)

iibereinstimmte. Und im Totalhydrolysat von Actinomycin ZS—II
fanden wir neben den im Actinomycin 25 nachgewiesenen Aminosauren eine weite-
re, die durch chromatographischen und pherographischen Vergleich mit einem

6)

synthetischen Prdparat als 4-allo-Hydroxy-5-methylprolin identifiziert wur-

de. Danach ist die zehnte Aminosdure des Actinomycins ZS das bereits als Acti-
nomycin Zl-Baustein nachgewiesene 4-Oxo-5-methy1prolin6), das im Actinomycin
Z5 wahrscheinlich ebenso wie dessen 5-Methylprolinrest % in der cis-Form vor-
liegt. Falls bei Umsetzung des Actinomycins Z; mit Aluminiumisopropylat keine
Enolisierung und damit Epimerisierung an C-5 eintritt, ware das 4-Hydroxy-5-
methylprolin des Actinomycin ZS—I nach 4 zu formulieren und das 4-E£53-Hydro—

xy-5-methylprolin des Actinomycin ZS-II nach 3.

Im Pherogramm der beiden 4-Hydroxy-proline wandert das allo-Epimere schnel-
ler. Gleiches gilt flir ihre vergleichsweise langsamer wandernden 5-Methylderi~

vate.

Bei der Reduktion mit Aluminiumisopropylat reagiert das 4-Oxo-prolin des
Actinomycins X, (1c) stereoselektiver als das 4-Oxo-5-methylprolin des Actino-
mycins Zg. Denn wdhrend dieses das Actinomycin Zg-1 und Actinomycin Zg-1I lie-
fert, gab Actinomycin X2 nur das 4-~-Hydroxy-prolin enthaltende Actinomycin XoB
(1a)®’.

Selektiver Abbau von Actinomycin Zl—séure mit konz. Salzsdure zeigte, daB

4)

N-Methylvalin und N-Methylalanin carboxyl-endstandig sind”‘. Steht Rest g des

Actinomycins Zc ebenso wie der 4-Oxoprolinrest des Actinomycins X, (1¢) im B-

= N
ng’

Peptidlactonring, so bliebe nur noch zwischen den Formeln la und zu ent~

scheiden, die mit den Analysenzahlen gut in Einklang stehen. Der in la und 1b
angegebenen Konfiguration der Peptidlactonringe liegt die gut gestlitzte Annah-
me zugrunde, daB ein charakteristisches Merkmal aller nativen Actinomycine

die Konfigurationssequenz LDL-L bzw. LD--L ist11’12).
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Antibiotisch wirksame Grenzkonzentrationen (ug/ml) gegen B. subtilis: Ac-
Lana e

R T W )

tinomycin Zg 0.16, Actinomycin Zg-1 0,7, Actinomycin Zg~II 0.4, Actinomy-

cin C3 0.08.
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